UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

INVESTIGACAO FITOQUIMICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA DO EXTRATO HIDROETILICO DE FOLHAS DE Salix
humboldtiana EM MODELO ZEBRAFISH

(Danio rerio)

UEBEM FERNANDES RAMOS

BELEM — PARA
2020



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

INVESTIGACAO FITOQUIMICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA DO EXTRATO HIDROETILICO DE FOLHAS DE Salix
humboldtiana EM MODELO ZEBRAFISH

(Danio rerio)

Autor: Uébem Fernandes Ramos

Orientador: Prof.Tit.Dr. Wagner L. Ramos Barbosa

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Para (PPGCF-UFPA)
como requisito para obtencéo do titulo de Mestre

em Ciéncias Farmacéuticas.
Area de concentracdo: Farmacos e Medicamentos.

Linha de Pesquisa: Desenvolvimento e Avaliagdo

de Medicamentos Naturais e Sintéticos.

BELEM — PARA
2020



Dados Intemacicnais de Catalogagao na Publicagao {CIF) de acordo com 1SB0
Sistema de Biblictecas da Universidade Federal do Para
Gerada automaticamente pelo médule Ficat, mediante os dados fornecidos pelofa)

autorfa)

R175 RAMOS, UEBEM,,
INVESTIGACAOD FITOQUIMICA E AVALIACAO DA

ATIVIDADE ANTILINFLAMATORIA DO EXTRATO
HIDROETILICO DE FOLHAS DE Salix humboldtiana EM
MODELO ZEBRAFISH (Danio rerio) / UEBEM RAMOS. —
EME'*IE f

Crientador(a): Prof. Dr. Wagner Luiz Ramos Barbosa

Dlsserta(%a{: (Mestrado) - Universidade Federal do Fara
Instituto de Ciéncias da Salde, Programa de F’ns—Graduaga::r
em Ciéncias Farmacéuticas, E!elem 2020.

1. Salix humboldtiana. 2. fitoguimica. 3. atividade
anti-inflamataria. 4. modelo zebrafish. 5. Danio reric. 1.
Titulo.

CDD 610




UEBEM FERNANDES RAMOS

INVESTIGACAO FITOQUIMICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA DO EXTRATO HIDROETILICO DE FOLHAS DO Salix
humboldtiana EM MODELO ZEBRAFISH (Danio rerio)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Para (PPGCF-UFPA)
como requisito para obtencéo do titulo de Mestre

em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovado em: 25 de setembro de 2020

Banca Examinadora

Prof.Tit.Dr. Wagner Luiz Ramos Barbosa (PPGCF/UFPA)
Orientador

Prof2.Dra. Marcieni Ataide de Andrade (PPGCF/UFPA)
1° Examinadora

Prof2.Dra. Andressa Santa Brigida da Silva (UNAMA)
2° Examinadora



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, quero agradecer a DEUS, acima de tudo, sua misericordia,
amor e bondade incalculavel. Principalmente, pelas suas béncaos diarias e pela forca
gue me permitiu continuar nessa caminhada dificil, porém desafiadora.

A minha familia, principalmente, vocé Orlandina Ramos, uma mulher guerreira,
uma mae maravilhosa, dedicada que sempre apoiou meus estudos e deu incentivos
para buscar desde crianca, melhorias, através da educacéao. Meu irmao Wilson Ramos
€ um exemplo para mim. Obrigado por todas as vezes que acreditaram em mim.
Sempre me ajudando em tudo que precisei. Eu amo profundamente vocés.

Meu grande professor Wagner Barbosa, por quem tenho grande respeito e
admiracao pessoal, me espelho como profissional, professor e pesquisador. Eu ja era
apaixonado por tudo relacionado as plantas medicinais e fitoterapia, desde a
graduacdo em Enfermagem e Farmécia, mas através dele, me aprofundei no assunto.
Obrigado pela oportunidade de fazer parte da sua equipe, pela confianca, paciéncia,
ensinamentos e orientagdo. Sou eternamente grato.

Ao GTWB: Sarah, Isis, Jailton, e de outros que eu possa ter esquecido de citar,
meu muito obrigado! A presenca de vocés fez do laboratério um ambiente agradavel
e produtivo. Levarei na lembranga a amizade, a ajuda e a troca de conhecimento.

Em especial, gostaria de agradecer a duas personagens importantes nessa
histéria, que fizeram total diferenca: minha colega Myrth que me ajudou desde o inicio
(na elaboracao do projeto de pesquisa) ainda nas etapas do processo seletivo, sem
vocé néo teria conseguido. E a lanna, vocé fez a diferencga, tenho muita consideragéo
e carinho por tudo que vocé me ajudou, obrigado por toda atencéo e por compartilhar
conhecimento comigo. Nunca se negou, em momento algum, a me ajudar. Gostaria
de agradecer a equipe do Laboratorio de Pesquisa em Farmacos, da Universidade
Federal do Amapa (UNIFAP), sob supervisdo do Prof.Dr. José Carlos Tavares
Carvalho. Para encerrar, meus agradecimentos sdo para todos os professores e
secretaria do PPGCF da UFPA.

Muito obrigado!



“Um exemplo abre a mente, uma histéria abre
0 coragao e a motivagao abre o caminho”.

(Uébem Ramos)

“Todos querem ganhar medalhas de ouro,
mas poucos querem treinar na intensidade
necessaria para conquista-las”.

(Mark Spitz)



RESUMO

RAMOS, U.F. INVESTIGACAO FITOQUIMICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTI-INFLAMATORIA DO EXTRATO HIDROETILICO DE FOLHAS DO Salix
humboldtiana EM MODELO ZEBRAFISH (Danio rerio). Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Para, Belém, 2020.

As folhas do Salix humboldtiana, familia Salicaceae, sdo utilizadas na medicina
tradicional para o tratamento de diversas doencgas inflamatérias, estados febris, entre
outras. Porém, existem poucas informacdes sobre a espécie na literatura. Todavia, o
género Salix apresenta uma diversidade bastante significativa de usos na medicina
popular, tendo na espécie Salix alba L. o seu mais consagrado representante, que
esta incluido no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira. Este trabalho
se propde a investigar os constituintes quimicos com énfase nos compostos fendlicos,
através de estudos farmacognosticos (andlise de qualidade fisico-quimico);
abordagem fitoquimica, os testes, serviram para demonstrar a presenca de classes
de metabdlitos secundarios: acucares redutores, fendis e taninos, flavonoides,
catequinas, esteroéides e derivados de cumarina; fracionamento, CCD e CLAE-DAD.
Além de teste bioldgico em modelo animal (D. rerio) para investigacédo das atividades
anti-inflamatoérias. Neste sentido, os objetivos de realizar as analises fitoquimicas e o
bioensaio, foi utilizado o Extrato etilico do Salix humboldtiana (EBSh) nas diferentes
doses em testes in vivo. Os grupos previamente tratados com EBSh 75 mg/kg
apresentaram inibicdo de 5%; 150 mg/kg apresentaram inibicdo de 14%; 300 mg/kg
apresentaram inibicao de 54%; 500 mg/kg apresentaram inibicdo de 60%, 750 mg/kg
apresentaram inibicdo de 43% de edema abdominal em comparagdo ao controle
negativo. Entre as cinco diferentes concentracdes do EBSh testados e avaliados no
modelo zebrafish, a concentracdo de 500 mg, forneceu resposta estatisticamente mais
expressiva quanto a atividade anti-inflamatéria e grau anti-edematogénico apés 5 h
de tratamento. Essa resposta foi superior ao padrédo indometacina se comparados ao
controle negativo, indicando dessa forma a capacidade de reducédo e/ou inibicdo do
edema na regido peritoneal. Os animais submetidos aos ensaios apresentaram
alteragbes no comportamento normal em todas as doses testadas, essas alteragbes
variaram de acordo com a concentracdo do EBSh administrada. Nas trés menores
doses (75 mg, 150 mg e 300 mg), os peixes apenas manifestaram alteragcfes leves a
moderadas e em menor frequéncia, enquanto nas duas concentracdes maiores (500
mg e 750 mg), eles manifestaram importantes alteragcbes comportamentais, algumas
com maior frequéncia e intensidade.

Palavra-chave: Salix humboldtiana; fitoquimica; atividade anti-inflamatoria; extrato
hidroetandlico; modelo zebrafish; Danio rerio.



ABSTRACT

RAMOS, U.F. PHYTOCHEMICAL INVESTIGATION AND EVALUATION OF THE
ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY OF THE HYDROETHANOLIC EXTRACT OF
LEAVES OF THE SALIX HUMBOLDTIAN IN ZEBRAFISH MODEL (Danio rerio).
Graduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Para, Belém,
2020.

The leaves of Salix humboldtiana, family Salicaceae, are used in traditional medicine
for the treatment of various inflammatory diseases, febrile states, among others.
However, there is little information about the species in the literature. However, the
genus Salix has a very significant diversity of uses in popular medicine, with Salix alba
L. as its most renowned representative, which is included in the Brazilian
Pharmacopoeia Form of Herbal Medicine. This work proposes to investigate chemical
constituents with an emphasis on phenolic compounds, through pharmacognostic
studies (analysis of physical-chemical quality); the phytochemical approach, the tests,
served to demonstrate the presence of classes of secondary metabolites: reducing
sugars, phenols and tannins, flavonoids, catechins, steroids and coumarin derivatives;
fractionation, CCD and CLAE-DAD. In addition to biological testing on an animal model
(D. rerio) to investigate anti-inflammatory activities. In this sense, the objectives of
performing the phytochemical analyzes and the bioassay, the Salix humboldtiana Ethyl
Extract (EBSh) was used in different doses in in vivo tests. Groups previously treated
with 75 mg / kg EBSh showed 5% inhibition; 150 mg / kg showed 14% inhibition; 300
mg / kg showed 54% inhibition; 500 mg / kg showed 60% inhibition, 750 mg / kg
showed 43% inhibition of abdominal edema compared to the negative control. Among
the five different concentrations of EBSh tested and evaluated in the zebrafish model,
the concentration of 500 mg, provided a statistically more expressive response
regarding anti-inflammatory activity and anti-edematogenic degree after 5 h of
treatment. This response was superior to the indomethacin standard when compared
to the negative control, thus indicating the ability to reduce and / or inhibit edema in the
peritoneal region. The animals subjected to the tests showed changes in normal
behavior at all doses tested, these changes varied according to the concentration of
EBSh administered. In the three lowest doses (75 mg, 150 mg and 300 mg), the fish
showed only mild to moderate changes and less frequently, while in the two highest
concentrations (500 mg and 750 mg), they manifested important behavioral changes,
some with greater frequency and intensity.

Keywords: Salix humboldtiana; phytochemistry; antiinflammatory activity;
hydroethanolic extract; zebrafish model; Danio rerio.
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1 INTRODUCAO

O uso das plantas medicinais no tratamento de enfermidades é muito antigo e
esta intimamente relacionado com a propria existéncia e evolucdo da espécie
humana, fazendo parte desde o inicio da sua histéria. Tendo grande importancia tanto
no que se refere aos aspectos medicinais, como culturais. Logo, a utilizacdo das
plantas medicinais, por antepassados, embasava-se em suas proprias experiéncias
empiricas de acerto ou erro, da observacgdo do uso de plantas pelos animais, além de
crencas e intervencao divina (RODRIGUES; DE SIMONI, 2010; BARNES et al;
ANDERSON; PHILLIPSON, 2007; PINTO et al., 2002).

De acordo com a RDC n° 26/2014 e a RDC n° 463/2021, planta medicinal "E a
espécie vegetal, cultivada ou n&o, utilizada com propésitos terapéuticos e/ou
profilaticos”. Os governos de varios paises, vém por meio de Politicas, programas e
resolugdes, para expressar sua posi¢cao a respeito da necessidade de valorizar a sua
utilizacdo. Ao observar que até 90% das populacdes em paises em desenvolvimento,
dependem delas como a principal fonte de cuidados a saude e em muitas vezes a
Unica (PINTO et al., 2002; RODRIGUES; DE SIMONI, 2010).

A vista disso, do crescimento exponencial nas Gltimas décadas do mercado
mundial de fitoterapicos sdo alicercados: crescente custos da saude, aumento
doencas crénicas nao transmissiveis, envelhecimento da populacéo, valorizacdo de
habitos mais saudaveis, descoberta de novos principios ativos de plantas,
comprovacéo cientifica da eficicia e preco mais acessivel. Seguindo esse contexto,
S80 necessarios maiores investimentos em pesquisa e desenvolvimento de farmacos
naturais. Logo, o estudo de espécies nativas, com potencial farmacoldgico, se mostra
extremamente estratégico (WHO, 2013; EMBRAPA, 2008).

No Brasil, conhecida popularmente como salgueiro, a espécie Salix
humboldtiana € uma planta da familia Salicaceae, nativa da América. Apresenta folhas
e cascas amplamente empregadas no tratamento de inflamacfes, reumatismo
(CARPANEZZI; TAVARES; SOUZA, 1999; GHAHREMANINEJAD et al., 2012).

As propriedades farmacolégicas dos constituintes quimicos do S. humboldtiana
e sua utilizagéao na fitoterapia popular revelam seu potencial para o desenvolvimento
de novas opcgOes terapéuticas que possam ser utilizadas no tratamento de diversas

doencas de natureza inflamatoria crénica e aguda (FERNANDES et al., 2009).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 USO DE PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPIA NO BRASIL

2.1.1 Perspectiva histérica no uso das plantas medicinais e fitoterapia

A utilizac&o das plantas medicinais remonta, desde os primérdios da civilizacao
humana. Utilizando as mesmas por meio da retirada direta das espécies do ambiente
natural. E fato, que os povos da antiguidade, deixaram indicios do uso das plantas,
nas mais diversas formas, para as mais diversas causas e males (RODRIGUES; DE
SIMONI, 2010; BARNES; ANDERSON; PHILLIPSON, 2001).

Contudo, assim que a espécie humana passou a existir e a ocupar as diferentes
regides do planeta, abrindo a compreensao da sua existéncia e de seu significado.
Dois elementos passaram a fazer parte do seu cotidiano: o perigo e a sobrevivéncia.
Tudo que 0s nossos antepassados faziam era escapar dos perigos e buscar a
sobrevivéncia (CARIBE; CAMPOS, 1991; FERNANDES; ROCHA, 1997).

N&o obstante, no ambiente natural, onde eles habitavam, o perigo era retratado,
pelos animais selvagens, além de diversos outros inimigos, alguns invisiveis, virus e
bactérias, fonte das infec¢des, inclusive outros males e enfermidades. Logo, a
primeira forma de combater e sobreviver a esses “inimigos” foi a utilizagdo dos
recursos da prOpria natureza, o Unico existente, a exemplo: plantas, animais e
minerais (BADKE et al., 2012; ALVES, 2013; BRODY, 2000).

A vista, a sociedade humana, por meio da cultura popular, resultado do
acumulo de informacdes e experiéncias sobre 0 ambiente que os cercam, para com
ele interagir, conseguiu transmitir seus costumes e conhecimento empirico de geracao
em geracdo ao longo dos tempos. Exemplo disso, que nos primérdios, o cuidado a
saude era desenvolvido por mulheres, cujo conhecimento era adquirido no seio
familiar e a utilizacdo das plantas representou o principal recurso terapéutico para
tratar a saude de suas familias (BADKE et al., 2012; PINTO et al., 2002).

Desse modo, o uso das plantas medicinais se confunde até mesmo com a
propria histéria da humanidade, fazendo inclusive parte da nossa evolugéo, e se
estende até os dias atuais. Em outras palavras, da antiguidade até os dias atuais, 0
uso das plantas medicinais persiste (LORENZI, 2008; REVILLA, 2001, BRODY, 2000).
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Assim, € inerente afirmar que as plantas medicinais foram sem duvida alguma:
o primeiro médico, o primeiro hospital, a primeira farmacia, as primeiras curas,
prevencdes e tratamentos. Portanto, elas continuam mantendo seu papel primordial
para a humanidade. Servindo de base para pesquisas e desenvolvimento de novos
medicamentos nas mais diversas enfermidades (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

2.1.2 Regulamentacdo e normatizacdo: Controle de qualidade e padronizacao

das plantas medicinais e da fitoterapia no Brasil

O Brasil é considerado um dos paises de maior biodiversidade do planeta por
possuir cerca de 22% do numero total de espécies de plantas do mundo. Esta imensa
biodiversidade representa o maior patriménio nacional. O nimero de espécies pode
ser estimado em até 550.000 (SIMOES et al., 2010; CORREA, 1998; FEIJO, 2013).

No Brasil, o uso das plantas medicinais tem sido paulatinamente incorporado
aos servicos publicos de saude. A regulamentacdo, normatizacdo e a
institucionalizag&o de pratica em saude, originadas nas medicinas tradicionais tiveram
inicio a partir da década de 1980, principalmente ap0s a criacdo do Sistema Unico de
Saude (SUS), que afirma que saude € um direito de todos e dever do Estado (BRASIL,
2006a; BRASIL, 2006b).

Duas décadas depois, foi criada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no SUS, instituida pela Portaria do Ministério da Saude n°
971, de 2006, tendo como objetivo ampliar as opcfes terapéuticas para 0s usuarios
do SUS, dentre estas, a fitoterapia, com garantia de acesso a fitoterapicos e servicos
relacionados a fitoterapia, com seguranca, eficacia e qualidade, na perspectiva da
integralidade da atencao a saude (BRASIL, 2006a; BRASIL, 2006b).

Agregando-se ao Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(2006), que visa “garantir a populagéo brasileira o acesso seguro e racional de plantas
medicinais e fitoterapicos” em 2009. Ademais, o Ministério da Saude elaborou e
divulgou a Relac&o Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS),
na qual estao presentes 71 espécies vegetais usadas pela sabedoria popular e devem
ser investigadas prioritariamente (Quadro 01), dentre elas a Salix alba popularmente
conhecida como salgueiro branco (BRASIL, 2006a; BRASIL, 2006b).
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Quadro 01 - Lista de plantas medicinais utilizadas no senso comum.

NOME CIENTIFICO PARTE FORMA DE -
. INDICACAO/USO
POPULAR UTILIZADA UTILIZACAO/ VIA
Aloe vera Emplastro o
Folhas o Cicatrizante
(Babosa) (Tépica)
Rhamnus purshiana . o .
] Folhas Infusédo (Oral) Constipacéao intestinal
(Cascara sagrada)
Maytenus ilicifolia . Dispepsias, gastrite e
o Folhas Infus&o (Oral) )
(Espinheira-santa) Ulceras
Salix alba Casca e . Anti-inflamatério,
_ Infuséo (Oral) o .
(Salgueiro Branco) Folhas analgésica e antitérmica

Em termos de fitoterapia, depois da criacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), o Brasil teve a RDC n°® 17/2000 - Dispde sobre o registro de
medicamentos fitoterapicos, que foi revogada pela RDC n° 48/2004 - Dispde sobre o
registro de medicamentos fitoterapicos e que, por sua vez, veio a ser revogado pela
RDC n° 14/2010, todas referentes ao registro de medicamentos fitoterapicos, seja por
meio de estudos néo clinicos e clinicos, por dados de literatura, por tradicionalismo,
ou por registro simplificado (BRASIL, 2006a; BRASIL, 2006b; BRASIL, 2010b,
BRASIL, 2019a).

Atualmente, a RDC n° 26/2014, que revogou a RDC n° 14/2010, separa 0s
fitoterdpicos em duas classes: Medicamentos Fitoterapicos e Produtos Tradicionais
Fitoterapicos - PTF, estabelecendo normas para o registro de fitoterapicos,
enfatizando a necessidade de estudos quimicos, fisico-quimicos, toxicoldgicos,
clinicos, e o certificado de boas préticas de fabricacao e controle de qualidade para o
local de producédo (BRASIL, 2006a; BRASIL, 2006b; BRASIL, 2014; CARVALHO,
2006).

Portanto, esse conjunto de politicas, resolucdes e portarias implementado pela
ANVISA/Ministério da Saude, vem no sentido de normatizar e regulamentar o uso de
plantas medicinais e seus derivados, visando principalmente garantir a populacédo o
acesso as plantas medicinais e fitoterapicos, com seguranca, eficacia e qualidade
(BRASIL, 2006a; BRASIL, 2006b; BRASIL, 2014; BRASIL, 2019a).
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2.2 CARACTERIZACAO BOTANICA DO Salix humboldtiana

2.2.1 Taxonomia: Classificacdo e nomenclatura botanica

A busca pela nomenclatura e sinbnimos foi realizada nas bases de dados: Flora

do Brasil; Tropicos (2019); International Plant Names Index (IPNI) e JOLY (1998).
Descritos:

= Classe: Magnoliopsida

= Subclasse: Magnoliidae Novék

= Superordem: Rosanae Takht

= Ordem: Malpighiales

» Familia: Salicaceae

= Geénero: Salix

» Espécie: Salix humboldtiana Willd

2.2.2 Familia Salicaceae

A Salicaceae corresponde a uma familia bastante numerosa e heterogénea,
constituida por aproximadamente 50 géneros e mais de 1000 espécies, espalhadas
pelo mundo. Aqui no Brasil ocorrem 19 géneros e cerca de 80 espécies. Tal
peculiaridade remete a uma dificil tarefa na identificacao e catalogacdo (FERNANDES
et al.,, 2009). Sendo assim considerada uma familia de distribuicAo cosmopolita,
devido seus representantes disporem de aptiddo para habitarem praticamente todos
0s continentes, em diversos biomas do planeta (Figura 01) (SOUZA; LORENZI, 2005;
MARQUETE; TORRES; MEDEIROS, 2015; JOLY, 1998).

e o -

Figura 1. Distribui¢do geografica da familia Salicaceae.

Fonte: Trépis, 20109.
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Devido as caracteristicas fitoquimicas, a familia Salicaceae passou a exercer
uma importante funcdo medicinal, relacionada sobretudo a atividade terapéutica de
seus metabdlitos secundarios. Algumas espécies passaram a ser utilizadas de forma
rotineira e sistematica, exercendo destaque na literatura cientifica, como por exemplo,
Salix alba, na qual foi isolado pela primeira vez a salicilina, em 1829 pelo farmacéutico
francés Henri Leroux. Utilizado, posteriormente, na industria farmacéutica para
desenvolver o acido acetilsalicilico (AAS) que apresentava acao anti-inflamatéria (QIN
e SUN, 2005; NAHRSTEDT et al., 2007; TECHIO; BELO, 2012).

