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

ESTUDOS FITOQUIMICO E TOXICOLOGICO DE Portulaca

pilosa L.

Rafael Alves Cardoso

BELEM - PA
2019



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

ESTUDOS FITOQUIMICO E TOXICOLOGICO DE Portulaca
pilosa L.

Autor: Rafael Alves Cardoso
Orientador: Prof. Dr. Flavio de Vasconcelos

Co-orientadora: Profa. Dra. Maria Fani Dolabela

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, area de
concentracdo em Farmacos e Medicamentos do
Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Para, em cumprimento as exigéncias

para obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias

Farmacéuticas.
*Bolsista
@CNPq
s e T
BELEM-PA

2019



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicagao (CIP) de acordo com
ISBD Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do Para Gerada
automaticamente pelo modulo Ficat, mediante os dados fornecidos pelo(a)

autor(a)

AdT74e

Alves Cardoso, Rafael

Estudo Fitoquimico e Toxicoldgico de Portulaca pilosa L.
/ Rafael Alves Cardoso. — 2019.

73 f. :il. color.

Orientador(a): Prof. Dr. Flavio de Vasconcelos

Coorientacéo: Profa. Dra. Maria Fani Dolabela

Dissertacdo (Mestrado) -, , Universidade Federal do Para,
Belém, 2019.

1. Portulaca pilosa . 2. Toxicidade aguda oral. 3. Perfil
fitoquimico. 4. Metabdlitos secundarios. 5. Friedelina. I. Titulo.

CDD 615.321098115




FOLHA DE APROVACAO

RAFAEL ALVES CARDOSO

ESTUDOS FITOQUIMICO E TOXICOLOGICO DE Portulaca pilosa L.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
graduacd@o em Ciéncias Farmacéuticas, area de
concentracdo em Farmacos e Medicamentos do
Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Para, em cumprimento as exigéncias
para obtencao do Titulo de Mestre em Ciéncias

Farmacéuticas.

Aprovado em: / /

Banca Examinadora

Prof. Dr. Flavio de Vasconcelos (Orientador)

Programa de Po6s-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas UFPA

Prof. Dr. José Luiz Fernandes Vieira

Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas UFPA

Profa. Dra. Mara Silvia Pinheiro Arruda

Programa de Pos-Graduacdo em Quimica UFPA

Profa. Dra. Marcieni Ataide de Andrade (Suplente)
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas UFPA

BELEM-PA
2019



A minha querida mae,

Benicia Alves Cardoso,

matriarca da familia Alves,

que sempre foi um exemplo de sabedoria,
de trabalho,

de honestidade,

de fé,

de fortaleza,

e principalmente de muito amor.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela vida e pela coragem que Ele me deu para enfrentar e vencer mais uma

empreitada.

Aos meus amados pais, Benicia Alves Cardoso e André Cardoso Neto, pelo amor
e carinho pelo qual fui criado e por todos os ensinamentos de dignidade, honestidade

e verdade que sempre pautaram e pautardo a minha vida.

A minha irm&, Débora Alves Cardoso, pelo carinho e apoio dado em muitos
momentos, € ao meu irmao, Rennan Alves Cardoso, pelo companheirismo e

amizade.

A minha namorada, Rafaella Alves da Silva, por todo carinho e incentivo dado, e por
proporcionar bons momentos, que me encorajaram nessa longa jornada até o final

deste trabalho.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Flavio de Vasconcelos, pela orientacao deste trabalho,

e pela amizade e confianca que desenvolvemos ao longo do mestrado.

A co-orientadora, Profa. Dra. Maria Fani Dolabela, pela co-orientacao deste trabalho

e apoio concedido ao longo desse trajeto.

Ao Prof. Dr. José Luiz Vieira, pelos conselhos, broncas, consolos e brincadeiras que
nortearam a nossa amizade no periodo em que desenvolvi o trabalho no Laboratério

de Toxicologia.

A Profa. Dra. Mara Silvia Pinheiro Arruda, coordenadora da Central de Extragao da
UFPA, pelo apoio e parceria, sem o qual ndo seria possivel a realizacdo deste

trabalho.

Ao Prof. Dr. Washington Luiz Assunc¢éo Pereira, pela importante colaboracao nos
exames histopatoldgicos.



Aos doutourandos Wandson Braamcamp de Souza Pinheiro e José Rodrigues
Pinheiro Neto e ao mestrando Anderson de Santana Botelho pelo auxilio e

desenvolvimento deste trabalho.

A equipe de pesquisadores do Laboratorio de toxicologia da Faculdade de
Farmécia da UFPA, pelo apoio e incentivo.

A equipe de pesquisadores do Laboratério de Farmacologia e Doencas
Negligenciadasda da Faculdade de Farmé&cia da UFPA, pelo importante ajuda
concedida nesse trabalho.

A equipe de pesquisadores do Laboratério de Pesquisa em Estresse Oxidativo da
UFPA e ao Prof. Dr. Sandro Percério, pelo espaco cedido para realiza¢do do ensaio
de toxicidade oral aguda e pela ajuda oferecida.

A equipe de pesquisadores do Laboratério de Fitoquimica da Faculdade de

Farmécia da UFPA, pelas andlises iniciais.

A equipe de pesquisadores do Laboratério de Investigagdo Sistematica em
Biotecnologia e Biodiversidade Molecular da UFPA e ao Prof. Dr. Alberdan Silva
Santos, pela ajuda e espaco concedido para a realizacdo de algumas analises deste

trabalho.

Aos docentes e funcionarios do Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias

Farmacéuticas da UFPA, pela amizade edificada no decorrer deste trabalho.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnhologico (CNPq) pela

bolsa oferecida e suporte financeiro a pesquisa.

Aos companheiros de pos-graduacao, pelos bons momentos compartilhados.

Aos meus amigos da republica e todos outros que contribuiram de alguma forma

para a construcao desta importante etapa da minha vida.



“Talvez nao tenha conseguido fazer o
melhor, mas lutei para que o melhor fosse
feito. Nao sou o que deveria ser, mas

Gracas a Deus, néo sou o que era antes”.

Marthin Luther King



RESUMO

CARDOSO, R. A. Estudo fitoquimico e toxicoldgico de Portulaca pilosa L. 2019.
74p. Dissertacdo de Mestrado — Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, Faculdade de Farmécia/ICS, Universidade Federal do Para, 2019

As plantas medicinais vém contribuindo como fonte de farmacos antimalaricos,
entretanto, varias espécies utilizadas na medicina popular amazénica ainda carecem de
estudos. Um exemplo é a Portulaca pilosa L., conhecida popularmente como amor
crescido, que tem sido utilizada na medicina tradicional regional para o tratamento de
doencas infecciosas, febris e parasitarias. Em estudos prévios realizados pelo grupo de
Farmacologia e Doencas Negligenciadas da Universidade Federal do Para, foi
demonstrado que o Extrato Etandlico de Portulaca pilosa (EEPp), apresentou significativa
atividade antiplasmaédica in vitro frente ao clone de Plasmodium falciparum resistente a
cloroquina. Entretanto, estudos que avaliem o potencial toxico ainda sdo escassos.
Assim, este trabalho objetiva realizar estudo fitoquimico e uma triagem toxicolégica
em modelo in vivo do extrato EEPp. O extrato foi obtido pelo processo de maceracéo
com alcool etilico a 96%GL e o perfil fitoquimico por Cromatografia em Camada
Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE) permitiu determinar a riqueza fitoquimica, além
da presenca de classes de metabdlitos secundarios importantes, como: terpenos /
esteroides, compostos fendlicos, flavonoides e alcaloides. A avaliacdo do potencial
antioxidante por autografia em CCDAE, possibilitou identificar uma moderada agéo
antioxidante do extrato — EEPp, frente a solucao radicalar de DPPH. O fracionamento do
extrato foi realizado em Cromatografia em Coluna por Via Umida (CCVU) utilizando
mistura de diclorometano e metanol como fase moével, em modo gradiente e, apds
analise por CCDAE, as fracdes semelhantes foram reunidas e aquelas de maior
interesse foram isoladas e purificadas por CCVU, resultando em 13 substancias.
Dados espectrais obtidos por Ressonancia Magnética Nuclear — RMN de 'H e 13C,
além da comparacdo com dados da literatura, levou a elucidacdo estrutural da
substancia S11, como sendo o triterpeno pentaciclico - Friedelina. Substancia esta, ja
relatada na literatura com propriedades bioldgicas, como o efeito antinociceptivo, anti-
inflamatorio, antiulcerogénico e antimalarico. Os testes toxicolOgicos realizados em
camundongos, screening hipocratico e analises histopatoldgicas, até a dosagem de 2000
mg/kg ndo demonstraram quaisquer sinais de alteracdes do sistema nervoso central,
autbnomo ou motor, mudanca de comportamento durante todo o periodo de
experimentacdo, ou seja, o extrato EEPp ndo apresentou efeito toxicoldgico. Sendo
assim, esta dissertacao contribui para o estudo fitoquimico da espécie Portulaca pilosa,
bem como, o seu importante potencial farmacoldgico associado a baixa toxicidade.

Palavras-chave: Portulaca pilosa, Malaria, Testes toxicologicos, Perfil fitoquimico,
Metabolitos secundarios, Viabiliadade celular, Toxicidade aguda oral, Friedelina.



