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RESUMO

As plantas sdo fontes riquissimas de compostos candidatos a novos medicamentos. Entretanto,
apenas uma pequena fracdo das espécies conhecidas de plantas foram investigadas quanto a
suas atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas. O presente estudo teve por objetivo avaliar 0s
efeitos farmacoldgicos e toxicologicos dos extratos hexanico (EHMP), acetato de etila (EAMP)
e metanolico (EMMP) das folhas de Miconia prasina (Sw.) DC. O perfil fitoquimico dos
extratos foram investigados por cromatografia em camada delgada (CCD) e a determinacéao do
teor metabdlitos secundarios. A atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos DPPH’,
ABTS", método de fosfomolibdénio e método de reducdo de ferro (FRAP). Os modelos
experimentais in vivo utilizaram camundongos albinos swiss (machos e fémeas) e ratos albinos
wistar (machos). A toxicidade aguda foi determinada pela administracdo oral dos extratos
EHMP, EAMP e EMMP (2000 mg/kg, v.0.) e observados os pardmetros fisioldgicos e
comportamentais. A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria foi realizada pelos modelos
experimentais de bolsdo de ar induzido por carragenina com posterior determinacdo de
citocinas, edema de pata induzidos por carragenina e permeabilidade vascular induzida pelo
acido acético. Os resultados obtidos nos experimentos antioxidantes e anti-inflamatérios
direcionaram a escolha do EMMP para avaliagcdo da atividade hepatoprotetora em modelo de
lesdo hepatica induzida por acetaminofeno (250 mg/kg, v.0.) e para avaliacdo da toxicidade
subcrénica. O estudo do perfil fitoquimico detectou a presenca de alcaloides, antraquinonas,
flavonoides, terpenos, cumarinas e taninos nos extratos de M. prasina. EMMP mostrou elevado
teor de compostos fendlicos totais (139,3 + 8,69 mg EAT/g), enquanto que EHMP e EAMP
mostraram maior niveis de cumarinas (470,29 * 0,45 mg EC/g) e flavonoides (287,31 + 5,58
mg ER/g), respectivamente. Nos testes antioxidantes, verificou-se maior capacidade de
sequestro de radicais livres e reducdo de ferro para EMMP. Os extratos de M. prasina na dose
de 2000 mg/kg nédo induziu mudancas nos parametros fisiologicos observados (consumo de
agua, racdo e ganho de peso). Os extratos de M. prasina reduziram a migracao celular para o
bolséo de ar nas doses 30, 100 e 300 mg/kg. EHMP, EAMP e EMMP obtiveram a melhor
inibicdo na dose de 300 mg/kg (68%, 69% e 74%, respectivamente) e também reduziram o0s
niveis de IL-1p no exsudato do bolsdo. EAMP e EMMP reduziram o volume do edema de pata
e inibiram o aumento da permeabilidade vascular. No modelo de hepatoprotecdo, EMMP ndo
reduziu os niveis plasmaticos de ALT, AST e fosfatase alcalina, nem impediu alteracdes
histopatolédgicas associadas a hepatotoxicidade induzida pelo acetaminofeno. Apesar de nédo

possuir atividade hepatoprotetora, EMMP néo foi hepatotdxico quando administrado por 7 dias



na dose de 300 mg/kg (grupo satélite sem acetaminofeno). Os resultados demonstram que a
administracdo subcronica do EMMP em geral apresentou baixa toxicidade por ndo induzir
mortalidade ou alteracdes nos parametros fisiologicos. No entanto, as doses de 100 e 300 mg/kg
reduziu o nimero de leucdcitos polimorfonucleares e produziu alteragdes estruturais no figado
e nos rins quando administrada oralmente durante 30 dias. Em conclusdo, os extratos de M.
prasina apresentam baixa toxicidade e potencial farmacoldgico antioxidante e anti-

inflamatorio.

Palavras-chave: = Melastomataceae. ~ Mandapuca-branco.  Apaga-brasa.  Sabiazeira.

Antioxidante. Compostos fendlicos. Anti-inflamatorio.



ABSTRACT

Plants are a rich sources of compounds that are candidates for new medicines. However, only
a small fraction of plants species were investigated for their pharmacological and toxicological
activities. The aim of the present study was to evaluate the pharmacological and toxicological
effects of the extracts hexane (EHMP), ethyl acetate (EAMP) and methanolic (EMMP) of
Miconia prasina (Sw.) DC leaves. The phytochemical profile of the extracts were investigated
by thin-layer chromatography and determination of the secondary metabolites content. The
antioxidant activity was evaluated by the methods DPPH +, ABTS*, phosphomolybdenum and
ferric reduction ability of plasma (FRAP). In vivo experimental models used albino swiss mice
(male and female) and albino wistar rats (males). Acute toxicity was assessed by oral
administration of EHMP, EAMP and EMMP extracts (2000 mg / kg, v.0.) and assessment of
physiological and behavioral parameters. The evaluation of the anti-inflammatory activity were
used the experimental models of air pouch induced by carrageenan with subsequent
determination of cytokines, paw edema induced by carrageenan and vascular permeability
induced by acetic acid. The results obtained in the antioxidant and anti-inflammatory
experiments directed the choice of EMMP to evaluate hepatoprotective activity in hepatic injury
induced by acetaminophen (250 mg / kg) and assessment of subchronic toxicity. The
phytochemical profile detected the presence of alkaloids, anthraquinones, flavonoids, terpenes,
coumarins and tannins in extracts of M. prasina. EMMP showed a high content of phenolic
compounds (139.3 + 8.69 mg TAE/g), whereas EHMP and EAMP showed higher levels of
coumarins (470.29 £ 0.45 mg CE/g) and flavonoids (287.31 + 5.58 mg RE/qg), respectively. In
the antioxidant tests, it was verified a greater capacity of free radical sequestration and reduction
of iron for EMMP. Treatment with extracts of M. prasina at the dose of 2000 mg/kg did not
induce changes in the observed physiological parameters (weight gain, feed and water
consumption). The extracts of M. prasina reduced cell migration for the air pouch at doses 30,
100 and 300 mg/kg. EHMP, EAMP and EMMP showed the best inhibition at the dose of 300
mg / kg (68%, 69% and 74%, respectively) and reduced IL-1p levels in the air pouch exudate.
In paw edema and vascular permeability models, EAMP and EMMP reduced the volume of
paw edema and inhibited the increase of vascular permeability. In the hepatoprotective model,
EMMP did not reduce plasma levels of ALT, AST and alkaline phosphatase, or prevent
histopathological changes associated with hepatotoxicity induced by acetaminophen. Although
EMMP does not have hepatoprotective activity, it was not hepatotoxic when administered for

7 days at the dose of 300 mg/kg (group without acetaminophen). The subchronic administration



of EMMP in general presented low toxicity because it did not induce mortality or changes in
the physiological parameters. However, at doses of 100 and 300 mg/kg reduced the number of
polymorphonuclear leukocytes and produced morphological changes in the liver and kidneys
when administered orally for 30 days. In conclusion, extracts of M. prasina have low toxicity

and pharmacological potential antioxidant and anti-inflammatory.

Keywords: Melastomataceae. Mandapuca-branco. Apaga-brasa. Sabiazeira. Antioxidant.

Phenolic compounds. Anti-inflammatory.
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1 INTRODUCAO

A inflamagcdo é uma reacdo fisiologica de tecidos vascularizados em resposta a
estimulos nocivos como patdgenos, células danificadas ou agentes irritantes. Quando a
homeostase do tecido é perturbada, macr6fagos e mastocitos liberam mediadores como
citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, leucotrienos, espécies reativas de oxigénio (EROs) e
mediadores bioativos como histamina, que induzem a mobilizacdo e infiltracdo de leucdcitos
ao local da lesdo (VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012; FENG; LING; DUAN, 2010).

Uma vez que os agentes nocivos e tecidos danificados sdo removidos pelos leucdcitos,
se inicia o reparo tecidual e o retorno a funcéo fisiolégica normal. Entretanto, se o agente lesivo
ndo for eliminado, a inflamacéo se torna cronica, desencadeando a patogénese e progressao de
varias doencas inflamatorias (MASKREY et al., 2011).

Apesar do avanco no conhecimento da fisiopatologia da inflamagdo, os medicamentos
atuais ainda apresentam sérios efeitos adversos, como irritacdo da mucosa gastrica e Ulcera,
nefrotoxicidade e aumento da incidéncia de doencas cardiovasculares que comprometem a
utilizacdo destes agentes terapéuticos (TESLIM et al., 2014; SLATER et al., 2010; PATRONO;
ROCA, 2009). Este fato, estimula a busca por novas moléculas Gteis no tratamento da
inflamacéo.

O estudo quimico e biolégico de plantas constitui uma estratégia eficaz na procura de
novos agentes terapéuticos (ATANASQV et al., 2015). A pesquisa de novos farmacos a partir
de plantas conduziu ao isolamento de muitas substancias que ainda hoje séo utilizadas
clinicamente, ou serviram como protétipos para a sintese de novos farmacos (VIEGAS;
BOLZANI; BARREIRO, 2006). Muitas estratégias podem ser consideradas para investigacdo
da atividade farmacoldgicas de plantas. A abordagem quimiotaxonémica é caracterizada pela
selecdo de espécies de uma familia ou género com perfil fitoquimico registrado na literatura
(ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).

Neste sentido, o género Miconia (Melastomataceae) compreende cerca de 1070 espécies
que ocorrem desde o sul do México até o Norte da Argentina e Uruguai (GOLDENBERG et
al., 2012). InvestigacOes fitoquimicas com espécies de Miconia resultaram na identificacéo ou
isolamento de triterpenoides (PEIXOTO et al., 2011; MACARI et al., 1990), flavondides
(RODRIGUES et al., 2011; MANCINI et al., 2008; RODRIGUES et al., 2007), benzoquinonas
(GUNATILAKA et al., 2001), cumarinas (CARRAZZONI, 2016), taninos (MOSQUERA et
al., 2009; MARTINEZ et al., 2005) e esterois (MACARI et al., 1990; CREVELIN et al., 2006).

Estudos com extratos e compostos isolados de espécies do género Miconia evidenciaram



19

importantes atividades biolégicas, como antimicrobiana (CELOTTO et al., 2003), antitumoral
(CUNHA et al., 2008), tripanocida (CUNHA et al., 2006), antinociceptiva (SPESSOTO et al.,
2003; SILVA et al., 2002) e anti-inflamatdéria (CARRAZZONI, 2016; VASCONCELOS et al.,
2006).

Miconia prasina (Sw) DC. - conhecida popularmente como mandapucé-branco, apaga-
brasa e sabiazeira - ¢ uma espécie de habito arbustivo a arboreo, cujo fruto tem importancia
alimenticia para a populacdo da Amazénia brasileira e como fonte de polinizacéo, visto que é
o alimento preferido de um grande variedade de dispersores, principalmente aves (CHAGAS,
2012; ANTONINI; NUNES-FREITAS, 2004; PAPAVERO, 2002). Pouco se sabe sobre a
composi¢do quimica e as propriedades farmacoldgicas desta planta. Tarawneh et al. (2014)
demonstraram que trés flavanonas isoladas do caule de M. prasina exibiram baixa afinidade de
ligacdo ao receptor canabindide CB2. Os extratos acetato de etila e metandlico das folhas de M.
prasina apresentaram atividade antimicrobiana e baixa atividade citotoxica em linhagens
tumorais e de macrofagos murinos (LEITE, 2016).

Desta forma, a investigacdo do perfil fitoquimico e dos efeitos farmacoldgicas e
toxicoldgico dos extratos das folhas Miconia prasina contribuirdo para a descoberta de novos

compostos biologicamente ativos para o desenvolvimento de farmacos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial farmacoldgico, a toxicidade aguda e subcrdnica dos extratos
hexanico, acetato de etila e metanodlico das folhas de Miconia prasina (SW) DC.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Obter os extratos organicos das folhas de M. prasina;

b) Analisar o perfil fitoquimico dos extratos por CCD;

c) Quantificar o teor de metabdlitos secundarios nos extratos;

d) Investigar a atividade antioxidante in vitro dos extratos;

e) Avaliar a toxicidade aguda dos extratos de M. prasina;

f) Awvaliar a atividade anti-inflamatdria dos extratos através dos modelos experimentais de

inflamacdo aguda in vivo e determinar as concentracdes de TNF-o e IL-1pB no exsudato

inflamatério de animais tratados com os extratos;

g) Avaliar o efeito hepatoprotetor do extrato com melhor atividade antioxidante e anti-

inflamatéria;

h) Determinar a toxicidade subcrénica do extrato com melhor atividade antioxidante e anti-

inflamatéria;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 INFLAMACAO

A inflamacdo é uma reacdo da microcirculacdo desencadeada por agentes nocivos como
trauma, infeccOes, agentes fisicos e quimicos. Este processo € caracterizado pelo
extravasamento de proteinas séricas e leucocitos da circulacdo sanguinea para o tecido (Figura
1). O extravasamento plasmatico é regulado pela liberacdo de mediadores vasoativos e
quimiotaxicos, que contribuem para os sinais cardinais da inflamacéo - calor, vermelhid&o,

inchaco, dor e perda de funcdo do tecido VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012;
IWALEWA et al., 2007).