Muitos outros avangos se deram com o passar dos anos, principalmente nas
pesquisas voltadas para a fitoquimica da familia Salicaceae. Elas foram conhecidas,
como produtoras de uma ampla gama de compostos quimicos. Apresentando em sua
quimica molecular, essencialmente heterosideos fendélicos (MOSADDIK et al., 2004).

Os salicilatos, que sao glicosideos fendlicos enddgenos, € o grupo quimico
mais conhecido desta familia, tendo como exemplo: a salicina, salicortina, salicilol e o
acido salicilico. Esta classe de compostos exerce, particularmente, efeitos anti-
inflamatdrios por conta da inibicdo da ciclooxigenase-1 (COX-1) e ciclooxigenase-2
(COX-2) levando a inibicdo da sintese de prostaglandinas (YU et al., 2002).

2.2.3 Género Salix

Existem cerca de 400 espécies de arvores e arbustos do género Salix, aléem de
diferentes variedades e hibridos, distribuidos em diversas latitudes da Europa, Asia,
América, Africa e Oceania, com excecdo da Antartida. Na sua quase totalidade,

naturais de regifes de clima temperado e ambientes umidos (ARGUS, 2007).

Figura 2. Distribuicdo geografica do género Salix. Fonte: Discoverlife, 2019.
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Na América do Sul, existe apenas uma espécie nativa, Salix humboldtiana, que
ocorre naturalmente desde o norte do México (23° N) até a provincia de Chubut, na
Argentina (45° S) (MOURA, 2002; FREISCHMIDT et al., 2012).

Tradicionalmente, a classificacdo botanica ocorre baseada em caracteristicas
morfologicas. Porém novas técnicas foram desenvolvidas, como exemplo: genética e
a biologia molecular. Dessa forma, fornece melhores evidéncias para a classificacéo.
Algumas espécies que estavam em outros grupos foram incorporadas ao género
Salix. Atualmente os representantes desse género estdo divididos em cinco
subgéneros: Salix, Protitea, Longifoliae, Chamaetia e Vetrix, e cada subgénero,
consiste em varias sec¢des, no qual compartilham muitas caracteristicas em comuns
(ISEBRANDS; RICHARDSON, 2014; MAZINE; SOUZA; RODRIGUES, 2002).

De todos os cinco subgéneros existentes, o de maior relevancia e volume,
corresponde ao do Salix, onde se encontra a espécie Salix humboldtiana. Uma das
caracteristicas mais importantes desse subgénero esta em sua utilizagdo na medicina
popular, onde suas folhas e cascas sdo empregadas para o tratamento da febre (FREI
et al., 2009; DEHARO et al., 2001); malaria (BOURDY, CHAVEZ-DE-MICHEL e
ROCA-COULTHARD, 2004), reumatismo (GAUTAM, SAKLANI e JACHAK, 2007) e
constipacdo (SCARPA, 2004; MONIGATTI, BUSSMANN e WECKERLE, 2013).

Tais efeitos farmacol6gicos, sobretudo a atividade anti-inflamatéria, sao
resultantes de compostos com acgdes inibitérias em caminhos bioquimicos do acido
araquidonico (WURM; BAUMANN; GERE, 1982; SHARMA et al., 2011), a agéo
enzimatica da hialuronidase (KUPPUSAMY; KHOO; DAS, 2009) e a producao de
radicais de oxigénio (ROHNERT; SCHNEIDER; ELSTNER, 1998), sendo um efeito
global baseado nos efeitos aditivos de flavonoides, taninos, derivados de alcool

salicilico e outros compostos ainda desconhecidos (WILLIAMSON, 2001).

2.2.4 Aspectos gerais e distribuicdo da espécie Salix humboldtiana

A origem do nome Salix, acredita-se ter sido dada pelos romanos, 400 a.c, ao
caracterizar o salgueiro, o termo significa “préximo da agua”, uma alusdo ao habitat
de preferéncia do género, visto que sdo encontradas as margens de rios. Ja o termo
humboldtiana € homenagem ao naturalista alemao Friedrich Humboldt, conhecido
como Bardo de Humboldt (1769-1859). Dessa forma, sendo descrita a taxonomia para
nomenclatura botanica da espécie (ROMARIZ, 1996; FILHO, 2009; LORENZI, 2002).
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Usualmente, nos diferentes estados brasileiros, € denominado de salseiro,
salgueiro, salso, salgueiro-do-rio e salgueiro-chordo, enquanto que em paises de
lingua espanhola recebe os homes de sauce e sauce criollo e nos de lingua inglesa,
pencil willow e creole willow (CARPANEZZI; TAVARES; SOUZA, 1999).

O S. humboldtiana € uma espécie que se encontra distribuida nas mais
variadas zonas climaticas do planeta, desde areas temperadas e frias, bem como as
tropicais e subtropicais. Sendo nativa do continente Americano (Figura 03), situa-se
em quase toda sua extensao territorial, em especial na costa oeste em direcao a faixa
litorAnea do oceano pacifico. Estende-se do norte do México ao sul da Argentina.
Abrange uma parte da América do Norte, todo o conjunto da América Central e Caribe
além da América do Sul, de onde é originaria (LORENZI, 2002; CARPANEZZI,
TAVARES; SOUZA, 1999; ROMARIZ, 1996; GHAHREMANINEJAD, 2012).

Figura 3. Distribuicdo geografica da espécie Salix humboldtiana.
Fonte: Discoverlife, 2019.

No Brasil, a biogeografia da espécie se evidencia pela sua presenca na Regiéao
Norte (Amazonas e Para); Regido Centro-Oeste (Mato Grosso e Mato Grosso do Sul);
expandindo-se por toda Regido Sul do Brasil, onde sdo mais frequentes,
especialmente nas bacias dos rios Parana e Uruguai, inclusive no delta do Rio Prata.
Fato esse, devido ser uma espécie habituada em solos Uumidos. Nesse cenario o
destaque vai para o Rio Grande do Sul, em virtude de apresentar maior volume da
espécie (REITZ; KLEIN; REIS, 1983; ROMARIZ, 1996).

Dentre suas principais aplicacdes e utilizacdo estdo: o cultivo para
ornamentagdo e paisagismo de parques e casas; no reflorestamento de areas
degradadas. Sua madeira possui importante uso em serraria, caixotaria, em obras e

construcdes. Recentemente através da biotecnologia, a espécie tem se mostrado
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adequado na fitorremediagcdo de areas contaminadas por metais, devido a sua
capacidade de acumular em seus tecidos, altos niveis de metais pesados, exemplo o
cadmio (GOMES et al., 2011; AMADO; CHAVES-FILHO, 2015; REGIS et al., 2005).

No panorama da salde, a espécie apresenta-se como tendo um importante uso
na medicina popular, a exemplo de outras espécies do género. Suas folhas e cascas
sdo empregadas em infusdes e tinturas, para o tratamento de alteracdes inflamatérias,
febre, cefaleia e até mesmo em reumatismo. Tudo isso, em razao de possuir salicilatos
enddgenos, com propriedades anti-inflamatérias (ROMARIZ, 1996; CARPANEZZI,
TAVARES; SOUZA, 1999; SHARMA et al., 2011).

2.2.5 Biologia do Salix humboldtiana

O S. humboldtiana possui em sua biologia, aspectos relevantes, para o estudo
em diferentes areas do conhecimento, por exemplo: fitoquimica, ciéncias ambientais,
etnobotanica, etc. Concatenam-se aqui as caracteristicas inerentes da espécie:
morfologia, fisiologia e suas interacdes entre planta/ambiente e planta/sociedade.
(SALES; SARTOR; GENTILLI, 2015; ROMARIZ, 1996; SANTOS et al., 2008).

A espécie é considerada uma planta do tipo pioneira, com identificacdo nos
diferentes dominios fitogeograficos do ecossistema brasileiro. Representado pela
Amazonia, Mata Atlantica, sobretudo os campos dos Pampas Gauchos. Essa relacéo,
entre espécie e seus dominios naturais, resulta do seu comportamento higrofito,
expresso pela adaptacao a terrenos umidos, tipica de formaces em matas ciliares,
regides de beiras de rios, coérregos e lagos (Figura 04: A e B). Dessa forma, apresenta
ampla tolerancia as variagcdes ambientais, devido sua grande valéncia ecoldgica,
sendo essa uma aptiddo necessaria para sobrevivéncia (ROMARIZ, 1996; LORENZI,
2002; TAVARES e SOUZA, 2005; MARQUETE; TORRES; MEDEIROS, 2015).

Por se tratar de uma espécie caducifdlia, ou seja, planta que anualmente perde
suas folhas de maneira sazonal, nos meses mais frios e sem chuva (outono e inverno).
Outra singularidade a sua floracdo que ocorre de setembro a novembro; sua
frutificacdo de fevereiro a abril; sua polinizacéo do tipo entomdfila, principalmente por
pequenos insetos. Além das dispersdes das sementes que sao feitas por
agentes: ornitocérico, hidrocorica. Todos esses aspectos, sao elementos importantes
para a compreensdo da biologia da espécie (CARPANEZZI; TAVARES; SOUZA,
2005).


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Val%C3%AAncia_ecol%C3%B3gica&action=edit&redlink=1
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Figura 4. Habitat natural: Margens de rios (A) e lagos (B).
Fonte: FRANKO e TELOKEN, 2011. Fotografo: Wagner Silveira, 2009.

Morfologicamente, a espécie € do tipo arbdreo, sua altura de porte médio,
podendo atingir até 20 m, apresenta tronco lenhoso, levemente inclinado, com até 90
cm de diametro, coberto por uma casca grossa, de cor cinza escuro, com fendas
longitudinais profundas que s&o unidas obliquamente (Figura 5-A). Possuem ramos
finos e pendentes, com ampla copa aberta de ramificacdo ascendente (Figura 5-B).
Suas folhas séo longas, cerca de 15 cm de comprimento X 1,5 cm de largura, com
disposicdo simples e alternas (Figura 6-A e 6-B). O formato do limbo € linear-
lanceolada, com o mesmo tom de verde em ambos os lados, suas bordas serreadas
finamente e seu peciolo reduzido, seu apice € acuminado e nervura peninérvea
biconvexa. Suas raizes sdo grandes e fibrosas (CARPANEZZI; TAVARES; SALES,;
SARTOR; ROMARIZ, 1996; SANTOS et al., 2008).

Completando, temos as flores, com a funcdo nectarifera, apresentando
inflorescéncia do tipo amentilho, sem pétalas (Figura 7A). S&o plantas dioicas, com
flores diclinas, unissexuais, cada sexo distribuido em individuos separados, sendo as
masculinas amarelas e as fémeas esverdeadas. Ou seja, sua reproducdo € sexual
(albgamas), pois realizam polinizacéo cruzada, quando o pélen de uma planta fertiliza
o Ovulo da flor de outra planta. Gerando heterozigose e variabilidade genética,

garantindo assim sua adaptabilidade (ROMARIZ, 1996; SANTOS et al., 2008).
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Figura 5. Morfologia Vegetal: Tronco com casca grossa de cor cinza com fendas longitudinais (A);
Copa ampla e com ramifica¢gbes ascendentes (B). Fonte: Foto por: J. Gonzéalez, 2013.

s eaE T L ™

Figura 6. Morfologia das Folhas: Disposi¢do simples e alternas (A); Ramos das Folhas (B). Fonte:
Luciano Rodrigues Soares (Fotografo) RS, Sobral et al., 2006.

Por fim, dentre outras idiossincrasias da descricdo morfoldgica, temos o fruto,
em formato de cépsulas de 0,5 cm de comprimento, com coloragdo castanho-claro
(Figura 7-B), contendo em seu interior dezenas de semente leves, de tamanho
diminuto, sendo microscopicas (1 mm), com coloracdo escura (SALES; SARTOR,;
ROMARIZ, 1996; SANTOS et al., 2008; GHAHREMANINEJAD et al., 2012).

— | \
Figura 7. Particularidades botanicas: Inflorescéncia do tipo amentilho sem pétalas (A); Fruto em
formato de cépsula (B). Fonte: Laboratério de Manejo florestal, 2018 (A); Trépicos, 2018 (B).
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2.2.6 Constituicao quimica e utilizagdo farmacolégica do género Salix

Ha tempos o género Salix sdo conhecidos pelas suas propriedades e
importancia terapéutica, sobretudo em virtude das suas caracteristicas (analgésicas e
anti-inflamatorias) e constituicdo quimica, atribuidas as substancias ativas, a exemplo:
a salicina (VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006; YU et al., 2002). Em razdo dessa
importancia medicinal, algumas espécies se consagraram na literatura, como é o caso
do Salix alba, suas cascas e folhas, contém compostos salicilatos, sendo utilizada no
tratamento de inUmeras patologias, sinais e sintomas (MAHDI; BOWEN, 2006).

Esse conjunto de salicilatos presentes no género Salix, dispdem de um portfélio
variado, devido a existéncia de uma gama de flavonoides que os constituem, suas
atividades biolégicas e mecanismo de acédo, sédo principalmente através da acdo anti-
inflamatoria, explicada pela inibicdo de células proé-inflamatérias e regulacdo das
enzimas fosfolipases Az, lipooxigenasas. A quercetina, miricetina e a luteolina sao
exemplos desses flavonoides (ZHANG et al., 2007; SIMOES et al., 2010).

Varios estudos tém demonstrado a eficacia dos extratos padronizados da casca
do Salix alba no tratamento de mialgias, artrite, artrose e condi¢des inflamatoérias
cronicas e agudas (MARQUETE; TORRES; MEDEIROS, 2015; SHARMA et al., 2011).

Dessa forma, a selecdo etnofarmacologica de plantas para a pesquisa e
desenvolvimento, baseada na alegacao terapéutica apresentada por seres humanos,
relativo a um determinado efeito, pode ser uma valiosa pista para a descoberta de
novos farmacos. Nesse cenario, 0 uso tradicional pode ser visto, como uma pré-
triagem quanto a propriedade terapéutica e uso medicinal (ELISABETSKY, 2003).

Os compostos fendlicos sdo a maior categoria de fitoquimicos e os mais
amplamente distribuidos na natureza, com grande heterogeneidade e uma imensa
guantidade de variedades e tipos, estruturas, funcdes e classificagbes (MATSUKI,
1996). Existindo mais de 8 mil substancias diferentes desse grupo, que ja foram
identificadas, englobando desde moléculas simples até moléculas com alto grau de
complexidade e polimerizacdo (ELISABETSKY, 1999; ANGELO & JORGE, 2007).

Devido ao seu alto grau de diversidade e multiplicidade, os compostos fendlicos
apresentam inumeras funcdes. Nos alimentos sdo responsaveis pelo sabor,
adstringéncia, aroma, estabilidade oxidativa, além de contribuir para coloragéo através
dos pigmentos (SIMOES et al., 2010). Porém uma das principais fun¢bes esta na

defesa, contra estresse ocasionado por fatores ambientais e bioldgicos (ANGELO &
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JORGE, 2007). Atuam na protecdo contra a radiacdo UV; agem como agente
antipatogénico, prevenindo e combatendo infeccbes causadas por fungos, virus e
bactérias, além de ataque de insetos (MATSUKI, 1996; DORNAS et al., 2007).

Sua origem biossintética, resulta do metabolismo secundério vegetal, sendo
relacionado a trés rotas biogenéticas: a via do acido chiquimico (carboidratos); a via
do acetato-malonato (malonil-CoA e acetil-CoA) e a via mista (acido chiquimico +
acetato) (MELO et al., 2011; DORNAS et al., 2007; RAWEL et al., 2002).

A rota do &cido chiquimico é formada pela condensacao de dois metabdlitos da
glicose, eritrose-4-fosfato e o fosfoenolpiruvato; a rota do acetato ocorre com a
carboxilacdo do Acetil-CoA na presenca (coenzimas); ja a rota mista resulta na
combinacéo do acido chiquimico com acetato (DORNAS et al., 2007; RAWEL et al.,
2002; PATHAK et al., 1991; LAKHANPAL,; RAI, 2007; MATSUKI, 1996;).

Quimicamente, os componentes fendlicos sdo substancias que possuem em
sua estrutura, um ou mais, anel aromatico, sendo o hidrogénio, substituido por
grupamentos (Figura 08). Como regra, o grupo hidroxila € sempre inserido, como um
dos substituintes, podendo haver também outros grupos funcionais (SOUSA et al.,
2007; DORNAS et al., 2007).

Em geral, tendem a ser soluvel em 4gua, em razdo da presenca de hidroxilas
e também devido se apresentarem frequentemente na forma de glicosideos,
associados a acucares ou polimerizados com proteinas, uma vez que, ambos
aumentam a polaridade (SIMOES et al., 2010; SILVA et al., 2010).

A OH
HO O
Glicona
(glicose) \\ Aglicona
OH O

{ac. salicilico)

Figura 8. Estrutura bésica dos compostos fendlicos; Estrutura bésica dos glicosideos. Fonte: Adaptado
de BRUCE, 2007; MELO et al., 2011; IUPAC, acesso em: 15/04/2019.

Logo, a classificacdo dos compostos fendlicos, habitualmente encontrados nas
espécies vegetais é determinada de acordo com a estrutura quimica, isto €, o arranjo

espacial e grupos funcionais, em que as moléculas se apresentam (MANACH et al.,
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2004). Dessa forma, temos o fenol em fungéo do niumero de anéis, sendo os simples
e os polifendis e o fenol em funcao do tipo de substituicdes especifica em relacdo aos
grupamentos, sendo os de forma livre e os complexados com acgucares ou proteinas
(DORNAS et al., 2007; PATHAK et al., 1991; SOUSA et al., 2007; MATSUKI, 1996).

A OH

OH
HO o N
. OH
.
OH OH

OH
OH

Figura 09. Estruturas moleculares: Polifenol (A); Isoquercetina (Polifenol glicosilado) (B). Fonte:
BEECHE, 2003; BRUCE, 2007; IUPAC, acesso em: 15/04/2019 (Adaptados).

De maneira geral, os compostos fendlicos foram divididos em subclasse
RIBEREAU-GAYON, detalhada por Ribéreau-Gayon (1968). Que adotou trés
categorias: polimeros; pouco distribuidos na natureza e os largamente distribuidos
(SOUSA et al., 2007; POHJAMO et al., 2003). No primeiro grupo, sdo os com alto
peso molecular, na qual estéo os taninos e as ligninas. O segundo grupo € escasso,
pequeno numero, exemplo: fendis simples e ac. Benzobico. A Ultima categoria
corresponde aos compostos nao-flavonoides (a4c. Fendlico) e os flavonoides
(polifendis), essa variedade é demonstrada na (Figura 10) (MANACH et al., 2004,
NAHRSTEDT et al., 2007; SILVA et al., 2010).

COMPOSTOS
FENOLICO
l FLAVONOIDES I NAO
FLAVONOIDES
Flavondis Flavonas Antocianinas lzoflavondides
Acido Taninos Cumarinas Estibenos

Fendlicos

Figura 10. Classificacdo dos compostos fendlicos. Fonte: MANACH et al., 2004; SILVA et al., 2010
(adaptado).
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As Monografias da OMS e do Ministério da Saude, para espécie do género
Salix, listam e evidenciam varias substancias, com relevante importancia medicinal,
principalmente os derivados dos compostos fendlicos. Sobretudo, da classe dos
flavonoides (flavonas, flavonadis, antocianinas) (QIN & SUN, 2005; NAHRSTEDT et al.,
2007; CUNHA et al., 2005; POHJAMO et al., 2003).

De fato, espécies do género Salix, como é o caso do S. humboldtiana, sao
conhecidas pela producdo de compostos fenélicos. Normalmente sob a forma de
heterosideos (POHJAMO et al.,, 2003). Que configuram os glicosideos fendlicos
enddgenos, onde predominam os derivados do &cido salicilico ou salicilatos (CUNHA
et al., 2005). Ainda existem: os salicosideos, heterosideos do alcool salicilico, salicilois
e tremulacinas (FERNANDES et al., 2009). Aléem de apresentar, dois importantes
salicilatos, a salicortina e a salicina, entre outros derivados (ANGELO & JORGE, 2007,
MANACH et al., 2004).

Os glicosideos fendlicos contidos nesta familia sdo conhecidos pelos seus
efeitos anti-inflamatorios, analgésicos e de reducédo da febre, e demonstraram aliviar
os disturbios reumaticos, infeccdes e cefaleias (KRAUZE; SZUMOWICZ, 2004; JAN
et al., 2013; NAHRSTEDT et al., 2007; WHO, 1998; SHARMA et al., 2011).

Portanto, os salicilatos sdo os compostos mais relevantes do ponto de vista
farmacoldgico, pertencentes ao género Salix. Est4 classe de substancias exercem
acao principalmente na inflamacéao, por conta da inibicao da ciclooxigenase-1 (COX-
1) e ciclooxigenase-2 (COX-2). Levando a inibicdo da sintese de prostaglandinas
(MAHDI; MAHDI; BOWEN, 2006). Da mesma forma, produz efeitos nos disturbios
reumaticos: artrite, artrose e lombalgias (KRAUZE; SZUMOWICZ, 2004). E nas
cefaleias (FERNANDES et al., 2009). Inclusive, flavonoides isolados do Salix caprea,
exibem propriedades anti-infecciosas (POHJAMO et al., 2003; JAN et al.,, 2013;
MARQUETE; TORRES; MEDEIROS, 2015; SHARMA et al., 2011).

o OH o OH
O

X A
ah /U\ /u\ H;SO, O_< O
O + HC o CH; — CH, + H3C—<
OH
Acido salicilico Anidrido acético Acido acetilsalicilico Acido acético

Figura 11. Estrutura quimica e equacao quimica do &cido salicilico em acido acetilsalicilico. Fonte:
ANGELO; JORGE, 2007, adaptado.
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2.4 ZEBRAFISH: MODELO PARA AVALIACAO DE ATIVIDADE BIOLOGICA
2.4.1 Danio rerio (Zebrafish)

O Danio rerio (Hamilton, 1822), popularmente conhecido como: paulistinha,
bandeirinha, peixe-zebra ou zebrafish € um pequeno peixe teledsteo que pertence ao
género Danio, da familia Cyprinidae (NELSON, 1994). Originario das planicies do sul
da Asia (Bacias hidrogréaficas do Rio Ganges): india, Bangladesh, Paquist&o e Nepal.
Esta regido é caracterizada por clima de moncgdes, com estacfes secas e chuvosas
bem definidas, tal sazonalidade influencia diretamente o habitat do animal (Figura 12),
tanto em termos de qualidade da agua quanto na abundéncia de alimentos
(STREISINGER, 1981; KNIE; SPENCE et al., 2008; LOPES, 2004).