ABSTRACT

CARDOSO, R. A. Phytochemical and toxicological studies of Portulaca pilosa L.
2019. 74 p. Master Thesis - Postgraduate Program in Pharmaceutical Sciences,
Faculty of Pharmacy / ICS, Federal University of Pard, 2019

Medicinal plants have been contributing as a source of antimalarial drugs, however,
several species used in Amazonian folk medicine still need studies. An example is
Portulaca pilosa L., popularly known with grown love, which has been used in
traditional regional medicine for the treatment of infectious, febrile and parasitic
diseases. In previous studies carried out by the Pharmacology and Neglected
Diseases group of the Federal University of Pard, it was demonstrated that the
Portulaca pilosa Ethanol Extract (EEPp) showed significant in vitro antiplasmodic
activity against the chloroquine resistant Plasmodium falciparum clone. However,
studies evaluating the toxic potential are still scarce. Thus, this work aims to perform
phytochemical studies and a toxicological screening in an in vivo model of the EEPp
extract. The extract was obtained by the maceration process with 96% ethyl alcohol
GL and the phytochemical profile by High Performance Thin Layer Chromatography
(HPTLC) allowed to determine the phytochemical richness, besides the presence of
important secondary metabolite classes, such as: terpenes / steroids, phenolic
compounds, flavonoids and alkaloids. The evaluation of the antioxidant potential by
autograph in HPTLC, allowed to identify a moderate antioxidant action of the extract -
EEPp, against the radical solution of DPPH. The fractionation of the extract was
performed in Humid Column Chromatography (HCC) using dichloromethane and
methanol mixture as mobile phase phase gradient and, after analysis by HPTLC,
similar fractions were pooled, those of most interest were isolated and purified by HCC,
resulting in 13 substances. Spectral data obtained by Nuclear Magnetic Resonance -
'H and '3C NMR, in addition to comparison with literature data, led to the structural
elucidation of the substance S11 as the pentacyclic triterpene - Friedelin. This
substance, already reported in the literature with biological properties, such as
antinociceptive, anti-inflammatory, antiulcerogenic and antimalarial effect.
Toxicological tests performed in mice, hippocratic screening and histopathological
analyzes up to the 2000 mg / kg dosage showed no signs of central, autonomic or
motor nervous system changes, behavioral change during the entire experimentation
period, ie the EEPp extract had no toxicological effect. Thus, this dissertation
contributes to the phytochemical study of the Portulaca pilosa species, as well as its
important pharmacological potential associated with low toxicity.

Keywords: Portulaca pilosa, Malaria, Toxicological tests, Phytochemical profile,
Secondary metabolites, Cell viability, Acute oral toxicity, Friedelin.
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1 INTRODUCAO

As plantas séo capazes de sintetizar uma vasta diversidade de componentes
guimicos que podem interferir em varias estruturas biologicas do organismo humano,
levando a efeitos benéficos e maléficos. O uso de plantas medicinais sobre varias
formas de apresentacédo é bastante comum em populacdes de baixa renda. Tal habito
parte do pressuposto de que as plantas medicinais, além de possuirem atividade
terapéutica, sdo desprovidas de efeitos toxicos, além do baixo valor comercial e alta
acessibilidade. Este aspecto é importante se considerarmos que o conhecimento
sobre plantas medicinais € de dominio popular e, em paises emergentes, contém um
forte componente social e cultural, pois estas plantas muitas vezes representam o
anico recurso terapéutico de muitas comunidades. (TORRES et al. 2005; ALVES,
2006).

Pesquisas demonstram que, a respeito da crescente importancia dos
medicamentos fitoterapicos, relativamente poucos trabalhos foram realizados a fim de
comprovar sua eficacia e seguranca, sendo que muitas plantas ainda sao usadas
somente com base em informagdes etnofarmacol6gicas A caracterizacdo fitoquimica
das plantas medicinais é muito importante, pois ao decorrer do ano pode ocorrer
alteracdes no teor de metabolitos secundarios, bem como alteracdes na composicao,
e isto pode influenciar na resposta farmacologica e toxicologica (TUROLLA e
NASCIMENTO, 2006).

Os estudos fitoquimicos objetivam identificar os compostos naturais,
principalmente os metabdlitos secundarios, presentes nas espécies vegetais e, a partir
disto, orientar a sua extragdo e fracionamento de extratos boténicos, objetivando
encontrar os grupos de maior interesse farmacologico (MATOS, 1997; SIMOES,
2010). Ja os estudos toxicolégicos colaboram com a validacédo do uso de uma planta
medicinal, ao auxiliar na elucidacdo dos mecanismos de acdo dos agentes tOXicos
sobre sistemas biolégicos decorrentes dos efeitos dessa agdo (OGA, 1996). As
analises toxicologicas, aplicadas em organismos biolégicos e sob condigbes
previamente estabelecidas, permitem determinar os possiveis efeitos de substancias
em humanos, a partir da extrapolacdo dos resultados obtidos nestes estudos
(BARROS e DAVINO, 1996).

No Brasil, estudos que avaliem o potencial toxico de plantas medicinais da

regido amazonica ainda sdo escassos, mesmo contendo diversos trabalhos nas areas



20

de farmacologia, botanica e fitoquimica (BOCHNER et al. 2012; BALBINOT et al.
2013). E de salutar importancia ter-se em mente que, embora os produtos naturais
tenham amplos espectros terapéuticos, ndo sdo considerados substancias inécuas,
sendo necessaria a realizacdo de ensaios toxicologicos para fornecer a comunidade
dados cientificos sobre seguranca ou toxicidade das plantas (ASSEMI, 2001).

As plantas medicinais sempre contribuiram para a descoberta de farmacos
antimalaricos, sendo que varias espécies utilizadas na medicina popular amazoénica
ainda carecem de estudos, ou possuem estudos incompletos. Algumas espécies tém
sido relatadas como fonte de tratamento da malaria e doencas febris em diversas
comunidades, incluindo populac¢des nativas da regido Amazodnica (MILLIKEN, 1997).
O teste de produtos destas plantas medicinais em modelos animais e em culturas de
parasitas tem resultado na identificacdo de promissoras moléculas (KRETTLI et al.
2001; KRETTLI, 2009; AGUIAR et al. 2012).

Um exemplo é a espécie Portulaca pilosa (pertencente a familia
Portulacaceae), popularmente conhecida como amor crescido, flor de seda e flor de
melodia, amplamente utilizada na medicina popular como antihelmintico, antidiarreico,
cicatrizante, carminativo, diurético, anti-inflamatoério (SILVA et al. 2001; CAUPER,
2006), doencas febris e infeccbes diversas (BRANDAO et al. 1992; PINTO, 2008). Em
estudos prévios ja realizados no laboratério de Farmacologia da Faculdade de
Farmacia da UFPA, que contou com a colaboracao e participacdo de pesquisadores
de diferentes instituicbes e financiamento de projetos para desenvolvimento de
farmacos antimalaricos, foi demonstrado que o extrato etandlico obtido de suas partes
aéreas mostrou-se significativamente ativo em clone de P. falciparum resistente a
cloroquina (BRANDAO, 2012). No entanto, 0 composto envolvido nesta atividade e
seus efeitos toxicos ainda ndo foram avaliados.

Levantamentos bibliograficos, inclusive, através do Banco de Dados da
Universidade lllinois, Chicago, denominado “Natural Products Alert” (www.napralert.org)
demonstraram a auséncia de dados sobre possiveis efeitos toxicos acerca da espécie P.
pilosa.

Assim, como nao foram encontrados relatos cientificos no tocante a toxicidade
dessa espécie, esta pesquisa se inseriu ha perspectiva de prover informacdes cientificas
através da realizacdo de um estudo fitoquimico do extrato desta planta, empregando-se
técnicas de fracionamento e de caracterizacdo de metabolitos secundarios ativos, bem

como monitoriza¢do (triagem) toxicolégica em modelos in vivo, fornecendo subsidios
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para o isolamento de fra¢cdes e ou moléculas com promissora atividade antiplasmaodica

com mais baixa toxicidade possivel.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Metabdlitos secundérios de plantas

Os metabolitos secundéarios, em contraste com os primarios, nem sempre estao
envolvidos em funcdes vitais do vegetal ou mesmo presentes em todos eles. Estes
constituintes quimicos sdo extremamente diversos e cada familia, género, e espécie
produz uma categoria quimica caracteristica ou uma mistura delas que, por vezes,
podem ser utilizadas como marcadores taxondmicos na classificacado das plantas de
acordo com a presenca de cada metabdlito secundario presente na mesma
(WAKSMUNDZKA-HAJNOS et al. 2008).

Esses compostos sdo pouco abundantes e com frequéncia inferior a 1% do
conteudo total de carbono, sendo estocados em érgaos ou células especificas das
plantas. O desenvolvimento de técnicas analiticas, como os diversos tipos de
cromatografia de alta eficiéncia, como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) e Cromatografia de Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE) e
ferramentas de elucidagdo estrutural como Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de
'H e 13C e Espectrometria de Massas (EM), permitem isolar e identificar, de forma
mais objetiva, um numero maior de constituintes dos metabdlitos secundarios
(HARBORNE, 1999).

Os metabdlitos secundarios possuem atividades biolégicas importantes, e, do
ponto de vista farmacéutico, o maior interesse esta no niumero elevado de substancias
farmacologicamente ativas. Entretanto, a origem vegetal do metabdlito relacionado a
acao farmacologica ndo garante por si sO a eficacia e seguranca do produto final,
dessa forma a analise fitoquimica associada com a farmacolégica, garante em parte
a eficacia por meio de ensaios pré-clinicos e clinicos dos efeitos preconizados
(SIMOES et al. 2010).

Sendo assim, a pesquisa fitoquimica, tem como um dos seus objetivos
conhecer os constituintes quimicos de espécies vegetais ou avaliar sua presenca, com
intuito de identificar e extrair os produtos naturais de maior interesse que poderao ser

empregados em diversas formulacdes farmacéuticas (SIMOES et al. 2010).
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2.2 Familia Portulacaceae e género Portulaca

Atualmente a familia Portulacaceae é representada por um Unico género:
Portulaca (APG IV, 2016). O género é composto por cerca de 110 espécies anuais ou
perenes gue se distribuem nos neotrépicos, que inclui América Central e do Sul, e em
regibes tropicais e subtropicais da Africa, mas também ocorrem algumas poucas
espécies na Australia, Europa e Asia (COELHO; GIULIETTI, 2010; OCAMPO, 2013).

A familia Portulacaceae, ou mais precisamente o género Portulaca, é
caracterizada por incluir ervas suculentas, semi-prostadas, prostradas ou eretas com
folhas alternas, subpostas ou opostas em formato de laminas achatadas, elipticas ou
cilindricas, caules simples ou ramificados com nés que portam tricomas axilares e
inflorescéncias terminais, cimosas, capituliformes com invélucro de folhas e flores
seésseis a curto pediceladas, actinomorfas, bissexuadas, com 2 sépalas desiguais, 4-
5 pétalas membranaceas. (GIULIETTI; COELHO, 2018). Os frutos sédo do tipo pixidio
e as sementes sao lisas ou com diferentes padrdes de escultura (OCAMPO, 2013). A

figura 1 apresenta algumas caracteristicas dessas espécies.

S A 5. 3, * 0 | =~ R

Figura 1 - Espécies de Portulaca. A) Portulaca oleraceae. B) Portulaca grandiflora. C) Portulaca amilis.
D) Portulaca pilosa. E) Portulaca umbraticola. F) Portulaca halimoides.