Figura 1 — Componentes da inflamagéo aguda e cronica
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O aumento da vasodilatagdo local e do fluxo sanguineo para a regido inflamada, em
conjunto com o aumento da permeabilidade vascular, resultam na perda de fluido e proteinas
plasmaticas nos tecidos. Paralelamente, existe uma regulacdo positiva da expressdao de
moléculas de adesédo sobre as células endoteliais e a liberagdo de fatores inflamatorios do local

inflamado, que facilitam a aderéncia de células circulantes para o endotélio vascular e sua
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migracdo para a area afetada. Estes eventos resultam na predominancia de neutrofilos no local
inflamado ao inicio da lesdo, e sdo gradualmente substituido por células mononucleares
(KAPOOR et al., 2012; FRANCISCHETTI et al., 2010; SERHAN; CHIANG; DYKE, 2008).
Estas células fagocitam materiais estranhos e debris celulares. Eles também liberam enzimas
hidroliticas e proteoliticas, além de gerar espécies reativas de oxigénio que eliminam os
organismos invasores. Finalmente, o estimulo é removido e a estrutura normal do tecido é
restaurada. Os mediadores anti-inflamatorios vasculares endogenos alteram e inibe a migracéo
e ativacdo de leucdcitos polimorfonucleares (Figura 1), promovendo a remocdo segura de
células inflamatérias por apoptose (FULLERTON; GILROY, 2016; LAWRENCE;
WILLOUGHBY:; GILROY, 2002). Entretanto, a inflamac&o pode seguir outro curso que ndo a
resolucdo, progredindo para um processo inflamatorio crénico como resultado da persisténcia
do agente agressor ou falhas nos processos de resolugédo, sendo estes fatores importantes na
progressdo de doengas cronicas de origem inflamatéria (MASKREY et al., 2011; MCINNES;
SCHETT, 2011; MURI; SPOSITO; METSAVAHT, 2009; BILATE, 2007).

A inflamacdo cronica apresenta duracdo prolongada e estd associada a presenca de
células mononucleares, necrose tecidual, proliferacdo de fibroblastos e formacdo de
granulomas. As causas da inflamagdo cronica séo, principalmente: infeccOes persistentes,
exposicdo prolongada a agentes potencialmente todxicos, auto-imunidade, dentre outras
(FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005; GEPDIREMEN et al., 2004).

Os mondcitos circulantes que sdo recrutados para a area da inflamacdo, aderem ao
endotélio vascular e migram para o tecido, transformando-se em macrofagos teciduais. A
ativacdo desses macrofagos € mediada por interferon-y, fator estimulador de macréfagos-
granuldcitos (GM-CSF), fator de necrose tumoral (TNF-o) e endotoxinas bacterianas. Os
macrofagos ativados desempenham um papel de extrema relevancia na inflamacéo cronica, pois
além de participar no combate ao agente agressor, eles também regulam respostas de linfocitos
a antigenos, secretam mediadores de iniciacdo e propagacéo da inflamacgéo, bem como secretam
outros mediadores que modulam a proliferacdo e as atividades de fibroblastos e células
endoteliais (reparo tecidual-fibrose) (KOH; DIPIETRO, 2012; CRUVINEL et al., 2010;
FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005).

3.1.1 Aminas vasoativas

As aminas vasoativas como histamina e serotonina sdo as primeiras substancias a serem

liberadas no desencadeamento da cascata da inflamag&o. Estas substancias sdo estocadas em
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vesiculas no interior de mastdcitos, baséfilos e plaquetas, e promovem alteracGes vasculares
que incluem: vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular e ativacdo endotelial. Essas
alteracdes sdo iniciadas e desenvolvidas durante as primeiras horas ap0s o estimulo inflamatério
(PARADA et al., 2001).

A liberagdo de histamina pelos mastécitos é desencadeada por diferentes fatores como
reacOes imunoldgicas envolvendo IgE, fragmentos do complemento C3a e C5a, citocinas (IL-
1, IL-18) e fatores liberadores de histamina derivados de leucécitos. A liberacdo pelas plaquetas
é estimulada apds contato com colageno, trombina, difosfato de adenosina, complexos
antigeno-anticorpo e fatores de ativacdo das plaquetas (KOVACOVA-HANUSKOVA et al.,
2015; FRANCISCHETTI et al., 2010).

Os efeitos da histamina sdo mediados pela sua ligacdo com quatro subtipos de
receptores: receptor de histamina H1, H2, H3 e H4. Todos esses receptores pertencem a familia
dos receptores acoplados a proteina G. O receptor H1 é o responsavel por induzir a
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade, j& o receptor H2 induz o relaxamento do musculo
liso, vasodilatacdo e principalmente o aumento da secrecdo gastrica. O receptor H3 €
responsavel pela inibicdo da sintese e liberacdo de histamina, enquanto que o receptor H4
promove a quimiotaxia de mastdcitos e producdo de leucotrienos B4 (CRIADO et al., 2010).

A serotinina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) é uma amina vasoativa oriunda do
aminoacido triptofano. Este mediador é encontrado em plaquetas, em algumas regides do
cérebro e em células enterocromafins do intestino (BERGUER; GRAY; ROTH, 2009). A 5-HT
tem um papel importante na alteracao do tdnus e permeabilidade vascular, o que contribui para
o0 extravasamento de fluidos (COLE et al., 1995). A serotonina atua como estimulante das
terminacBes nervosas sensitivas para dor e produz rubor, que sdo sinais caracteristicos da
inflamacdo (YAMAGUCHI et al., 1999).

3.1.2 Eicosandides

Os eicosanoides compreendem os prostanoides, leucotrienos e lipoxinas derivados do
metabolismo do &cido araquiddnico. O &cido araquiddnico é um &cido graxo poli-insaturado
presente nos fosfolipidios que compde a membrana celular. Ele € liberado principalmente pela
acdo da enzima fosfolipase A2 que é ativada por diversos estimulos quimicos, fisicos e
mecanicos. Uma vez liberado, o &cido araquiddnico é metabolizado por duas vias enzimaticas,
a via da ciclooxigenase (COX) e a via da lipoxigenase (LOX). Pela via da COX é gerada a

prostaglandina H2, que estimula a formacdo de varios prostandides, incluindo diversas
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prostaglandinas e tromboxano A2. Pela via da lipoxigenase formam-se leucotrienos, lipoxinas
e outros produtos (Figura 2) (HWANG et al., 2013; MURI; SPOSITO; METSAVAHT, 2009).

Figura 2 — Metabolismo do Acido Araquidénico na inflamag&o
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As ciclooxigenases (COX) existem em trés isoformas designadas COX-1, COX-2 e
COX-3, codificadas por diferentes genes, com estruturas quimicas similares. A isoforma COX-
1 é expressa de forma constitutiva (constante) na maioria dos tecidos. E essencial para a
manutencdo do estado fisiolégico normal de muitos tecidos, incluindo a protecdo da mucosa
gastrointestinal; controle do fluxo sanguineo renal; homeostasia; respostas autoimunes; funcdes
pulmonares e do sistema nervoso central; cardiovasculares e reprodutivas. Enquanto a COX-2
é induzida nas inflamagdes por varios estimulos como citocinas, endotoxinas e fatores de

crescimento, originando as prostaglandinas (BATLOUNI, 2010). A COX-3 (variante do gene
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da COX-1) parece ser expressa em altos niveis no sistema nervoso central e pode ser encontrada
também na aorta. Essa enzima € seletivamente inibida por drogas analgésicas e antipiréticas,
como paracetamol e dipirona, e € potencialmente inibida por alguns AINEs
(CHANDRASEKHARAN et al., 2002). As prostaglandinas em geral sdo vasodilatadoras,
promovendo o edema, rubor, febre, infiltracdo de leucdcitos e ainda sensibilizam as terminagdes
nervosas periféricas, tornando-as mais responsivas a estimulos algicos. As prostaglandinas E2
e 12 sdo potentes vasodilatadores, que potencializam o aumento da permeabilidade vascular.
Ambas causam dor indiretamente devido a formacdo do edema que comprime as fibras
nervosas. Além disso, amplificam os efeitos da bradicinina e histamina através da diminuigdo
do limiar de excitabilidade de nociceptores vinculados as fibras nervosas (GOMES et. al.,
2009).

A prostaglandina 12 inibe a agregacdo plaquetaria e a prostaglandina E2 esta relacionada
ao desenvolvimento da febre. A prostaglandina D2 participa das respostas alérgicas, causa
vasodilatacdo e potencializa a formacdo de edema. O tromboxano A2 é um ativador da
agregacao plaquetaria e potente vasoconstritor (SMITH; URADE; JAKOBSSON, 2011).

Os leucotrienos sdo fatores quimiotaticos e ativadores de leucdcitos. Estes compostos
sdo sintetizados principalmente nos leucdcitos, entretanto, apds um estimulo inflamatdrio,
podem ser produzidos por qualquer célula que possua um sistema enzimatico adequado a sua
sintese (HAEGGSTROM; FUNK, 2011; YOKOMIZO, 1ZUMI, SHIMIZU, 2001). Além das
acOes quimiotaticas, os leucotrienos também sdo potentes agentes vasoativos e
espasmogénicos, participam da formacédo do edema, induzem a liberacdo de tromboxano A2 e
prostaglandinas, além de representarem um componente especialmente importante em diversas

fisiopatologias, como, asma, artrite reumatoide e respostas alérgicas (HORN et al., 2015).

3.1.3 Oxido nitrico

O oxido nitrico (NO) é um gés soluvel liberado a partir da reacdo de conversédo da L-
arginina em L-citrulina, catalisada pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS). Trés isoformas
desta enzima sdo conhecidas: NOS endotelial (eNOS) e NOS neuronal (nNOS) séo
constitutivas, produzem NO em baixas concentracGes e sua ativacdo é dependente de célcio.
Em contraste com as isoformas constitutivas da NOS, a iNOS n&o requer um aumento de calcio
para iniciar a sua atividade. Em macréfagos, mondcitos e outras células, a indugéo de iNOS e

a presenca de L-arginina séo suficientes para iniciar a geracdo de NO. A inducédo da iNOS pode
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ser iniciada por lipopolissacarideo e citocinas inflamatérias como IFN-y, TNF-a ou IL-1
(LANAS, 2008; MARIOTTO et al., 2007)

Baixas concentracdes de NO produzido por NOS constitutivas inibem a expressao de
moléculas de adesdo, sintese de citocinas e quimiocinas, e consequentemente a adesao e
transmigracdo de leucdcitos (GUZIK; KORBUT; ADAMEK-GUZIK, 2003).

Durante o curso de uma resposta inflamatdria, grandes quantidades de NO formadas por
INOS ultrapassam as quantidades fisioldgicas. A INOS catalisa a formacéao de espécies reativas
de nitrogénio no local do estimulo inflamatorio, além de promover a ativacdo do fator de
transcri¢do nuclear-kB (NF-«kB), um dos principais fatores responsaveis por regular a expressao
de véarios mediadores pro-inflamatérios (KELLEHER et al., 2007; OKAMOTO et al., 2004).

O NO apresenta importantes ac¢bes durante o processo inflamatorio, como do
relaxamento do musculo liso vascular (vasodilatacdo), reducdo da agregacdo e aderéncia
plaquetéria, reducdo do recrutamento de leucécitos, acdo citostatica e citotoxica através de
mecanismos mediados por radicais livres que sdo protetores contra agentes infecciosos e células
tumorais mas que também podem ser lesivos para o proprio organismo, contribuindo para o
estabelecimento de doencas inflamatorias (TSUCHIYA et al., 2007, RIBBONS et al., 1997).

3.1.4 Citocinas

As citocinas sdo importantes mediadores do processo inflamatério produzidos por
varios tipos celulares, principalmente por macrofagos e linfécitos ativados. As citocinas sdo
pleiotrépicas e modulam a funcdo de muitos tipos celulares. O conjunto inicial de reacdes que
caracteriza a fase aguda do processo inflamatério é mediado primariamente pela liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e TNF-a) no tecido lesado (SIQUEIRA-
JUNIOR, DANTAS, 2000).