Dessa forma, o zebrafish se caracteriza como uma espécie de regides
alagadicas, cujo o ambiente natural é representado por clima tropical, rios de agua
dulcicolas, claras, |énticas, pouca profundidade, presenca de vegetacdo aquatica
submersa, lodo. Sendo encontrados principalmente nas plantacdes de arroz/arrozais
(Figura 12) (ENGESZER et al., 2007; LAWRENCE, 2007; SPENCE et al., 2008).

Figura 12. Habitat natural do zebrafish. Fonte: Google imagens, acessado em: 05/04/2020.

Sua morfologia é caracterizada por apresentar um corpo fusiforme (esguio e
alongado) com listras longitudinais (5 a 7) que se estendem ao longo do corpo, a partir
do opérculo até nadadeira caudal, sendo essa a sua caracteristica mais marcante e
também seu padrao (listras claras e escuras) (Figura 13) (SCHNEIDER et al., 2009;
LAWRENCE, 2007). Com boca projetada para cima, conforme pode ser observado na
(Figura 13) (DAMMSKI et al., 2011). Quando adultos medem entre 3cma5cmel
cm de largura, podendo viver até 4 anos (GOLDSMITH, 2004; KNIE; LOPES, 2004).
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Figura 13. Danio rerio (zebrafish). Fonte: Dowling, 2012.

O dimorfismo sexual desta espécie é facilmente visivel na maturidade sexual,
0s machos séo geralmente mais delgados e escuros, além disso, estes apresentam
barbatana anal maior e tubérculos na nadadeira peitoral. As fémeas sdo mais
desenvolvidas e atingem a maturidade sexual antes dos machos. Elas tendem a ser
maiores e com suas cores um pouco mais suaves. No corpo da fémea, predomina o
branco prateado e, no macho, o amarelo ouro (SPENCE et al., 2008; DAMMSKI et al.,
2011; GOLDSMITH, 2004; LAWRENCE, 2007).

Com relagéo a reproducédo e o desenvolvimento, o zebrafish possui alta taxa
de reproducgdo, até 200 ovos por postura. Sua fecundacdo e desenvolvimento é
externa, os embrides sdo grandes e apresentam claridade Optica integral. O
desenvolvimento do animal é rapido, em 48 a 72 horas, evolui do estado de ovo para
larva e se torna adulto aos 3 meses, onde atinge sua maturidade sexual (FISHMAN,
2001; DAMMSKI et al., 2011; SASZIK; SMITH, 2018).

Quanto ao comportamento, o D. reio é uma espécie gregaria, devido serem
animais sociais, comumente encontrados em cardumes de 5-20 individuos de sexos
misturados, sendo animais pacificos. Outra caracteristica, esta no fato que sao muito
ativos, sendo tipicamente diurno, mostrando os maiores niveis de atividade, durante
as primeiras horas da manha, também apresentam como habito exclusivamente
onivoros (LAWRENCE, 2007; DAMMSKI et al., 2011; KNIE; LOPES, 2004).

Desse modo, a utilizacdo do zebrafish como modelo experimental, veio como
alternativa promissora em relagdo aos modelos convencionais. Devido suas
caracteristicas e vantagens (alta versatilidade, baixo custo de manutencéo, facilidade
de manipulacgéo, alta fecundidade, similaridade e homologia com a espécie humana).
(STREISINGER, 1981; SPENCE et al., 2008; DAMMSKI et al., 2011; ESCALEIRA,
2017).
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2.4.2 Processo patologico da inflamacdo e avaliacdo da atividade anti-

inflamatéria in vivo (Modelo zebrafish)

A inflamacao estd presente em diversos processos patolégicos, sendo essa
uma sindrome que apresenta altera¢cdes imunoldgicas, bioguimicas e fisioldgicas,
produzidas e observadas no proprio local onde sofreu algum tipo de dano, lesdo ou
agressao estad ocorrendo (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013; MEDZHITOV, 2008;
LAWRENCE; FONG, 2010; WANG et al., 2013).

Essas alteracbes sdo complexas e caracterizadas por elevacdo do fluxo
sanguineo, vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, migracdo celular
(leucocitaria), liberacdo de mediadores quimicos proé-inflamatérios, ativacdo de
mecanismos de fagocitose e quimiotaxia (Figura 14). Levando ao acumulo de plasma
e leucdcitos nos tecidos extravasculares, isso se traduz em edema, dor, vermelhidao,
calor e perda da funcédo, sinais conhecidos como flogisticos (MEDZHITOV, 2008;
COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; WANG et al., 2013).

Uma resposta inflamatéria bem-sucedida, independentemente de sua
natureza, possui trés estagios fundamentais: Inflamacdo, proliferacédo e regeneracéo,
podendo ser de natureza aguda ou cronica dependendo do tempo de duracao
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013; MEDZHITOV, 2008; LAWRENCE; FONG, 2010).

Lesdo de um tecido por agentes fisicos, quimicos ou microrganismos patogénicos

Vasodilatacao Aumento da Quimiotaxia  Resposta sistémica
permeabilidade
dos capilares .

Aumento B Migracao de Febre e
do fluxo Libertagao leucocitos para proliferacao
sanguineo de fluido azona lesada de leucocitos

Calor Rubor Edema Dor |

Figura 14. Mecanismo do processo inflamatério.
Fonte: http://conheceteatimesmosaudedepoisdos50.blogspot.com/2019/08/processo-inflamatorio.html.
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Ou seja, a inflamagdo € um mecanismo de defesa contra alguns estimulos
NOCIVOS OU agente agressor: parasitas, microrganismos invasores, agentes quimicos
ou fisicos, necroses ou mesmo células danificadas. Essa resposta visa cessar a causa
inicial da leséo celular e suas consequéncias. Logo, o processo inflamatério cessa
quando os agentes agressores e 0s mediadores forem eliminados (KUMAR; ABBAS,;
ASTER, 2013; RANG et al., 2007; MEDZHITOV, 2008; WANG et al., 2013).

No contexto de investigacdo do processo patologico da inflamacédo e da
avaliacdo da atividade anti-inflamatoria, existem varios métodos utilizados do ponto
de vista laboratorial. Estes sdo bastantes variaveis e analisam alguns aspectos, dentro
0s quais podemos citar: fendmenos vasculares como desenvolvimento de edemas,
eritemas, rubor, calor local, dor (Figura 15) (MEDZHITOV, 2008; LAWRENCE; FONG,
2010; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

CALOR
> DOR >> ERITEMA > Cascata EDEMA
Injuria Dano quimicos e .
mrjglrlall&aro Fendmenos

Figura 15. Sinais cardinais da inflamacdo. Fonte: MEDZHITOV, 2008 (adaptado).

Nas pesquisas cientificas, o ideal para o estudo das doencas humanas seriam
sempre 0s proprios seres humanos, porém raramente isso é possivel. Quando nao se
pode investigar um problema no proprio ser humano, devido restricbes éticas,
limitacdes de tempo, espaco e custo, as ciéncias biomédicas, adotam outro caminho,
caracterizado por um padrao de escala utilizando os modelos animais, para isso sao
levados em conta fatores como a semelhanca evolutiva, anatémica, fisiologica,
genéticas (COUTO, 2002; ESCALEIRA, 2017; DAMMSKI et al., 2011; FERREIRA;
FERREIRA, 2003; SOUZA; MERUSSE, 1996).

A fim de buscar solucdes viaveis para mitigar as dificuldades e limitagbes do
uso de animais como modelo experimental. Os cientistas foram ensaiando algumas
alternativas em relacdo ao modelo tradicional (roedores). Em 1955, foi relatado o
primeiro ensaio utilizando o Danio rerio como modelo cientifico, porém somente no
inicio da década 90, ap6és as publicacdes do bidlogo George Streisinger, esse peixe
comecgou ater projecao e impacto na pesquisa cientifica mundo afora (STREISINGER,
1981; SPENCE et al., 2008; DAMMSKI et al., 2011; GRUNWALD; EISEN, 2002).
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No caso do modelo animal, o mais utilizado e também considerado o método
classico, para avaliacdo da atividade anti-inflamatéria, corresponde ao “edema de
pata” em roedores. Neles s&o administradas injecOes de carragenina por via
subcutédnea na area subplantar da pata do animal, induzindo o aumento agudo e
progressivo do volume local. Este edema é proporcional a intensidade da resposta
inflamatdria, constituindo um parametro Gtil na avaliacdo da atividade anti-inflamatoria
de novos farmacos (SOUZA; MERUSSE, 1996; LAPA et al., 2003; WINTER; RISLEY;
NUSS, 1962; LIN, 2013).

Em contrapartida, no modelo zebrafish a mensuracéo corresponde ao edema
peritoneal (abdominal) induzido por carragenina, no qual o modelo tem aplicabilidade
nos ensaios da inflamacdo, em comparacdo ao método tradicional. Sendo que o
zebrafish apresenta bastantes vantagens comparativas, entre elas: dose menor,
facilidade de manuseio, custo reduzido, agilidade no processo, etc. (DAMMSKI et al.,
2011; RESENDE; SOCCOL, 2015; MCGONNELL; FOWKES, 2006; LIN, 2013).

No edema peritoneal induzido por carragenina, 0os animais adultos sé&o
utilizados para testes de simula¢des de patologias humanas e triagem, especialmente
de produtos naturais e medicamentos. Através de um modelo que se baseia na
administragao intraperitoneal de A- carragenina, séo descritos aumentos significantes
do edema abdominal e proteinas pro-inflamatorias (TNF-a, INOS) esses parametros
sdo mensurados nos ensaios, fornecendo informacgdes cruciais nas investigacoes e
avaliacdo da atividade anti-inflamatéria (HUANG et al., 2014; DAMMSKI et al., 2011;
RESENDE; SOCCOL, 2015; SILVA, 2016; LIESCHKE; CURRIE, 2007).

Portanto, o zebrafish que anteriormente era criado apenas como ornamental,
passou a ser utilizado em diversos estudos, desde células tronco, até alteracdes
comportamentais induzidas por vicio em drogas, além da prépria avaliacdo da
atividade anti-inflamatéria e desenvolvimento de novas drogas. Devido as suas
inlUmeras caracteristicas e vantagens (DAMMSKI et al., 2011; SHIN; FISHMAN, 2002;
KNIE; LOPES, 2004; SASZIK; SMITH, 2018).

A vista disso, o Danio rerio, passou a ser considerado uma ferramenta
promissora e ao mesmo tempo um caminho opcional para a analise e selecao de
compostos candidatos a medicamentos, assim como 0S ensaios de processos
biolégicos e bioensaios (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012; PARNG et al.,
2002; NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003; BRUNDO; SALVAGGIO, 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Promover a atividade anti-inflamatdria (anti-edematogénica) em modelo Danio
rerio através do padrdo de extrato hidroetilico e fracbes das folhas do Salix

humboldtiana.

3.2 ESPECIFICOS

* Determinar parametros farmacognosticos das folhas do S. humboldtiana através
de testes fisicos, quimicos e fisico-quimicos;

* Determinar perfis cromatograficos do extrato e fracbes do S. humboldtiana, por
CCD e CLAE-DAD;

* Realizar a atividade anti-inflamatéria (anti-edematogénica) do extrato bruto
hidroetilico do S. humboldtiana (EBSh) em modelo experimental in vivo, através dos
ensaios de mensuracao do edema induzido por solucdo de carragenina na regiao
abdominal do zebrafish (Danio rerio);

* Descrever o comportamento animal diante das diferentes concentragdes
administradas do EBSh.
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido nos laboratérios da Faculdade de Farmécia:
Laboratério de Cromatografia Liquida e Espectrometria de Massas (LACREM) e o
Laboratorio de Fitoquimica (LAFQ) da Universidade Federal do Para (UFPA),
localizada no municipio de Belém, campus Guama e no Laboratério da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP). No periodo de marco de
2018 a agosto de 2020.

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Matéria prima vegetal

As folhas de Salix humboldtiana, utilizadas nesta pesquisa, foram coletadas
(fevereiro de 2018) no Rio Aquidauana, Anastacio, Mato Grosso do Sul, Brasil, em
horario matutino. Sendo georreferenciado nas coordenadas: 20°28'42,55" de latitude
sul (S) e 55°48'9,46" de longitude oeste (W). A identificacédo botanica foi realizada pelo
Dr. Geraldo Damasceno (UFMS), apresentando as seguintes descri¢cdes: arvore de
porte médio, com aproximadamente 20 m de altura, com tronco ramificado com fenda,
as folhas longas cerca de 15 cm comprimento e 2,5 cm largura, com disposi¢cao
simples e alternas, suas bordas serreadas e apice acuminado, sendo identificada em
Salix humboldtiana Willd (Figura 16 - A e B). O material foi enviado seco, com 1,1 kg

de peso. Transportado em saco plastico, dentro de caixa de papeléo.

Figura 16. Folhas do Salix humboldtiana: Copa da arvore (A); exsicata (B). Fonte: FLORA
BRASILIENSIS, 2019.
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4.1.2 Modelo animal peixes zebrafish (Danio rerio)

Os peixes (Danio rerio), adultos com mais de 6 meses idade, de ambos 0s
sexos, diferentes pesos (230 mg a 1000 mg) e tamanhos variados de 2 a 5 cm,
utilizados nesta pesquisa. Foram adquiridos de Empresa certificada “Acqua New
Aquérios e Peixes LTDA-ME” (Comércio atacadista de animais vivo), situada no
municipio de Igarassu/PE, inscrita no CNPJ (MF) sob o N° 40.829.624/0001-30.
Apresentando registro junto ao IBAMA e protocolo de autorizagéo de uso.

S&o0 animais extremamente resistentes e tolerantes, que se adaptam facilmente
as condicBes adversas em seu ambiente, sendo um animal apto de ser mantido em
criadouro. Possui suficiente robustez para ser manipulado de forma experimental;
necessita de pouco espaco e também baixo custo de manutencdo em biotérios,
aproximadamente R$ 0,60 centavos a unidade, sendo economicamente viavel
(DAMMSKI et al., 2011; HOWE et al., 2013; HILL et al., 2005).

Com relacdo aos aspectos reprodutivos e desenvolvimento, a espécie possui
alta fecundidade até 200 embrides por postura, permitindo trabalhar com uma
amostragem, estatisticamente representativa e com pouca variabilidade genética
(KIMMEL et al, 1995; BARBAZUK et al., 2000).

A fertilizacéo e desenvolvimento sao extrauterinos, os embrides sao grandes e
completamente transparentes nos estagios embrionarios, proporcionando uma
excelente visualizacdo 6ptica. O desenvolvimento é rapido, em 48 a 72 horas, evolui
do estado de ovo para larva e se torna adulto aos 3 meses de vida, sendo 0 seu tempo
de geracéo curto (STUELTEN et al., 2018).

4.1.3 Equipamentos

Os seguintes equipamentos foram utilizados durante o trabalho: Balanca
analitica (Shimadzu® AUY?220), Cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia (CLAE):
Modalidade analitica, equipado com Injetor automatico, Marca Agilent Technologies,
Modelo Infinity LC 1260, Detector de arranjos de diodos (DAD) - Agilent®;
Espectrofotdmetro UV (Shimadzu® UV-1800); Espectrofotometro IV (Shimadzu®
FTIR); Sistema de osmose reversa (QUIMIS® Modelo: Q842); Sistema
Rotaevaporador (BUCHI® R-300) programavel.
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4.1.4 Material de consumo

4.1.4.1 Solventes, reagentes, reveladores e solu¢cdes padrdes

Todos os solventes utilizados possuem grau de pureza P.A e HPLC, de marcas
nacionais e importadas. Possuindo registro e autorizacdo pelos érgdos
regulamentadores e estdo disponiveis no mercado, tais como: acetato de etila
(C4Hs0y2), acetona (C3HesO), acetonitrila grau HPLC (C2HsN), diclorometano (CH2Cl2),
éter etilico (C2Hs)2°, hexano (CsHa14), metanol (CHzOH), Tolueno (C7Hs). Os reagentes
e solucdes foram preparados no laboratorio de fitoquimica (UFPA). Reativo de
Bouchardat, Reativo de Dragendorff, Reativo de Fehling (A e B), Reativo de Kedde,
Reativo de Mayer, Reativo de Pascova, anidrido acético (CH3;CO),0, Lugol, solugcédo
aquosa de ninhidrina a 1%, entre outros.

4.2 METODOS

4.2.1 Processamento do material vegetal

As folhas do Salix humboldtiana foram adequadamente processadas no
laboratorio de fitoquimica (UFPA). Inicialmente, foi efetuada a selecdo através da
separacao manual dos galhos e realizada a segregacao das folhas que apresentavam:
contaminantes, deterioragdo, manchas, sinais de atague por insetos ou fungos.

Em seguida, as mesmas foram lavadas em agua corrente limpa para remover
as sujidades e residuos visiveis aderidos a superficie, depois dispostas em bancada
sobre papel absorvente a temperatura ambiente para evaporacdo da &gua.
Posteriormente foram higienizadas com alcool etilico a 70% para a retirada de
possiveis contaminantes microbioldgicos, promovendo a desinfeccao.

Apos esta etapa, as folhas foram pesadas e trituradas em moinho de facas até
a sua pulverizagcdo, para a obtencdo da droga vegetal, que foi devidamente
armazenada em recipiente de vidro, adequadamente limpo, hermeticamente fechado
e identificado. Garantindo, assim, a qualidade da droga vegetal por um periodo maior

de tempo e sobretudo mantendo as suas caracteristicas fisico-quimicas.
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4.2.2 Anélises farmacognostica da droga vegetal

4.2.2.1 Determinacédo da granulometria do pé do material vegetal

A determinacdo da distribuicdo granulométrica é realizada utilizando um
conjunto de tamises (peneira constituida de aro e tela em aco ou latdo) de abertura
nominal, com diferentes tamanhos. Completando o equipamento, foi incorporado um
agitador vibratorio eletromecéanico (movimentos horizontais e verticais uniformes).

O procedimento foi realizado utilizando aproximadamente 25 g do pé da droga
vegetal. Primeiramente, o conjunto de tamises foi disposto em ordem decrescente de
tamanho das malhas (do maior para o menor respectivamente), sobre o agitador
mecanico, provido de tampa e do frasco coletor. Nesse experimento, utilizou-se as
seguintes aberturas (N° / Orificio do tamis): 10 (1,7 mm), 25 (710 pm), 45 (355 pm),
60 (250 pum), 80 (180 pum), 120 (125 pum).

Durante 15 minutos, a amostra foi submetida a passagem forcada através de
vibracdo adequada do aparelho (escala 7) e em seguida as fracdes recolhidas dos
tamises e do fundo coletor, foram pesadas e a porcentagem de poé retido em cada
tamis foi calculado, classificando a droga quanto a sua granulometria. O experimento
foi realizado em triplicata e o resultado expresso pela média das trés determinagdes
(BRASIL, 2019a).

Equacéo 01: Percentual (%) retido pelos tamis.

O percentual retido em cada tamis, foi obtido utilizando o seguinte céalculo:

% Retida pelo Tamis = P1
P2 x 100

Onde:
P1 = Peso da amostra retida em cada tamis (grama)
P2 = Soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (grama)

100 = Fator de porcentagem
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4.2.2.2 Determinacéo da perda por dessecacéo da droga vegetal

A determinacdo do teor de umidade ou perda por dessecacdo é realizada
utilizando o método da Balanca por Infravermelho, que consiste na operacdo dos
seguintes equipamentos: uma balanca eletrénica com aquecimento através de uma
lampada haldégena, um sensor de temperatura digital do tipo platina e um programa
(software) que processa os dados e emite o resultado. Ambos utilizados em conjunto
para analisar o percentual de umidade da amostra submetida a secagem direta por
radiacéo infravermelha.

Para esse teste, primeiramente foi retirado a umidade do equipamento, em
seguida foi pesado aproximadamente 1 g de droga vegetal, para ser distribuida de
maneira uniforme no coletor (prato de aluminio) do aparelho. Para o acionamento foi
pré-definido o tempo e a temperatura, programando o equipamento em: um (1) minuto
e 105 °C para secagem. O resultado em teor percentual de umidade foi calculado em
leitura direta por diferenca de peso, sendo mostrado no display do aparelho. Este
procedimento foi repetido em triplicata, calculando as medias e desvios padroes das
trés determinagdes (BRASIL, 2019a).

4.2.2.3 Determinacéo da densidade bruta da droga vegetal

A densidade aparente (densidade bruta) corresponde ao volume ocupado por
uma determinada massa de sélido (pé ou granulado), incluindo a porosidade (poros
intragranulares) (BRASIL, 2019a).

Para a determinacéo da densidade bruta foi utilizado o método da proveta. Que
consistem em pesar uma proveta graduada de 25 mL vazia e anotar a tara. Em
seguida, foi introduzido na proveta o po vegetal até completar o volume de 15 mL.
Durante a transferéncia do p6 para a proveta, foram feitos movimentos visando a
remocao do ar entre as particulas (batendo 3 vezes a proveta). Este procedimento
consiste, em bater a proveta contra uma superficie rigida, a uma altura de uma
polegada (cerca 2,5 cm) em intervalos de 2 segundos entre cada batida, com uma
forca de baixa intensidade.

Posteriormente, foi realizada a leitura do volume e pesou-se novamente a
proveta, agora contendo o pé moderadamente compactado, obtendo assim a massa

da amostra (diferenca entre o peso da proveta cheia contendo o poé e 0 peso da
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proveta vazia). Este procedimento foi realizado em triplicata, com média e desvio
padréo calculado (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).
Equacédo 02: Densidade aparente.
Densidade aparente = m (Q)
Vap (ML)

Onde:
m = massa (Q)

Vap = volume aparente (mL), nesse caso o volume aparente (15 mL da amostra)

4.2.2.4 Determinacédo do teor de cinzas totais da droga vegetal

A quantificagdo do teor de cinzas totais foi realizada pela determinagéo do
residuo ndo volatil da droga vegetal, incluindo: cinzas fisiolégicas e cinzas néo
fisiologicas. De acordo com 0 que preconiza a Farmacopeia Brasileira 62 ed. (2019).
Para o teste, foram utilizados cerca de 3 g da droga vegetal pulverizada, a mesma foi
transferida de forma uniforme para um cadinho de porcelana previamente: calcinado,
arrefecido e tarado.