Fonte: FLORA DO BRASIL 2020 EM CONSTRUCAO, 2019

As espécies do género apresentam uma grande variedade de classes de

substancias que muitas das vezes apresentam acao biolégica que corroboram com o
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uso na medicina tradicional. A Portulaca oleraceae, a espécie com 0 maior nimero de
estudos no género, por exemplo, € utilizada popularmente para o tratamento de
doencas gastrointestinais, inflamacdes, febre, insdnia, dores de cabeca, entre outras
(IRANSHAHY et al., 2017), e apresenta como principais constituintes compostos das
classes dos flavonoides (YAN et al., 2012; YANG et al., 2018), alcaloides (XIANG et
al., 2005) e terpenos (SAKAI et al., 1996), aos quais tem sido atribuido tais atividades.

Além da P. oleraceae, em estudos realizados por Farag e Shakour (2019) foi
mostrado que as espécies P. rausii e P. granulatostellulata também apresentam alto
teor de compostos fendlicos, principalmente flavonoides e alcaloides. Outra espécie
de Portulaca que pode ser citada é a P. pilosa que apresenta agdo cicatrizante
comprovada, essa relacionada principalmente a flavonoides presentes na espécie
(BARROS et al., 2017).

Apesar do género Portulaca apresentar grande potencial em se tratando de
metabdlitos de interesse farmacologico, os estudos com o0 género ainda sao
insuficientes diante do numero de espécies disponiveis, fazendo-se necessario mais

estudos a cerca dessas espécies.

2.3 Portulaca pilosa

A Portulaca pilosa L., figura 2 (pag. 25), conhecida popularmente como amor-
crescido ou alecrim-de-S&o-José, é uma planta herbacea com folhas carnosas e flores
vermelhas encontrada na América Central e do Sul (MENDES et al., 2011). E
considerada ndo endémica no Brasil e é distribuida na regido Norte, Nordeste e
Centro-Oeste (FLORA DO BRASIL 2020 EM CONSTRUCAO, 2019). Na regi&o
amazonica, a espécie € popularmente utilizada principalente no tratamento de feridas
e inflamacdes (BARROS et al.,, 2017; FLOR; BARBOSA, 2015), mas também h&
relatos de usos como diurético, cicatrizante, analgésico e no tratamento de malaria,
gueimaduras, disenteria, colicas, hemoptises e Ulceras (REVILLA, 2002; BARATA et
al., 2009).
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O amor-crescido é uma erva com caules verdes prostados, ramos de 5-15 cm
de comprimento, muito ramificados, tricomas axilares de 4 mm de comprimento,
multisseriados, interaxilares, conspicuos, lanosos, esbranquicados. As folhas
apresentam peciolos cilindricos com 1,5-2 cm; limbo 12-24 x 1-2 mm, linear-
lanceolado, subglobosos, nervura central ndo evidente; base atenuada; apice agudo;
margem inteira sem bordo esbranquicado; glabras; persistentes; folhas involucrais
com 5-10 por inflorescéncia, 15-20 x 1-2 mm, linear-lanceolada; base arredondada;
apice agudo; margem inteira sem bordo esbranquicado; glabras (COELHO;
GIULIETTI, 2010).

Inflorescéncia com 3-7 flores, flores sésseis com 0,4-0,8 cm de diametro;
sépalas 5-7 mm comprimento, glabra, dorso concavo, apices agudos; pétalas 5,
purpureas; lamina obcordada 4-8 mm, apice emarginado; estames 15-20; filetes 2-3
mm de comprimento, anteras 0,8-1,0 mm de comprimento; estilete com 1,5-3,0 mm
de comprimento, ramos estigmaticos de 4-5, 1,5-2,0 mm de comprimento. Pixidio com
3-5 mm comprimento, pedicelado, pedicelo de 0,5 mm, opérculo cbnico com 1-2 mm
de altura. Sementes de 10-15 por fruto, negras, opacas, com 0,5-0,7 mm (COELHO;
GIULIETTI, 2010). A figura 3 (pag. 26) apresenta algumas dessas caracteristicas
citadas.



26

/’3 3
£
I=
|
o
(4 N]
Pixidio

-
“
9
=
2
n I

Figura 3 - Habito e caracteristicas da espécie Portulaca pilosa L.

Fonte: Adaptado de Coelho e Giulietti (2010).
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Uma abordagem fitoquimica do extrato etandlico das folhas de P. pilosa
identificou a presenca de agucares redutores, compostos fendlicos, flavonoides,
taninos, esteroides, terpenos e carotenoides (MENDES et al., 2011). Além disso, em
estudo realizado por Gatea et al. (2017), a P. pilosa apresentou maior teor de
compostos fenodlicos, como &cido galico, flavonoides, sacarideos e um potencial
antioxidante melhor em comparacdo com P. oleracea, a espécie mais conhecida do

género.

Até o momento, foram isolados os diterpenos pilosana A e B (OHSAKI et al.,
1987) e o diterpeno pilosana C (OHSAKI et al., 1995) da fracdo acetato de etila do
extrato metandlico da parte aérea de P. pilosa, enquanto que o pilosanol A, B, e C
foram isolados da fracdo acetato de etila das raizes da mesma (OHSAKI et al., 1991).
As estruturas citadas estéo apresentadas na figura 4.

Hitte
Pilosana A CH, Pilosana C
R, R. R,
Pilosana B CH-OH A
Pilosanol A CH, CH,OH OH

Pilosanol B CH,OH CH;OH OH

Pilosanol C CH, CH,-0OGlc OH

Figura 4 - Diterpenos isolados de Portulaca pilosa L.

Fonte: OHSAKI et al., 1987; 1991 e 1995.

Sobre o potencial biolégico da espécie, estudos demonstram que a mesma
possui notavel atividade antioxidante, baixa toxicidade em células normais e alta

toxicidade em células tumorais (GAETA et al., 2017), além de atividade antibacteriana
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contra Pseudomonas aeruginosa (MENDES et al., 2011), atividade anti-tirosinase com
acdo inibitéria acima de 90% (BAURIN et al., 2002) e atividade anti-inflamatoria

(BARROS et al., 2017), mostrando potencial como fonte de recursos bioativos.

2.4 Avaliacao toxicolégica de plantas medicinais e drogas vegetais

A avaliacdo da toxicidade busca prever possiveis efeitos adversos ou nocivos
a saude humana frente a exposicao a determinada substancia, podendo ser essa um
praguicida, um agente quimico, ou um medicamento e até mesmo substancias
préprias do organismo, sempre levando em conta o tempo de exposi¢cdo a substancias
e a sua concentracdo (ZAGATTO et al. 1988; MEYER, 2003).

O estudo toxicolégico das plantas medicinais e drogas vegetais € alvo de
investigacdes de muitos estudiosos. Por mais que tenham um potencial curativo e/ou
preventivo, as plantas medicinais podem possuir substancias que, dependendo da
dose, podem ser toxicas ao organismo, causando reacfes indesejaveis ou até mesmo
levar a 6bito (OGA, 1996). Assim, uma mesma planta pode conter componentes
medicinais, terapéuticos e também substancias toxicas prejudiciais ao organismo

humano e animal.

Os protocolos experimentais, sdo importantes para o desenvolvimento de
produtos tanto na fase investigativa quanto no momento do cumprimento das
exigéncias legais para registro e comercializacédo. Tais estudos se desenrolam em
duas grandes fases: a fase pré-clinica, realizada em espécies inferiores a humana na
escala evolutiva e a fase clinica, onde os produtos que ndo demonstraram toxicidade
significativa nos estudos pré-clinicos sdo entéo testados em voluntarios humanos,

seguindo rigorosos preceitos técnicos e éticos (MARIZ, 2007).

Um teste de toxicidade bastante utilizado € o teste de toxicidade aguda por dose
fixa, preconizado pela Organizacéo para Cooperacéo e Desenvolvimento Econémico
(OECD), é um destes métodos alternativos, que avalia a toxicidade aguda oral, na
qual se evita utilizar o critério morte dos animais como objetivo final e propde a
observacédo do aparecimento de sinais de toxicidade decorrentes da exposi¢cdo a uma

serie de doses fixas; permitindo, desta forma, classificar a substancia testada de
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maneira compativel com o sistema empregado pela Unido Europeia, o qual qualificava
pelos valores de Dose Letal 50% (DLso) oriundos do teste classico de toxicidade aguda
(OECD 420, 2001; VALADARES, 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Realizar os estudos fitoquimico e toxicolégico do extrato etandlico das partes

aéreas de Portulaca pilosa (EEPp).

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o perfil fitoquimico do extrato EEPp por Cromatografia em Camada
Delgada de Alta Eficiéncia — CCDAE;

-> Avaliar a capacidade antioxidante do extrato EEPp pelo método do radical livre DPPH,

via autografia por CCDAE;

- Fracionar o extrato EEPp utilizando Cromatografia em Coluna por Via Umida —

CCVU e isolar os metabélitos secundarios do mesmo;

- Elucidar as estruturas das substancias isoladas por espectroscopia de

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H, 13C e bidimensionais.

- Avaliar a toxicidade aguda oral do EEPp em camundongos Swiss machos e

fémeas (Teste de Dose Fixa).



31

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais e equipamentos para os estudos fitoquimico e toxicolégico

4.1.1 ESTUDO FITOQUIMICO

Nos procedimentos cromatograficos e de extracdo, foram utilizados solventes
organicos Grau de Pureza do Reagente (ACS) hexano, tolueno, diclorometano,
cloroférmio, acetato de etila, acetona da marca Tedia Company®, grau Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC/Spectro) - metanol da marca Tedia Company®,
alcool etilico 92,8 °INPM (Santa Cruz®) e agua ultrapura, obtida em sistema Millipore
Direct-Q3 (18,2 MQ.cm - Beadford®, MA, USA).

Para a obtencdo do perfil quimico e cromatogréfico do extrato (EEPp) foi
utilizado sistema automatizado de Cromatografia em Camada Delgada de Alta
Eficiéncia - CCDAE (HPTLC - CAMAG®, Muttenz, Switzerland), sendo o mesmo
integrado por quatro modulos: Aplicador Automatico de Cromatografia em Camada
Fina (ATS 4) - aplicador, Desenvolvimento Multiplo Automatico em Camada Fina 2
(AMD 2) - desenvolvimento, Scanner de Cromatografia em Camada Fina 4 (TLC
Scanner 4) - densitometria e Visualizador de Cromatografia em Camada Fina (TLC
Visualizer) — fotodocumentador e para o controle e tratamento de dados utilizou-se o
software winCATS®.