A secrecdo das citocinas é estimulada por endotoxinas, complexos imunes, toxinas e
lesGes fisicas. Essas citocinas, uma vez liberadas, exercem efeitos autocrinos (atuam na mesma
célula que secretou a citocina), paracrinos (afetando células vizinhas) e endocrinos
(promovendo efeitos sistémicos, assim como 0s hormdnios) (BILATE, 2007).

As citocinas TNF e a IL-1p iniciam a cascata inflamatoria ativando as células
endoteliais, que aumenta a expressao e sintese de moléculas de adeséo endotelial, aumentando
a aderéncia dos leucdcitos circulantes as células endoteliais, e também a sintese e liberacdo de
outras citocinas, fatores de crescimento, eicosanoides e 6xido nitrico (SIMS, SMITH, 2010;
DINARELLO, 2009; POBER, SESSA, 2007).
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Algumas citocinas desempenham papéis importantes no estabelecimento e no
desenvolvimento do processo inflamatério atuando como substancias pré-inflamatorias que
induzem a sintese e a liberacdo de mediadores inflamatorios tipicos como as prostaglandinas,
os leucotrienos e o oxido nitrico (FRANKE et al, 2002). Enquanto outras citocinas como IL-4,
IL-10 e IL-13 atuam como agentes anti-inflamatérios, diminuem as funcgdes celulares e a sintese
de citocinas pré-inflamatdrias, reduzindo a dor e a quimiotaxia de leucdcitos (VALE et al.,
2003).

3.2 FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS

Os glicocorticoides (anti-inflamatdrios esteroidais) sdao amplamente utilizados no
tratamento de distdrbios inflamatérios, hematoldgicos, alérgicos, entre outros. Os
glicocorticéides sdo substancias imunossupressoras e anti-inflamatérias potentes, eficazes e
amplamente utilizadas em processos inflamatérios agudos e crénicos (PERRETTI,
AHLUWALIA, 2000).

Os glicocorticoides sintéticos (dexametasona, cortisona, etc) mimetizam acbes do
cortisol enddégeno, atuando através da ligagdo a um receptor citoplasmatico especifico para
glicocorticéides. Exercem sua agdo analgésica e anti-inflamatoria impedindo a liberacdo de
acido araquiddnico da membrana das células lesadas (pela inibicdo das fosfolipases),
diminuindo também a transcri¢cdo de alguns genes responsaveis pela expressao de algumas
citocinas, ou ainda pela inibicdo de funcdes especificas de linfdcitos e alteracdes em grau de
fibrose (ANTI, GIORGI, CHAHADE, 2008; CASTRO, 2005).

A eficécia dos glicocorticoides em aliviar desordens inflamatdrias resulta dos efeitos
pleiotropicos do receptor de glicocorticoide. No entanto, uso prolongado de glicocorticoides
promovem diversos efeitos adversos como retardo do crescimento em criancas,
imunossupressao, hipertensdo, inibicao da cicatrizagdo, osteoporose e distirbios metabdlicos
(RHEN, CIDLOWSKI, 2005).

Os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES) encontram-se entre 0s medicamentos mais
prescritos em todo o mundo. Sao classe heterogénea de farmacos utilizados principalmente no
tratamento da inflamacéo, dor e edema, como também nas osteoartrites, artrite reumatoide e
distdrbios musculo esquelético (ZHOU; BOUDREAU; FREEDMAN, 2014).

Os AINEs apresentam propriedades anti-inflamatdrias, analgésicas e antipiréticas
(PEREIRA-LEITE et al., 2016). Os efeitos terapéuticos dos AINEs resultam principalmente da

inibicdo da enzima COX, reduzindo assim, a sintese das prostaglandinas e diminuindo a
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intensidade do processo inflamatério. Os efeitos colaterais associados aos AINEs incluem os
problemas gastrintestinais, pois as prostaglandinas exercem uma funcdo protetora sobre a
mucosa gastrica; alteracdo na funcdo renal em pessoas com predisposicédo, alteracdo no tempo
de coagulacéo e hipersensibilidade (PATRIGNANI; PATRONO, 2015; CONAGHAN, 2012;
SOSTRES et al, 2010).

Os AINEs seletivos para a COX-2 sdo designados COXIBEs e foram desenvolvidos na
tentativa de inibir a sintese de prostaglandinas pela enzima COX-2 em locais de inflamagéo
sem, contudo, afetar a acdo da isoenzima COX-1 constitutivamente ativa, encontrada no trato
gastrointestinal, nos rins e plaquetas. No entanto, hoje se sabe que a COX-2 também é expressa
constitutivamente e exerce papéis fisiologicos através da sintese de prostaglandina 12
(HILARIO; TERRERI; LEN, 2006).

Embora os farmacos que inibem seletivamente a COX-2 demonstrem uma melhor
seguranca gastrintestinal, alguns membros dessa classe foram retirados do mercado devido a
um risco aumentado de eventos cardiovasculares (BATLOUNI, 2010). Entretanto o aumento
do risco de insuficiéncia cardiaca ndo se restringem aos COXIBEs, mas se aplica a AINEs
tradicionais (ARFE et al., 2016).

3.3 PLANTAS E METABOLITOS SECUNDARIOS COM ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA

Produtos naturais desempenham um papel importante na saide humana, em relacédo a
prevencdo e tratamento de diversas doencas. Apesar dos avangos no desenvolvimento de
métodos para a sintese quimica de produtos farmacéuticos, as plantas ainda representam
importantes fontes de novas moléculas com interesse farmacoldgico (MUNARI et al., 2010;
VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Metabolitos secundarios sdo compostos organicos produzidos por todas as plantas a
partir de substancias formadas no metabolismo primario. A producdo desses componentes tem
como funcdo proteger a planta contra patdgenos, ataque de herbivoros, bem como beneficié-la
na competicdo com outros vegetais. Além disso, favorecem a atracdo de animais dispersores de
sementes e de polinizadores. Acrescidos a estes fatores bidticos, a producdo de metabolitos
secundarios também protege o vegetal de influéncias externas, como temperatura, umidade,
protecdo contra raios UV e deficiéncia de nutrientes minerais (SIMOES et al., 2010).

O estudos dos metabdlitos secundarios despertar o interesse de pesquisadores de varios

campos da ciéncia, principalmente na pesquisa de farmacos, devido a variedade de compostos
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e atividades bioldgicas exercidas por eles. Assim se faz necessario descrever e compreender a
diversidade dos metabdlitos secundarios, seus modos de agdo isolados ou em combinacdes
naturais como encontrado nas plantas (WINK, 2015).

A preparacdo de extratos é o primeiro passo no sentido de testar uma atividade
farmacoldgica de plantas, pois diferentes compostos ativos em um extrato podem atuar
sinergicamente (UMAR et al., 2014). Entretanto, o uso de extratos possui algumas
desvantagens em comparacao aos compostos isolados. A mistura de diferentes compostos pode
também conduzir a efeitos inibitdrios, ou seja, um componente pode reduzir a atividade
biol6gica do outro (HAMMER et al. 2007).

Entre as diferentes atividades biolégicas de produtos vegetais estudadas, o efeito anti-
inflamatdrio € um dos mais relatados. Numerosos produtos vegetais demonstraram exercer um
potente efeito anti-inflamatorio in vitro e in vivo através de mecanismos moleculares distintos.
Entre os principais mecanismos estd a inibicdo das enzimas ciclooxigenases (COX),
lipoxigenases (LOX) e oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS), e a inibicdo dos fatores de
transcricdo NF- kB e STAT (AZAB; NASSAR; AZAB, 2016).

O é&cido acetilsalicilico (aspirina), embora seja uma substancia sintética, obteve sua
sintese com base na estrutura quimica do acido salicilico, um salicilato isolado da Salix alba
(GERTSCH et al., 2011). Os efeitos anti-inflamatoérios da aspirina sdo em parte pela inibi¢do
do metabolismo do &cido araquiddnico através acetilacdo irreversivel da enzima
ciclooxigenase, impedido assim a producdo de tromboxano e prostaglandinas (CLELAND,
2002).

Muitos estudos tém apresentado o acido ursélico como um dos principais compostos
responsaveis pelas atividades anti-inflamatorios de vérias plantas. Este triterpeno pentaciclico
apresenta atividade anti-inflamatéria através de diversos mecanismos, incluindo a inibicéo da
producdo de IL-2, IFN-y, TNF-a (AHMAD et al., 2006) e prostaglandina E> (KANG et al.,
2008). Outros estudos demonstraram que as propriedades anti-inflamatorios do acido ursolico
sdo mediadas pela supressdo do NF-kB, um importante fator de transcri¢do que regula a
expressao de maltiplas citocinas pro-inflamatérias (CHECKER et al., 2012; LU et al., 2011;
WANG et al., 2011).

Os metabolitos secundarios isolados de plantas também podem ser levemente
modificados, tornando-os mais eficazes e menos toxicos, ou utilizados como protétipos para
obtencéo de farmacos com atividades terapéuticas semelhantes a dos compostos originais (L1U,
2005; ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1996). O &cido 2-ciano-3,12-dioxooleana-1,9 (11) -

dieno-28-06ico (CDDO), um derivado semissintético do &cido oleandlico, demostrou atividade



30

anti-inflamatoria mais potente do que o seu precursor, sendo mais eficaz na inibigdo das
enzimas iINOS e COXz (SUH et al., 1998).

Os avancos da pesquisa de compostos bioativos obtido de plantas, conduziram a
identificacdo e a caracterizacdo de uma variedade dos substancias com promissora atividade
anti-inflamatoria (MAIONE et al., 2016). Entretanto ainda sdo necessarios a investigagcdo de
diversas etapas como elucidacdo do mecanismo de acdo e eficacia e seguranca em estudos
clinicos (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005).

3.4 TOXICIDADE DE PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais para tratamento, cura e prevencao de determinadas doencas
¢ uma pratica medicinal antiga da humanidade e estar apoiada e estd em um conhecimento
consolidado por séculos de observacdo, no entanto plantas medicinais ndo sdo sinébnimo de
inocuidade (VEIGA JUNIOR et al., 2005; NICOLETTI et al., 2007).

Os produtos naturais sdo agentes xenobioticos, que ao ser introduzido no organismo
humano sofre biotransformacdo e pode, desta forma, gerar produtos toxicos. A utilizacéo
cronica de plantas pode acarretar maiores riscos. Visto que, em alguns casos os efeitos colaterais
podem ndo se manifestar de forma imediata, o que intensifica as acdes tdxicas, como por
exemplo, comprometimento hepético e renal, alteracbes hematoldgicas, problemas
cardiovasculares, efeitos carcinogénicos e complicacdes neurolégicas (TORRES et al., 2005;
BERRIN et al., 2006; SILVEIRA et al., 2008).

Exemplos da toxicidade de plantas medicinais podem ser encontrados na literatura,
como € o caso do Symphytum officinale L (Confrei), que foi indicado para o tratamento de
diversas doencas. Porém estudos posteriores demonstraram o risco do uso sistémico, pois €
altamente hepatotdxica devido aos alcaloides pirrolizidinicos (BRASIL, 1992; STICKEL,
SEITZ, 2000).

Outro exemplo é a Piper methysticum (kava-kava), utilizada para o tratamento da
ansiedade, insbnia e depressdo. O uso oral desta planta medicinal por um curto periodo de
tempo é considerado seguro, contudo pode apresentar toxicidade quando administrada em altas
doses ou a longo prazo. A kava-kava pode exacerbar quadros de insuficiéncia hepatica, bem
como hepatite em pacientes com histdrico recorrente desta doenca, sendo este efeito reversivel
apos a suspensdo do fitoterapico (CORDEIRO, CHUNG, SACRAMENTO, 2005).

O uso abusivo de plantas amplamente conhecidas na medicina também podem acarretar

em efeitos toxicos, como € o caso da Panax ginseng C.A. Meyer, uma espécie utilizada na
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medicina tradicional chinesa que se propagou pelo mundo. Sua ingestéo cronica e abusiva causa
hipertensdo, nervosismo, insonia e diarreia (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

O Brasil possui uma grande variedade de plantas, infelizmente, a maior parte das plantas
medicinais que sdo utilizados pela populacdo ndo tem sua eficacia e efeitos toxicos avaliados
(VEIGA-JUNIOR, 2008). O uso das plantas através da medicina popular ndo é suficiente para
que ocorra a validagdo destas como seguras, neste sentido, os estudos farmacodinamicos e
toxicoldgicos sdo necessarios para que ocorra a identificacao entre dose/ risco e beneficio do
seu uso (ALMEIDA et al., 2009).