Em seguida, a amostra foi incinerada, em forno mufla, aumentando a
temperatura gradativamente, até no maximo 450 °C, por 2 horas, atingindo sua
decomposicdo térmica total. ApOos esse periodo, o recipiente foi levado a um
dessecador para resfriar sob pressao reduzida, por 30 minutos e por ultimo foi pesado
em balanca analitica, sendo repetida até a obtengéo de valores de massa constantes.

A metodologia foi realizada em triplicata, com média e desvio padrao calculado.
A porcentagem das cinzas totais em relacdo a massa da droga, foi alcancada,
utilizando os seguintes calculos:

Equacao 03: Determinagé&o do teor de cinzas totais.

01) Célculo:
P2 — P1 = g (tomada de amostra da droga)
P3 — P1 = g (total de cinzas)

Onde:

P1 - cadinho vazio

P2 - cadinho + droga



44

P3 — cadinho + cinzas

02) Célculo do percentual:

g de droga g de cinzas

100 g de droga X =g % de cinzas

X =g % de cinzas

4.2.2.5 Determinacéo do pH da droga vegetal

A determinacdo do potencial de hidrogénio ionico (pH) do material vegetal foi
realizada pelo método potenciométrico, utilizando um Phmetro previamente calibrado
com solugbes tampao 7 e 4. Para essa analise, foi primeiramente preparada uma
solucdo a 1% (p/v) do p6 do material vegetal em agua destilada. Essa solucao foi
submetida a aquecimento até ebulicio em chapa-elétrica por 5 minutos. Apds esse
processo, a solucao foi filtrada em papel de filtro e depois resfriada até temperatura
ambiente (BRASIL, 2019a).

Para obtencdo das medidas de pH, o eletrodo e o sensor de temperatura do
aparelho foram previamente enxaguados com &agua destilada e cuidadosamente
secos em lenco de papel. Em seguidas foram submersos na solugéo a 1% contida em
um béquer de 50 mL. Os resultados obtidos foram mostrados no display do aparelho,
sendo registrados, apés estabilizar a medicdo. Foi considerado a média e desvios
padrdes da triplicata (BRASIL, 2019a).

4.2.2.6 Determinacédo do indice afrosimétrico ou de espuma

Nesse teste, uma amostra de 1 g do material vegetal, foi transferida para um
erlenmeyer contendo 50 mL de agua fervente. Foi mantido sob fervura moderada por
30 minutos em chapa aquecedora. ApdOs o resfriamento, a amostra foi separada por
filtracdo e a solucéo transferida para um baldo volumétrico de 100 mL. Os residuos
retidos no papel filtro foram reutilizados para novas extracdes através da utilizacéo de
porcBes sucessivas de 10 mL de agua fervente até completar o volume de 100 mL.

O decocto obtido foi distribuido em 10 tubos de ensaio com (tampa e

numerado). Dispostos em série sucessiva de 1, 2, 3, até 10 mL, o volume de cada
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tubo foi ajustado com agua destilada até completar 10 mL. Depois foram tampados e
agitados vigorosamente, em movimentos verticais por 15 segundos, com duas
agitacoes por segundo, e deixados em repouso por 15 minutos. Em seguida, foi
observado se houve a formacéo de espuma, para entédo aferir as medidas da altura
do anel de espuma, se atingiu 1 cm de altura, apds os 15 minutos, verificando-se todos

os tubos.

Tabela 1. indice de espuma.
Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
1 mL 2 mL 3mL 4 mL 5 mL 6 mL 7 mL 8 mL O9mL 10mL

O resultado é considerado positivo, guando a permanéncia de espuma € igual
ou maior que 1 cm. Outra forma de mensuracéo é através do célculo do indice de
espuma segundo a equacao: 1000/A, sendo A o volume, em mililitros, do decocto
usado para preparacdo da diluicgdo no tubo onde a espuma foi observada. Este
procedimento foi repetido em triplicata, calculando as médias e desvios padrdes das
trés determinacdes (BRASIL, 2019a).

Equacédo 04: Teste de espuma

indice de espuma = 1000

Onde:
1000 = Constante

A = Volume (mL), do decocto utilizado.
4.2.3 Estudos fitoquimicos
4.2.3.1 Preparagéo da tintura do Salix humboldtiana
A tintura de acordo com a Farmacopeia (2019). E a preparacéo etilica ou
hidroetilica resultante da extracdo de drogas vegetais por maceragcao ou percolacéo,

utilizando tanto uma parte em massa de droga vegetal e quantidade suficiente do
liquido extrator.
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No preparo da tintura, o processo extrativo de escolha foi a maceracao estatica
exaustiva, uma operacao de extracdo a frio, no qual a droga vegetal € colocada em
recipiente fechado, na temperatura ambiente, durante um periodo de tempo
prolongado em contato com solvente, para a difusdo e extragdo das substancias
guimicas contidas no tecido vegetal. Para a tintura do S. humboldtiana, foi utilizado
como liquido extrator o solvente alcool etilico 70% + a4gua (EtOH:H20), equivalente ao
titulo (70:30) vol./vol. de concentracdo da solucéo (BRASIL, 2019a).

No procedimento, foram usados cerca de 500 g da droga vegetal em contato
com 2.500 mL do liquido extrator, na proporcao (1:5) p/v, representado (droga +
liquido extrator). No decurso do processo de maceracao, periodo total de 14 dias (7
dias maceracéao e repetiu-se a operacao + 7 dias remaceracao, utilizando o0 mesmo
material vegetal, renovando-se apenas o liquido extrator) ocorreu a extracdo até o
esgotamento. O material esteve em pote de vidro, devidamente fechado, identificado,

ao abrigo da luz, em temperatura ambiente e agitado de forma aleatéria e eventual.

4.2.3.2 Obtencéao do extrato seco do Salix humboldtiana

Apos o processo (maceracdo + remaceracao), o extrato hidroetilico (tintura) foi
filtrada e concentrada em rotaevaporador sob baixa pressdo, com condi¢cdes de
temperatura e rotacdo programada e monitorada (+ 40°C e 40 rpm) até a evaporacao
do solvente, obtendo-se: EBSh.

Logo em seguida, o extrato foi acondicionado em um frasco de vidro,
previamente pesado, identificado e levado a estufa com circulagcédo e renovacao de ar
na temperatura de 40 °C (£ 2°C), até peso constante. Depois o0 extrato foi mantido em
Ultrafreezer em temperatura - 40 °C. Por ultimo, o extrato foi levado ao liofilizador,
sendo parcialmente liofilizado, pois ndo houve a retirada total da agua. Assim,

considerado uma liofilizagéo parcial ou incompleta.

4.2.3.3 Prospeccéao Fitoquimica

Nesta etapa, foram realizados testes quimicos de triagem para a caracterizacao
dos metabdlitos secundarios presentes no EBSh. Estes testes sdo baseados em
reacdes especificas, utilizando reagentes padrfes para: saponinas, acgucares

redutores, fendis, taninos, flavonoides, etc. (BARBOSA et al., 2020).
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A analise fitoquimica visa obter o conhecimento dos constituintes quimicos de
uma espécie vegetal, neste caso o Salix humboldtiana. A caracteriza¢do dos principais
grupos de metabdlitos secundarios de interesse farmacolégico é efetivada pelas
reacfes quimicas que resultam no surgimento de coloracdo e/ou precipitacdo
caracteristicas. Baseando-se nas propriedades fisico-quimicas e caracteristicas
comuns aos esqueletos dos diferentes compostos presentes no extrato
(FALKENBERG; SANTOS; SIMOES et al., 2010).

A abordagem fitoquimica foi realizada a partir do EBSh do S. humboldtiana,
seguindo o livro ALFAFITO (BARBOSA et al., 2020). Pesquisou-se a presenca dos
metabolitos secundarios, por meio da caracterizacdo das diferentes classes de
principios ativos. Todos os testes foram realizados em tubos de ensaios, com a
presenca do tubo (branco) contendo apenas o0 meio e os reativos usados em cada
teste, para fins de comparacédo da interferéncia da cor do extrato. No Quadro 02

mostra-se as classes dos metabdlitos secundarios (SIMOES et al., 2010).

Quadro 02 - Testes de triagem Fitoquimica

CLASSES CLASSES
DE REAGENTES DE REAGENTES
METABOLITOS METABOLITOS
Saponina HCI, H202 e
SAPONINAS Espumidica PURINAS NH4OH
ACJDOS Reativo de ESTEROIDES E Anidrido acético/
ORGANICOS Pascova TRITERPENOIDES H2SO4
- Dimetilaminoben
ACUCARES . . h
REDUTORES Reativo de Fehling AZULENOS ~ zaldeido e
Eter d'e petréleo
Acido

POLISSACARIDEOS Reativo de Lugol CAROTENOIDES . L.
Trifluoroacético

PROTEINAS E Solucéo de DEPSIDEOS E Cloreto férrico
AMINOACIDOS Ninhidrina DEPSIDONAS
FENOIS E L DERIVADOS DE
TANINOS Cloreto férrico CUMARINA NaOH/UV
FLAVONOIDES HCl e Mg ANTRAQUINONAS T,?,ﬁfg%e
SESQUITERPENO Solucéo de .
S E OUTRAS Cloridrato de GCI:‘ 'IA\CR%?L%%OSS Reativo de Kedde
LACTONAS Hidroxilamina
Reativo de
Bouchardat Solucdo
ALCALOIDES Reativo de CATEQUINAS de
Dragendorff Vanilina

Reativo de Mayer
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4.2.3.4 Fracionamento do EBSh

O fracionamento € um importante método de analise fitoquimica, que consiste
na extracdo por fracionamento, através da técnica de dissolugdo seletiva, com
solventes de polaridade crescentes (FIGURA 17). Nesse processo, 0s solventes
retiram do extrato bruto, por meio de etapas sucessivas, um conjunto de substancias
de solubilidade semelhantes (polaridade) através do arraste por afinidade.

O EBSh, foi fracionado utilizando uma amostra, contendo substéncias de
variadas polaridades. Em seguida, 0 mesmo foi submetido a particao solido-liquido,
seguindo a dissolucéo fracionada, com solventes organicos de polaridade crescente:

hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. Mostrado na (FIGURA 21).

POLARIDADE CRESCENTE DO SOLVENTE

A Metanol
A l CHsOH

Acetato de etila

A l CaHs0

Diclorometano
l CH,Cl,

Hexano
CeH1a

Figura 17. Solventes de polaridade crescente (Método de Fracionamento).

Em via de regra, uma amostra de 4g do EBSh foi pesada e transferido para
erlenmeyer de 250mL, onde posteriormente os solventes foram adicionados ao extrato
em aliquotas de 50mL, lavados repetidamente (pelo menos 4 vezes) e colocado em
banho ultrassoénico (sonicador) para acelerar a dissolucdo das substancias presentes
no extrato e em seguida filtrado em papel filtro qualitativo. Iniciou-se com o hexano.

O filtrado foi entéo recolhido em outro erlenmeyer para posterior concentragao.
O residuo contido no filtro, foi lavado com diclorometano, utilizando-se o0 mesmo
procedimento acima, em que também foi recolhido para posterior concentragdo. O
procedimento também foi realizado para acetato de etila, e metanol, onde por fim,

recolheu-se o residuo final.
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Apés a extracdo (particionamento sucessivo), 0 niumero de vezes necessarias,
para cada solvente, as fracdes obtidas foram reunidas, concentradas em estufa com
circulacdo e renovacdo de ar na temperatura de 40 °C (x 2°C) e também em
rotaevaporador a baixa pressdo a 40°C. Até a evaporacdo completa do solvente e
peso constante. O concentrado foi posteriormente pesado, obtendo-se as seguintes
fracOes: hexanica (FHSh), diclorometano (FDSh), acetato de etila (FASh), metandlica
(FMSh) do Extrato Bruto etilico do Salix humboldtiana.

EXTRATO BRUTO
HIDROETAMNOLICO

Salix humbolfdtiana

| FRACIONAMENTO |

FHSh FDSh FAESh FMSh

| Perfis Cromatograficos (CCD/CLAE) |

Figura 18. Fluxograma

4.2.3.5 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A utilizacdo da cromatografia em camada delgada possibilita direcionar as
operacdes de fracionamento para o isolamento dos compostos considerados de maior
interesse em fungéo dos dados obtidos.

Para andlise qualitativa do EBSh (10mg/mL) e fragbes (10mg/mL) por
cromatografia em camada delgada, foi utilizado cromatoplaca padronizada e
manufaturada, para as analises preliminares, as quais foram preparadas aplicando-se
uniformemente uma suspensdo de gel de silica 60 (MERCK®) em agua destilada, na
proporcao de 1:2 (p/v) sobre placas de vidro de dimensdes 10 cm X 5 cm, obtendo-se

0,25 mm de espessura com auxilio de um espalhador manual.
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Apbs o preparo, as placas foram ativadas: primeiro deixando em repouso por
cerca de seis horas a temperatura ambiente e depois em estufa a 120°C por
aproximadamente 30 minutos.

As amostras (EBSh e fragGes) foram aplicadas sobre as cromatoplacas na forma
de solucdo metandlica na concentracdo de 10 mg/mL, e eluidas em cubas
cromatograficas saturadas com a fase movel de escolha. Foram empregados o0s
seguintes eluentes: hexano/acetona, nas propor¢cdes (80:20), (75:25), (70:30);
cloroférmio/metanol (90:10) e cloroférmio/metanol/agua (75:20:5) e acetato de
etila/acido acético /acido férmico/agua (100:11:11:26) (WAGNER; BLADT, 2001).

A visualizacdo das bandas foi realizada através de métodos fisicos (luz visivel e
luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm) e por revelacéo
empregando derivatizacdo pos-cromatografica, utilizando os seguintes reveladores:
solucao de anisaldeido sulfdrico (reagente geral), solucdo de cloreto férrico e NP/PEG
(reagentes especificos).

Com a fase movel acetato de etila, tolueno e acido férmico (85: 10: 5) com
observacdo sob luz UV (254 e 365 nm) e, em seguida, pulverizadas com vanilina
sulfarica e com aquecimento a 110 °C por 5 min para visualizar os componentes
fendlicos (WAGNER; BLAT, 2001; WANG et al., 2012).

4.2.3.6 CCD-preparativa da fracdo FAESh1

As fracBes acetato de etila (350mg) e metandlica foram submetidas a extracédo
com acetona (10 mL) em banho ultrassom por 5 min. O sobrenadante da fracéo acetato
de etila foi separado por decantacdo e o solvente evaporado, obtendo-se 275 mg
(FASh1) que, em seguida, foi dissolvida em MeOH (1 mL). A fracdo metandlica se
dissolveu completamente na acetona, e ndo apresentou bons perfis para separagao em
CCD-preparativa.

A solucdo metandlica de FASh1 (275 mg/mL) foi aplicada sobre cromatoplacas
padronizadas de gel de silica 60G - F254 com indicador fluorescente (MERCK®),
espessura da camada de 0,5 mm e tamanho da placa 20 x 20 cm, utilizando como
eluente acetato de etila, tolueno e acido formico (85:10:5). Foram obtidas 4 subfracdes
(FASh1.1, FASh1l.2, FASh1.3, FASh1.4), acondicionadas em frascos, extraidas com

MeOH em ultrassom, cada amostra foi evaporada e seus rendimentos calculados.
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4.2.4 Analises por CLAE-DAD

4.2.4.1 Preparacdo das amostras

As amostras de extrato e fragdes foram injetadas no sistema HPLC-DAD, ambas
a 20 mg/mL, diluidas em MeOH grau HPLC. Para comparar os tempos de retencéo das
amostras, utilizaram-se substancias de referéncia, rutina e quercetina (Sigma-Aldrich®),

em concentragdes de 1mg/mL (m:v), dissolvidos em MeOH HPLC.

4.2.4.2 CondicGes do método por CLAE-DAD

O perfil cromatogréafico de EBSh e suas fracdes foram determinadas por HPLC-
DAD. Os espectros UV-vis foram registrados entre 215 e 400 nm. Os perfis
cromatograficos foram registrados em 250 nm; 280 nm; 330 nm e 365 nm
Condi¢cdes do método:

- Amostras: 10 mg/mL (fragbes); 20 mg/mL (EBSh)

- Substancias padrao: Rutina e Quercetina (1 mg/mL);

- Volume de injecdo: 10 pL;

- Coluna: C-18 (Thermo ODS Hypersil-C18);

- Dimens®es da coluna: 4,6 X 150 mm, 5 um;

- Temperatura da coluna: 40 °C;

- Fluxo: 0,8 mL/min;

- Sistema eluente: H20 ultrapura (A) a pH 3 por Ac. Férmico (0,03% v/v) e B (ACN).

Tabela 2. Condicao da eluicdo gradiente CLAE-DAD.

Tempo (Mmin) A (%) B (%)
0 | 95 | 5 |
20 5 95

4.2.4.3 Instrumentagdo do método

As analises HPLC-DAD foram conduzidas usando um instrumento da série
Infinity Agilent 1260 modelo G1361A acoplado a um detector de arranjo de diodos
(DAD) modelo G1315C, gerenciado pelo software OpenLab ChemStation® verséo
A.01.05 (Agilent Technologies).
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4.2.5 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do EBSh em modelo zebrafish

A avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do EBSh, foi realizada in vivo,
utilizando como “organismo-modelo” a espécie Danio rerio (zebrafish), as analises
foram conduzidas em parceria com o Laboratério de Pesquisa em Farmacos da
Universidade Federal do Amapa (UNIFAP), localizada no municipio de Macapa, sob

supervisao do Professor Dr. José Carlos Tavares Carvalho.

4.2.5.1 Animais em estudo

Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatdéria in vivo foram utilizados para os
ensaios: Peixes certificados, adultos (6-9 meses de vida) de ambos os sexos e
propor¢ao, tamanho (2 £ 5 cm) e peso (0,2 + 1 g), da espécie Danio rerio conhecidos
como “zebrafish”, de linhagem Wide Type “Selvagens” por ndo apresentarem
nenhuma alteragdo artificial na estrutura genética. Mantidos em aquérios sob
condicbes de monitoramento dos parametros fisico-quimico/ambientais. Todos o0s
animais eram “Naive”, saudaveis e livres de sinais de doencas (SOUZA et al., 2016;
BORGES et al., 2018; CARVALHO et al., 2017; DAMMSKI et al., 2011).

4.2.5.2 Bioensaios em zebrafish (Danio rerio)

Os ensaios in vivo, utilizando “Organismo-modelo” zebrafish (Danio rerio) foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) no Uso Animal da Universidade
Federal do Para (UFPA), sob o numero do Parecer: 4.210.040 (ANEXO A).

4.2.5.3 Danio rerio: Caracteristicas e vantagens como modelo animal

O zebrafish foi escolhido como organismo-modelo neste trabalho, devido as
suas caracteristicas e vantagens em comparacao a outras espécies. Os aspectos
biolégicos, como semelhancas estruturais, funcionais, moleculares e genéticas,
analogas a espécie humana, assim como 0s seus 0rgdos Sdo0 uma versdo menor,
realizando as mesmas fung¢des ou equivalentes (HOWE et al., 2013; STUELTEN et
al., 2018; DAMMSKI et al., 2011; HILL et al., 2005; KIMMEL et al, 1995; BARBAZUK
et al., 2000).
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A espécie apresenta reduzido tamanho e peso corporal, sendo necessario a
administracdo de substancias para testes com doses em baixas concentracdes (g
e/ou pM). As baixas doses exigidas sdo adequadas para as pesquisas de novas
drogas, produtos naturais e principalmente extratos vegetais (ROSEMBERG et al.,
2011; SCHNEIDER et al., 2009; HILL et al., 2005; RENSHAW; TRADE, 2012;
STUELTEN et al., 2018).

4.2.5.4 Obtencao dos peixes

Os exemplares de zebrafish (Danio rerio) foram adquiridos mediante compra
no comércio atacadista de animais vivos, via Empresa especializada, dispondo de
todos os documentos de autorizacdo de uso, licencas e registros nos 06rgaos
competentes ambientais e sanitarios. Os mesmos foram transportados por linha aérea
até o local de destino Macap&/AP (UNIFAP), em condi¢des indicadas pelo produtor e

seguindo as normas vigentes.

4.2.5.5 Instalagéo, manutengéo e acondicionamento dos animais

Os animais utilizados neste ensaio, foram mantidos em quarentena, para
ambientacdo, logo apés que chegaram na plataforma zebrafish do laboratério da
UNIFAP. Sendo acondicionados e mantidos em reservatdrios do tipo tanques de
vidros (Figura 19). Com &gua filtrada, desclorada e com aerag¢do constante, sob
controle dos parametros: temperatura de 26°C, pH alcalino e com fotoperiodo 14/10h
claro/escuro. Seguindo os protocolos padronizados nos manuais de criacdo de
zebrafish (WESTERFIELD, 2000; DAMMSKI et al., 2011).

A plataforma zebrafish da UNIFAP é licenciada e constituida pelo biotério, uma
instalacdo onde é permitido a criagdo, acondicionamento e manutencdo dos peixes
gue serdo posteriormente utilizados como modelos nas pesquisas (experimentacéo)
e no ensino. Sendo um local com condicbes controladas em nivel: ambiental,
nutricional e sanitario. Tendo uma equipe responsavel pelos cuidados (recepcéo,

aclimatacdo, manuseio e manutencao) desses animais.
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Figura 19. Plataforma Zebrafish - UNIFAP. Fonte: Silva, 2016.

O método descrito por Westerfield (2000) e por Dammski e colaboradores
(2011) foram utilizados como base no sistema de criacdo de peixes em biotério
(Tanque + filtros + agua + peixe), levando em consideracéo: bem-estar, reproducao,
desenvolvimento, manutencdo e o acondicionamento animal. Dessa forma sao
imprescindiveis os fatores especificos do sistema, sobretudo: as caracteristicas e
gualidade da agua; alimentacao (nutricdo); condi¢cbes de infraestrutura (equipamentos
e instalacbes); manutencdo (higiene) e controle de parametros/testes (fisicos,
guimicos e microbiolégicos).