Utilizou-se como fase estacionaria cromatoplacas em silica gel SiliaPlate
Cromatografica em Camada Fina (TLC) de Aluminio F-254 (Silicycle®), além de
pulverizador automatico e chapa térmica (CAMAG®, Muttenz, Switzerland) para a
derivatizacao das cromatoplacas foram utilizados os reagentes: Vanilina com Grau de
Pureza Analitica (P.A.) da marca (Nuclear®), acido sulfarico ACS (Tedia Company®),
2-aminoetil-difenilborinato ACS (Aldrich Chemistry®), polietilenoglicol 4000 P.A.
(Synth®), hidréxido de potassio P.A. (Nuclear®), acido tartarico (Sigma-Aldrich®),
acido formico (Isofar®), hidroxido de sodio (Tedia Company®), bicarbonato de
potassio (Synth®), iodeto de potassio (Synth®).

No fracionamento do extrato etanodlico de P. pilosa e purificacdo de suas fragbes
por Coluna de Cromatografia por Via Umida (CCVU), fez-se uso de colunas
cromatograficas de vidro, com silica gel SiliaFlash® G60 60-200 um em po (Silicycle®)

como fase estacionaria e solventes organicos como eluentes (hexano, diclorometano
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e metanol). As frag6es foram analisadas por CCDAE usando cromatoplacas em silica
gel SiliaPlate TLC Aluminio F-254 (Silicycle®).

Para a identificacdo e elucidacdo estrutural das substancias isoladas foram
empregadas técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) uni e bidimensionais.
Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro Bruker®, modelo Ascend TM,
operando a 400 MHz para 'H e 100 MHZ para *3C. Para o controle e tratamento dos
dados utilizou-se o Software TopSpin 3.6.0. Os deslocamentos quimicos foram
registrados em valores adimensionais & (ppm), tendo como referéncia interna o sinal
do solvente deuterado. O solvente utilizado foi Cloroformio Deuterado (CDCIs)
(Cambridge Isotope Laboratories®).

4.1.2 ESTUDO TOXICOLOGICO

Para avaliar a toxicidade oral aguda, foram utilizados camundongos (Mus
musculus), linhagem Swiss (variagdo albina), machos e fémeas (nuliparas e nao
gravidas) com peso corporal inicial de 25-27g provenientes do Biotério Central da
UFPA, estes foram confinados em caixas de polipropileno (50 x 35 x 15 cm) com
tampa metalica, forradas com maravalha e receberam racdo peletizada (Biobase-
Biotec®) e agua filtrada durante o periodo de aclimatacao e do teste de toxicidade oral
aguda. Em seguida o EEPp foi reconstituido em agua destilada e um pouco de 6leo
de girassol (Liza®) e administrado por meio de gavagem, através de sonda gastrica
de aco inox de 4 cm da Becton & Dickinson Co®. Ao final do teste, utilizou-se
anestésicos (mistura constituida de 2 partes de Cloridrato de Ketamina® + 1 parte de
Xilazina®, na dose de 2,5 mL/kg, via i.p), em seguida foram coletados todos os 6rgaos,
utilizando-se kit cirargico (bisturi, pincas, tesouras, da Maryam Trad®). Logo ap0s 0s
orgaos foram fixados em formalina a 10% (Nuclear®), por fim foram confeccionadas

laminas para avaliacdo anatomohistopatoldgica, em microscopio 6tico (Prolab®).

4.2 Procedimento experimental

4.2.1 COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas de Portulaca pilosa L. (7,5 Kg;) foram coletadas no dia 3 de

novembro de 2017 na restinga de Macapazinho no municipio de Castanhal, estado do
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Para (coordenadas georreferenciadas 01° 30' 54" S e 48° 02' 41" W:). A sua
identificagdo foi realizada pela Dra. Marlia Regina Ferreira Coelho, pesquisadora
botanica do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG). A exsicata de Portulaca pilosa L.
foi depositada no Herbario Jodo Murca Pires (HJIMP) com o registro MG 228897.

As partes aéreas da Portulaca pilosa foram selecionadas e lavadas com agua
corrente com o intuito de retirar sujidades, musgos e insetos, em seguida, foram
transferidas para estufa com circulacéo de ar controlado, modelo Q314M (Quimis®) a
40°C por uma hora. Logo ap6s foram novamente lavadas em &gua corrente e
borrifadas com alcool 70 °GL e espalhadas sobre papel Kraft em bancada por um dia,
a temperatura ambiente, para a primeira secagem, e, finalmente, secas em uma estufa
com circulacdo e renovacdo de ar controlado, modelo SL- 102 /1540 (Solab®) a
aproximadamente 40 °C por um periodo de 45 dias até o material vegetal atingir
massa constante. Em seguida, as partes areas secas foram pulverizadas em moinho

de martelo e facas (Marconi®) resultando em 3,2 Kg de material seco e triturado.

4.2.2 EXTRACAO POR MACERACAO

Para a obtencéo do extrato de Portulaca pilosa (EEPp), partiu-se de 3,0 kg das
partes aéreas secas e trituradas, adotando o método de extracdo por maceragao e
etanol 92,8 °INPM como solvente extrator e adotou-se uma relacdo massa/volume de
1/10, ou seja, 3,0 kg de material botanico para 30 litros de etanol com periodo de
retencdo de 168 horas e agitacdo periddica a cada 8 horas, o processo foi executado
em 2 bateladas (repeticbes). Em seguida, as solu¢des obtidas foram concentradas
sob pressao reduzida com o auxilio do evaporador rotativo Syncore — R4 (Buchi®) e

o extrato foi codificado (EEPp) e guardado em freezer.

4.2.3 PERFIL QUIMICO POR CCDAE

O perfil fitoquimico do extrato EEPp foi realizado em sistema robotizado de
Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia — CCDAE (HPTLC - Camag®),
usando como fase estacionaria: cromatoplacas de silica gel G 60 F 254 com suporte
em aluminio (SiliCycle®) e a combinacdo de solventes organicos (hexano, tolueno,

diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, acetona e metanol) como fase mével. As
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andlises dividiram-se em duas etapas: o desenvolvimento do método de elui¢éo e o

uso de reveladores quimicos seletivos para classes de compostos fitoquimicos de

interesse, como: terpenos, flavonoides, cumarinas, alcaloides e compostos fendlicos.
(PINHEIRO, 2016; REICH e SCHIBLI, 2006; WAGNER e BLADT, 2001):

a)

Desenvolvimento do método de eluicdo — Inicialmente 20 pg/inéculo do
extrato (EEPp) foi pulverizado nas cromatoplacas com o auxilio do modulo
aplicador automatico (Automatic TLC Sampler 4, ATS 4 — CAMAG®) para
avaliar a seletividade (teste de seletividade) dos principais solventes
organicos frente ao analito (tabela 1 e figura 5, pag. 35). Nesta etapa, as
placas foram eluidas em cubas de eluicdo contendo 100% de cada solvente
organico, para entdo, selecionar as fases moéveis que apresentassem
melhor seletividade (bandas cromatograficas finas e auséncia de difusdo —
arraste); na etapa seguinte, realizou-se o ajuste da forca do solvente
escolhido (diclorometano) a partir da adicdo de solventes modificadores
(metanol) e/ou diluentes (hexano) até que as substancias de interesse

apresentassem o Fator de Retencao (Rf) no intervalo de 0,3 a 0,6.



Tabela 1 - Classificacdo dos principais solventes organicos utilizados em cromatografia.

Seletividade Solvente Forca do Solvente
n-hexano 0.0
Diluidor n-heptano 0.0
Ciclohexano 0.0
Eter n-butilico 2.1
| Eter isopropilico 2.4
Eter metil-t-butilico 2.7
Eter dietilico 2.8
n-Butanol 3.9
2-Propanol 3.9
I 1-Propanol 4.0
Etanol 4.3
Metanol 5.1
Tetraidrofurano 4.0
" Piridina 5.3
Metoxietanol 55
Dimetil formamida 6.4
N Acido acético 6.0
Formamida 9.6
Y Cloreto de metileno 3.1
1.2-Dicloetanol 35
Acetato de etila 4.4
Metil-etil-cetona 4.7
Vi Dioxano 4.8
Acetona 5.1
Acetonitrila 5.8
VI Tolueno 2.4
Nitrobezeno 4.4
VIl Cloroférmio 4.1
Nitrometano 6.0

Fonte: Adaptado de Reich e Schibli (2006)
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Figura 5 - Triangulo da seletividade de Snyder

Fonte: Reich e Schibli (2006).
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Derivatizacdo e fotodocumentacdo — Nesta etapa, foram aplicados 20
pg/inéculo de EEPp e 200 ng/inéculo do padrao fitoquimico (B-amirina,
acido galico, quercetina, esculina, brucina e &cido ascorbico). As
cromatoplacas foram eluidas em diclorometano / metanol / acido férmico
97:2:1. ApoOs eluicdo, as cromatoplacas foram fotodocumentadas com o
auxilio do moédulo TLC Visualizer (CAMAG), em 254 e 366 nm, em seguida
derivatizadas (reveladas) com solucdes de reveladores seletivos (tabela 2)
para terpenos (VAS), compostos fendlicos (FBS), flavonoides (NP/PEG),
cumarina (KOH), alcaloides (Dragendorff) e realizado ainda, a autografia
para avaliar a capacidade antioxidante por solugéo radicalar — DPPH 66 puM.
As placas derivatizadas foram fotodocumentadas com o modulo TLC
Visualizer (CAMAG) sob radiacao ultravioleta (366 nm) e na regido do visivel

(luz branca).

Tabela 2 - Sistema de reveladores e padrdes utilizados no estudo do perfil quimico de P. pilosa.