3.5 GENERO MICONIA

O género Miconia é encontrado nas Américas, ocorre desde o sul do México até o norte
da Argentina e Uruguai (GOLDENBERG, 2000). Estudos etnoboténicos relataram variados
usos populares das espécies deste género como eupéptica, antirreumatico (CRUZ; KAPLAN,
2004; STALCUP, 2000), para tratar resfriado e febre (BOSCOLO, 2008), acdes antisséptica,
cicatrizante (FENNER et al., 2006) e para afec¢des da garganta (RODRIGUES; CARVALHO,
2001). Além do uso medicinal, espécies deste género foram descritas com uso alimenticio,
ornamental e religioso (AQUINO et al., 2007; MAIOLI-AZEVEDO; FONSECA-KRUEL,
2007; RONDON NETO et al., 2010).

Devido a sua ampla distribuicdo e biodiversidade no territério brasileiro, o género
Miconia tem proporcionado a realizacdo de varios estudos farmacoldgicos e quimicos (Tabela
1). Vasconcelos et al. (2003) demonstraram os efeitos analgésicos dos extratos brutos (hexano
e diclorometano) obtidos de M. albicans. Posteriormente, triterpenos (acidos ursolico e
oleandlico) isolados a partir do extrato bruto de diclorometano de M. albicans apresentaram
atividade anti-inflamatéria e analgésica (VASCONCELOS et al., 2006). Os extratos de M.
ligustroides (hexano, diclorometano e etanol), M. rubiginosa (hexano, diclorometano e etanol)
e M. fallax (etanol) também demonstraram efeito analgésico (CUNHA et al., 2003a,
SPESSOTO et al., 2003; SILVA et al., 2002).

Estudos cientificos comprovaram a atividade antimicrobiana dos extratos de M.
albicans, M. rubiginosa, M. cabucu (RODRIGUES et al., 2008; CELOTTO et al., 2003) e M.
ligustroides (CUNHA et al., 2010). Outros estudos revelaram que compostos fendlicos de
Miconia myriantha Benth. mostraram efeitos inibitérios contra proteases asparticas secretadas
por Candida albicans (PIERONI et al., 2011).



Tabela 1 — Atividades biologicas e composi¢do quimica do género Miconia.
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Espécie Parte da Atividade biologica Composicédo quimica Referéncia
planta
Miconia aeruginosa Folhas Antioxidante Taninos e flavonoides MOSQUERA et al., 2009
Miconia albicans (Sw.) Triana Folhas Antioxidante Quercetina, quercetina glicosilada, PIERONI et al., 2011
rutina e acido ursolico.
Folhas Citotoxico e - SERPELONI et al., 2011

antimutagénico
Folhas Genotéxico e

antimutagénico

- SERPELONI et al., 2008

Folhas - B —amirina, oo —amirina, lupeol, CREVELIN et al., 2006
estigmasterol e B- sitosterol
Folhas Antinociceptivo Acido ursolico e acido oleandlico VASCONCELOS et al., 2006
Folhas Antimicrobiano - CELOTTO et al., 2003
Madeira - Acido ursolico, acido oleandlico, MACARI et al., 1990
acido arjundlico e sitosterol
Miconia alypifolia Folhas Antioxidante Apigenina, kaempferol e quercetina MANCINI et al., 2008
em suas formas glicosidicas
Miconia cabucu Folhas Citotoxico e - SERPELONI et al., 2011
antimutagénico
Folhas Genotoxico e - SERPELONI et al., 2008

antimutagénico




Tabela 1 — Atividades biol6gicas e composi¢ao quimica do género Miconia (Continuacao).
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Espécie Parte da Atividade bioldgica Composigdo quimica Referéncia

planta
Miconia cabucu Folhas Antioxidante Quercetina e suas formas PIERONI et al., 2011

glicosidicas, rutina, o —amirina,
acido betulinico e cido ursélico
Folhas - Quercetina, miricetina e kaempferol RODRIGUES et al., 2007
glicosidico, acido galico e
biflavonoide
Miconia ciliata Folhas Ativador do receptor - HASRAT et al., 1997
NMDA
Miconia coronata (BONPL.) Folhas Bactericida Acido elagico, kaemferol MARTINEZ et al., 2007
DC glicosidico e isoflavona
diglicosilada,

Folhas - B -Sitosterol e taninos condensados MARTINEZ et al., 2005
Miconia fallax DC Folhas Antitumoral Acido ursolico e acido oleandlico CUNHA et al., 2008

Folhas - B —amirina, oo —amirina, lupeol, CREVELIN et al., 2006

estigmasterol e - sitosterol
Folhas Tripanocida Acido ursélico, acido oleandlico e CUNHA et al., 2003b
acido gipsogénico

Miconia ioneura Folhas - Sideroxilina PAGOLA et al., 2008
Miconia langsdorffii Folhas Leishmanicida Acido ursolico e acido oleandico PEIXOTO etal., 2011




Tabela 1 — Atividades bioldgicas e composicao quimica do género Miconia (Continuacao).
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Espécie Parte da Atividade farmacologica Composto isolado Referéncia
planta
Miconia lepidota Folhas Anticancerigeno Benzoquinonas GUNATILAKA et al., 2001
Miconia ligustroides Folhas - Acido ursdlico e acido oleandico CUNHA etal., 2010
Folhas - Acido ursolico, acido oleandico e 4cido CUNHA et al., 2006
urjindlico
Folhas - [ -amirina, B- sitosterol, o —amirina e CREVELIN et al., 2006
estigmasterol
Miconia myriantha Folhas Inibidor da protease aspatica  Matucinol glucopiranosideo, acido elagico, Ll etal., 2001
secretada por Candida albicans e &cido galico
Miconia perpericarpa Folhas -  —amirina, oo —amirina, lupeol, CREVELIN et al., 2006
estigmasterol e B- sitosterol
Miconia prasina (Sw) DC Caule - Miconiosideo C, 7-O-B-D-apiofuranosil-(1 ~ TARAWNEH et al., 2014
— 6)-p-D-glicopiranosil mateucinol,
miconiosideo B, mateucinol, farrerol e
demetoximateucinol
Miconia rubiginosa Folhas - Quercetina glicosilada, kaempferol RODRIGUES et al., 2011

Folhas

glicosilados, acido gélico, epicatequina e
casuarictina

Antimicrobiano -

CELOTTO etal., 2003




Tabela 1 — Atividades biologicas e composi¢ao quimica do género Miconia (Continuacao).

Espécie Parte da Atividade Composto isolado Referéncia
planta farmacologica
Miconia rubiginosa Folhas - Epicatequina, quercitina glicosilada e RODRIGUES et al., 2008
acido gélico
Folhas Genotoxico e - SERPELONI et al., 2008
antimutagénico
Folhas - f -amirina, B- sitosterol, o —amirina e CREVELIN et al., 2006
lupeol
Folhas Analgésico Acido ursolico, acido oleandico, lupeol e SPESSOTO et al., 2003
[-sitosterol
Miconia sellowiana Folhas - Acido ursolico e acido maslico CUNHA et al., 2006
Folhas - [ -amirina, - sitosterol, o —amirina, lupeol CREVELIN et al., 2006
e estigmasterol
Miconia stenostachya Folhas Citotdxico e - SERPELONI et al., 2011
antimutagénico
Folhas Genotoxico e - SERPELONI et al., 2008
antimutagénico
Folhas Tripanocida Acido urs()lico,. éCid? o-Iean()ico e acido CUNHA etal., 2003 b
gipsogénico
Miconia trailli Folhas - Mateucinol e flavanonas glicosiladas ZHANG et al., 2003
Miconia spp. Folhas - Primina, quinol e miconidina BERNAYSetal., 1984

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Triterpenos isolados de M. fallax DC., M. stenostachya DC., M. sellowiana e M. ligustroides
foram ativos contra formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (CUNHA et al., 2003b; CUNHA
et al., 2006). O estudo bioguiado do extrato hidroalcodlico de M. langsdorffii demonstrou que sua
atividade leishimanicida se devia aos compostos majoritarios, acidos ursélico e oleandlico
(PEIXOTO et al., 2011).

Com base no potencial quimico e farmacoldgico do género Miconia descrito na literatura,
nosso grupo de pesquisa avaliou a atividade farmacol6gica de extratos organicos das folhas de
espécies do género Miconia. Resultados preliminares demonstraram que 0s extratos de Miconia
prasina apresentaram baixa citotoxicidade e o extrato acetato de etila na concentracdo de 60 pg/mL
mostrou-se ativo contra M. luteus (LEITE, 2016).

M. prasina é um planta de porte arbustivo a pequena arvore (Figura 3), folhas cartaceas e
flores pequenas em paniculas. E popularmente conhecida como mandapuca-branco, apaga-brasa e
sabiazeira. M. prasina é nativa das Antilhas, México e América do Sul (PEIXOTO; ROSA; SILVA,
2002). No Brasil estd presente na caatinga, cerrado e mata atlantica (REZENDE; ROMERO;
GOLDENBERG, 2014) e distribuido por todos estados do pais (REFLORA, 2017).

A~ 4 Tarciso Ledo . SpALeo > ',A ek

A o) Toas —

Fonte: Centro de Pesquisas Ambientais do Nordeste - CEPAN

Tarawneh et al. (2014) isolaram seis flavanonas do caule de M. prasina (Figura 4), onde trés

desses compostos exibiram baixa afinidade de ligacdo ao receptor canabindide CB2. O receptor CB2
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é um dos componentes do sistema canabinodide enddgeno que esta envolvido principalmente em ac6es
anti-inflamatorias e imunossupressoras. A ativacdo seletiva do receptor CB2 tem o potencial de
fornecer os efeitos anti-inflamatorios dos canabindides sem os efeitos psicoativos (ASTHON;
GLASS, 2007).

Poucos estudos quimico e farmacoldgicos foram realizados com a espécie Miconia prasina,
este fato reforca a relevancia desta tese. Desta forma a realizacdo de estudos farmacoldgicos e
toxicoldgicos dos extratos hexanico, acetato de etila e metanolico das folhas de Miconia prasina,

contribuirdo para a descoberta de novos compostos para o desenvolvimento de farmacos.

Figura 4 — Substancias isoladas de Miconia prasina (Sw) DC.

1R=H
2R =0H

3R =0OCH:;

o, [::T* 4 R = OCHg
o N 5R=0OH
6R=H

OH o

Fonte: Tarawneh et al., 2014.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL BOTANICO

As folhas de Miconia prasina (Sw.) DC. foram coletadas no periodo de marco de 2013 em
Rio Largo, Alagoas, Brasil. A planta foi identificada pelo botanico Earl Celestino de Oliveira Chagas
do Instituto do Meio Ambiente de Alagoas (IMA-AL) e uma exsicata foi depositada no herbario do
IMA-AL (N° 50398).

4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS ORGANICOS DE M. prasina

As partes aéreas da espécie coletada foram secas por 4 dias, em estufa com temperatura
controlada e renovacao constante de ar. A mesma foi moida em moinho de facas e extraida por
maceracdo a temperatura ambiente com hexano por sete dias (Figura 5). O extrato foi filtrado e o
residuo foi submetido a extracdo com acetato de etila durante sete dias. Novamente, o extrato foi
filtrado e o residuo foi macerado com metanol pelo periodo de sete dias. Os filtrados foram
rotaevaporados sob pressdo reduzida para se obter o extrato de hexanico (EHMP, 2 g), extrato de
acetato de etila (EAMP, 3 g) e extrato metandlico (EMMP, 10 g).

Figura 5 — Fluxograma do método de extracédo

Miconia prasina

|
Maceragdo com hexano por 7 dias

Residuo Filtrado
| I
Maceracéo com acetato de etila por 7 dias Concentrado em rotaevaporador
I
[ | | Extrato hexanico
Residuo Filtrado
T I
Maceracdo com metanol por 7 dias Concentrado em rotaevaporador
L I
Filtrado Extrato acetato de etila

|
Concentrado em rotaevaporador
|

Extrato metandlico

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3 PROSPECCAO FITOQUIMICA POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Para analise, 5 mg dos extratos EHMP, EAMP e EMMP foram dissolvidos em 1 mL de seus
respectivos solventes para se obter a concentracgéo final de 5 mg/mL. Como fase fixa foram utilizadas
placas de silica gel F2s4 e como fases moveis foram utilizados os sistemas eluentes para cada classe
de metabdlitos. Os cromatogramas foram examinados sob luz ultravioleta (254 e 365 nm) e
pulverizadas com reveladores especificos para visualizar os compostos (Tabela 2).