Os testes dos parametros de controle de qualidade da agua sao: fisicos,
guimicos e microbioldgicos. As andlises fisicas correspondem: coloracgdo, turbidez,
transparéncia e temperatura (WESTERFIELD, 2000; LAWRENCE; HARPER, 2010;
DAMMSKI et al., 2011).

Os testes quimicos analisam: pH, alcalinidade, salinidade, dureza,
concentracdo de oxigénio dissolvido, além das concentragbes dos compostos
nitrogenados: amdnia, nitrito e nitrato (LAWRENCE; HARPER, 2010).

Os testes microbiolégicos investigam a presenca de agentes patogénicos no
ambiente aquatico: bactérias, virus, protozodrios e fungos. Através da identificacao de
alteragbes nos animais, sinais cutaneos de infeccdes e por meio da percepgao de
mudancas no odor e na coloracao da agua, também pode ser feito exames de cultura
para detectar o tipo de microrganismo causador das doencas (LAWRENCE; HARPER,
2010; DAMMSKI et al., 2011).
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Tabela 3. Parametros: niveis adequados e frequéncia de testes recomendados para o zebrafish.

Parametro Recomendado Freguéncia de teste
Salinidade 0,5-2g/L Diaria
Temperatura 24 - 28 °C Diaria
pH 6,9 — 7,5 (alcalino) Diaria
Amonia total (NH3) < 0,02 mg/L Semanal
Nitrito < 0,1 mg/L Semanal
Nitrato Até 200 mg/L Semanal
Alcalinidade 50 — 100 mg/L de CaCo3 Mensal
Dureza 75 — 200 mg/L Mensal
Oxigénio dissolvido Acima de 4 mg/L Mensal
Densidade do estoque < 7 peixes/L
lluminagéo 12 — 14 h/dia Ciclo diario
Condutividade 300 e os 1500 puS

Adaptado de Manual de criacdo em biotério “The Laboratory Zebrafish” 12 ed. 2011.

Com relacdo a alimentacao (Nutricdo) dos animais utilizados neste ensaio, eles

foram alimentados com formulagdes comerciais processadas (Racdes extrusadas)

45% de proteina bruta de nome comercial Tetramin® em flocos, duas vezes ao dia
(manha e tarde) por meio de distribuicdo manual (RESENDE; SOCCOL, 2015).
Na infraestrutura do sistema de criacéo e alojamento para o zebrafish (biotério),

€ composto de dois pilares: as instalagcfes (elétrica, hidraulica e espaco fisico) e os

equipamentos (tanques, estantes de bancada e o sistema de tratamento da agua)
(DAMMSKI et al., 2011; WESTERFIELD, 2000).

INFRAESTRUTURA

(Biotério)

INSTALACOES

EQUIPAMENTOS

Figura 20. Infraestrutura dos Biotérios (Sistema de Alojamento para Zebrafish).
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A configuracdo do biotério da plataforma zebrafish, corresponde a:
Paramentacdo, pesquisas, cuidado e armazenamento dos peixes. Os espacos
apresentam superficies (impermeaveis, lavaveis e resistentes). O acesso ao biotério
€ restrito e a entrada € Unica. Os equipamentos e acessoérios do biotério séo
compostos pelo tripé: tanques, estantes de bancadas e sistema de tratamento
(WESTERFIELD, 2000; DAMMSKI et al., 2011; RESENDE; SOCCOL, 2015).

SISTEMA DE
TRATAMENTO E
FILTRACAO

ESTANTES
TANQUES DE
BANCADA

Figura 21. Tripé dos equipamentos no Sistema de Alojamento para Zebrafish.

O sistema de tratamento de agua é composto por filtros que realizam a filtracédo
de forma continua, podendo ser: mecéanica, quimica e bioldgica. A filtracdo mecanica
€ 0 primeiro estagio, ocorre a retencao fisica de particulas suspensas na agua, por
meio de espumas fibrosas e/ou esponjas. A filtracédo biolégica é a segunda e envolve
a decomposicao de residuos por bactérias benéficas que oxidam a amoénia téxica. A
terceira etapa é filtracdo quimica com carvdo ativado para eliminar particulas
dissolvidas na dgua em nivel molecular. O Ultimo estagio € a esterilizagdo, com a
emissdo de radiacao (UV), que penetra ho microrganismo, destruindo as ligacdes do
DNA (DAMMSKI et al., 2011; WESTERFIELD, 2000).

4.2.5.6 Grupos de tratamento

Neste trabalho os estudos e ensaios foram randomizados e controlados o
delineamento e investigacao partiu da causa em direcdo ao efeito, as substancias
utilizadas foram codificadas, sendo administradas: Indometacina, solugdo salina
(PBS), extratos (EBSh e EASh) e carragenina a 1% (BORGES et al.,, 2018;
CARVALHO et al., 2017).
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Quanto aos grupos de tratamento, foram utilizados aleatoriamente, 56 peixes
adultos (6-9 meses de idade) de ambos os sexos, tamanho médio 2 + 5 cm e peso 0,2
+ 1,0 g mantidos em ambiente controlado (temperatura de 26+2°C e pH alcalino entre
6,9 — 7,5 com um ciclo de 14/10h claro/escuro) (CARVALHO et al., 2017; DAMMSKI
et al., 2011).

Os animais foram pesados individualmente em balanca analitica, e organizados
de acordo com o peso e entdo divididos em 8 grupos com 7 animais cada (n=7/cada).
Todos os animais usados neste trabalho eram saudéaveis e livres de sinais de doencas
(COLLYOMORE et al., 2013; BORGES, 2018; CARVALHO et al., 2017).

Tabela 4. Grupos de administracao.
Controle Indometacina via oral + carragenina solubilizada em PBS

Grupo |

Positivo  via intraperitoneal.

Controle Solugéo salina via oral + carragenina solubilizada em PBS
Grupo | Negativo via intraperitoneal.
Grupo Il Branco | (Solucéo salina + solucdo de PBS via intraperitoneal).

EBSh 75 mg/Kg via oral + carragenina solubilizada em PBS,
Grupo IV 75 mg . .
via intraperitoneal.

EBSh 150 mg/Kg via oral + carragenina solubilizada em
Grupo V 150 mg o _
PBS via intraperitoneal.

EBSh 300 mg/Kg por via oral + carragenina solubilizada em
Grupo VI 300 mg - .
PBS via intraperitoneal.

EBSh 500 mg/Kg via oral + carragenina solubilizada em
Grupo VI 500 mg o _
PBS via intraperitoneal.

EBSh 750 mg/Kg via oral + carragenina solubilizada em
Grupo VI 750 mg - _
PBS via intraperitoneal.

4.2.5.7 Vias de administracdo (gavagem e injecao intraperitoneal)

Os testes foram realizados através da administracdo por via oral (gavagem) de
Indometacina e do extrato bruto nas seguintes concentracdes: 75 mg/Kg; 150 mg/Kg;
300 mg/Kg, 500 mg/Kg e 750 mg/Kg (Figura 22), uma hora antes da aplicacao
peritoneal (abdominal) de carragenina.
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Figura 22. Esquema das concentracdes dos extratos do Salix humboldtiana.

Alguns cuidados foram necessarios para realizacdo dos testes, inicialmente
foram organizados os materiais e insumos utilizados para o procedimento. Por meio
da conferéncia e separacdo dos materiais: descartaveis (seringas, agulhas estéreis),
dispositivos plasticos, recipientes, micropipeta, esponja, etc. além da acéo de limpeza
e programacéao dos equipamentos e acessorios utilizados na pesagem, imobilizacao,
anestesia e injecéo nos animais (MAGALHAES et al., 2017).

O segundo cuidado, foi em relacédo ao preparo e manuseio dos animais, eles
foram colocados em jejum de 24 horas, em seguida foram pesados e classificados em
grupos de acordo com as massas corporeas. Logo apos foram anestesiados, neste
caso em agua fria (2°C a 8°C), para depois ser imobilizado, posicionado e apoiado
com auxilio de uma esponja macia e iumida contendo uma fenda longitudinal, 10-15
mm de profundidade, servindo de espaco (canal) para colocacdo do animal na posicao
de peito para cima e cabeca um pouco para fora da esponja (BORGES, 2018; KINKEL
et al., 2010; MAGALHAES et al., 2017).

Outro passo do experimento, foi a administracdo da substancia teste através
da gavagem, foi introduzido no trato gastrointestinal (TGI), um volume predeterminado
da substancia em questao (EBSh) de 5 uL, sendo utilizado micropipeta de 2-20 uL
(COLLYOMORE et al., 2013; MAGALHAES et al., 2017; CARVALHO et al., 2017).

Neste trabalho, utilizou-se a ponteira da micropipeta ponta fina (31,9 mm), a
mesma foi introduzida na cavidade oral do animal até que a ponta se estendesse além
das branquias (aproximadamente 1 cm), a solucao foi entéo injetada lentamente no
tubo digestivo, caso houvesse a percepcdo de resisténcia, o procedimento era
interrompido e repetido até efetuar a administracdo por gavagem (COLLYMORE et
al., 2013; BORGES, 2018; BRUNDO; SALVAGGIO, 2018).
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Apos o intervalo de 1 hora, foi administrada a solugéo de carragenina (20 pL)
via intraperitoneal (abdémen) na concentracdo 5 mg/mL, os animais também
receberam anestesia (agua gelada 2-8°C). As injecOes utilizadas (Seringa 1cc e
agulha adaptada calibre 13 x 0,4 mm ou 26 G 7%”). O peixe recebeu a mesma técnica
de imobilizacdo da gavagem, foi apoiado com auxilio de uma esponja e posicionado
com a cabeca voltada para a fora e o abdémen para cima (KINKEL et al., 2010;
CARVALHO et al., 2017).

No momento da administragdo da injecdo, as barbatanas peitorais serviram
como um ponto de referéncia do limite abdominal, a agulha foi mantida paralela a
coluna vertebral e foi inserida na linha média do abdémen posteriormente as
barbatanas peitorais, a agulha foi inserida um pouco além do bisel em angulo de 15°,
assim cuidadosamente, na profundidade de 1 mm na cavidade abdominal e injetado
lentamente a solucéo de carragenina (KINKEL et al., 2010; MAGALHAES et al., 2017).

Quadro 03 - Cuidados, etapas e procedimentos nos testes em zebrafish

Cuidados Etapas Procedimentos
Organizacéao dos . 1. Programacgao dos insumos
o Conferéncia e L o
materiais e . 2. Organizacédo dos descartaveis
. Separagéo . ) .
iNsumos 3. Conferéncia dos itens necessarios
4. Jejum
Preparo 5. Pesagem
6. Classificagcdo em grupos por peso
Preparo e _ , _
_ _ 7. Imersdo em agua fria
Manuseio do Anestesia o o
_ . 8. Imobilizagéo e Posicionamento
animal (zebrafish) _
Gavagem 9. Introdugéo no TGl
Injecéo peritoneal | 10. Administracédo da injecao
Recuperacéao 11. Observacgao e repouso

4.2.5.8 Inducéo da inflamacdo e mensuracdo do edema

Neste trabalho, optou-se pelo modelo experimental de edema peritoneal
(abdominal), induzido por solucao de carragenina, em zebrafish, uma vez que é uma
técnica de facil execucdo e considerado um bom modelo para avaliar a atividade

biolégica do principio ativo, farmaco ou extrato com possivel propriedade anti-
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inflamatoria e que possa inibir a formacao de edema. Além de outra vantagem quando
comparada a relacéo entre a técnica e o modelo animal, a possibilidade de utilizacdo
de baixas doses (calculo baseado no peso corporal do peixe) em comparacdo aos
modelos tradicionais.

A inducdo da inflamacg&o foi conduzida conforme descrito por Huang et al.
(2014) com adaptacbes, que consiste na administracdo de 20 uL (300 ug) de
carragenina a 1% (Carrageenan Kappa, Sigma) solubilizada em tampédo PBS, via
injecao intraperitoneal (SILVA, 2016).

A mensuragcdo do edema, foi realizada mediante a pesagem dos animais de
forma individual no inicio e fim do experimento (5 horas ap6s a injecao de carragenina)
em uma balanca analitica (Bioprecisa), e entdo fotografados com auxilio de camera
digital (Iphone 7s modelo: A1778). Além disso, eles também foram medidos na regido
abdominal antes e depois, com auxilio de paguimetro digital (BORGES et al., 2018).

Logo, a formacao de edema e sua inibicdo foi quantificada por mudancgas no
volume dessa regido e no peso do animal principalmente. O célculo foi realizado
através da diferenga entre os valores do peso inicial antes da aplicagéo da carragenina
(Tempo zero) e o peso apOs a injecdo, medidas no (Tempo 5 horas) apds o
desenvolvimento do edema (SILVA, 2016; BATISTA et al., 2016; MAGALHAES et al.,
2017).

Equacédo 05: Mensuracgédo do edema.

Medida do edema (Pf — Pi = Pr em mg)
Pi = Peso inicial (Tempo zero)
Pf = Peso final (Tempo apos 5 horas)

Pr = Peso resultante

4.2.5.9 Analise de comportamento

A avaliacao das reacdes nos parametros comportamentais do zebrafish, foram
conforme descritos por Souza et al. (2016), com adaptagdes. Os animais foram
mantidos em jejum por 24h antes do experimento. Apos os procedimentos (gavagem
e administracdo injetavel de carragenina), os animais foram distribuidos

individualmente em béqueres de mesmo volume, contendo agua do sistema.
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Figura 23. Procedimento de separacéao individual do zebrafish. Adaptado de Brito, 2018.

O comportamento dos animais foi observado por meio de visualizacao direta, a
cada uma hora, totalizando 5 horas que seguiram o tratamento. As alteracfes de
comportamento classificam-se em quatro estagios: | (Aumento da atividade natatoria
/ Espasmos / tremores no eixo da cauda), Il (Nado circular / Perda de postura / Perda
de equilibrio), 11l (Agitac&o e respiracao superficial aérea) e IV (Hipoatividade natatoria
/ repouso no fundo / morte) (SOUZA et al., 2016; BORGES et al., 2018).

Quadro 04 - Analise comportamental do zebrafish em 4 estagios

Estagio Nivel de Eventos
g Alteracao Comportamentais
a) Hiperatividade natatoria;
Estagio | Leve b) Espasmo;
c) Tremores de cauda.
o a) Nado circular;
Estagio Il Leve-moderado o
b) Perda de postura e equilibrio.
Estagio Il Moderado a) Agitacdo com respiracao superficial aérea.
a) Perda da motilidade;
Estagio IV Intenso b) Deposicéo no fundo aquério;
c) Morte.

Fonte: adaptado de Souza et al., 2016.



62

4.2.5.10 Monitoramento da mortalidade e Eutanéasia

Apoés o término do experimento, 0s peixes restantes, foram eutanasiados por
imerséo em solucao de gelo com agua na proporcao de 4:1, entre 2°C a 4 °C, o método
de escolha foi o fisico, choque hipotérmico. Os animais foram monitorados
continuamente e permaneceram até que nao foi possivel perceber movimentos
operculares, sendo considerados mortos (WILSON; BUNTE; CARTY, 2009).

Depois da eutandsia, os peixes foram armazenados em cassetes individuais,
apropriados e identificados, sendo imersos em solugdo “Bouin”. Logo em seguida,
foram levados para o congelamento, para o estudo histopatolégico, com a finalidade
de verificar as possiveis alteracfes teciduais causadas pela inducéo da inflamacéo e
administracao dos extratos (BORGES et al., 2018).

4.2.6 Andlise estatistica

Para analise estatistica dos resultados, foi aplicado o teste t de Student
(Equacao: 06) utilizando o programa (BioEstat 5.0). Para a comparagéo dos varios
parametros, entre as médias e desvio-padrao, obtidos pelos métodos experimentais
realizados nesta pesquisa. Todas as analises foram realizadas em triplicata e 0s

resultados foram apresentados como média + desvio padrédo (AYRES et al., 2007).

f

Xa— Ap

—"'JSL.T (1/ng + L'ng )

Equacéo 06: Teste t de Student. Fonte: CALLEGARI-JACQUES, 2003.

Em que Xa e Xp sdo as médias obtidas pelos diferentes métodos, So.° é a

variancia média, na € np 0 numero de amostras de cada grupo. O teste foi empregado
com nivel de confianga de 95% e nivel de significancia a= 5% (p < 0,05) (CALLEGARI-

JACQUES, 2003).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tendo em vista, a realizacado deste trabalho de pesquisa, representado por:
aspectos farmacogndsticos (testes fisicos, quimicos e fisico-quimicos); investigacao
fitoquimica (prospeccdo, fracionamento e CCD); analise CLAE-DAD (perfil
cromatografico e caracterizacdo das substancias) e bioensaios (atividade biolégica de
avaliacdo anti-inflamatoria), do EBSh de folhas do Salix humboldtiana. Estas
pesquisas trouxeram informacdes e resultados, que serdo descritos e discutidos
adiante, a fim de qualificar a utilizacao desta espécie na fitoterapia popular e contribuir

para a padronizacdo da forma de emprego enquanto recurso fitoterapico.

5.1 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DO EXTRATO

O processamento foi realizado de forma meticulosa, objetivando garantir a
manutencdo da qualidade do material vegetal por um tempo mais longo. Evitando
assim, a proliferacdo de microrganismos, inibindo a atividade enzimatica e o
metabolismo e, sobretudo mantendo a estabilidade e as caracteristicas fisico-
guimicas da droga vegetal do S. humboldtiana (JUNIOR, 2003; YUNES; CALIXTO,
2001; ZHANG et al., 2007; SIMOES et al., 2010; KRAUZE; SZUMOWICZ, 2004).

Partindo de um total de amostra, aproximadamente 1,1 kg de material vegetal
(Folhas + galhos), apés a selecéo (separacdo manual), foram obtidos cerca de 829 g
de matéria-prima vegetal, folhas do Salix humboldtiana, que depois de pulverizadas
renderam 778 g de p6 da droga vegetal.

Para o processo extrativo, usou-se uma amostra de 500 g da droga vegetal,
gque produziu 26,55 g de EBSh. A técnica de extracdo de escolha foi a maceracao
estatica exaustiva, uma operacdo de extracdo a frio, no qual a droga vegetal é
colocada em recipiente fechado, na temperatura ambiente, durante um periodo de
tempo prolongado em contato com solvente, para a difusdo e extracdo das
substancias quimicas contidas no tecido vegetal.

Para a tintura do S. humboldtiana, foi utilizado como liquido extrator o solvente
alcool etilico 70% + &gua (EtOH:H20), equivalente ao titulo (70:30) vol./vol. de
concentracéo da solucdo (BRASIL, 2019a).

No procedimento, foram usados cerca de 500 g da droga vegetal em contato

com 2.500 mL do liquido extrator, na proporcao (1:5) p/v, representado (droga +
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liquido extrator) ou relacdo droga vegetal: derivado vegetal (1,100 : 26,55). No decurso
do processo de maceracao, periodo total de 14 dias (7 dias maceracao e repetiu-se a
operacédo + 7 dias remaceracao, utilizando o mesmo material vegetal, renovando-se
apenas o liquido extrator) ocorreu a extracdo até o esgotamento. O material esteve
em pote de vidro, devidamente fechado, identificado, ao abrigo da luz, em temperatura
ambiente e agitado de forma aleatdria e eventual, posteriormente foi submetido a
concentracdo e secagem respectivamente por rota-evaporador e estufa. De acordo

com a descri¢cdo na tabela abaixo.

Tabela 5. Etapas do processamento e rendimento da matéria-prima vegetal, droga e extrato.

Material Massa
Material vegetal (Folhas secas + galhos) 1,1 kg
Matéria-prima (Apos selecdo manual) 829 ¢
Droga vegetal (Folhas secas pulverizadas) 778 g
Amostra da droga vegetal macerada 500 g
Extrato Bruto Hidroetilico do S. humboldtiana (EBHSh) 26,55 ¢

Essa diferenca de massas, durante o processamento (Inicio e fim), sobretudo
a partir da selecao manual, se deve pela compactagéo do material, diminuindo assim,
0 espaco fisico entre os fragmentos e porcbes do material vegetal, resultando em
menor quantidade de ar entre 0s espacos, consequentemente menor massa. Além
disso, no proprio processo ocorrem pequenas perdas com as transferéncias do
material de um recipiente para outro e nos residuos retidos no triturador (moinho de
facas) (SIMOES et al., 2010; RAMBO et al., 2015).

Importante salientar, que a parte utilizada neste estudo, foram as partes aéreas,
retirando-se os galhos na selecdo manual. Devido seu maior aproveitamento de
extrativos, e rendimento melhor das regies menos rigidas (folhas) (SIMOES et al.,
2010).
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5.2 RENDIMENTO DO EBSh

Neste trabalho, apdés o0 processo extrativo e concentracdo, o rendimento
alcancado, por meio da maceracdo e remaceracdo em (14 dias totais) da droga
vegetal, forneceu 26,55 g de extrato bruto hidroetilico do S. humboldtiana,
representando um rendimento 5,31 % em relacdo a quantidade de droga utilizada,
conforme (Tabela 5).

O rendimento da extracdo dos compostos das drogas vegetais € determinado
pelas condi¢cdes em que o processo de extracao é realizado e a natureza quimica dos
componentes envolvidos. A escolha do solvente, temperatura de extracdo, acao
mecanica (agitacdo) e pressao, sao imprescindiveis. Além desses, a matriz vegetal
possui uma microestrutura complexa formada por células, espacos intracelulares,
capilares e poros, que efetivamente afetam o processo extrativo e consequentemente
o rendimento (WONGKITTIPONG et al., 2004; PINELO et al., 2004).

Dessa forma, a extracdo é influenciada pela estrutura molecular do soluto,
tamanho, localizag&o e a sua interagdo com o solvente, assim como as caracteristicas
fisico-quimica do solvente. Logo a estrutura e a composicdo distinta dos produtos
naturais, asseguram que cada complexo soluto-solvente mostre comportamento
especifico, o qual ndo pode ser previsto com facilidade (PINELO et al., 2004).