Lista de Padrdes e Reveladores

Padréo Classe Revelador / Seletivo Coloracéao / Visualizacao

B-Amirina Terpeno Vanilina Acido Sulfarico — VAS Roxa / Visivel
t-Resveratrol  Fendlico Fast Blue Salt — FBS Marrom / Visivel
Rutina Flavonéide Difenilborilo>_<i—etiIamina/ Polietileno Amarelo - Verde / UV
Glicol -NP/PEG 366nm nm
Esculina Cumarina Hidréxido de Potassio - KOH Azul / UV 366 nm
Nitrato de Bismuto Monobasico, lodeto
Brucina Alcaloide de Potassio e Acido Tartarico — Laranja / Visivel
Dragendorff

Fonte: Wagner e Bladt, 2001 (adaptado)
Legenda: Sistema de elui¢cao diclorometano / metanol / acido férmico 97:2:1.

4.2.4 AVALIACAO DO PERFIL ANTIOXIDANTE POR AUTOGRAFIA

Os

métodos de autografia por CCDAE, parte de principios quimicos que

combinam separacdo cromatogréafica com avaliacdo in situ do potencial biolégico da

matriz estudada, o que facilita o estudo dirigido de amostras complexas como extratos

vegetais até o isolamento do principio ativo (PINHEIRO, 2016). Dessa forma, neste

trabalho avaliou-se o perfil antioxidante do extrato EEPp por autografia, adotando os

mesmos parametros cromatograficos desenvolvidos no perfil quimico.
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Para a realizacao dos testes antioxidantes foi preparada uma solucéo de 0,66
mM do radical DPPH- em metanol. Parte-se do principio que a solu¢ao no seu estagio
radicalar apresenta uma coloracéo roxa e que apés o sequestro do radical DPPH-,
realizado por uma substancia dita antioxidante, ocorre a mudanca da coloracéo para
amarelo (CHOMA e GRZELAK, 2011) (Figura 6). Adotou-se como padrdo de
antioxidante 1 pg de t-Resveratrol. As cromatoplacas desenvolvidas foram borrifadas
com a solucao radicalar, envolvidas com papel aluminio por 40 minutos, em seguida

foram fotodocumentadas e avaliada a formacdo de bandas amarelas.

O,N N——N : + ROH —» + RO

Figura 6 - Reacdo genérica de sequestro do radical DPPH.

Fonte: Pinheiro (2016).

4.2.5 FRACIONAMENTO E ISOLAMENTO

Com o objetivo de fracionar o extrato EEPp, adotou-se o método de
Cromatografia em Coluna por Via Umida — CCVU, para a separacéo dos constituintes
em grupos de polaridade semelhantes. Para tanto, aproveitou-se os indicativos da boa
seletividade determinada no perfil quimico, onde, destacou-se o diclorometano como
solvente base e metanol como modificador, dessa forma, utilizou-se como fase mével
a combinacdo de diclorometano e metanol em diversas propor¢cdes com forca /
polaridade crescente (tabela 3, pag. 38), cada volume de sistema (1 L) foi coletado
em 5 partes (200 mL cada — gerando uma fragdo). Como fase estacionaria foi utilizado
silica gel G 60 (SiliCycle) com percurso cromatografico de 18 cm e coluna de vidro

(raio = 3,5 cm) como suporte cromatografico.
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Tabela 3 - Sistema de eluicdo utilizado no fracionamento cromatografico por CCVU do EEPp.

Sistema | %Diclorometano | %Metanol | Fracdo*
1° 100 0 lab
20 95 5 6alo
3° 85 15 11a15
40 75 25 16 a 20
50 50 50 2la?25
6° 0 100 26 a 30

Legenda: *Cada sistema de 1 L foi coletado em frascos de 200 mL cada.

Foram coletadas 30 fracdes e julgadas as suas complexidades e semelhancas
por meio da avaliagdo por CCDAE, onde inoculou-se 50 pug de cada amostra em uma
cromatoplaca com dimensdo 20x10 cm, com bandas medindo 5 mm e aplicadas em
modo Spray-on, mantendo uma distéancia de 7,5 mm de entre elas, respeitando a
margem de 10 mm da borda para o primeiro in6culo e 8 mm de altura em relagdo a
base da cromatoplaca. O sistema de eluicdo seguiu os parametros desenvolvidos no
perfil quimico (item 4.2.3, pag. 33).

Segundo MATSUTANI (2008), os farmacos antimalaricos caracterizam-se por
apresentarem uma estrutura quimica de baixa polaridade, devido a via bioquimica de
acdo dos mesmos dentro dos eritrécitos, dessa forma, para a continuidade do estudo
elegeu-se as reunifes R2 (Fracdes de 5 a 7) e R3 (Fracbes de 8 a 12).

Para o reagrupamento dos constituintes da R2, foi adotado o método de CCVU
tendo como fase estacionaria silica gel G 60 (SiliCycle) (coluna de vidro — raio de 1,5
cm e percurso cromatogréafico de 18 cm) e como fase mével a combinacao de hexano,
diclorometano e metanol (V = 150 mL) (Tabela 4), tendo a forca dos sistemas
ajustados a partir da andlise por CCDAE das fracdes na medida em que eram

coletadas. Os volumes dos sistemas foram coletados em frascos de penicilina (8 mL).

Tabela 4 - Sistema de elui¢éo utilizado no refracionamento cromatogréfico por CCVU da R2.

Sistema % Hexano % Diclorometano % Metanol Quantidade*
10 70% 30% 0% 3 Volumes
20 60% 40% 0% 2 Volumes
30 50% 50% 0% 3 Volumes
40 40% 60% 0% 2 Volumes
50 30% 70% 0% 1 Volume
6° 20% 80% 0% 1 Volume
7° 10% 90% 0% 1 Volume
8° 0% 100 0% 1 Volume
90 0% 90% 10% 2 Volumes

Legenda: *Cada sistema de 150 mL foi coletado em frascos de penicilina de 8 mL cada.
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Para o reagrupamento das substancias presentes na R3, foi adotado a mesma
metodologia utilizado na R2, mudando somente a forga dos sistemas utilizados
(Tabela 5).

Tabela 5 - Sistema de eluicdo utilizado no refracionamento cromatografico por CCVU da R3.

Sistema % Hexano % Diclorometano % Metanol Quantidade*
1° 50% 50% 0% 5 Volumes
20 40% 60% 0% 2 Volumes
3° 30% 70% 0% 2 Volumes
40 20% 80% 0% 2 Volumes
50 10% 90% 0% 1 Volume
6° 0% 100% 0% 3 Volumes
7° 0% 95% 5% 2 Volumes
8° 0% 90% 10% 1 Volume
9o 0% 80% 20% 2 Volumes
100 0% 70% 30% 1 Volume
11° 0% 50% 50% 1 Volume
12° 0% 0% 100% 1 Volume

Legenda: *Cada sistema de 150 mL foi coletado em frascos de penicilina de 8 mL cada.

4.2.6 TOXICIDADE AGUDA ORAL

4.2.6.1 Animais de experimentacao e condi¢cdes de acomodacao

Para a realizacdo do teste de toxicidade aguda foram utilizados camundongos
(Mus musculus L. (1758), familia Muridae), var. albino, linhagem Swiss, machos e
fémeas (nuliparas e ndo gravidas), ambos os géneros com cerca de 5 -9 semanas e
peso inicial de 25-30 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Para. Os mesmos, foram mantidos separadamente (machos e fémeas)
previamente aclimatados por 7 dias, mantidos na Sala de Experimentacdo da
Faculdade de Farmacia da UFPA (fémeas), e no Laboratorio de Pesquisas em
Estresse Oxidativo do ICB/UFPA (machos), em ambiente com temperatura controlada
(22 £ 2°C), umidade em torno de 50-60%, ciclo de luz/escuro de 12 h, baixos niveis
de ruidos e com continua exaustdo de ar. Nao houve necessidade de procedimentos
como o enriguecimento do ambiental.

Os animais foram mantidos com agua filtrada (oferecida através de
“bebedouros” proprios) e ragao peletizada para roedores (Biobase - biotec®) ad libitum
em caixas de polipropileno (50x35x15cm) com tampa metdlica, forradas com
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maravalha, isenta de qualquer tratamento antiparasitario ou antimicrobiano (para
evitar qualquer interferéncia nos testes de toxicidade) em numero maximo de 5
animais por caixa (que foi devidamente etiquetada para constar todos os dados de
variacao de peso, consumo de agua e racao e o estado fisiologico diario dos mesmos)
durante todo periodo, da aclimatagc&o ao ultimo dia de experimentacéo, e submetidos
a sedacao e inconsciéncia profunda para a realizagdo dos procedimentos de
eutanasia descritos abaixo.

Em animais totalmente inconscientes por utilizacdo de anestesia profunda
(induzida pela mistura de 2 partes de Cloridrato de Cetamina 100 mg/mL + 1 parte de
Xilazina 25 mg/mL, na dose de 2,5 mL/kg, totalizando uma dose (em mg/kg) aproximada
de 166,7 mg de Cloridrato de Cetamina e 20,8 mg Xilazina, por via intraperitoneal), foi
realizada a abertura das cavidades abdominais, toracica e craniana, para retirada de
todos os 6rgdos (baco, pancreas, intestino, estdmago, rins, figado, pulmdes, coragdo e
cérebro) com auxilio de tesouras e pingas cirargicas proprias, para resseccao total dos
orgdos e acondicionamento em recipientes previamente preenchidos com formalina
tamponada a 10%, para avaliacdo anatomohistopatolégica. As demais partes (carcaca)
foram mantidas congeladas em sacos proprios para descarte biol6gico até 0 momento
de serem recolhidas para incineragéo, no Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFPA.

Todos os procedimentos com animais foram realizados dentro das mais rigidas
normas de experimentacdo animal, de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, segundo as Normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério - SBCAL (nova denominacdo do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (CoBEA) e do recém-criado CONCEA (Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal, Lei n°. 11.794, publicada no DOU de 08/10/2008).

Para garantir o cumprimento das diretrizes preconizadas pelo Comité de Etica do
Uso de Animais de Laboratorio, o trabalho envolvendo animais (manuseio, treinamento e
inspecdo geral da qualidade de acomodacdo dos animais) contou com O apoio e
supervisdo do Prof. Dr. Washington Luiz Assuncdo Pereira, médico veterinério e
patologista clinico, professor Titular da Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de
Experimentacdo da UFPA - CEPAE/UFPA (Parecer 1385090218, em ANEXO 2).
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4.2.6.2 Procedimentos para avaliagédo da toxicidade aguda oral

A Avaliagdo da Toxicidade Aguda Oral foi realizada de acordo com os
procedimentos de Dose Fixa da OECD 420, na sua versao revista adotada em 2001
(OECD GUIDELINE 420), com algumas adaptacdes. Este procedimento, apesar de usar
muito menos animais do que o da Dose Letal 50% (DLso) prové informacdes adequadas
sobre a toxicidade das substancias, permitindo produzir categorias de toxicidade
compativeis com os fornecidos pelo método da DLso, onde a morte do animal ndo € uma
meta. Observa-se cuidadosamente o aparecimento de sinais claros de toxicidade em
uma de uma série de niveis de doses fixas (BRITO, 1994).