Tabela 2 — Sistemas de eluicdo e reveladores utilizados para caracterizacdo de metabolitos

secundarios por cromatografia em camada delgada.

Classe quimica Padréo Sistema eluente Revelador Referéncias
B ) Tolueno: acetato de etila: WAGNER;
Alcalbides Escopolamina o Dragendorff
dietilamina (70:20:10) BLADT, 2001
o Tolueno: éter (1:1
) Acido o . WAGNER,;
Cumarinas ) saturado com &cido KOH etanolico 10%
cumarico o BLADT, 2001
acético 10%)
Derivados _ Acetato de etila: metanol: . WAGNER,;
o Antraquinona ) KOH etandlico 10%
antracénicos agua (100:13,5:10) BLADT, 2001
_ Acido galico _ _
Flavonoides e . _ Acetato de etila: 4cido
) Acido tanico ) _ _ WAGNER,;
taninos _ férmico: acido acético: NEU
. Rutina ) BLADT, 2001
hidrolisaveis ) agua (100:11:11:26)
quercetina
Mono, sesqui e Tolueno: acetato de etila . _ WAGNER;
) Carvacrol Vanilina sulfarica
diterpenos (93:7) BLADT, 2001
Triterpendides e Lupeol Tolueno: cloroférmio: ) HARBORNE,
) ) Liberman-Burchard
esteroides Sitosterol etanol (40:40:10) 1982

Fonte: LIMA-SARAIVA, 2012 com modificagdes. NEU: Difenilborinato de amino-2etila.

4.4 QUANTIFICACAO DO TEOR FENOIS TOTAIS E TANINOS

A quantificagdo dos fendis totais foi realizada através do método de Folin-Ciocalteu, o qual

envolve a reducdo do reagente por compostos fendlicos da amostra com a formagdo de um complexo
azul no qual a sua intensidade aumenta linearmente (AMORIM et al., 2008). As solucdes estoque dos

extratos EHMP, EAMP e EMMP foram preparadas na concentracdo de 200 pg/mL. Posteriormente,
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adicionou-se 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu a 10%, 1 mL da solucdo de carbonato de sédio
e completou o volume para 10 mL com agua destilada. As amostras permaneceram por 30 minutos
no escuro em temperatura ambiente e a leitura foi realizada em espectrofotometro a 760 nm. Foram
avaliadas seis repeticdes de cada extrato. A equacéo de calibracdo do &cido tanico foi y = 0,0839x +
0,0134 (R? = 0,9902) e os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de acido tanico
por grama do extrato (mg EAT/g). Para quantificar os fendis residuais, 1 g de caseina foi adicionado
em 12 mL de &gua destilada e adicionado 6 mL dos extratos na concentracdo de 1 mg/mL. Apos trés
horas de reacéo sob agitacdo, a solucéo foi filtrada e adicionado 7 mL de agua destilada. Uma aliquota
de 1 mL da solucéo foi retirada e quantificada pelo método Folin-Ciocalteu. O teor de taninos é

calculado pela diferenca entre o contetido de fendis totais e fendis residuais.

4.5 QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

A quantificacdo de flavonoides foi obtida pelo método descrito por Peixoto Sobrinho et al.
(2008), com modificagdes. As solucdes estoque dos extratos EHMP, EAMP e EMMP foram
preparadas na concentracdo de 200 pg/mL. Um volume de 0,2 mL dos extratos foram transferidas,
em triplicata, para tubo de ensaio. A cada tubo de ensaio foram acrescentados 0,12 mL de &acido
acético glacial, 2 mL da solucdo metandlica de piridina a 20%, 0,5 mL do reagente cloreto de aluminio
em metanol a 5%, completando-se o volume até 10 mL com &gua destilada. Ap6s 30 minutos em
temperatura ambiente e protegido da luz, foram realizadas as leituras em espectrofotébmetro a 420 nm
em cubetas de quartzo. De forma semelhante ao procedimento foi construido uma curva com o padrao
rutina. A equacao de calibragdo de rutina foi y = 0,0299x + 0,0015 (R? = 0,9991). Os resultados foram
expressos em miligramas equivalentes de rutina por grama do extrato (mg ER/g).

4.6 QUANTIFICACAO DO TEOR DE CUMARINAS

Para determinar o teor de cumarinas foi utilizado o método descrito por Osorio e Martins
(2004), com modificagdes. Os extratos EHMP, EAMP e EMMP foram diluidos em metanol na
concentragdo de 1 mg/mL. Em seguida, 0,5 mL dos extratos foram transferidos em triplicata para
tubos de ensaio, adicionado 2 mL de agua destilada e 500 pL de uma solucdo de acetato de chumbo
a 5%. As amostras foram agitadas, e em seguida foi adicionado 7 mL de &gua destilada.
Posteriormente, foi transferido 2 mL desta solugéo para novos tubos de ensaio, adicionado 8 mL de
solucdo de &cido cloridrico a 0,1 M e mantidos em temperatura ambiente ao abrigo da luz por 30
mim. A absorbancia foi medida em espectrofotobmetro a 320 nm. De forma semelhante ao

procedimento foi construido uma curva com o padrdo cumarina (Sigma-Aldrich). A equacdo de
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calibragdo de cumarina foi y = 0,0215x + 0,0085 (R? = 0,9937). Os resultados foram expressos em

miligramas equivalentes de cumarina por cada grama do extrato (mg EC/g).

4.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.7.1 Método de sequestro de radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHse)

A avaliacdo da atividade sequestradora do radical DPPH" foi determinada através da
metodologia descrita por Brand-Williams (1995), com modificacBes. As solugdes estoques dos
extratos foram preparadas nas concentracdes de 1,0 e 5,0 mg/mL. Os extratos foram diluidos em
etanol nas concentragdes de 5 a 500 pg/mL, e aliquotas de 30 pL dessas solucdes foram distribuidas
em triplicata numa placa de 96 pocos. Em seguida, 270 uL da solucdo de DPPH (23,6 pg/mL em
etanol) foi adicionado aos pocos e incubado por 30 minutos protegido da luz. O acido ascorbico foi
utilizado como controle positivo. A absorbancia foi lida em espectrofotdmetro de placa a 517 nm. A
atividade sequestradora foi expressa como concentracdo efetiva para obter 50% de atividade
antioxidante (CEso) utilizando a andlise de regressdo linear, obtida pelo programa estatistico
GraphPad Prism 6.0.

4.7.2 Método de sequestro de radicais livre 2,2-azobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato
(ABTS")

Para realizacdo deste ensaio, foi utilizada a metodologia descrita por Re et al. (1999). O radical
ABTS" (2,2-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) foi formado a partir da reacdo de 7 mM de
ABTS com 140 mM de persulfato de potassio, 0s quais foram incubados a temperatura ambiente e na
auséncia de luz, por 12-16 horas (tempo necessario para a formacéo do radical). Transcorrido esse
periodo, a solucédo foi diluida em etanol até a obtencdo de uma solucdo com absorbéancia de 0,70 (+
0,05) a 734 nm. Foram misturados 30 pL de extratos de plantas (1 mg/mL) com 3 mL da solucéo de
trabalho e deixados em repouso durante 6 min antes de se medir a absorvancia a 734 nm. O Trolox
foi utilizado como controle positivo e a solugdo de trabalho como controle negativo. A atividade
sequestradora do radical ABTS foi expressa em percentagem de inibicdo de ABTS * de acordo com
a equacao:

Inibicdo do ABTS (%) = [(Abs controle - Abs amostra) / Abs controle] x 100



42

4.7.3 Determinacao da capacidade antioxidante total pelo método do fosfomolibdénio

Para a avaliacdo da atividade antioxidante total empregou-se o método do complexo
fosfomolibdénio, formado pela reacdo da solucédo de fosfato sédico monobasico (28 mL, 0,1 mol/L),
solucdo de molibdato de amonio (12 mL, 0,3 mol/L) e solucdo de acido sulfurico (20 mL, 3 mol/L),
em meio aquoso, sendo o volume final ajustado com agua destilada para 100 mL. Os extratos foram
diluidos a concentracdo de 1 mg/mL e aliquotas de 0,3 mL foram adicionadas em tubos de ensaio
com 3,0 mL do reagente fosfomolibdénio. Os tubos foram tampados e levados ao banho de agua a 95
°C por 90 minutos. Apos resfriamento procedeu-se a leitura da absorbancia a 695 nm em
espectrofotdmetro. Todas as andlises foram realizadas em triplicata, como branco foi utilizado 1 mL
do reagente mais 0,1 mL de metanol (PRIETO et al., 1999). A capacidade antioxidante total (CAT)
das amostras foi expressa em relacdo ao acido ascérbico, considerando sua absorbancia

correspondente a 100% de atividade antioxidante.

CAT (%) = [(Absorbancia amostra - absorbancia branco) / (absorbancia écido ascorbico -

absorbancia branco)] x 100

4.7.4 Potencial antioxidante de reducéo de ferro (FRAP)

Para a determinacdo da capacidade antioxidante pelo método de reducéo do ferro (FRAP) foi
utilizado o procedimento descrito por Benzie e Strain (1996). Este ensaio se baseia na medida direta
da habilidade dos antioxidantes da amostra em reduzirem, em meio acido (pH 3,6), 0 complexo
Fe3*/tripiridiltriazina (TPTZ), para formar Fe?*, de intensa cor azul e absorgdo maxima a 593 nm. No
ensaio FRAP, solucgdos de tampéo acetato, FeClz-6H20 (20 mM) e TPTZ (10 mM) foram adicionadas
na proporcdo 10:1:1, originando o reagente FRAP. As amostras dos extratos de M. prasina foram
diluidas em metanol (Img/mL). Em seguida, aliquotas (0,2 mL) de cada extrato foram misturadas
com 1,8 mL do reagente FRAP e apds incubacdo em banho-maria a 37 °C durante 30 min a
absorbancia da reacao foi medida a 593 nm em espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em
mg equivalentes de FeSOa4 /g de extrato, interpolando este valor na curva de calibracdo construida
com o padrao FeSO4, em diferentes concentracfes (125 a 1 000 pg/mL). O Trolox foi utilizado como

controle positivo.
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4.8 ENSAIOS FARMACOLOGICOS EM ANIMAIS

4.8.1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos swiss machos e fémeas Mus musculus (25-30 g) e
Rattus norvegicus machos (190-200 g) provenientes do Biotério do Departamento de Antibioticos da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno a
temperatura de 22 + 2 °C e umidade do ar de 50-60 %, com ciclo claro / escuro de 12 horas, recebendo
racdo balanceada e agua a vontade. Antes dos experimentos, os animais foram aclimatados no
ambiente do laborat6rio no minimo 24 horas antes do experimento. Os animais foram mantidos em
jejum 8 horas antes do inicio de cada experimento. Os procedimentos foram aprovado pela Comissao
de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE (N° 23076.030375/2014-20).

4.8.2 Solubilizacéo dos extratos

Para o0s experimentos in vivo, os extratos EHMP e EAMP foram diluidos em salina com 5 %

de tween 80 (veiculo) e o extrato EMMP foi diluido em solucéo salina (0,9 % NacCl).

4.8.3 Determinacao da toxicidade aguda

Este experimento foi realizado segundo a metodologia proposta pelo Guia 423 da
Organization for Economic Co-operation and Development (OECD, 2001). Este protocolo estabelece
doses fixas de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg, iniciado com a dose mais propensa a causar mortalidade.
Ocorrendo a morte de 0-1 animal até o 14° dia, repete-se a dose administrada em outros trés animais.
Se houver o 6bito de 2-3 animais, 0 experimento seria realizado com doses sequenciais menores até
possibilitar estimativa de uma faixa de DL50, conforme os padrdes da Globally Harmonised System
(GHS). Grupos compostos por trés camundongos fémeas receberam via oral o veiculo e 0s extratos
EHMP, EAMP e EMMP na dose de 2000 mg/kg. Os animais foram observados pelo método de
screening hipocratico por uma hora ap6s a administracdo oral. Os parametros comportamentais
observados foram: agitacdo, atividade motora, locomogéo, resposta ao toque, piloerecdo, ptose,
cianose, movimentos estereotipados, sonoléncia, frémito vocal, ataxia, contor¢fes, agressividade,
convulsdes, miccgdo, defecacdo, diarreia (MALONE; ROBICHAUD, 1962). Durante 14 dias
seguintes foram mensurados o consumo de agua, racéo e peso corporal. No ultimo dia de observacao,
os animais foram anestesiados com Tiopental (5 mg/kg) para coleta de sangue por puncéo cardiaca

para analise hematoldgica. Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, as visceras
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foram observadas macroscopica e 0s 6rgdos figado, rim e baco foram pesados para calculo do indice

dos 6rgaos.