Nesta pesquisa, a escolha do solvente e o tipo de método de extracao, foram
essenciais, levando em consideragcao, aspectos como: custo, praticidade, eficiéncia e
rendimento. Desta forma, o solvente utilizado foi a solugcdo de alcool etilico a 70%,
neste caso uma mistura de EtOH:H20 (70:30 v/v) (BRASIL, 2014).

Neste modo, pode-se alcancar a extracdo do maximo de substancias bioativas
de interesse. O alcool etilico a 70% é um solvente de polaridade adequada, para os
tipos de substancias desejadas, correspondente principalmente aos compostos
fendlicos (flavonoides, fendis e taninos). Em sua maioria, esses compostos sao
bastante polares, por isso a escolha de um solvente de polaridade elevada (SIMOES
et al., 2010). O rendimento obtido com a extracéo hidroalcodlica com etanol a 70%
esteve adequado, resultando em um maior aproveitamento de extrativos (SIMOES et
al., 2010; PINELO et al., 2004).

Vale ressaltar, que a agua como sendo um dos solventes mais comumente
utilizados pela populacéo para a extracdo dos principios ativos vegetais. No entanto,

€ o0 alcool que possibilita a extracdo de um maior nimero de compostos. Preparacdes
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hidroalcoodlicas, como a utilizada para a produgdo do extrato em estudo (EBSh),
apresentam grande eficacia quanto a solubilidade de constituintes fitoquimicos, além
de possibilitar uma abordagem voltada para o uso popular (SIMOES et al., 2010).

Por fim, a escolha da técnica de extracdo adequada e o uso do solvente
apropriado é representado por critérios de uso popular/tradicional e a farmacopeia
(SANTOS, 2013; VIERA, 2016; PINELO et al., 2004).

Material Matéria- Droga
vegetal . Prima . Vegetal

(1,1 kg) (829 9) (778 9)

@

Rendimento ‘ Extrato Bruto ‘ Amostra
(5,31%) (26,55 Q) (500 g)

Figura 24. Fluxograma do passo a passo do processamento do material vegetal (extracdo e
rendimento).

5.3 ANALISE FARMACOGNOSTICA

Em razao da relevante utilizacdo da familia Salicaceae e do género Salix, na
medicina popular e terapéutica, o estudo de parametros farmacogndésticos sao
importantes pois auxiliam na identificagcdo do material vegetal, quando comparados a
monografias e outros formularios oficiais que normatizam e regulamentam o uso das
drogas vegetais. Assim como, permitem avaliar e garantir o controle de qualidade do
material vegetal utilizado (RODRIGUES et al., 2015).

Contudo, no estudo fitoquimico, padronizar extratos farmacopeicos baseados
no uso popular ou tradicional. A avaliagdo farmacogndstica € uma importante etapa,
pois, a partir dela é possivel realizar um bom planejamento, com melhoria da
gualidade, eficiéncia e do rendimento do processo extrativo, por meio de andlise da
materia-prima vegetal (COSTA, 1994; BANDEIRA, 2004).

Portanto, antes de executar uma extracéo, deve-se levar em consideracdo o

chamado planejamento fatorial, uma série de fatores: fisicos, quimicos e fisico-
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guimicos, que possam interferir e afetar a operacdo de extragdo. Esses parametros,
podem ser mensurados e exemplificados por: analise granulométrica, analise de pH,
analise de densidade aparente, andlise de perda por dessecacao, analise do teor de
cinzas totais, andlise do indice de espuma, entre outros testes (SOARES et al., 1998;
BRASIL, 2019a).

5.3.1 Determinacdo da Granulometria

A granulometria foi avaliada em triplicata e demonstrou que 64,60% do po de
folhas do Salix humboldtiana ficaram retidos no tamis de malha com abertura de 710
um, e menos de 25% da totalidade, no tamis com abertura nominal de malha de 355
um (Tabela 6). De acordo com a Farmacopeia Brasileira 62. Ed. (2019), o p6 é

classificado como moderadamente grosso.

Tabela 6. Analise granulométrica do p6 de folhas do Salix humboldtiana.

Média (%) do
PO retidos pelo tamis

Tamanho da malha Desvio padrao (t)

1.700 um 0,22 +0,00

| 710 ym | 64,6 | + 7,60 |
355 um 24,9 +541

| 250 pm | 4,78 | + 2,55 |
180 um 3,14 +1,34

| 125 pm | 1,87 | +0,74 |
Tamis coletor 0,49 + 0,52

O numero do tamis corresponde a classificacdo da Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (1984), ISO 33101:2000. A determinacéo da granulometria da droga
vegetal avalia um parametro que permite aumentar a eficiéncia do processo de
extracdo, ja que, particulas muito finas se compactam e assim, reduzem a penetracao
do liquido extrator e ainda, bloqueiam os poros dos filtros e com isso, dificultam a
filtracdo. Dessa forma, o po de folhas do S. humboldtiana, sdo moderadamente
grossos, sendo adequados para realizar estudos fitoquimicos, por trazer vantagens
competitiva, na solubilidade da droga, facilitando a extracdo, pois apresenta uma boa
superficie de contato, devido maior area de superficie, a0 mesmo tempo, sem gerar
compactacao excessiva do po, o que poderia atrapalhar o processo de extracao por
solventes e também prejudicar a filtracdo (BRASIL, 2019a; ZHANG et al., 2007).



68

Andlise granulométrica do po de folhas de

70 Salix humboldtiana
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Figura 25. Gréfico do percentual de po6 retido X tamanho do tamis.
5.3.2 Determinacéo da perda por dessecacao do material vegetal

O teor de umidade e os volateis residuais, a média e o desvio padréao das trés
determinacdes da perda por dessecacdo da droga do S. humboldtiana, obtidas
através do Infratest, resultou no valor 9,75% de teor de umidade. De acordo com a
Farmacopeia Brasileira 62 ed. (2019), este valor se encontra dentro dos limites
estabelecidos para plantas medicinais, que € de 8% a 14%. A determinacéo do teor
de umidade residual, presente nas drogas vegetais, constitui um importante indice de
gualidade de sua preparacdo e da garantia de sua conservacao (COSTA, 2001,
BRASIL, 2019a).

Desta forma, o valor estabelecido neste parametro, indica uma secagem
eficiente da matéria prima vegetal, assim como, uma consequente estabilidade
microbioldgica da droga, em termos de proliferacdo de bactérias e fungos, ou seja,
expressao de sua susceptibilidade ao desenvolvimento de microrganismos. Ademais,
o teor de umidade, influencia diretamente a estabilidade quimica, representada
especialmente pelos processos de hidrolise e atividade enzimatica, com consequente
degradacdo dos constituintes quimicos e dos metabdlitos secundarios (WHO, 1998;
SIMOES et al., 2010; OLIVEIRA, 1997; SHARAPIN, 2000).

Portanto o valor de 9,75% de teor de umidade da amostra do S. humboldtiana,
indica que o material teve armazenamento e secagem adequados. Estando
diretamente relacionado, como indicativo de qualidade, sobretudo nos aspectos da
durabilidade do produto, estabilidade quimica, biolégica, sua preparacdo e
conservacao (SIMOES et al., 2010; BRASIL, 2019a).
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5.3.3 Determinacéo da densidade bruta

A densidade aparente do po de folhas do S. humboldtiana, com média e desvio
padrao, foi de 0,39 g/mL + 0,01. O valor mensurado foi baixo, isto €, menor do que a
densidade da agua (densidade = 1 g/cm?) que é o padrdo para sélidos e liquidos, ou
seja, 0 po da droga vegetal € menos denso, portanto ocupando um maior volume
(MONTANHEIRO, 1990).

A densidade aparente, expressa a relacdo entre a massa de material seco e o
volume real ocupado por essas particulas, ndo incluindo o espa¢o ocupado pelos
poros (AMARANTE, 2010; ZORZETO et al., 2014).

Este parametro, conforme Martins e Sacramento (2004) € importante por ser
capaz de influenciar diretamente no preparo do extrato, visto que, o pé de baixa
densidade necessita de uma maior quantidade de solvente durante o processo de
extracdo para evitar a flutuacdo das particulas. Além disso, a densidade aparente é
importante no processo de manipulacao de fitoterapicos, pois constitui-se numa das
exigéncias estabelecidas pela RDC n° 26 (ANVISA, 2014).

5.3.4 Determinacé&o do teor de cinzas totais do material vegetal

Na avaliacéo do teor de cinzas totais, em triplicata, obteve-se o valor de 5,38%
+ 0,0018 (Tabela 7), estando o resultado dentro dos padrdes admitidos pela
Farmacopeia Brasileira 62. Ed. (2019). Cujo o limite maximo preconizado é de 14%,
demonstrando ser um teor apropriado de material organico, calcinavel. O percentual
obtido corresponde aos constituintes minerais e organometalicos da planta ou de
substancias de origem terrosa (BRAGA et al., 2007).

O percentual observado pode corresponder a componentes minerais da propria
planta (cinzas fisiol6gicas-intrinsecas) ou derivadas de materiais estranhos,
especialmente areia e substancias de origem terrosa aderente a superficie da droga
(cinzas nao fisiologicas-extrinsecas). Considerando-se, que o teor de cinzas esta
principalmente relacionado a presenca de matéria estranha (BRAGA et al., 2007;
BRASIL, 2019a).

Desta maneira, altos teores de cinzas podem indicar a presenca de cinzas néo
fisiologicas, proveniente de tratamento inadequado na colheita, higienizacdo e

processamento do material vegetal. Ja o baixo teor de cinzas totais, sugerem que
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todas estas etapas (colheita, higienizagédo e processamento da matéria-prima) foram
adequadas (NAVARRO, 2009; BRASIL, 2019a).

Logo, a determinacé&o do teor de cinzas totais de um vegetal constitui um ensaio
de pureza, sendo um parametro, importante para o controle de qualidade do material
vegetal, pois avalia a quantidade de material inorganico nao-volatil, presente na
espécie (SIMOES et al., 2010; BRASIL, 2019a).

Portanto, o resultado obtido neste trabalho, sugere a auséncia de adulterantes
e/ou menor contaminacgdo do p6 do S. humboldtiana, obtido na amostra pesquisada,
tais como: substancias inorganicas ndo volateis, correta colheita, higienizacdo e

processamento do material vegetal usado (BRASIL, 2019a).

5.3.5 Determinacédo do pH do material vegetal

A determinacao do pH é outro pard@metro importante. O valor obtido neste teste,
por meio da média e desvio-padrdo das trés determinagdes para o pH do p6 do S.
humboldtiana foi 6,12 + 0,36 (Tabela 7). Valores de pH superior a 4,5 séo
considerados de baixa acidez. Sugerindo que o pdé desta espécie contém
majoritariamente substancias acidas (BRASIL, 2019a; FRANCO; LANDGRAF, 1996).

As substancias de carater acido, encontradas nas plantas, sdo as mais
variadas, representadas principalmente por grupos: aromaticos, terpenoides,
heterociclicos, que podem ser encontrados na forma de sais, ésteres, lactonas; nos
lipideos, na forma de esséncias e resinas. Uma parte destes acidos se encontra
também no estado livre, solubilizados no citoplasma (ROBBERS, 1997).

Logo, o valor de pH influencia no crescimento e na proliferacdo de
microrganismos, na atividade enzimatica, na maturacdo de vegetais, no emprego da
temperatura em tratamentos térmicos, no uso de conservantes quimicos, no controle
de processos de lavagem, na escolha da embalagem na qual sera acondicionado o
produto, entre outros (CHAVES, 1993; CECCHlI, 2003).

Dessa forma, o valor de pH é fundamental no processo de extracéo, pois auxilia
na selecéo e determinacdo das substancias a serem extraidas, de acordo com suas
caracteristicas quimicas e de polaridade. Podendo ser identificados e caracterizados,
extrato vegetal, como de carater acido e basico, contribuindo nos parametros fisico-
guimicos da droga vegetal (FRANCO e LANDGRAF,1996; LONGHINI et al., 2007).
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Portanto, plantas da familia Salicaceae, tais como a espécie utilizada neste
estudo, em geral vao possuir compostos quimicos, majoritariamente de carater acido.
A titulo, temos os compostos fendlicos, dentre eles os flavonoides, que sao
considerados marcadores taxondémicos desta classe, sendo alvo de indmeros
trabalhos devido a larga aplicacdo medicinal (BOURDY et al., 2004; OLIVEIRA, et al.,
2009; FERNANDES et al., 2009).

5.3.6 Determinacao do indice afrosimétrico (espuma)

O teste realizado com o p6 de folhas do S. humboldtiana apresentou o indice
de espuma negativo (0,16 cm + 0,06) (Tabela 7), interpretado pela altura da espuma.
Em todos os tubos, a altura foi menor que um (1 cm). Representando assim, o indice
de espuma inferior 100. Conforme a classificagéo existente na Farmacopeia Brasileira
62 ed. (2019). O gque indica a auséncia de saponinas espumidicas (CHICOUREL et
al., 1998; BORELLA et al., 2006; BRASIL, 2019a).

Desse modo, a determinacéo do indice de espuma é realizada para verificar a
presenca de saponinas, substancias que apresentam estrutura quimica com carater
anfifilico, em solugéo aquosa, formando espuma persistente, devido a parte lipofilica
de sua estrutura denominada aglicona ou sapogenina e a parte hidrofilica constituida
por um ou mais agucares. Demonstrando a¢des de detergente e emulsificante, sendo
assim denominada de espumidica (SCHENKEL et al., 2001; ALVARES, 2006).

As saponinas também podem desorganizar a membrana celular dos globulos
vermelhos do sangue, resultando em alteracdo da permeabilidade e rompimento da
membrana (hemdlise), chamadas de saponinas hemoliticas (SUN; XIE; YE, 2009).

Além disso, os compostos saponosidos apresentam outras atividades que lhes
proporcionam 0 emprego como adjuvantes para aumentar a absorcdo de
medicamentos pelo aumento da solubilidade ou interferéncia nos mecanismos de
absorcao e, como adjuvante para aumentar a resposta imunolégica (ALVARES, 2006;
SCHENKEL et al., 2001).

Portanto, o indice de espuma torna-se importante, para verificar a presenca de
saponinas no extrato da planta que se estuda (BRASIL, 2019a; CASTEJON, 2011;
ALVARES, 2006).
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Tabela 7. Analise farmacognostica do p6 de folhas do Salix humboldtiana.

Parametros Média Limites Desvio padrao
(Resultado) Farmacopeia P
. P6 moderadamente
Granulometria
grosso
. Densidade do p6 | 0,39 g/ml | 1 g/cm3 | + 0,01 |
SO [P 9,75 % 8% a 14% +0,005
dessecacao
. Cinzas totais | 5,38 % . Max.14% | +0,0018 |
pH 6,12 + 0,36
[ 0,16 cm
Indice de espuma (Negativo) + 0,06

Por fim, os parametros fisicos e fisico-quimicos analisados, tais como:
determinacao do teor de umidade, cinzas totais, granulometria, pH, densidade e indice
de espuma (ALVARES, 2006; BARNI et al., 2009). Em conjunto sdo essenciais para
determinar a qualidade do insumo vegetal, consequéncia da complexidade de
composicdo dele (BRASIL, 2019a). Assim, ligadas as suas condicdes de cultivo,
coleta, armazenamento e preparo, bem como, nos tratamentos empregados para
promover sua estabilidade (SOARES et al., 1998; SIMOES et al., 2010).

5.4 RENDIMENTOS

A preparagao da tintura, seguiu os parametros da Farmacopeia Brasileira 62
ed. (2019) testes fisicos, quimicos e farmacognosticos. Foram avaliados entre os
principais métodos de extracdo a frio, e optou-se pela tecnologia de extracédo do tipo
(maceracdo exaustiva estdtica), que constitui uma das técnicas extrativas mais
utilizadas, devido suas caracteristicas e vantagens competitivas: custo reduzido,
eficiéncia, praticidade e capacidade de extrair constituintes minoritarios. Dessa forma,
a preparacao hidroetilica resultante da extracdo de drogas vegetais por maceracao,
utilizou tanto uma parte em massa de droga vegetal (26,60g) e quantidade suficiente
do liquido extrator para produzir cinco partes em volume de tintura.

O material vegetal ficou em recipiente fechado, em temperatura ambiente por
um periodo (7 dias), em contato com liquido extrator. Para aumentar a eficiéncia da
extracdo, foi aplicado a remaceracdo (+ 7 dias) em que o solvente extrator foi
renovado. Dessa forma, ocorreu a saturacao do liquido extrator e o estabelecimento
de um equilibrio na difusédo entre 0 meio extrator e o interior das células, este método
leva o esgotamento do material vegetal (BRASIL, 2019a; RODRIGUES et al., 2016).
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O solvente desempenha funcdo principal na extragdo, pois quanto mais
seletivo, mas € possivel extrair as substancias desejadas, também de forma
direcionada se baseia-se em uso popular e na farmacopeia. Para a extracdo dos
compostos do S. humboldtiana, foi necessario adequar o solvente, aos metabdlitos
secundarios que o compdem e/ou que se deseja extrair. Para isso, o0 método de
extracdo foi desenhado por planejamento, onde foram considerados as variaveis:
polaridade do solvente, temperatura, tempo de extracéo e custo (SIMOES et al., 2010;
NAVARRO, 2009; SHARAPIN, 2000).

5.5 OBTENCAO DO EBSh

Apés o processo de extracao, a tintura foi concentrada e submetida a secagem,
devido a necessidade da estabilidade fisica, quimica e microbiolégica. Obtendo-se
assim, o EBSh, produto (massa) sem solvente. O processo empregado, foi a
evaporacao do solvente em evaporador rotativo sob baixa pressao, com condi¢des de
temperatura controlada. A escolha desse método, passa por analise, como: o tipo de
particula a ser seca, 0 volume, tipo de solvente e a relacao custo/beneficio. A massa
obtida foi de 26,55 g de EBSh (POMBEIRO, 2003; SIMOES et al., 2010).

5.6 PROSPECCAO FITOQUIMICA DO EBSh E FRACOES

A andlise fitoquimica pretende caracterizar e identificar os constituintes
guimicos de uma espécie vegetal, ela é feita por reacdes quimicas que resultam no
surgimento de coloracdo e/ou precipitado caracteristico. Assim, a pesquisa das
classes de compostos presentes no EBSh foi realizada por reacdes colorimétricas e
precipitacdo, para identificagdo de caracteristicas comuns aos esqueletos de carbono
dos diferentes compostos (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES et al., 2010; ROSSI;
SINGLETON, 1965).

A partir da andlise qualitativa nos testes de screening fitoquimico preliminar do
extrato do S. humboldtiana, foram detectados indicios da presenca de seis classes de

metabdlitos secundarios. Os resultados obtidos sdo mostrados abaixo no (Quadro 05).
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Quadro 05 - Resultado da prospeccéo fitoquimica (triagem das classes de metabdlitos secundarios)

CLASSES DE EBSh ~
. REAGENTE PADRA
METABOLITOS G S (Resultado) ©
SAPONINAS Saponina Espumidica - Espuma estavel por 30 min.
ACIDOS : ; « .
ORGANICOS Reativo de Pascova - Descoloracao do Reativo
ACUCARES . . " )
+
REDUTORES Reativo de Fehling Precipitado vermelho tijolo
POLISSACARIDEOS Reativo de Lugol - Coloragéao azul
PROTEINAS E 5 L Coloragéo violeta
AMINOACIDOS Solugao de Ninhidrina " persistente
FENOIS E Cloreto Férrico + Mudanca de coloracéo ou
TANINOS formacé&o de precipitado
FLAVONOIDES HCl e Mg + Coloracao rosea a vermelha
GLICOSIDEOS : « :
CARDIACOS Reativo de Kedde - Coloracéo azul ou violeta
CATEQUINAS Solugéo de Vanilina + Vermelha intensa
SESQUITERPEN | Solucao de Cloridrato Coloracao violeta
OS LACTONAS de Hidroxilamina ¢
Reativo de Bouchardat - Precipitado laranja
avermelhado
ALCALOIDES Reativo de Dragendorff - Precipitado vermelho tijolo
Reativo de Mayer - Precipitado branco
PURINAS HCI, H202 e NH4OH - Coloracéo violeta
ESTEROIDES E Anidrido acético + Cores do azul evanescente
TRITERPENOIDES ao verde persistente
AZULENOS Dlmetl!amlnobenzfstldeldo i Coloraco azul
E Eter de petrdleo
CAROTENOIDES | Acido Trifluoroacético - Cor azul
DEPSIDEOS E - .
DEPSIDONAS Cloreto férrico - Cor verde, azul ou cinza
DER. CUMARINA NaOH + Fluorescéncia azul

ANTRAQUINONAS

Tolueno e NH40OH

Coloracéao résea, vermelha
ou violeta na fase aquosa

Os testes fitoquimicos, serviram para demonstrar a presenca de classes de

metabolitos secundarios:

acucares

redutores,

fendis e taninos,

flavonoides,

catequinas, esterdéides e derivados de cumarina. A abordagem foi realizada a partir do

EBSh, seguindo o Manual para Analise Fitoquimica e Cromatografica. Comparou-se

os padrbes para cada reacao especifica (BARBOSA et al., 2020).
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A analise fitoquimica preliminar, mostrou resultados coincidentes com a
literatura, confirmando a posi¢cao quimiotaxondmica da espécie estudada dentro da
familia Salicaceae. Isso porque, alguns compostos do metabolismo vegetal
secundario, tendem a ser marcadores taxondmicos, devido os padrées de ocorréncia,
como exemplo: a presenca dos salicilatos, que s&o glicosideos fendlicos
caracteristicos e proprios das Salicaceae (WINK, 2003; FERNANDES et al., 2009).

Em seu trabalho, Fernandes (2009) analisou extratos de folhas do género Salix,
e detectou agucares redutores. Em outros estudos mencionam a presenca de fenais,
taninos hidrolisaveis e condensados (LAKHANPAL; RAI, 2007), flavonas (DORNAS et
al., 2007), flavondis na forma de agliconas e heterosideos (MELO et al., 2011),
catequinas (PATHAK et al., 1991; RAWEL et al., 2002).