O EEPp foi reconstituido em Oleo de girassol e a solucdo cuidadosamente
administrada por meio de gavagem, através de sonda gastrica de aco inox de 4 cm
(Becton & Dickinson™ Co®). Os animais foram divididos em caixas de uma maneira que
nao impedia a observacao precisa de cada um, a temperatura local, umidade e ciclo
luz/escuro e outras condicdes foram as mesmas ja supracitadas. O grupo controle foi
tratado apenas com o veiculo.

Os niveis de dose para EEPp foram estabelecidos para, no maximo, 3 doses
suficientemente espacadas (2000, 200 e 20 mg/kg), a fim de mostrar os efeitos toxicos e
as diferentes taxas de mortalidade. Caso a dose de 2000 mg/kg n&o produza mortalidade
nos grupos tratados, ndo havera a necessidade de ser administradas doses inferiores. O
volume administrado nos animais da substancia-teste ndo devera exceder a 10 mL/kg de
peso corporal do animal. Foi utilizado um namero de 5 animais por grupo.

Os animais foram observados durante um periodo de 14 dias, sendo realizada
uma avaliacdo ou screening hipocratico, fornecendo uma estimativa geral da natureza
farmacoldgica e toxicoldgica de uma substancia em questao, como: estado consciente e
disposicao, atividade e coordenacéo do sistema motor, reflexos, atividade sobre o SNC
e SNP (MALONE e ROBICHAUD, 1983; BRITO, 1994).

Ao final dos 14 dias de observacado, os animais foram submetidos a eutanasia,
segundo descrito acima, e o0s 0Orgdos resseccionados para avaliagdo
anatomohistopatolégica. O procedimento de ressec¢do dos 6rgdos de cada animal ndo
ultrapassou 10 minutos de duracgéo, suficiente para ndo causar leséo tecidual por hipéxia

celular antes da fixacdo por formalina. As analises anatomo-histopatoldgicas foram
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realizadas no Laboratério de Patologia Clinica Animal do Instituto de Saude e Producao
Animal da Universidade Federal Rural da Amazonia (ISPA/UFRA).

4.2.7 ANALISES ESTATISTICAS

Para a avaliacdo da citotoxicidade, os dados foram expressos como média
desvio padrao da média. As andlises estatisticas foram realizadas empregando-se o
teste de Analise de Variancia (ANOVA) one way seguido do pos-hoc teste de Mann-
Whitney. No ensaio de toxicidade aguda oral, para avaliar se houve diferenca
significante da evolucdo ponderal, do consumo de racdo e 4gua entre os animais
controles e tratados com EEPp, estes resultados foram expressos em média + desvio
padrdo para cada grupo de animais e analisados pelo Teste “t” de Student, sendo

considerado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

5 RESULTADOS E DISCUSSOES
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5.1 Secagem

O processo de assepsia e secagem das partes aéreas de Portulaca pilosa
permitiu a remocao de sujidades, microrganismos e umidade. A partir da equacéo 1

foi possivel determinarmos o teor de umidade presente na planta (tabela 6).

Equacéo 1 — Determinagéo do teor de umidade

%0 = Massa (in natura) — Massa (seco) 100
0T Massa (in natura) X

Tabela 6 - Teor de umidade da planta Portulaca pilosa.

Massa in natura (9) Massa seco (9) U (%)
7500 g 3200 g 57,53 %

5.2 Extragcdo por maceragao

A extracdo por maceracdo de 3200g de material seco e triturado usando etanol
92,8 °INPM em duas bateladas de 168 horas resultou em 260g de EEPp com
rendimento massico de 7,45 % (Equacdao 2; tabela 7).

Equagéo 2 — Determinagéo do rendimento massico

. Massa (seco) — Massa (extrato)
m = x 100
Massa (seco)

Tabela 7 - Rendimento massico da extragdo por maceracao de EEPp.

Massa seco (9) Massa extrato (9) m(g)
3200 g 260 g 8,12 g

5.3 Perfil quimico e cromatografico por CCDAE

A determinacgédo do perfil quimico e cromatografico por CCDAE permitiu avaliar
a complexidade e as caracteristicas quimica e cromatografica dos metabolitos
presentes no extrato EEPp. Analises preliminares visaram avaliar a seletividade

(formacdo das bandas e auséncia de arrastes cromatograficos) e a forca dos
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solventes organicos (capacidade de deslocar as substancias): tolueno, diclorometano,
acetona, acetato de etila, metanol e cloroférmio, para que, em seguida, a fase movel
fosse composta pelos mesmos. Dessa forma, os solventes tolueno, diclorometano e
cloroférmio foram os que apresentaram melhor seletividade (tabela 8), ou seja,
apresentaram bandas mais definidas com boa separagédo e pouco arraste (figura 7,
pag. 45). Para compor a fase movel em modo isocratico selecionou-se como solvente
base o diclorometano, porém, como o diclorometano apresentou pouca forca para
eluir as substancias mais polares, decidiu-se utilizar como modificador o metanol e
acido férmico para afinar as bandas. Sendo assim, o sistema utilizado foi 97:2:1 de

diclorometano / metanol / &cido férmico.

Tabela 8 - Resultado do teste de seletividade dos solventes organicos para o EEPp.

Solvente Seletividade
Tolueno ++
Diclorometano ++
Acetona -
Acetato de etila +
Metanol -
Cloroférmio ++

Legenda: (++) muito seletivo; (+) seletivo; (-) ndo seletivo
Sistema de Elui¢céo: 97:2:1 de diclorometano / metanol / acido férmico.

| o |

R )
- -
(a) (d) (e) (f)

Figura 7 - Teste de seletividade dos solventes organicos para o EEPp.

Legenda: Cromatoplacas eluidas com 100% de: (a) Tolueno; (b) diclorometano; (c) acetona; (d) acetato
de etila; (e) metanol; (f) cloroférmio. Derivatizadas em VAS e visualizadas no visivel.

Com base na ocorréncia ou ndo das reacOes seletivas de cada revelador
fitoquimico, foi possivel constatar a rica composicdo fitoquimica do extrato EEPp,

onde identificou-se a presenca de classes de metabdlitos importantes como: terpenos
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(figura 8a), compostos fendlicos (figura 8b), flavonoides (figura 8c), alcaloides (figura
8d) e auséncia cumarinas (8e). O sistema utilizado foi 97:2:1 de diclorometano /

metanol / &cido férmico. (Tabela 9, pag. 46).

(@)

B-amirina

->v L 1
' & ’
.

Esculina

Rutina

A e -
g, g

Pd1 Pd2 EEP Pd3 EEPp
.s -

Figura 8 - Cromatoplacvas derivatizadas com os reveladores seletivos: VAS (a), FBS (b), NP/PEG (c),
Dragendorff (d) e KOH (e).

Legenda: EEPp: Extrato Etandlico de P. pilosa. Pd1: B-amirina, Pd2: t-resveratrol, Pd3: Rutina, Pd4:
Brucina e Pd5: Esculina.

Tabela 9 - Resultado do perfil fitoquimico do EEPp

Metabolito Secundario Resultado
Terpenos ++
Fendis Totais +
Flavonoides
Cumarinas -
Alcaléides +

Legenda: (++) abundante; (+) presente; (-) ausente

Os testes por autografia com o DPPH- demonstraram atividade antioxidante do
EEPp frente a solugdo radicalar, indicada pela formagdo de bandas amareladas
semelhantes ao padrao acido ascoérbico (Pd5) caracteristicos da reducdo do radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (coloragéo roxa) a 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (colorag&o
amarelada). O sistema utilizado foi 97:2:1 de diclorometano / metanol / &cido férmico,

(figura 9).
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Pd5 EEPp
Figura 9 - Cromatoplaca derivatizada com DPPH

Legenda: Cromatoplaca eluida em diclorometano / metanol / acido férmico 97:2:1 e derivatizada com
solugéo de VAS, visualizada no visivel.

5.4 Fracionamento e isolamento

O fracionamento do extrato EEPp por CCVU permitiu separa-lo em 30 fracdes
(figura 10 e 11 pag. 47) que apds analise por CCDAE resultou em 7 reunides (R1 a

R7) de acordo com as similaridades (tabela 10).

I Il

".::a...a ;

2] wfxi J-vdtJF% ~ . -
Figura 10 - Monltoramento das fragoes 1 als da cquna de framonamento do EEPp por CCDAE

Legenda: Cromatoplaca eluida em diclorometano e derivatizada com solucdo de VAS, visualizada no
visivel



47

.
| .
-—
o o e W

_—
- - - T -;"’.

o3
¥
il &
. .“ . ;

Fri2 Fr13 Fri4 Fri5 Fr16 Fr17 Fr18 Fr19 Fr20 Fr21 Fr22 Fr23 Fr24 Fr25 Fr26 Fr27 Fr28 Fr29 Fr30
Figura 11 - Monitoramento das fra¢cdes 12 a 30 da coluna de fracionamento do EEPp por CCDAE.

Legenda: Cromatoplaca eluida em diclorometano / metanol 80:20 e derivatizada com solucédo de VAS,
visualizada no visivel.

Tabela 10 - Composi¢éo das 7 reunifes ap6s avaliagcao por CCDAE.

Reunibes R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7

Fracdes | Frl-Fr4 Fr5-Fr7 Fr8-Frl2 Fr13-Frl6 Frl7-Fr20 Fr21-Fr27 Fr28-Fr30

Legenda: Renido (R), Fracéo (Fr)

Com o objetivo de isolar as substancias de carater apolar presentes no EEPp,
deu-se continuidade ao estudo através do refracionamento da reunido R2 (Fr 5 a 7)
por CCVU resultando em 248 fracdes, dentre elas sete substancias aparentemente

isoladas, denominadas de S1 a S7 (figura 12, pag. 48).