4.8.4 Determinacao da atividade anti-inflamatoria

4.8.4.1 Determinacdo da migracdo leucocitaria pelo método de bolséo de ar

Este método foi realizado segundo Romano et al. (1997) modificado por Guerra et al. (2011).
A bolsa de ar foi formada pela injecdo subcutanea de 2,5 mL de ar estéril na regido dorsal dos
camundongos no dia 0, uma segunda injecdo de ar estéril (2,5 mL) foi aplicada trés dias depois. No
sexto dia, grupos de cinco camundongos machos receberam por via oral EHMP, EAMP e EMMP nas
doses de 30, 100, e 300 mg/kg; indometacina (10 mg/kg) ou veiculo. Uma hora apos o tratamento, a
inflamacdo foi induzida pela injecdo de 1 mL da solucdo de carragenina a 1% (Sigma, EUA) na
cavidade do bolsdo de ar. Ap6s 6 h, os animais foram eutanasiados em cadmara de CO», as bolsas
foram lavadas com 3 mL de solucdo tampdo fosfato contendo 3 uMol de EDTA. A contagem de
leucdcitos polimorfunucleares foi realizada em contador hematoldgico ABX Micros 60 (HORIBA,
Kyoto, Japao). O extrato com melhor resultado nesse experimento foi escolhido para realizacdo dos

experimentos anti-inflamatérios.

4.8.4.1.1Quantificacdo dos niveis de TNF-a e IL-1p

Os exsudatos coletados do bolséo de ar foram centrifugados por 10 minuto a 3000 rpm, 0s
sobrenadantes foram armazenados a -20°C para a determinacdo dos niveis de citocinas. A
quantificacdo dos niveis de TNF-o e IL-1p foi realizado pela técnica de ELISA sandwich usando kits
especificos para camundongos de acordo com as instrucdes do fabricante (eBioscience, San Diego,

California, USA). O limite de menor detecgédo deste ensaio foi de 10 pg/mL.

4.8.4.2 Avaliagdo do efeito antiedematogénico em modelo de edema de pata induzido por

carragenina

Grupos de cinco ratos machos foram tratados por via oral com EAMP e EMMP nas doses de
30, 100 e 300 mg/kg, indometacina (10 mg/kg) ou veiculo 1 h antes da injecdo da carragenina. O
edema foi induzido pela injecdo de 0,1 mL de carragenina a 1% na regido subplantar da pata posterior
direita (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962). O volume da pata foi medido nos intervalos de 0, 1, 2, 3,
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4 h ap0s a injecdo de carragenina utilizando um pletismoémetro (Ugo Basile). Os resultados foram

expressos como a diferenca entre o volume final da pata a cada tempo (V) e o volume inicial (Vi).

4.8.4.3 Avaliacdo do aumento da permeabilidade vascular induzida por acido acético a 1%

Camundongos machos foram tratados por via oral com EAMP e EMMP nas doses de 30, 100,
e 300 mg/kg), indometacina (10 mg/kg) ou veiculo. Os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal com 0,3 mL de uma solucéo associada de cetamina a 10% e xilazina a 2% na proporc¢éo
de 2:1. Imediatamente, 0s animais receberam 0,2 mL de azul de Evans 1% no plexo-orbital (Sigma,
St. Louis, Missouri, USA). Uma hora apés a o tratamento oral, 0,5 mL de acido acético a 1% foi
injetado por via intraperitoneal. Apos trinta minutos, os animais foram eutanasiados em cadmara de
COa.. A cavidade intraperitoneal foi lavada com 2 mL de solucéo salina (0,9% NaCl). O exsudato foi
centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi distribuido em triplicata em placa de
96 pocos. A absorbancia das amostras foram medidas a 630 nm em leitor de placas e a concentragao
de azul de Evans foi calculada usando uma curva padréo deste corante (YESILADA et al., 1988).

4.8.5 Determinacdo da atividade hepatoprotetora contra intoxicacdo com acetaminofeno

Camundongos machos foram divididos em sete grupos de cinco animais e foram pré-tratados
por via oral durante sete dias consecutivos com EMMP nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, silimarina
(200 mg/kg) e salina (9% NaCl), como descrito abaixo. No oitavo dia, os camundongos receberam
por gavagem acetaminofeno (250 mg/kg), exceto os grupos controle salina e EMMP satélite
(MAMAT et al., 2013). Ap6s 12 horas, os animais foram anestesiados com tiopental (5 mg/kg) e o
sangue foi coletado por puncéo cardiaca, centrifugado a 4000 rpm por 10 minuto. O soro obtido foi
analisado em BIO 2000 (BIOPLUS, Sdo Paulo, Brasil) utilizando kits bioquimicos Labtest (Sao
Paulo, Brasil) para os seguintes parametros: alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (ALP). Apds a eutanésia, um lobulo hepético de cada

animal foi conservado em formalina tamponada a 10% para posterior analise histolégica.

Grupo | — Controle negativo: solugéo salina (10 mL/kg) + acetaminofeno (250 mg/kg)
Grupo Il — Controle salina: solucdo salina (10 mL/kg) — ndo recebeu acetaminofeno
Grupo 111 - EMMP (30 mg/kg) + acetaminofeno 250 mg/kg

Grupo IV — EMMP (100 mg/kg) + acetaminofeno (250 mg/kg)

Grupo V — EMMP (300 mg/kg) + acetaminofeno (250 mg/kQ)

Grupo VI — EMMP satélite (300 mg/kg) — ndo recebeu acetaminofeno
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Grupo VII — Controle positivo silimarina (200 mg/kg) + acetaminofeno (250 mg/kg)

4.8.6 Determinacao da toxicidade subcrdnica em camundongos

Quatro grupos com 10 camundongos (5 fémeas e 5 machos) receberam por via oral solucéo
salina ou EMMP nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg durante 30 dias. Os animais foram avaliados
diariamente para o consumo de agua, racdo, peso corporal e mortalidade (OLIVEIRA et al., 2013).
Ao trigésimo dia do experimento, os camundongos foram anestesiados com tiopental (5 mg/kg), e o
sangue foi coletado em tubos contendo EDTA e analisadas em contador hematoldgico de células
ABX micros 60 (HORIBE, Kyoto, Japao). No teste bioquimico, o sangue foi coletado em tubos com
ativador de coagulo e centrifugados a 4000 rpm por 5 minutos. O soro obtido foi analisado em BIO
2000 (BIOPLUS, Séo Paulo, Brasil) utilizando kits bioquimicos Labtest (Sdo Paulo, Brasil) para 0s
seguintes parametros: glicose, proteinas totais, triglicérides, colesterol total, alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), creatinina, uréia e fosfatase alcalina (ALF). Para a analise
histologica, amostras do figado, bago e rins dos animais foram fixados em formalina tamponada a
10%. Apos a desidratacdo dos tecidos em banhos sucessivos de alcool e diafanizagdo com xilol, as
pecas foram incluidas em parafina. Cortes de 5um de espessura foram colhidos em laminas e coradas
em hematoxilina e eosina. As fotomicrografias foram obtidas em scanner de laminas Pannoramic
Desk Scanner (3DHistech, Budapeste, Hungria) equipado com o programa Pannoramic Viewer
(3DHistech).

4.8.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + D.P. As diferencas entre os grupos foram
determinadas através da Analise de Variancia (ANOVA —uma via), seguida pelo teste de Bonferroni,
exceto 0 modelo de edema de pata que foi avaliado através de ANOVA - duas vias. Os resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e

****p < 0,0001. As analises foram feitas utilizando o programa GraphPad Prism 6.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PERFIL FITOQUIMICO POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

As analises cromatogréaficas dos extratos de M. prasina revelaram a presenca de cumarinas,
terpenos e taninos em todos 0s extratos, e auséncia de saponinas (Tabela 3). Antraquinona e
flavonoides foram detectados em EAMP e EMMP, e alcaloide foram detectados apenas no EMMP.
Leite (2016) investigou o perfil fitoquimico por CCD com sete espécies de Miconia revelou a
presenca de terpenoides no extrato hexanico, cumarinas no extrato acetato de etila, flavonoides e
taninos nos extratos metanolicos. Estudos fitoquimicos de espécies da familia Melastomataceae
identificaram diversos metabdlitos secundarios como flavonoides (quercetina, miricetina e
kaemferol), triterpenos (acido ursélico, acido oleandlico e acido arjundlico), cumarinas e esterois
(sitosterol, estigmasterol) (SERNA; MARTINEZ, 2015; CREVELIN et al., 2006; CELLOTTO et al.,
2003; MACARI et al., 1990).

Tabela 3 — Perfil fitoquimico dos extratos de Miconia prasina por CCD.

Classe quimica EHMP EAMP EMMP
Alcaloide - - +
Antraquinona - + +
Cumarinas + + +
Flavonoides - + +
Taninos + + +
Terpenos + + +
Saponinas - - -

(-) auséncia; (+) presenca. EHMP: Extrato hexanico de M. prasina; EAMP: Extrato acetato de etila de M. prasina; EMMP:
Extrato metandlico de M. prasina.

5.2 DOSEAMENTO DE FENOIS TOTAIS, TANINOS, FLAVONOIDES E CUMARINAS

O EMMP apresentou maior teor de fenois totais e taninos em relacdo aos EHMP e EAMP
(Tabela 4). A maioria dos constituintes quimicos relatados na familia Melastomataceae pertencem a
compostos polifendlicos, com uma maior ocorréncia de taninos hidrolisaveis (SERNA; MARTINEZ,
2015). O EAMP apresentou maior teor de flavonoides, enquanto que o EHMP apresentou maior teor
de cumarina. Estudos fitoquimicos das folhas de M. albicans e M. cabucu identificaram 0s
flavonoides quercetina, rutina, kampferol e miricetina (PIERONI et al., 2008; RODRIGUES et al.,

2007). A composi¢do quimica encontrada esta de acordo com outras espécies do género.
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Tabela 4 — Teor de fendis totais, taninos, flavonoides e cumarina nos extratos de M. prasina.

Extratos Fenois Totais Taninos Flavonoides Cumarina
(mg EAT/Q) (mg EAT/g) (mg ER/Q) (mg EC/qg)
EHMP 46,24 £ 0,76 14,17 + 1,16 ND 470,29 + 0,45
EAMP 97,56 + 7,49 51,37 £ 4,25 287,31 £ 5,58 372,01+17,81
EMMP 139,31 £+ 8,69 77,44 £ 7,05 16,91 + 1,63 250,30 £ 7,45

ND: ndo determinado; mg EAT/g - miligramas equivalentes de &cido tanico / g de extrato; mg ER/g - miligramas
equivalentes de rutina / g de extrato; mg EC/g - miligramas equivalentes de cumarina / g de extrato. EHMP: Extrato
hexanico de M. prasina; EAMP: Extrato acetato de etila de M. prasina; EMMP: Extrato metanélico de M. prasina.

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELOS METODO DPPH, ABTS, COMPLEXO
FOSFOMOLIBDENIO E FRAP.

A atividade antioxidante dos extratos de M. prasina pelos métodos DPPH, ABTS, complexo
de fosfomolibdénio e FRAP estdo na Tabela 5. DPPH e ABTS sdo métodos baseados no sequestro
de radicais pela substancia doadora de préton, a reacdo é seguida por uma alteracdo mensuravel na
espectrofotometria (FLOEGEL et al., 2011). O EMMP apresentou a maior capacidade de sequestro
de radicais livres (CEso 7,94 £ 0,04 pg/mL), seguido pelo EAMP (ECso 34,04 £ 1,58 pg/mL). O
EHMP ndo apresentou atividade antioxidante (DPPH CEsp > 500 pug/mL). O acido ascérbico utilizado
como controle positivo demonstrou CEso 4,82 £ 0,06 pg/mL. A atividade de eliminagéo de radicais
ABTS foi maior para 0 EMMP (55,47 + 6,49%); seguido pelo EHMP (42,35 % 3,02%) e EAMP
(39,33 £ 0,13%). Pieroni et al. (2011) e Mosquera et al. (2009) demostraram que 0s extratos
metanolicos de M. lehmannii, M. aeruginosa e M. albicans possuem atividade antirradicalar pelo
método DPPH. Flavonoides isolados de M. alypifolia apresentaram atividade antioxidante pelo
sequestro de radicais ABTS (MANCINI et al., 2008).