Pesquisas fitoquimicas anteriores sobre o género Salix levaram a descri¢cdo da
presenca de compostos fenodlicos da classe dos flavonoides, que foram associados a
atividades biolégicas (TERRAZAS, 2017; FERNANDES et al., 2009). Historicamente
0 género Salix sdo utilizados para fins terapéuticos, sendo seu uso central no
tratamento de doencas inflamatorias crénicas e agudas, como: osteoartrite, lombalgia,
cefaleia, célicas menstruais, etc. (NAHRSTEDT et al.,, 2007). Suas propriedades
analgésica, antipirética e anti-inflamatéria estdo relacionadas a salicina, o principal
componente bioativo do Salix alba, um andlogo precursor do acido acetilsalicilico
(AGNOLET et al., 2012; SHARA; STOHS, 2015; FELTROW, 2000).

E sabido que os flavonoides sdo compostos fendlicos, que podem atuar como
antioxidantes, moduladores da atividade enzimatica, reguladores de respostas
inflamatérias e imune do organismo humano (AGUIAR, 2010). Segundo dados
experimentais, eles estdo associados com a reducdo dos riscos de doencas
cardiovasculares e até de cancer (MARCHAND, 2002). Essa diversidade de acdes lhe
confere uma capacidade importante no potencial farmacoldgico e uma alternativa
promissora frente as véarias doencas (TERRAZAS, 2017). Nesse sentido, 0 género
Salix é bastante rico nesses compostos fendlicos (FERNANDES et al., 2009;
NAHRSTEDT et al., 2007; EINBOND et al., 2001).

Um estudo recentemente publicado por Gonzalez-Alamilla e cols. (2020),
conclui que o extrato do S. babylonica pode ser uma alternativa para o tratamento de
doencas causadas por bactérias multirresistentes. O objetivo do estudo foi
caracterizar e determinar a atividade antibacteriana. A caracterizacdo do extrato

permitiu identificar: compostos fendlicos, cumarinas, lactonas, flavondéis, saponinas,
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triterpenos e esteroides. Ou seja, em relacdo ao S. humbolditiana, apenas os
metabolitos secundarios (lactonas e saponinas) ndo foram similares.

Da mesma forma, a pesquisa de Kumari et al. (2016), foi demonstrado a
presenca de compostos fendlicos e flavonois, corroborando com o que foi evidenciado
na atual pesquisa. Além disso, o autor também observou a presenca de saponinas e
polissacarideos. Esses dois ultimos, ausentes nas analises referidas neste trabalho.

A disparidade entre os constituintes quimicos detectados na triagem fitoquimica
do EBSh e extratos de espécies do mesmo género, citadas na literatura podem estar
relacionados a diversos fatores, considerados indutores e influentes sobre a sintese e
a concentracdo dos metabdlitos secundarios em plantas (MAGALHAES et al., 2005).

Dentre esses fatores, temos: as diferentes estruturas e partes da planta
utilizadas, técnicas de processamento, extracdo, tipo de solventes, a localizacédo
geografica, que afetam: a temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo U.V,
nutrientes e o ciclo circadiano (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Onde as espécies, tém
gue se ajustar fisiologicamente as condigcdes ambientais, resultando em mudanca na
expressao dos metabdlitos secundarios (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Outros fatores, que exercem influéncia sobre a concentracdo de metabdlitos.
Diz respeito, ao modo de coleta e sazonalidade, pois expde as plantas a mudancas
periddicas. Visto que a quantidade ou até mesmo a natureza dos constituintes
guimicos ndo é constante durante o ano, o que pode explicar parcialmente a diferenca
entre os resultados obtidos na triagem fitoquimica do S. humboldtiana e os descritos
na literatura de espécies do mesmo género (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Em sintese, os resultados encontrados através da abordagem fitoquimica,
atribui a presenca de compostos fenélicos como grupo de substancias ativas de maior
relevancia no EBSh, em relacéo as outras classes. Em outros estudos, também houve
a identificacdo desta classe de substancias, desempenhando o papel de marcador
taxondmico. Resultados que corroboram com os testes aqui apresentados (MENDEZ
et al., 1995; FERNANDES et al., 2009; TERRAZAS, 2017).

5.7 FRACIONAMENTO DO EBSh

O EBSh foi fracionado por dissolucdo seletiva, utilizando o tratamento com
solventes de polaridade crescente. Resultando na separagdo dos principais
metabdlitos secundarios, contido na amostra (EBSh), de acordo com a solubilidade e

afinidade com os solventes, como pode ser observado na (Figura 26).



77

Fracdo
Hexanica
1.67%
Fracéo
Diclorometano

5,77%

Fracéo
Acetato de
etila

8,38%

Fracdo Metandlica

68.45%

Figura 26. Fracionamento e o rendimento das frages de acordo com a polaridade crescente dos
solventes organicos.

Devido as caracteristicas fisico-quimicas dos solventes e dos metabdlitos
secundarios presentes no EBSh, e suas interacbes quimicas, as concentracdes e
rendimentos, resultaram em percentuais distintos, em cada fracdo (Figura 26)
(SHARAPIN, 2000; HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).

De acordo com Simd@es (2010), o fracionamento dos extratos e os testes com
as fracdes obtidas, possibilita, frequentemente, resultados mais claros, inequivocos e
confiaveis, em razdo da seletividade dos solventes. Visto que, é capaz de extrair
preferencialmente as substancias desejadas, em concentracbes maiores. Pois a
seletividade depende da polaridade. Assim, o conhecimento do grau de polaridade do
grupo de substancias que se deseja preferencialmente extrair, determina o tipo de
solvente a ser utilizado no processo e os metabolitos (SHARAPIN, 2000).

Dessa forma, utilizou-se o metanol, como um dos solventes extratores, uma
vez que é capaz de remover um amplo espectro de constituintes quimicos,
principalmente os mais polares. No trabalho em questdo, as substancias desejadas
sdo os metabdlitos de compostos fendlicos. Por esse motivo, utilizaram os solventes
de média e alta polaridade (acetato de etila e metanol), assim como os solventes de
baixa polaridade (hexano e diclorometano) (ANASTAS, WARNER, 2000;
FALKENBERG et al., 2010; MOURA FILHO et al., 2017).
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Assim, o fracionamento de 4,0 g do EBSh produziu: 0,22 g de fragdo hexanica
(FHSh); 0,26 g de fracdo diclorometano (FDSh); 0,7 g de fracdo acetato de etila
(FASh) e 2,51 g de fracdo metandlica (FMSh). Representando respectivamente os
rendimentos: 5,5 %; 6,5 %; 17,5 % e 62,8 %. Valores mostrados na (Tabela 8).

Portanto, a fracdo metandlica, forneceu o maior rendimento em comparacao
com as demais fracfes. Isso significa que os metabdlitos secundarios do extrato do

Salix humboldtiana, em sua maioria, sdo de alta polaridade.

Tabela 8. Rendimento das fra¢gdes hexanica (FHSh), diclorometano (FDSh), acetato de etila (FASh) e
metandlica (FMSh) do extrato do S. humboldtiana (EBSh).

FracOes Massa (g) Porcentagem (%)
FHSh 0,22 5,50
| FDSh | 0,26 | 6,50 |
FAESh 0,70 17,50
| FMSh | 2,51 | 62,80 |
Fracao Insolavel 0,31 7,70
| Total | 4,00 | 100 |

Outro fator, que também explica, o maior rendimento da fracdo preparada com
metanol, corresponde ao fato do EBSh, ser obtido por extracdo hidroalcodlica (etanol
a 70%). Dessa forma, a amostra passou a concentrar substancias de mais alta
polaridade, e consequentemente tendo mais afinidade por solventes mais polares.
Apontando que o preparado é rico em substancias polares. O rendimento total do
processo (92,3%) mostra a eficiéncia da técnica. No fracionamento, observou-se a
ocorréncia de material insolavel, que foi recolhido e denominado fracdo residual (£
7,7%) (LAROZE et al., 2010; MOURA FILHO et al., 2017; ROCKENBACH et al., 2008;
ANASTAS, WARNER, 2000).

5.8 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Os compostos fendlicos abrangem um amplo grupo de moléculas que possuem
em comum o anel aromatico (nucleo fendlico) com uma ou mais hidroxilas,
apresentando ligagbes conjugadas, que garante intensa absor¢cédo na luz UV, com
espectro bastante caracteristico em 254 e 350 nm ou mesmo na luz visivel. O grupo
também dispde de semelhancas em reacao colorimétrica e sobretudo na mobilidade
cromatografica (HARBORNE, 1984; HOSTETTMANN; HOSTETTMANN, 1989).
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O resultado exibido pelo cromatograma ap6s o preparo, utilizando a
metodologia de revelacdo. Demonstraram um perfil de compostos fendlicos, verificado
através da presenca de duas bandas caracteristicas: 360nm referente transicéo
eletrbnicas do anel B e 260 nm referente as transi¢des eletronicas do anel A (STAHL;
SCHILD, 1981; SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

Assim, sendo confirmados com base na comparacao dos valores de Rf com o
padrdo e a coloracdo das bandas do cromatograma. Uma banda de Rf 0,81 e
coloracdo avermelhada, na reacédo com vanilina, tipica de compostos fendlicos e outra
banda de Rf ~ 0,2 e colora¢do amarelada, sob 0 mesmo tratamento, caracteristica de
flavonoides. A banda de Rf ~ 0,81 possui Rf da catequina; A banda de Rf ~ 0,2 possui
Rf de comportamento da rutina frente ao reagente de deslocamento (WAGNER;
BLAT, 2001; SOUSA, 2015).

Todavia, no cromatograma revelado com reagente DPPH, foi observada na
fracdo FAESh1 uma banda com Rf ~ 0,81, sugestivo de catequina e outra banda com
Rf ~ 0,52, observada também sob luz UV (254 nm), caracteristica de glicosideos
fenolicos (WAGNER; BLAT, 2001).

Tabela 9. Andlise dos Compostos fendlicos em CCD.

Rf Tratamento Coloracao Flavonoides
~0,81 Reaga_q com Avermelhada Compostos f_enollcos
Vanilina (Catequina)
~02 Reacéo com Amarelada Flavonoides
Vanilina (Rutina)
~ 0,52 DPPH Salicina
| ~0,81 | DPPH | \ Catequina |

Nas principais pesquisas fitoquimicas relacionadas a espécies do género Salix,
como por exemplo: Salix daphnoides, Salix pentadra, Salix purpurea, S. alba e Salix
fragilis. Houveram estudos dos constituintes quimicos (metabdlitos secundarios) e a
identificacdo dos compostos fendlicos como grupo predominante (majoritario), marca
conhecida desse género (BARNES, 2001).

Em estudos como de Fernandes e colaboradores (2009), foi caracterizada nas
folhas e talos do Salix martiana a existéncia de salicina, utilizando a cromatografia em
camada delgada. Mostrando que o extrato metandlico do S. martiana apresentava alto
teor de compostos fendlicos da classe dos flavonoides, correspondendo tanto em

ensaios quantitativos quanto qualitativos utilizando o DPPH (KUMARI et al, 2016).
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Em extratos aquoso e etandlico de folhas e cascas do Salix aegyptiaca, indicou
a presenca dos compostos fendlicos, sendo constatado quantidades expressivas de
catequina e rutina, além da presenca de glicosideos fendlicos, como exemplos:
acilsaligenina, salicina e salicortina, resultado similar ao trabalho em questdo com o
Salix humboldtiana (ENAYAT; BANERJEE, 2009).

5.9 ANALISE POR CLAE-DAD DO EBSh E FRACOES

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia vem se destacando, ha algum
tempo, como um método analitico, amplamente empregado nas analises
guantitativas, devido a possibilidade de separar os constituintes e de forma simultanea
guantifica-los: rapidez, praticidade e confiabilidade. Sendo uma técnica bastante
usada para determinar derivados da classe dos salicilatos (FONSECA, 2002; PORTO,
2014; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 1996; RAKESH et al., 2015).

Dessa forma, o extrato bruto hidroetilico, obtido das folhas do Salix
humboldtiana e suas fracfes foram submetidos a analise por CLAE-DAD em modo
gradiente, com intuito de separar os componentes da amostra e caracteriza-los com
relagdo as suas polaridades.

Os cromatogramas foram registrados por deteccdo sob luz U.V nos
comprimentos de onda: 230, 275 e 365 nm. Logo, 0s cromatogramas obtidos,
sugerem a presenca de compostos de diferentes polaridades, com substancias de
variadas constituicoes. Esse resultado se deve, em razéo pelo qual o extrato bruto e
suas fracbes, apresentarem matrizes altamente complexas, com inameros
constituintes do metabolismo secundario vegetal.

Contudo, os glicosideos fendlicos, sdo os constituintes predominantes no
género Salix, eles apresentam propriedades relevantes do ponto de vista
farmacologico, com diversos beneficios a saiude humana, com destaque para
atividades antipirética e anti-inflamatéria, como é o caso da salicina, o que os tornam
de interesse para a industria farmacéutica (FERNANDES et al., 2009; RAKESH et al.,
2015). Também dispdem de caracteristicas: reativos, instaveis e facilmente oxidaveis,
assim acabam assumindo atividade antioxidante atribuida (BARNES et al, 2001;
SALVADOR; HENRIQUES, 2004).

Além das propriedades antioxidantes, eles podem apresentar funcéo proé-

oxidativa dependendo da concentracdo em que sdo utilizadas. Portanto as mesmas
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caracteristicas que favorecem a protecdo contra doencas, podem influenciar para o
estresse oxidativo, causando danos ao organismo humano (ZAITER et al., 2016;
STAHL; SCHILD, 1981).

Logo, as propriedades citadas anteriormente, se devem: a sua estrutura
guimica, a sua capacidade de inibir a COX, além das suas propriedades redutoras
gue neutralizam os radicais livres, quelam os metais e decompdem 0 oxigénio em
peréxidos (STAHL; SCHILD, 1981; SALVADOR; HENRIQUES, 2004; YU et al., 2002;
MAHDI; MAHDI; BOWEN, 2006).

Por esse e entre outros motivos, € crucial conhecer a estrutura quimica dos
constituintes do metabolismo secundario vegetal, através de técnicas de identificacao
e quantificacdo, como € o caso da CLAE-DAD, considerada uma técnica consistente,
confiavel e segura (FERNANDES et al.,, 2009; PORTO, 2014; RIBEIRO, 1999;
RAKESH et al., 2015). Sendo bastante adequada na determinagdo e quantificacéo
dos derivados de compostos fendlicos, assim como para a classe dos salicilatos, a
exemplo: salicina, salicortina, populina, fragilina, todos esses, constituintes quimicos
naturais das espécies do género Salix (KRAUZE; SZUMOWICZ, 2004; POHJAMO et
al., 2003; JAN et al., 2013; MARQUETE; TORRES; MEDEIROS, 2015; SHARMA et
al., 2011; NAHRSTEDT et al., 2007).

Na imagem (Figura 27) € exemplificado uma estrutura padrdo do flavonoide.
Com o pico em 356 nm pode estar relacionado com a banda | (anel B, porcao
cinamoil), enquanto que o pico em 256 € sugestivo da banda Il (anel A, porcdo benzoil)
(SIM@ES et al., 2013; SILVA et al., 2010; MANACH et al., 2004; BEECHER, 2003;
ANGELO & JORGE, 2007).

Banzoll Cimarmici|
Banda

= 300-400 nm

Figura 27. Estrutura quimica flavonoide com as bandas de absor¢&o no UV.
Fonte: MANACH et al., 2004.
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No trabalho em questdo, a identificagdo do extrato e fracbes do S.
humboldtiana. O pico 1 (Figura 28) (Rt=7,22 min) mostra um espectro Uv-vis. referente
a catequina no Amax = 280 nm. Por sobreposi¢do dos cromatogramas, o padrao de

catequina e a amostra, seus tempos de retencao analogos.

Pico 1
-
280nm
. AZUL = Amostra
—_— AMOSTRA
4
e
oo M- ‘AA
P VERMELHO = Padrao
PADRAO
* L
» e "

Figura 28. Pico 1 - Sobreposi¢cdo de cromatogramas obtidos por CLAE-DAD. EBSh (vermelho) e
substancia referéncia catequina (azul), deteccdo no comprimento de onda de 280 nm (espectro).

A identificacdo dos compostos fendlicos (flavonoides) foi realizada por
comparacao da similaridade entre os tempos de retencdo dos perfis cromatogréficos
e o0s espectros de absor¢do UV/VIS de padrbes auténticos. Foram avaliados os sinais
cromatograficos e seus espectros obtidos de 220 a 400 nm, conforme apresentado na
(Tabela 10). A identificacédo das substancias, utilizou como base de dados a biblioteca
de padrdes presente no equipamento.

Flavonoides possuem caracteristicas espectrais no UV/VIS apresentando o
maximo de absorcéo entre 340 e 370 nm (ARAPITSAS, 2008). Desta forma, com os
dados obtidos a partir da andlise por CLAE/DAD, pode ser observado a presenca de
flavonoides no extrato analisado e nas fragcbes. Os picos com caracteristicas
espectrais semelhantes a flavonoides, foram comparados com os padrbes, para

identificacao e quantificacdo dos mesmos.
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Tabela 10. Padrdes e tempo de retengéo das amostras analisadas em CLAE-DAD.

~ Tempo de Maximo de Absorc¢éo ;
Padroes Retencéo (A Lambida) Area
RUTINA 29,140 256,354 8732052
. QUERCETINA | 47,740 | 255,371 | 34584536 |

Fonte: Adaptado de RAKESH et al., 2015.

Para o extrato foi observado picos de substancias, sendo possivel identificar
uma delas, rutina (TR 29,14), conforme demonstrado na (Figura 28). Além disso, 0s
picos em 25,19 min e 33,40 min s&o flavonoides. Derivados da quercetina e salicilatos.

O pico 1 (Figura 28) trata-se de um anélogo de rutina, a diferenciacdo nas
estruturas quimicas dos flavonoides € basicamente a posi¢do e o tipo de acgucar
(carbono 3 do nucleo do flavonoide). Assim, a rutina possui um dissacarideo
(raminose + glicose) conectado a posicdo C-3 do flavonoide (PEDRIALI, 2005;
THEUNIS et al., 2004). A rutina apresenta uma importante atividade antioxidante,
semelhante aos resultados no qual caracterizou os compostos presentes no extrato
das folhas do Salix alba (RAKESH et al., 2015; FERNANDES, 2009).

O pico 1 (Rt =29,14 min) mostra um espectro uv-vis (Figura 29) como mostra a
figura A (banda | de Amax = 322 nm e banda Il de Amax = 245 nm), caracteristico dos
flavonoides, neste caso sugestivo de rutina. Os espectros exibem 02 picos de
absorcdo maxima entre 240 e 380 nm. Esses picos sdo comuns como banda | (300-
380nm) e banda Il (240-280nm) (MERKEN; BEECHER, 2000).

=3 DADID.5a=330.4 Ref=400.100 (SALIXHUMBSALIXZ806 2017-00-25 1328 20\EBSR2806.0)
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3 g g 58|53 ﬂ 2 8
o o = & 1= A >3
L 10 P 2o 25 20
[ *DAD1, 5.013(1036 mAU, -) Ref=4.233 & 7.406 of CLOROG2306.0 3 *DAD1, 13.028 (546 mAU,-) Ref=12.401 & 13.288 of EBSR2806.D
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Figura 29. Perfil cromatogréafico do EBHSh obtido por CLAE-DAD com detec¢do no comprimento de
onda de 330nm. Pico 1’ e Pico 2’ com seus respectivos espectros A e B.
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O pico 2 (Rt= 18,30 min), exibem espectros no UV-vis (Figura 29), como mostra
a figura B (banda | de Amax = 350 nm e banda Il de Amax = 250 nm) que séo semelhantes
aos os achados onde salicilatos, tipo glicosideos fendlicos, apresentam espectros de
bandas de absorbancia, cerca de 215-220 nm (240 nm para salicilol-salicina) e um
mais fraco a 270 nm (ABREU et al., 2011)

Estudos sobre os constituintes de diferentes partes das plantas de espécies do
género Salix, sobretudo: folhas e caule, revelaram alto teor de compostos fendlicos,
apresentando especialmente como uma das principais substancias identificadas e
guantificadas: apigenina, miricetina, quercetina e outros derivados salicilatos
(RAKESH et al., 2015; PEDRIALI, 2005; FERNANDES, 2009).

Nos bioensaios, utilizando modelos in vivo, os extratos de folhas do S.
aegyptiaca mostraram efeitos anti-inflamatérios em edema de pata induzido por
carragenina (RABBANI et al., 2010). Isso vem acrescentar e corroborar no destaque
da atividade anti-inflamatoria e anti-edematogénica, apresentado nessa pesquisa,
guando no qual a dose testada de 500mg do EBSh, apresentou reducdo do edema
peritoneal em zebrafish, no tempo de 5h.

Portanto, o levantamento do perfil quimico de plantas, permite caracterizar as
substancias constituintes e seus principais grupos estruturais. Dessa forma, o
desenvolvimento de um perfil de marcador como padronizagdo é de grande
importancia para o controle de qualidade e validacdo cientifica. Sobretudo na
guantificacao e identificagdo de compostos de interesse para a farmacologia.

As fracdes forneceram resultados néo totalmente conclusivos, demandam mais

experimentos para elucidacao.

%10 2 |DADT - A:5ig=250.4 Ref=off FR HEX 0004.d Subtract
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Response Units vs. Acquisition Time {min)
Figura 30: Cromatograma da fracdo Hexanica (FHS),
Deteccdo no comprimento de onda 250 nm.
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Figura 31. Espectro nos diferentes tempos de retencéo da fracdo Hexéanica (FHS),
Deteccdo no comprimento de onda 250 nm.
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Figura 32. Cromatograma da fracdo Hexanica (FHSh),
Deteccdo no comprimento de onda 280 nm.
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Figura 33. Cromatograma da fracdo Hexanica (FHSh),
Deteccao no comprimento de onda 330 nm.
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5.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DO EBSh EM MODELO
ZEBRAFISH (Danio rerio)

5.10.1 Animais usados nos hioensaios

Para avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do EBSh, foram utilizados para os
testes in vivo, animais com aspectos e caracteristicas especificas para a demanda
necessaria neste bioensaio, tais como: garantia de origem, controle sanitario,
representando maior seguranca, qualidade dos animais e menor risco.