EEPp R2 S$1 S2 S3 sS4 S5 S6 S7

Figura 12 - Cromatoplaca com as substéncias isoladas provenientes do refracionamento da R2.
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Legenda: Cromatoplaca eluida em diclorometano / metanol / acido férmico 97:2:1, derivatizada com
solugdo de VAS e visualizada no visivel.

Ja no refracionamento da fragcdo R3 (Fr 8 a 12) por CCVU, obteve-se 340
fracOes, entre estas, mais seis substancias isoladas (S8 a S13) (figura 13, pag. 49),
sendo que apenas a substancia S11 foi elucidada, por meio de espectros de

ressonancia magnética nuclear (RMN) uni e bidimensionais.

&
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EEPp  R3 S8 S9 SO ST o P oD

Figura 13 - Cromatoplaca com as substancias isoladas provenientes do refracionamento da R3.

Legenda: Cromatoplaca eluida em diclorometano / metanol / acido formico 97:2:1, derivatizada com
solucdo de VAS e visualizada no visivel.

Dessa forma, o estudo fitoquimico do extrato das partes aéreas de Portulaca
pilosa possibilitou o isolamento de treze substancias. Os métodos de separacao
desenvolvidos para obtencdo das substancias isoladas estdo resumidos no

fluxograma apresentado na Figura 14 (pag. 50).
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Figura 14 - Fluxograma do método de separacdo desenvolvido por CCVU, para obtencéo das substancias isoladas S1 a S13.
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5.5 Elucidacgéo estrutural

A substancia S11, identificada como Friedelina foi obtida a partir do método de
separacao desenvolvido por CCVU para a reunido R3 (Fr 8 a 12). A fracdo analisada
apresentou-se como um sélido branco cristalizado em forma de agulhas e possuindo
solubilidade em DCM e CHCIs. Sua estrutura foi identificada a partir das informagdes
espectrais de RMN *H, 13C, uni e bidimensionais em conjunto com os dados relatados
na literatura (ALMEIDA, 2011; MAHATO, 1994).

No espectro de RMN 'H da substancia S11, observou-se sinais de grupos
metinicos, metilénicos e metilicos, sendo esse Ultimo grupo de sinais constituido por
sete simpletos em 6+ 0,71 (s, 3H); 610,85 (s, 3H); 61 0,94 (s, 3H); d1 0,98 (s, 3H); dH
0,99 (s, 3H); 611,03 (s, 3H) e ®1 1,17 (s, 3H), além de um dupleto centrado em &1 0,86
(d, J = 6 Hz, 3H) (Apéndice 1 e 2, pag. 68 e 69). Um dos picos do dupleto esta
sobreposto pelo sinal em 61 0,85 (s, 3H), essa sobreposicao pode ser identificada no
espectro de RMN *H devido a integral para o conjunto de sinais de 6+ 0,87 a d+ 0,85
indicando uma relagcéo de seis hidrogénios para esse grupo de sinais (Apéndice 2,
pag. 69). O conjunto de singletos metilicos, juntamente com o sinal do dupleto
integrando para trés hidrogénios sao indicativos de esqueleto de triterpeno
pentaciclico da série friedelano (figura 15, pag. 52).

No espectro de RMN *3C, verificou-se trinta sinais, sendo que vinte e nove
sinais sdo encontrados entre &c 6,8 e &c 59,4, regido caracteristica de carbonos
metinicos, metilénicos e metilicos. O sinal mais desprotegido deste espectro é
observado em &¢ 213,2, sinal tipico de carbono cetdnico. Ja o sinal mais protegido do
espectro de RMN 3C em &c 6,8 é caracteristico do carbono C — 23 do esqueleto
friedelanico, sendo que este deslocamento tdo baixo ocorre devido a protecéo
eletromagnética causada pelo efeito y — gauche entre essa metila e a carbonila do
carbono C — 3 (Apéndice 3, pag. 70). Esse conjunto de informacfes confirmam o
esqueleto tipo friedelano para a substancia S11.

O espectro de HMBC apresentou correlacéo entre o sinal de carbono cetbnico
em dc 213,2 com trés sinais no espectro de RMN *H, o dupleto metilico em 610,86 (d,
J = 6,6 Hz, 3H); o quarteto centrado em 61 2,23 (g, J = 6,5 Hz, 1H) e dos multipletos
em dn 2,23 (m, 1H) e o1 2,38 (m, 1H)com sinal em &¢ 213,2. Esses dados, juntamente

com os dados obtidos por meio dos mapas de correlacdo heteronuclear a *JcH HSQC
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(Apéndice 4, pag. 71) e a outras correlagbes a >3JcH HMBC (Apéndice 5, pag. 72),
além da comparacgdo com os dados da literatura (ALMEIDA, 2011; MAHATO, 1994)
(Tabelas 10 e 11, pags. 54 e 55) foi possivel atribuir o restante dos sinais referentes
aos carbonos do triterpeno e confirmar que a substancia S11 correspondia ao
triterpeno friedelina (Figura 16, pag. 53), composto este descrito pela primeira vez na
espécie Portulaca pilosa.

A friedelina € um importante triterpeno pentaciclico, devido as suas
propriedades biolégicas descritas na literatura, como efeito antinociceptivo, anti-
inflamatorio, antiulcerogénicos e antimalarico (BAPELA, 2019; FARIAS et al., 2012;
DE SOUZA FERRO et al., 2013; JIAO et al., 2007). Estudos recentes ainda reportam
a capacidade da friedelina de reduzir a formacao do edema induzido por carragenina
na pata de ratos. Além disso, essa substancia interfere nos niveis locais de IL — 6 e
TNF — a, causando uma redugdo da inflamagcdo gastrica em camundongos
(ANTONISAMY et al., 2015).

Figura 15 - Estrutura do esqueleto base de um triterpeno pentaciclico da série friedelano.

Fonte: Kvasnica et al. (2015)



Figura 16 - Estrutura da friedelina
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Tabela 11 - Dados espectrais de RMN 1H (400MHz) comparados com a literatura para a friedelina.

S1 Friedelina?
H (CDCls) (CDCls)
OH OH

la 1,96 (m) 1,96 (m)
1b 1,68 (m) 1,68 (m)
2a 2,38 (m) 2,39 (ddd)
2b 2,29 (m) 2,29 (m)
4 2,23(q, J = 6,5 Hz) 2,24 (q, J = 6,5 Hz)
6a 1,75 (m) 1,75 (m)
6b 1,27 (m) 1,27 (m)
Ta 1,59 (m) 1,59 (m)
7b 1,47 (m) 1,47 (m)
8a 1,44 (m) 1,44 (m)
8b 1,39 (m) 1,39 (m)
10 1,55 (m) 1,55 (m)
11 1,38 (m) 1,38 (m)
12 1,35 (m) 1,35 (m)
15a 1,47 (m) 1,47 (m)
15b 1,27 (m) 1,27 (m)
16a 1,54 (m) 1,54 (m)
16b 1,36 (m) 1,36 (m)
18 1,56 (m) 1,56 (m)
19 1,37 (m) 1,37 (m)
21 1,49 (m) 1,49 (m)
22 1,48 (m) 1,48 (m)
23 0,86 (d, J = 6,0 Hz, 3H) 0,87 (d, J = 6,5 Hz, 3H)
24 0,71 (s, 3H) 0,73 (s, 3H)
25 0,85 (s, 3H) 0,88 (s, 3H)
26 0,99 (s, 3H) 1,01 (s, 3H)
27 1,03 (s, 3H) 1,05 (s, 3H)
28 1,16 (s, 3H) 1,18 (s, 3H)
29 0,98 (s, 3H) 1, 00 (s, 3H)
30 0, 94 (s, 3H) 0,95 (s, 3H)

Fonte: 2Almeida, 2011
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Tabela 12 - Dados espectrais de RMN 13C (100MHz) comparados a literatura para a friedelina.

S1 friedelina @
C (CDCls) (CDCls)
Oc Oc
1 22,2 22,3
2 41,5 41,5
3 213,2 213,2
4 58,2 58,2
5 42,1 42,1
6 41,2 41,3
7 18,2 18,2
8 53,0 53,3
9 37,4 37,5
10 59,4 59,5
11 35,6 35,6
12 30,4 30,5
13 39,6 39,7
14 38,2 38,3
15 32,7 32,8
16 35,9 36,0
17 29,9 30,0
18 42,7 42,8
19 35,3 35,4
20 28,1 28,2
21 32,4 32,4
22 39,2 39,3
23 6,8 6,8
24 14,6 14,7
25 17,9 17,9
26 20,2 20,3
27 18,6 18,7
28 32,0 32,1
29 31,7 31,8
30 35,0 35,0

Fonte: 2aMahato, 1994
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5.6 Avaliacédo da Toxicidade Aguda Oral

Por defini¢cdo, a toxicidade aguda avalia o efeito nefasto produzido dentro de
um curto periodo de tempo e que resulta da administracdo de uma dose Unica.
Neste contexto, a avaliacdo da toxicidade aguda fornece uma estimativa das
propriedades toxicas de uma substancia, visando dar subsidios a cerca dos riscos
a saude resultantes de uma exposicao de curta duracéo e servir de alicerce para
estabelecer um regime posoldgico para pesquisas sobre toxicidade crénica (BRITO,
1994).

Segundo OGA e CAMARGO e BATISTUZZO (2008) a toxicidade aguda €
definida como os efeitos adversos que ocorrem dentro de um periodo curto apés a
administracéo de uma dose Unica ou doses multiplas dentro de 24 horas. Sendo a
dose Unica utilizada para determinar a poténcia da substancia em casos de ingestéao
ou envenenamento acidental e as doses multiplas sdo usadas para avaliar 0s
efeitos cumulativos, escolhendo a via de administracdo de acordo com o modo de
exposicao humana.

O teste de toxicidade aguda por dose fixa, preconizado pela Organizacéo
para Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OECD), é um destes métodos
alternativos, que avalia a toxicidade aguda oral, na qual se evita somente utilizar o
critério morte dos animais como objetivo final e propde a observacdo do
aparecimento de sinais de toxicidade decorrentes da exposi¢cdo a uma serie de
doses fixas, permitindo, desta forma, classificar as substancias testadas de maneira
compativel com o sistema empregado pela Unido Européia, o qual qualificava pelos
valores de DLso oriundos do teste classico de toxicidade aguda (OECD 420, 2001,
VALADARES, 2006).