A capacidade antioxidante total (CAT) é um ensaio espectrofotométrico baseado na reducao
do molibdénio (VI) a molibdénio (V) pela acdo de uma substéncia antioxidante com a subsequente
formacdo do complexo fosfato/molibdénio (V) com coloracdo verde (PRIETO et al., 1999). A
capacidade antioxidante total foi maior em EAMP (72,72 + 1,23%), seguido pelo EMMP (67,28 +
5,67%) e EHMP (50,30 * 2,69%).

O metodo FRAP se baseia na reducdo do complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) féerrico,
de [Fe3* -(TPZT),] 3" para [Fe** -(TPZT)2] ?*, o qual apresenta colorac&o azul intensa em meio acido
(pH 3,6) (BENZIE; STRAIN, 1996). EHMP e EAMP apresentaram baixo poder de reducéo do Fe*?,

enquanto que EMMP apresentou alto nivel de sulfato de ferro.
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Tabela 5 — Atividade antioxidante dos extratos de M. prasina pelo método DPPH, ABTS,
Fosfomolibidénio e FRAP.

Extratos DPPH ABTS* Fosfomolibdénio FRAP
ECso (ng/mL) (%) (% CAT) (1 FeSO4/mg de
extrato)
EHMP > 500 42,35 + 3,02 50,30 = 2,69 2,66 £ 0,09
EAMP 34,04 +1,58 39,33+£0,13 72,72 £1,23 3,35+ 0,67
EMMP 7,94 £ 0,04 55,47 + 6,49 67,28 + 5,67 15,86 + 0,92
Trolox - 64,20 £ 0,10 - 24,70 £ 0,41

Acido Ascoérbico 4,82 + 0,06 - - i

Valores de CEsp foram obtidos a partir da andlise de regressdo linear, com 95% de nivel de confianga.Valores em médias
+ desvio padrdo. FRAP: Poder antioxidante de reducdo do Ferro. % CAT: Porcentagem da capacidade antioxidante total.
EHMP: Extrato hexanico de M. prasina; EAMP: Extrato acetato de etila de M. prasina; EMMP: Extrato metandlico de
M. prasina.

Todos os extratos de M. prasina apresentaram atividade antioxidante, contudo analisando os
resultados obtidos pelos quatro métodos antioxidantes, verifica-se que o EMMP apresentou maior
capacidade de sequestro de radicais livres e poder redutor do ferro. Ao comparar os resultados do teor
de fendis totais com a atividade antioxidante dos extratos de M. prasina foi possivel observar que o
maior conteddo de compostos fendlicos no EMMP resultou em um aumento na atividade
antioxidante.

Os compostos fendlicos, representados principalmente por taninos e flavonoides, destacam-
se como 0s principais grupo de antioxidantes naturais, pois atuam como sequestradores eficientes de
radicais livres, doadores de atomos de hidrogénios ou elétrons e quelantes de metais. Estas
caracteristicas desempenham papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e
quelacdo de metais de transicéo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo
oxidativo (PYRZYNSKA,; BIESAGA, 2009; BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

5.4 TOXICIDADE AGUDA

Na avaliacdo da toxicidade ndo foram detectadas alteracdes na atividade geral, consciéncia,
coordenacao motora, tbnus muscular e reflexos ap6s a administracdo dos extratos de M. prasina. Nao
houve a ocorréncia de morte durante o experimento, nem mudancgas nos parametros fisioldgicos
observados (Tabelas 6). Os 6rgéos, figado, rim e bago ndo mostraram alteracbes macroscopicas, nem
no indice dos orgaos das mesmas visceras. Nenhum dos extratos alterou os parametros hematologicos

apos 14 dias da administracdo (Tabela 7).
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Tabela 6 — Efeito toxico da administracdo oral dos extratos de M. prasina.

Consumo diario Peso(Q) indice dos 6rgaos (mg/g)
Grupo

Racdo (g) Agua (mL) Inicial Final Figado Rim Baco

Controle 17,3+2,23 28,6+5,69 27,8+1,33
EHMP  189+241 279+437 273+065 3156%+198 536+367 52+020 52+1,07

31,8+215 57,1+574 52+050 6,2+1,16

EAMP 165+2,78 268+421 282+0,75 3158+140 585%+421 55+040 6,4+0,52

EMMP 172+380 30,0+480 28,7+180 319+254 625+453 54+030 6,2+1,03

Valores expressos em média £ DP. (N = 6). ANOVA uma via, teste de Bonferroni. EHMP: Extrato hexanico de M.
prasina; EAMP: Extrato acetato de etila de M. prasina; EMMP: Extrato metandlico de M. prasina.

A avaliagdo da toxicidade aguda é uma metodologia amplamente empregada para verificar e
classificar substancias quanto a sua capacidade de provocar danos e letalidade aos organismos vivos
(VALADARES, 2006; ZATTA et al., 2009). De acordo com a metodologia empregada, 0s extratos
de M. prasina ndo produziram sinais de intoxicacdo e nem alteracdes comportamentais, fisioldgicas
ou hematoldgicas. O valor da DL50 para a administracdo oral destes extratos foi estimado em maior

que 2000 mg/kg, enquadrando-se na Categoria 5 de toxicidade segundo a OECD (2001).

Tabela 7 — Efeito dos extratos de M. prasina sobre parametros hematoldgicos.

Parametros Controle EHMP EAMP EMMP

Hemacias (10%/mm?3) 7,8+0,78 7,4+0,70 8,8 £0,80 8,8x+0,72
Hemoglobina (g/dL) 126+1,13 10,6 = 0,69 11,7+ 0,92 129+1,02
Hematdcrito (%) 36,2+2,72 36,0 £ 3,62 39,2 +4,43 34,6 £2,84
VCM (ug) 48,5+ 1,43 47,2 2,04 47,2 +1,94 48,6 + 1,57
HCM (pg) 152 +1,43 1477 +1,03 139+1,14 13,3+1,15
CHCM (%) 30,8 £2,53 31,1+2,53 29,6 + 2,48 35,6 + 3,69
Leucdcitos (103 /mm?q) 8,0 + 0,55 7,2+0,90 7,9+0,81 8,8+0,72

Valores expressos em média = D.P. (n=5). ANOVA uma via, teste de Bonferroni. HCM - Hemoglobina corpuscular
média; CHCM - Concentragdo da hemoglobina corpuscular; VCM - Volume corpuscular médio. Ndo houve diferenca
significativa entre os grupos tratados e o controle. EHMP: Extrato hexanico de M. prasina; EAMP: Extrato acetato de
etila de M. prasina; EMMP: Extrato metanélico de M. prasina.

5.5 DETERMINACAO DA MIGRACAO LEUCOCITARIA PELO METODO DE BOLSAO DE
AR

Os extratos de M. prasina nas doses 30, 100 e 300 mg/kg reduziram a migracao de leucdcitos
para a bolséo de ar (Tabela 8), principalmente 0 EMMP, que obteve a maior porcentagem de inibicéo

na dose de 300 mg/kg (74%). A indometacina inibiu a migracao celular para a cavidade do bolsdo em
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84 %. O modelo de bolséo de ar induzido por carragenina é caracterizado pela formacdo de uma
membrana fina constituida por fibroblastos, macréfagos e mastdcitos (EDWARDS; SEDGWICK;
WILLOUGHBY, 1981, SIN; SEDDGWICK; WILLOUGHBY, 1986), com infiltragdo
polimorfonuclear e liberacdo de farmacos pro-inflamatérios tais como a PGE2, a IL-6, a IL-1 e TNF-
a. Este modelo tem sido amplamente utilizado para a pesquisa de farmacos antiartriticos (SEDWICK;
LEES, 1986).

Tabela 8 — Efeito dos extratos de M. prasina sobre a migracéo celular em bolséo de ar.

Grupo Dose Migracéo Celular Inibicéo (%)
(mg/kg) (10% / mm?d)

Controle - 17,7 +1,07 -

EHMP 30 9,42 £ 0,90 **** 47
100 7,12 £ 0,64 **** 60
300 6,52 + 0,64 **** 63

EAMP 30 8,02 + 0,49 **** 55
100 6,54 + 0,34 **** 63
300 5,44 + (0,59 **** 69

EMMP 30 9,16 £ 0,67 **** 48
100 6,57 £ 0,69 **** 63
300 4,66 + 0,30 **** 74

Indometacina 10 2,88 £ 0,54 **** 84

Valores expressos em média = DP. (N = 5). ****p < 0,0001 vs Controle. ANOVA uma via, teste de
Bonferroni. EHMP: Extrato hexanico de M. prasina; EAMP: Extrato acetato de etila de M. prasina;
EMMP: Extrato metandlico de M. prasina.

5.6 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE TNF-o E IL-1B

EHMP, EAMP e EMMP na dose de 300 mg/kg e a indometacina ndo reduziram os niveis de
TNF-a, porém reduziram os niveis de IL-1p (Figura 6). A IL-1 3 € um componente importante das
respostas inflamatorias e imunes. A IL-1p atua sinergicamente com TNF-a aumentando a expressao
de moléculas de adesdo em células endoteliais, promovendo a diapedese de leucdcitos na resposta
inflamatdria aguda; a liberagéo do conteudo especifico dos granulos de neutréfilos humanos, a sintese
de outra interleucina por mondcitos e induz a producgéo de varias enzimas, tais como a fosfolipase

A2, a COX-2 e a iNOS, levando a liberacdo de PGE2 e NO, o que contribui para respostas
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inflamatdrias locais e sisttmicas (GABAY; LAMACCHIA; PALMER, 2010; MOURA;
POMERANTZEFF; GOMES, 2001).

Figura 6— Efeito dos extratos de M. prasina sobre os niveis de citocinas no exsudato inflamatorio
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Dados representam média £ DP, (N=5); ****p<0,0001 v.s Controle. ANOVA uma via seguido do teste de Bonferroni.
EHMP: Extrato hexanico de M. prasina; EAMP: Extrato acetato de etila de M. prasina; EMMP: Extrato metandlico de
M. prasina.

5.7 EFEITO ANTIEDEMATOGENICO EM MODELO DE EDEMA DE PATA INDUZIDO
POR CARRAGENINA

O pré-tratamento com 0 EAMP nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg reduziram o volume do
edema induzido por carragenina, destacando-se a dose de 300 mg/kg que apresentou atividade similar
a indometacina na primeira (62 %) e segunda (70 %) hora ap6s a inducdo da inflamacdo. O EMMP
nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg reduziram o volume do edema induzido por carragenina a 1%
(Tabela 9). Na primeira hora, todas as doses apresentaram atividade similar a indometacina. Contudo,
somente a dose de 300 mg/kg atuou semelhante a indometacina em todas as medicgdes.

A inflamacéo induzida por carragenina na pata do rato representa um modelo classico de

formacédo de edema e hiperalgesia, que tem sido amplamente utilizado no desenvolvimento de



53
farmacos anti-inflamatorios nao esterdides (GUAY et al., 2004). O desenvolvimento de edema
induzido por carragenina € um modelo bifasico, com a atuacdo de varios mediadores para produzir a
resposta inflamatéria (VINEGAR; SCHREIBER; HUGO, 1969). Na primeira fase (0-1 h) ocorre a
liberacdo de histamina, serotonina e bradicinina (DI ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971), que
promovem vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. A fase secundaria (ap6s 1 h) esta
correlacionada com a ativagdo da COX-2 levando a uma elevada producédo de PGE> (SEIBERT et al.,
1994, DI ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971). Esta fase envolve também a infiltracdo de
neutrofilos e a liberacdo de outros mediadores importantes, tais como TNF-a, IL-1p e NO (MORRIS,
2003, SALVEMINI et al., 1996, VINEGAR; SCHREIBER; HUGO, 1969). Nossos resultados
mostraram que os EAMP e EMMP foram eficazes na reducdo do edema de pata nas duas fases da
inflamacdo induzidas pela carragenina. Com base nesta observacdo, o efeito anti-inflamatério
demonstrado pelos extratos podem ser atribuido a inibicdo da liberacdo de mediadores pro-

inflamatorios, tais como histamina, prostaglandinas, IL-1p ¢ NO.