Na etapa de avaliacdo de atividade biolégica, € mais relevante e compativel
para analise e testes farmacoldgicos relacionados ao processo inflamatorio (edema)
0 uso de animais (adultos). No género foram utilizados animais de ambos os sexos
para servir de comparacao e padrao; no aspecto de tamanho e peso, foram variados,
para facilidade de manutengdo, manuseio, custo e utilizacdo (SOUZA et al., 2016;
BORGES et al., 2018; CARVALHO et al., 2017; BRUNDO; SALVAGGIO, 2018).

Dessa forma, a espécie Danio rerio, conhecida como “zebrafish” preencheu
todos os requisitos de escolha como organismo-modelo, em detrimento de outros
animais, devido inimeras vantagens (BORGES et al., 2018; CARVALHO et al., 2017).

5.10.2 Bioensaios em zebrafish (Danio rerio)

Os ensaios in vivo, utilizando “Organismo-modelo” zebrafish (Danio rerio) foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso Animal da Universidade Federal
do Pard (UFPA), pelo Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica:
35524920.5.0000.0018, numero do Parecer: 4.210.040 (ANEXO ).

5.10.3 Grupos de tratamento

O ensaio para avaliagdo da atividade anti-inflamatoria, foram randomizados e
controlados. O delineamento e investigacao partiu da causa em direcao ao efeito, as
substancias utilizadas foram codificadas, sendo administradas: Indometacina, solucao
salina (PBS), extrato (EBSh) e carragenina a 1% (BORGES et al., 2018; CARVALHO
et al., 2017). Foram 8 grupos de tratamento, com 7 animais cada, totalizando 56

peixes adultos de ambos 0s sexos, tamanho médio 2 +5 cm e peso 0,2+ 1,0 g.
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Tabela 11. Grupos de tratamentos
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo

I Il [l A\ \% Vi Vil vill

Controle Controle
» _ Branco 75mg 150mg 300mg 500mg 750 mg
Positivo Negativo

N° 7/grupo de acordo com peso

5.10.4 Vias de administracédo (gavagem e injecao intraperitoneal)

@ 750

| —

150 mg

/5 mg

Figura 34. Esquema das concentra¢des do (EBSh) do Salix humboldtiana.

Nos ensaios na plataforma zebrafish, ndo foram registrados acontecimentos
com eventos adversos severos, tais como: danos, traumas, lesbes ou morte iminente
de animais, decorrentes unicamente da administracédo, tanto por gavagem ou por
injecao intra-abdominal (Intraperitoneal).

Contudo, sdo necessérios alguns cuidados para prevenir e reduzir danos,
eventos adversos, lesbes e até a morte dos animais, relativo a administracao de
substancias testes (NUNES, et al., 2009; KINKEL et al., 2010). A probabilidade de
infeccdes, riscos de traumas, extravasamentos, ruptura do TGI, entre outros. Sao
inerentes e ao mesmo tempo completamente evitaveis (COLLYMORE et al., 2013;
PRINCE; ANDERSON; DALGIN, 2016; SOUSA, et al., 2004; BOVINO, 2016).

Durante o procedimento de administracdo oral por gavagem, 0s peixes
receberam os cuidados necessarios, com a introducdo da pipeta com o0 maximo de 1
cm de profundidade, tendo atencdo na obstrucdo caso ofereca resisténcia, essa
sensibilidade foi crucial para ndo ocorrer traumas e rompimento do trato digestivo,
sempre foi interrompido quando tal dificuldade surgiu (COLLYMORE et al., 2013;
BORGES, 2018; DANG et al., 2016).
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No entanto, na administracdo via parenteral, ocorreu apenas a hiperemia,
alteracdo comum, devido a perfusado tecidual pelo bisel da agulha (KINKEL et al.,
2010). Esse sinal foi observado em todos 0s grupos que receberam as injecoes,
consiste no aumento da quantidade de sangue circulante no local e estar associada a
ruptura de vasos e microvasos com presenca de pequenos sangramentos
(CARVALHO et. al., 2017; LORAM, 2007; SALVEMINI, 1996; NORONHA, 1990).

Em conjunto, essas minucias reproduzem a somatéria de elementos para a
correta administracdo de injecdes e gavagem em animais de laboratorio e a
efetividade dos testes em bioensaios (COLLYMORE et al., 2013).

5.10.5 Inducao da inflamacdo, mensuracédo do edema e avaliacao do efeito do

EBSh em modelo zebrafish (D. rerio)

Neste bioensaio a resposta do EBSh, foi testada e analisada quanto a sua
provavel propriedade anti-inflamatoria e capacidade anti-edematogénica, utilizando o
modelo zebrafish (D. rerio). Foram utilizados no experimento: indometacina como
farmaco padrdo; solugcdo de carragenina em tampdo PBS a 1%, como agente
flogistico desencadeador da inflamacdo (induz o edema); controle negativo
administrados somente com solucéo fisioldgica 0,9% e o EBSh, sendo avaliado em
diferentes concentracdes (75 mg, 150 mg, 300 mg, 500 mg e 750 mg). Dessa forma,
apresentou-se respostas distintas na reducdo do edema durante o tratamento, em um
tempo de até 5 horas.

A medida do edema foi realizada por pesagem dos animais no inicio e no fim
do experimento. Logo, a formacdo do edema e sua inibicdo foram avaliadas por
variagdo do volume e do peso do animal. O calculo foi realizado através da diferenca
entre os valores do peso inicial antes da aplicacdo da carragenina (tempo zero) e o
peso apods a injecao (tempo 5 h) apos a evolucdo do edema (SILVA, 2016; BATISTA
et al., 2016; MAGALHAES et al., 2017).

Na literatura cientifica internacional, ndo h&4 muitas publicacdes a respeito do
edema induzido por carragenina em D. rerio (zebrafish), pelo fato de ser um modelo
experimental novo e em fase de aprimoramento e padronizagcdo do método. Dessa
forma, o presente trabalho representou uma perspectiva inovadora, sobretudo no

contexto da avaliacao e dos efeitos de compostos da classe dos glicosideos fendlicos



89

encontrados na espécie S. humboldtiana através do EBSh, juntamente com os
estudos e ensaios em modelo in vivo utilizando o zebrafish.

Entre as cinco diferentes concentracdes do EBSh testados e avaliados no
modelo zebrafish, a concentracdo de 500 mg, forneceu resposta estatisticamente mais
expressiva quanto a atividade anti-inflamatéria e grau anti-edematogénico apés 5 h
de tratamento. Essa resposta foi superior ao padrdo indometacina se comparados ao
controle negativo, indicando dessa forma a capacidade de reducédo e/ou inibicdo do

edema na regiéo peritoneal.

E& SS+PBS
B3 SS+C
100+ E Indomethacin + C
El [ 75mgHESh+C
z 150 mg HESh + C
:“E" 60~ - T 300 mgHESh +C
i EA 500 mgHESh+C
E 40- T 750 mg HESh + C
3 20 % i
8 .
0- B |

Figura 35. Efeito do tratamento oral com solugéo salina + PBS ip, Tween 80 (controle negativo), Indometacina (25
mg / kg) EBSh (75.150.300.500.750/ kg), no edema induzido por carragenina (20 ug, ip) em peixe-zebra (D. rerio).
Os dados séo apresentados como média + SEM (n = 5/ grupo), * p <0,05 vs. grupo controle negativo; a analise
estatistica foi realizada pelo teste ANOVA de uma via e, em seguida, seguido pelo Tukey post-hoc.

Portanto, vale ressaltar que a resposta inflamatéria em modelo zebrafish, induz
sinais e sintomas tipicos da inflamacédo como o inchaco, logo estas referéncias sao
comuns nos outros modelos, como o edema de pata em roedores. Assim, o0 modelo
zebrafish pode contribuir da mesma forma como os modelos tradicionais, sendo uma
alternativa a mais, um modelo in vivo de screening de drogas com todo um conjunto
de vantagens competitivas e que apresenta agilidade no processo de pesquisa.

Os grupos previamente tratados com EBSh 75 mg / kg apresentaram inibi¢cédo de
5%; 150 mg / kg apresentaram inibicdo de 14%; 300 mg / kg apresentaram inibicao
de 54%; 500 mg / kg apresentaram inibicdo de 60%, 750 mg / kg apresentaram
inibicdo de 43% de edema abdominal em comparacdo ao controle negativo. Nao

houve diferenca estatisticamente significativa.
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5.10.6 Avaliagcdo dos parametros comportamentais de zebrafish apds exposicao
aos testes (EBSh)

Os modelos animais sdo espécies que sdo utilizadas em avaliagdes de efeitos
bioldgicos e comportamentais, produzindo resultados que podem ser duplicados aos
seres humanos. Além disso, a escolha de um modelo animal deve levar em
consideracdo aspectos como: padronizacao, repetibilidade e precisdo de respostas
avaliadas. A uniformidade dos organismos € uma condi¢do importante para realizacéo
da pesquisa cientifica, a fim de obter respostas com maior exatiddo e mais clareza em
relacdo as variaveis (BITTENCOURT, 2018; CHAULET, 2018, SAMPAIO, 2018).

Desta forma, os ensaios realizados na plataforma zebrafish, por meio da
administracdo do EBSh em diferentes concentragdes, analisou 0s parametros
comportamentais através da observacdo visual, registrando e relacionando o
comportamento observado ao modelo de padrédo comportamental (Etograma do D.
rerio) (Quadro 06). Logo, as vantagens do uso do D. rerio em pesquisas, esta na
resposta comportamental bem definida, robusta e mensuraveis, evidenciada no seu
padrdo comportamental predeterminado (BITTENCOURT, 2018; KALUEFF et al.,
2013; RIBEIRO, 2013; BRITO, 2018; SAMPAIO, 2018; SASZIK; SMITH, 2018).

A exposicao do D. rerio as diferentes concentragdes do EBSh nos testes para
avaliacdo da atividade anti-inflamatoéria, assim como (Indometacina e carragenina),
desencadearam significativas alteragdes comportamentais nos peixes.

Tais alteragbes comportamentais, foram classificadas em trés categorias
(Quadro 06) e em quatro estagios: I, Il, lll e IV (Tabela 12), de acordo com a resposta
a estimulos e estresse: agitacdo com respiracdo superficial; excitacdo motora e
movimentagcdo no aquario; tipo de deslocamento e postura; padrdo de posicdo no
aquério, inclusive a perda da forca muscular, motilidade e até a morte
(BITTENCOURT, 2018; KALUEFF et al., 2013; RIBEIRO, 2013).

Além desses, foram levados em consideracéo para avaliacdo outros critérios:
o tipo de grupo exposto, duracdo do experimento e a quantidade de observactes
realizadas (Tabela 12). O comportamento dos animais foi avaliado por um observador
humano, a cada uma hora, por dois minutos de duracdo, sendo registrado as

observagdes, tendo o ultimo registro 5 horas apos a administracdo oral do EBSh.



91

Quadro 06 - Etograma comportamental de zebrafish (Danio rerio).

Categoria Evento Siglas Descricao

Nadar lento NL | O animal movimenta sua nadadeira
caudal lentamente, de modo que seu
deslocamento ocorra normalmente.

Nadar rapido NR | O animal movimenta sua nadadeira
caudal rapidamente, de modo que se
N desloque rapidamente no corpo d’agua.
Locomocgéao/
Movimento . .
Flutuar FL | O animal mantém-se sem movimento,
flutuando com as nadadeiras laterais
fechadas.

Descansar DE | Os animais mantém-se sem movimento,
no substrato, com as nadadeiras laterais
fechadas.

Natagao NI | Natacdo em angulo diferente de 90° em
Inclinada relagdo as superficies d’agua.
Natacao
Circular NC | Natagdo em movimento circular.
Respiragao RS | O animal utiliza respiragdo aérea, mesmo
Superficial sob condicdes de aeracao.
Respiracéo Aérea
S'li\rl)erficijal e Contracéo CM O_an?mal apresenta espasmo e tremores,
teracao Muscular principalmente na cauda.
Motora
Fraqueza O animal apresenta atonia muscular,
FM -
Muscular perda da motilidade.
Posicdo na PS | O animal mantém-se proximo a lamina
Padréo de Superficie d’agua, sem movimentos ou lento.
Posicao no
aguario Posicao O animal mantém-se no substrato, sem
no Fundo PF | movimento ou com movimento lento.

Fonte: Kalueff et al. (2013) e Altmann, 1974 (Adaptado).

Os animais submetidos aos ensaios com EBSh apresentaram alteragdes no

comportamento normal em todas as doses testadas, essas alteracdes variaram de

acordo com a concentragdo do EBSh administradas. Nas trés menores doses (75 mg,

150 mg e 300 mg), os peixes apenas manifestaram alteracdes leves a moderadas e

em menor frequéncia, enquanto nas duas concentracdes maiores (500 mg e 750 mg),

eles manifestaram importantes alteracbes comportamentais, algumas com maior

frequéncia e intensidade.
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Estagio | - Leve

Estagio Il - Leve-moderado

a) Hiperatividade

. - Estagio Ill - Moderado
?;)) I_Erspasmo, q a) Nado circular; J
remores ae . Estagio IV - Intenso
cauda. bg sturzerda de a) Agitacdo com g
P o respiracao
e equnlbrlo. Superﬁcia| aérea. a) Perda da

motilidade;

b) Deposicdo no
fundo aquaério;

c) Morte.

Figura 36. Estagios comportamentais zebrafish. Fonte: BRITO, 2018, com adaptagdes.

Desse modo, 0s eventos comportamentais iniciaram com o0 aumento da
excitabilidade e agitacdo motora do animal, culminando com a perda da postura e
motilidade; o aumento da excitabilidade do animal € representado pelo aumento da
atividade de natacéo; j& perda da postura é representado pela falta de equilibrio e
movimento (SOUZA et al., 2016).

Além desses dois comportamentos extremos, também foram observadas
outras sete reacdes de alteracées no parametro comportamental do zebrafish. Eles
séo importantes indicadores de estresse e a0 mesmo tempo uma resposta adaptativa
ao meio, que pode ser causado por substancias exdgenas (xenobiotico), muitas vezes
doses téxicas ao animal (RIBEIRO, 2013; BRITO, 2018; SANTOS, 2016; SASZIK;
SMITH, 2018).

Na dose de menor concentragdo do EBSh (75 mg) as alteracdes
comportamentais observadas foram principalmente o aumento na atividade de nado
e movimentacao, nos primeiros minutos e hora, além de leves e raros tremores no

eixo da cauda e pequenos espasmos (contracdo muscular).
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A respiracdo superficial aérea, manifestacdo nitida de sinal de estresse, foram
observados principalmente nas concentracdes (150 mg e 300 mg), juntamente com o
nado circular, perda de equilibrio e postura. Nesses dois grupos, assim como nos
outros, 0s minutos iniciais foram retratados por visualiza¢cdes no aumento da atividade
de nado (hiperatividade natatéria).

Ja na concentracdo de 500 mg houve observacdo importante no padrdo de
reducdo da motilidade, perda da postura assim como deposicdo no fundo. A
hiperatividade e movimentag¢&o, também marcou nos primeiros instantes, assim como
nas outras dosagens do EBSh.

Na concentracdo mais elevada do EBSh (750mg) as alteracdes
comportamentais observadas foram mais severas, abrangendo praticamente todos o0s
eventos comportamentais: iniciando com o aumento na atividade de nado, tremores
no eixo da cauda, espasmo, acompanhado pela reducdo da motilidade, perda de
postura e consequentemente a deposicédo do animal no fundo do aquério e por fim a
interrupcdo dos movimentos operculares caracterizando assim a mortes (BRITO,
2018; SOUZA, 2015, SANTOS, 2016; SAMPAIO, 2018).

De acordo com Bittencourt (2018), em ensaios in vivo € comum ocorrer
estresse nos animais, sobretudo no preparo e manuseio dos mesmos, como por
exemplo na administracdo de substancias teste, etc. podendo gerar alteracdes no
comportamento normal e alteracbfes nas diversas funcdes fisiologicas. Portanto,
alguns desses fatores sao normalmente avaliados e quantificados para ser levado em
consideragao na pesquisa (FARIAS, 2018; BRITO, 2018; SAMPAIO, 2018).

Segundo Ribeiro (2013) a exposicdo do peixe a uma situacdo de estresse,
desencadeia o seu primeiro mecanismo de defesa, que na maioria das vezes, é o
comportamento de fuga (aumento da atividade de nado), na tentativa de diminuir a
probabilidade de morte, ou entdo, pode ocorrer um comportamento de economia do
gasto metabdlico e energia para manter a homeostasia fisiolégica (SCHRECK et
al.,1997; SAMPAIO, 2018; SASZIK; SMITH, 2018).
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Tabela 12. Avaliagdo das altera¢bes comportamentais do D. rerio diante das diferentes concentragdes
do EBSh testadas e os variados intervalos observados (horas).

Estagios ;ﬁgg’o 75mg 150 mg 300mg  500mg | 750mg | dz(:ns:tizzina
Estagio | 0’ h 1,2 1,3 1,2 1,2,3 1,2,3
Estagio Il 0’ h 1,2 2 2
Estagio Il 0’ h 3

Estagio IV 0’ h

Estagio | 1h 1 1 1,2 1,2,3 1,2,3
Estagio Il 1h 1,2 1 1,2
Estagio IlI 1h

Estagio IV 1h 123 | 1,23 1,3
Estagio | 2h 1 1 1 1,2
Estagio Il 2h 2 2 1,2
Estagio Il 2h 1
Estagio IV 2h 1,2,3 1,2 1,3 1,2,3
Estagio | 3h 1 1
Estagio Il 3h 2 2
Estagio IlI 3h

Estagio IV 3h 1,2,3 1 1,3
Estagio | 4h 1

Estagio Il 4 h 2
Estagio IlI 4 h 1 1
Estagio IV 4h 1,2 1,2,3
Estagio | 5h

Estagio Il 5h 2 2
Estagio Il 5h

Estagio IV 5h 1,2,3

Estagio I: 1) Aumento na atividade de nado, 2) Espasmos e 3) Tremores no eixo da cauda; Estagio II:
1) Nado circular e 2) Perda da postura; Estagio lll: 1) Agitacdo com respiracdo superficial aérea; Estagio
IV: 1) Perda da motilidade, 2) Deposicéo do animal no fundo do aquério e 3) Morte. Fonte: adaptado
de RIBEIRO, 2013; BRITO, 2018; SOUZA, 2015, SANTOS, 2016.
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Analisando a evolugédo do experimento foi possivel observar que os animais
apresentaram um padrdo comportamental que se mostrou semelhante entre a maioria
dos grupos, sofrendo flexiveis e sequenciais alteracdes no decorrer do experimento.
Podemos notar que a maior parte dos animais ficam entre os estagios | e I,
apresentando diferenca apenas no tempo em que levam para apresentar tais
comportamentos. Também observou que as altas concentracdes (500 mg e 750 mg)
causaram significativas alteracdes comportamentais nesses organismos, sobretudo
no estagio IV que culminaram na perda da motilidade, deposi¢ao no fundo do aquério

e na morte dos animais.

5.10.7 Monitoramento da mortalidade e Eutanasia

A mortalidade foi monitorada continuamente, e os peixes foram considerados
mortos quando o movimento do opérculo e resposta a estimulos mecéanicos ja nao
puderam ser observados (WILSON; BUNTE; CARTY, 2009).

A eutanasia foi utilizada com o intuito de causar a morte rapida dos animais
com o minimo de dor e sofrimento possiveis, sendo mantido o bem-estar dentro da
sua zona de conforto. Existem duas categorias de métodos que podem ser utilizados
para eutanasia de zebrafish: Imersdo em solugdo com anestésico e o método fisico
(decapitacdo, seccdo da medula e choque térmico) (MATTHEWS; VARGA, 2012;
AVMA, 2013).

Apdés o término do experimento, 0os peixes restantes foram rapidamente
eutanasiados por imersdo em solucdo de gelo com agua na proporcédo de 4:1, entre
2°C a 4 °C, ou seja, o método de escolha foi o fisico, choque hipotérmico. Os animais
permaneceram até que nao foi possivel perceber movimentos operculares (WILSON;
BUNTE; CARTY, 2009).
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho e no referencial bibliografico,

se pode concluir que:

a) Quanto a espécie Salix humboldtiana e a analise farmacognéstica do EBSh:

Constatou-se que as analises qualitativas e quantitativas de autenticidade e
pureza do p6 obtido de folhas do S. humboldtiana, estdo em acordo com 0s
parametros de qualidade preconizados pela Farmacopeia Brasileira 62 ed.;

Os procedimentos de colheita e pés-colheita foram adequados e garantem boa
conservacao e secagem da matéria-prima vegetal, jA que a droga vegetal

apresentou teor de perda por dessecacao dentro dos parametros de qualidade.

b) Quanto a analise fitoquimica:

A triagem fitoquimica possibilitou a determinacdo de metabdlitos secundarios
responsaveis pelas diversas atividades atribuidas a espécie S. humboldtiana.
Reportada na literatura. Observou-se a presenca: fendis, taninos, flavonoides;
O EBSh e suas fracfes sugerem a presenca de compostos pertencentes a
classe de flavonoides quando analisados por: CCD e CLAE-DAD;

Analise por CCD, indicou a presenca de analogo rutina em S. humboldtiana;
Analise por CLAE permitiu caracterizar a presenca de anélogo rutina no EBSh;
As classes de substancias majoritarias foram os compostos fenolicos, estando

de acordo com o perfil quimico da espécie (S. humboldtiana).

¢) Quanto ao ensaio biolégico em modelo zebrafish (D. rerio) e tratamento com EBSh

para avaliacdo da atividade antiinflamatéria e inibicdo do edema:

= A exposicao de D. rerio a concentracfes de 75, 150, 300, 500 e 750 mg/mL do

EBSh durante 5 horas permitiu concluir quanto aos parametros comportamentais
que as trés menores concentracbes provocaram alteragcdes brandas no
comportamento, enquanto as duas maiores concentracbes ocasionaram
alteracdes severas;

Entre as cinco diferentes concentracbes do EBSh testados e avaliados no
modelo zebrafish, a concentracdo de 500 mg fornece resposta estatisticamente
mais expressiva quanto a atividade anti-inflamatéria apés 5 h de tratamento.
Essa resposta foi superior ao padréo indometacina se comparados ao controle
negativo, indicando dessa forma a capacidade de reducdo e/ou inibicdo do

edema na regido peritoneal.
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