Neste trabalho, os animais foram submetidos a administracéo oral Unica do
EEPp, na dose de 2000 mg/kg, pois como ndo houve mortes ou aparecimento de
guaisquer sinais e sintomas de toxicidade com esta dose, evidenciado pelo
screening hipocratico e pela avaliagcdo da evolugéo ponderal, consumo de agua e
racao e ainda pelos resultados anatomo e histopatoldgicos, ndo houve necessidade
de administracdo de doses menores do extrato.

A triagem farmacolégica e comportamental (avaliagdo ou screening
hipocrético) foi realizada de acordo com avaliacdo proposta por MALONE e
ROBICHAUD (1983) modificado por BRITO (1994) (Anexo 1). Os animais tratados
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com o EEPp (2000 mg/kg) ndo apresentaram quaisquer sinais de alteracdo do
sistema nervoso central, autbnomo ou motor, mudangca de comportamento ou
outros descrito no Anexo 1, durante todo o periodo de experimentacao.

A administracdo do extrato também néo alterou significativamente a variacao
de massa corporal, calculada pela diferenca média entre o peso final e inicial dos

animais, bem como consumo médio de ragdo e 4gua, conforme mostra a Tabela 12
(pag. 59).

Aléem do exame morfolégico externo, foram analisados macro e
microscopicamente o cérebro e cerebelo, estbmago, intestinos, mesentério, o
coracao, pulmao, figado e rins de todos os animais. Caracteristicas da pele e
pelos normais (cor, textura, densidade, espessura, comprimento dos pelos),

sem sinal de altera¢cdes nos membros, orelhas, lingua, dentes e olhos.

Como observado nos resultados da andlise anatomo e histopatolégica, os
pulmdes revelaram arquitetura lobulares parenquimatosas preservadas, tendo os
alvéolos paredes finas com revestimento epitelial habitual por pneumdcitos.
Nenhum sinal da presenca de células envolvidas em processos inflamatorios e
liquido no interior dos alvéolos.

Cérebro e cerebelo com estruturas celulares normais. Regido da cardia
(estbmago), com epitélio estratificado e porcdo glandular sem alteracdes na
estrutura tecidual interior. Segmento do intestino delgado (ileo) estruturalmente
normal.

Rins apresentando superficie externa envolvida por capsula opalescente,
que se destaca com facilidade do parénquima. As seccgbes seriadas, observa-se
superficie compacta, pardacenta, com limites cértico-medulares nitidos e perfeita
visualizagdo piramides e calices renais. Cotos ureterais representando
remanescentes de amputacao proximal. O estudo histolégico mostrou arquitetura
lobular e “populagéo” glomerular preservadas. Nos glomeérulos, tufos capilares e
mesangio delicados estavam separados da cdpsula de Bowman por espago de
retracéo artefatual. Nao foram observadas lesdes fibroticas, hemorragicas ou areas
de enfarte.

O coragdo apresentava-se recoberto por epicardio fino, transparente e
delicadamente vascularizado, vasos da base proporcionais as dimensdes do 6rgao

e cavidades atrio-ventriculares revestidas por endocardio liso e brilhante sendo ora
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vazias, ora ocupadas por codgulos sanguineos (altera¢do natural post-mortem). As
valvulas atrioventriculares e semilunares (pulmonar e adrtica) tinham bordas livres.
Ao exame microscopico, o tecido cardiaco mostrou-se também dentro dos limites
da normalidade histolégica. Também ndo houve sinais de inflamacao, agregados
linfocitarios, necrose ou alteracdes circulatorias no figado.

Assim, as analises histopatolégicas ndo mostraram nenhuma alteragdo com
particularidade de natureza toxicolégica (degenerativa/necrotica, etc). As discretas
alteracbes inflamatorias  (figado, estdmago, rins, coracdo), quando
esporadicamente encontradas, tanto em animais controles como nos testes,
possuem carater infeccioso preexistente, causadas provavelmente por algum
parasita murino.
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Tabela 13 - Resultados da variacdo de massa corporal média, consumo médio de racdo e agua por animal, realizados em camundongos fémeas e machos,
tratados com dose oral Unica (2000 mg/kg) do EEPp e observados durante 14 dias.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

R Fémeas @ Machos &
PARAMETROS
EEPp EEPp
Controle Controle
(2000 mg/kg) (2000 mg/kg)
Variagdo média de massa corporal® (g) 1,51+ 0,36 1,49 + 0,27 NS 1,85+ 0,47 1,97 + 0,59 NS
Consumo médio de racdo (g/dia/animal) 5,88 + 0,38 5,56 + 0,48 NS 5,81 +0,49 5,72+0,46NS
Consumo médio de agua (mL/dia/animal) 8,00 £ 0,42 8,18 + 0,54 NS 9,24 + 0,42 8,89 +0,43NS

Os valores estéo expressos em Média + Desvio Padrdao da Média (n=5-10 animais).
* Significativo para p < 0,05 em relagédo ao respectivo controle (Teste “t” de Student)
NS N&o significativo em relagdo ao respectivo controle (Teste “t” de Student)

A Peso final (apds 14 dias) — Peso inicial dos animais
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6 CONCLUSAO

A avaliacdo do perfil fitoquimico e cromatografico do extrato etandlico de Portulaca
pilosa (EEPp), obtido por CCDAE, permitiu identificar a riqueza e diversidade quimica da
planta, através da identificacdo de classes fitoquimicas importantes, como terpenos /
esteroides, compostos fendlicos, flavonoides e alcaloides.

A avaliagdo qualitativa da capacidade antioxidante do extrato, via autografia em
CCDAE, permitiu identificar o acentuado potencial antioxidante do extrato EEPp no
combate aos radicais livres, bem como, sugerindo um possivel efeito em outras
patologias que envolvam a producéo de radicais livres e 0 extresse oxidativo, como
aqueles envolvidos em processos inflamatérios, carcinogénicos, cardiovasculares, dentre
outros.

O estudo fitoquimico do extrato EEPp, permitiu o isolamento de 13 metabdlitos
secundarios. Andlises realizadas por CCDAE nos mesmos utilizando solucdo de VAS,
apresentaram indicativo de terpenos e esteroides. Problemas técnicos associados a
baixa quantidade de amostra e logistica, até o0 momento, impossibilitaram a identicacao
das substancias S1 a S10, S12 e S13, porém, as mesmas estdo em processo de
elucidacédo estrutural e integrardo publicacdes futuras.

Dados espectrais obtidos por RMN *H e 13C, além da comparacdo com aqueles
da literatura, possibilitaram a eluicidagéo estrutural da substancia S11, como sendo o
terpeno pentaciclico Friedelina, substancia esta isolada pela primeira vez na espécie P.
pilosa e amplamente relatada na literatura com diversas propriedades bioldgicas,
como o efeito antinociceptivo, anti-inflamatério, antiulcerogénicos e antimalérico.

Testes toxicologicos in vivo realizados em camundongos, ndo demonstraram
quaisquer sinais de alteragdes do sistema nervoso central, autbnomo ou motor, mudanca
de comportamento durante todo o periodo de experimenta¢cdo, mesmo quando utilizado
dosagens de 2000 mg / Kg, ou seja, 0 extrato EEPp ndo apresentou efeito toxicologico
significativo.

Sendo assim, esta dissertacdo contribui para o estudo fitoquimico da espécie
Portulaca pilosa, bem como, o seu importante potencial farmacoldgico associado a baixa

toxicidade.
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APENDICE 2 - EXPANSAO DOS SINAIS ENCONTRADOS NO ESPECTRO DE RMN *H DA SUBSTANCIA S11, CDClz — 400 MHz
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ANCIA S11, CDCIs = 100 MHz
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APENDICE 4 — MAPA DE CORRELACAO HSQC DA SUBSTANCIA S11, CDCls3
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APENDICE 5 - MAPA DE CORRELACAO HMBC DA SUBSTANCIA S11, CDCls
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ANEXO 1 - TABELA DE ENSAIO HIPOCRATICO

ANDMAL

Periodo de tempo 12min 3 min 6min 2h 3h 4b 24bh Idiazs 3dias 4dins Sdiaz 6dias Tdias 3dias 92diaz 10diaz 11 dias 12 dias 13dias l4dias

Peso

Atividade Motora Gerzl

Frémito Vocal

Imitabilidade

Fesposta 2o toque

Descrientagio

Aperto de Canda

Contorgio

Trem Posterior

Forga de agamar

Ataxia

Tremores

Comvulsdes

Straub

Hipnose

Laenimagio

Ptosas

Miccdo

Defecagio

Piloeregio

Respiracio

Clznosze

Merte

Diata de Inicio:

Daose:

Via:
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CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada "Avaliagdo toxicoldgica do extrato etamdlico de Portulaca pilosa L. {Portulacaceae)”,
protocolada sob o CEUA n? 1235090218 oo ooo77s), sob a responsabilidade de Flavio Vasconcelos & equipe; Maria Fani Dolabela;
Rafael Alves Cardoso; Washington Luiz Assuncao Pereira; Dayse Licia do Nascimento Branddo - que envalve a producdo,
manuten;ao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de gutubro de 2003, com o Decrete 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA], e foi
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Pard [CEUA/UFPA) na reunido de 22/03/201E.

We certify that the proposal "Toxicological assessment of the ethanolic extract from Portulaca pilosa L. {Porbulacaceae)®, utilizing
4B Heterogenics mice (males and females), protocol number CEUA 1385090218 po ooosss), under the responsibility of Flavio
Vasconcelos and team; Maria Fani Dolabela; Rafael Alves Cardoso; Washington Luiz Assuncao Pereira; Dayse Lucia do
Nascimento Branddo - which involves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata {except human beings), for scientific research purpases or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decres GB99 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation [CONCEA), and was approved by the Ethic Committes on Animal Use of the Federal University of Para
[CEUAMUFPA] in the meeting of 03/22/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 0372018 a 0372019 Area: Farmécia
QOrigem: Biotério Central ICBAJFRA

Espécie: Camundongos heterogénicos sexa: Machos e Fémeas idade: 5a % semanas N: 4B
Linhagem: suigos Pesa: 25a30g

Local do experimento: Laboratdrio de Toxicologia da Faculdade de Farméciaflnstituto de Ciéncias da Saude/UFPA (Campus Guamd)
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