Tabela 9 — Efeito de EAMP e EMMP sobre edema de pata induzido por carragenina em ratos

Grupo Dose Volume do edema de pata (mL)
(mg/kg) 1h 2h 3h 4h
Controle - 0,45+ 0,08 0,94 +£0,10 1,38 + 0,06 1,34 +0,11
EAMP 30 0,32 +0,03 0,83+0,09 1,07 £ 0,10**** 0,99 £ 0,09****
(29%) (12%) (22%) (26%)
100 0,30 £ 0,04* 0,64 £ 0,09**** 0,93 £ 0,12%*** 0,86 £ 0,10****
(33%) (32%) (33%) (36%)
300 0,17 £ 0,02%***# 0,28 + 0,05%***# 0,76 £ 0,06**** 0,65 £ 0,08****
(62%) (70%) (45%) (51%)
EMMP 30 0,22 + 0,02%***# 0,45 + 0,07**** 0,71 £ 0,12%*** 0,63 £ 0,07****
(51%) (52%) (49%) (53%)
100 0,16 £ 0,01***** 0,35 £ 0,03***** 0,60 £ 0,06**** 0,51 £ 0,07****
(64%) (63%) (57%) (62%)
300 0,13 + 0,06***** 0,30 £ 0,07***** 0,48 + 0,02%***# 0,50 * 0,08%****#
(71%) (68%) (65%) (62%)
Indometacina 10 0,11 £ 0,02%*** 0,27 £ 0,06**** 0,42 £ 0,07**** 0,52 £ 0,01****
(75%) (71%) (70%) (61%)

Dados representam média + DP volume do edema (mL) nos tempos de 1, 2, 3 e 4 horas apds a injecdo de carragenina a
1%. (N=5); *p<0,05, ****p<0,0001 v.s Controle. # - ndo significantivo v.s indometacina. ANOVA duas vias seguido do
teste de Bonferroni. EAMP: Extrato acetato de etila de M. prasina; EMMP: Extrato metanolico de M. prasina.
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5.8 AUMENTO DA PERMEABILIDADE VASCULAR INDUZIDA POR ACIDO ACETICO

O pré-tratamento com o EAMP inibiu 0 aumento da permeabilidade vascular induzida por
acido acético (Figura 7). A dose de 300 mg/kg do EAMP (72 %) demonstrou atividade similar a
indometacina (64 %). Os grupos tratados com EMMP reduziram significativamente a exsudacdo do
corante azul de Evans para cavidade intraperitoneal (Figura 8). O extrato metandlico nas doses de
100 (23 %) e 300 mg/kg (69 %) atuaram semelhante a indometacina (64%).

Figura 7 — Efeito do EAMP sobre o0 aumento da permeabilidade vascular induzida por acido
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Dados representam média + DP do extravasamento do corante azul de Evans (pug/mL) 30 minutos apo6s a injegdo de &cido
acético a 1%. (N=5); ****p<0,0001 v.s Controle. * - ndo significantivo v.s indometacina. ANOVA uma via seguido do
teste de Bonferroni. EAMP: Extrato acetato de etila de M. prasina.

Corroborando com os resultados anteriores, 0 EAMP e EMMP inibiram o aumento da
permeabilidade vascular induzida pelo acido acético. O acido acético provoca uma inflamacéo
exsudativa iniciada pela liberacdo de mediadores enddgenos como prostaglandinas, histamina,
bradicinina e serotonina, além de estimular as terminagdes nervosas diretamente pela reducdo do pH
(FRANCA et al., 2001, GUO et al., 2008). A inibicdo destes mediadores contribuem para reduzir a
vasodilatacdo, a permeabilidade vascular, a formagédo do edema e inibe a migracao de neutrofilos para
o sitio inflamatorio (WHITTLE, 1964).
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Figura 8- Efeito do EMMP sobre 0 aumento da permeabilidade vascular induzida por acido acético
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Dados representam média + DP do extravasamento do corante azul de Evans (ug/mL) 30 minutos apo6s a injegao de &cido
acético a 1% (N=5); ***p<0,001, ****p<0,0001 v.s Controle. # - ndo significantivo v.s indometacina. ANOVA uma via
seguido do teste de Bonferroni. EMMP: Extrato metandlico de M. prasina.

5.9 ATIVIDADE HEPATOPROTETORA CONTRA INTOXICACAO COM
ACETAMINOFENO

O figado é um drgdo importante no metabolismo e desintoxicacdo de diversas substancias
(STARR; HAND, 2002). Apesar de sua capacidade regenerativa, exposi¢cdes continuas a
xenobidticos, poluentes ambientais e agentes quimioterapicos podem superar 0s mecanismos naturais
de protecdo do figado, levando ao mal funcionamento e a lesdes (ARHOGHRO et al., 2009). Durante
a biotransformacdo do farmaco nos hepatdcitos ha a formacgdo continua de radicais livres. Estas
moléculas instaveis reagem rapidamente com outras moléculas, acarretando na peroxidacao lipidica,
oxidacdo de proteinas, rupturas de cadeias de DNA e modulacédo da expressdo génica (MCCORD,
2000). Evidéncias experimentais mostram que esses radicais livres estdo envolvidos em doengas
hepéticas e tambem podem levar a aterosclerose, cancer, acidente vascular cerebral, asma e artrite
(LIAO; YIN, 2000; HIKINO; KIS0, 1988). Plantas sdo fontes ricas em moléculas com potencial de
neutralizar os radicais livres e inibir a sua producdo. E um fato bem estabelecido que o mecanismo
hepatoprotetor de certos farmacos esta relacionado com a sua capacidade antioxidante pois eliminam
os radicais livres e espécies reativas de oxigénio (AHMADI et al., 2011).

Para avaliar a atividade hepatoprotetora de M. prasina foi escolhido o extrato com melhor
atividade antioxidante e anti-inflamatéria. Os dados na tabela 10 mostram que 12 h apds a
administracdo de acetaminofeno os camundongos desenvolveram dano hepatocelular, isto foi

observado pelo aumento significativo na atividade sérica das enzimas ALT, AST e fosfatase alcalina.
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A elevacdo dos niveis séricos de transaminases (AST e ALT) e fosfatase alcalina sdo indicadores de

dano hepatico, uma vez que estas estdo normalmente localizadas no citoplasma e séo liberadas na
circulacdo sanguinea apos leséo celular (COUTO et al., 2008).

O pré-tratamento com EMMP (30, 100 e 300 mg/kg) ndo reduziu os niveis séricos de ALT,

AST e fosfatase alcalina em comparacdo ao grupo controle negativo. A silimarina (200 mg/kg)

reduziu os niveis das enzimas hepéaticas indicando efeito hepatoprotetor. Para avaliar a

hepatotoxicidade do EMMP, os grupos controle salina e EMMP satélite ndo receberam

acetaminofeno. O EMMP satélite apresentou niveis de enzimas hepéticas semelhante aos niveis do

grupo controle salina. Estes resultados comprovam que o extrato metandlico nao induziu toxicidade

hepética quando administrado por 7 dias na dose de 300 mg/kg.

Tabela 10 - Efeitos de EMMP sobre enzimas hepaticas na hepatotoxicidade induzida por
acetaminofeno.

Grupos Dose AST ALT ALF
(mg/kg) (U/L) (U/L) (U/L)

Controle negativo - 238,2 + 15,20 118,0 £ 16,23 238,4 + 26,49
Controle salina - 116,0 £ 12,57**** 61,2 + 4,54**** 153,8 + 13,7****
EMMP 30 231,2 + 38,54 104,7 + 9,24 221,6 + 35,43

100 218,6 + 26,46 100,5 + 7,89 233,3 £ 22,59

300 226,0 £ 6,52 104,5 6,35 230,4 + 20,01
EMMP satélite 300 125,5 + 14,69***** 545 + 4,18****% 157 2 + 12 97***#
Silimarina 200 180,3 + 17,04** 90,0 + 6,63**** 182,6 + 12,88*

Dados representam média + DP dos niveis séricos de enzimas hepéticas 12 h apds a inducdo de toxicidade por
acetaminofeno (250 mg/kg). (N=6) * p <0,05; *** p <0,001; ****P<0,0001 v.s controle negativo. # - ndo significativo
v.s controle salina. ANOVA uma via seguido do teste de Bonferroni. AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina
aminotransferase e ALF: fosfatase alcalina. EMMP: Extrato metandlico de M. prasina.

A analise histopatoldgica do figado dos grupos controle salina e EMMP satélite apresentou
arquitetura hepatica normal com células hepaticas distintas, espacos sinusoidais e veia central normais
(Figuras 9A e 9B). O grupo controle negativo induzido com acetaminofeno apresentou alteragdes
histopatoldgicas severas, como necrose hepética centrilobular, vacuolizagao citoplasmaética, ndcleo
picnatico, estreitamento de capilares sinusoidais e arquitetura dos hepatécitos desorganizada (Figura
9C). EMMP nas doses de 100 e 300 mg/kg ndo evitou estas alteragdes histopatoldgicas associadas a

hepatotoxicidade induzida pelo acetaminofeno (Figura 9E e 9F).
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O pré-tratamento com silimarina (200 mg/kg) preservou a arquitetura normal dos hepatdcitos

e reduziu os sinais de danos hepaticos (Figura 9D). Silimarina é 0 nome genérico de um grupo de

compostos naturais (silibina, silidianina e silicristina) extraida do fruto e sementes de Silybum

marianum com utilizado no manejo da doenca hepatica e falhas hepaticas induzidas por toxina
(SCORTICATI et al., 2004).

Figura 9 — Efeito da toxicidade hepética induzida por acetaminofeno em camundongos

Fotomicrografia hepatica de camundongos submetidos a intoxicacdo com acetaminofeno (250 mg/kg), HE, 20X. (A)
Controle salina; (B) EMMP satélite; (C) Controle negativo; (D) Silimarina 200 mg/kg; (E) EMMP 100 mg/kg; EMMP
300 mg/kg. VC: vacuolizacdo citoplasmatica; N: nicleo com picnose. EMMP: Extrato metanélico de M. prasina.

A hepatotoxicidade induzida pelo acetaminofeno ocorre através de uma reacdo de
biotransformacédo que forma o metabolito reativo N-acetil-p-benzoquinonaimina (NAPQI) através da
ativagdo do citocromo P450 do sistema oxidase. O metabolito é normalmente desintoxicado atraves
de uma reagdo de conjugacdo com a glutationa reduzida (GSH). No entanto, em altas doses de
acetaminofeno, os niveis de NAPQI aumentam esgotando os niveis de GSH. Posteriormente, 0s

grupos sulfidrilo de proteinas hepaticas podem reagir com o metabdlito reativo, resultando em
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necrose hepatica (JAESCHKE; MITCHELL, 1989; LASKIN; PILARO,1986). A degeneracédo

hepatocelular e a necrose também estéo associadas a marcadores enzimaticos elevados, como alanina
ALT e AST, que indicam hepatotoxicidade (CIGREMIS; TUREL; ADIGUZEL, 2009).

Os extratos brutos s@o constituidos por uma variedade de compostos que podem afetar o0s
sistemas bioldgicos através de interagdes com multiplos alvos celulares. Estes compostos podem
apresentar sinergismo, aumentando o efeito farmacoldgico. No entanto, a mistura de diferentes
compostos também pode levar a efeitos inibitorios, onde um componente pode reduzir a atividade
bioldgica do outro (HAMMER et al., 2007).

O EMMP mostrou atividade antioxidante in vitro, no entanto, ndo impediu a hepatotoxicidade
induzida por acetaminofeno. Os resultados sugerem que EMMP pode ter componentes antagonistas
que reverteram os efeitos antioxidantes no modelo in vivo. Contudo, devem ser realizados estudos

adicionais para identificar o composto ativo responsavel pela atividade antioxidante do EMMP.

5.10 EFEITO DA TOXICIDADE SUBCRONICA EM CAMUNDONGOS.

A administracdo oral do EMMP néo causou mortalidade em nenhum dos grupo ao longo do
periodo experimental. Igualmente, nenhuma alteracdo em relacdo ao screening hipocratico foi
observada, sendo o comportamento do grupo tratado semelhante ao do grupo controle em todas as
doses testadas. O screening hipocréatico fornece uma estimativa geral de natureza farmacoldgica e
toxicoldgica de uma substancia sobre o estado de consciéncia e disposicao, atividade e coordenacao
motora, reflexos, atividade do sistema nervoso central e autbnomo (LUCIO et al., 2000; MALONE;
ROBICHAUD, 1962).

A toxicidade sistémica de uma substancia também pode ser avaliada por meio da reducdo nos
consumos de agua e racdo, em conjunto com as alteracbes no peso corporal, alteracGes
comportamentais, méa condicdo de pelagem e apatia (ROCHA et al., 2012; GONZALEZ; SILVA,
2003; MELO, 2001). O grupo com as fémeas tratadas com EMMP na dose de 300 mg/kg apresentou
reducao no consumo de ragédo (Figura 10), contudo o consumo de agua e o ganho de peso nao foram

alterados (Figura 11). Os demais grupos ndo apresentaram mudangas no consumo de ragao e agua.
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Figura 10 - Efeito da administracdo oral EMMP sobre 0 consumo de ragdo e agua.
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Os valores sdo expressos como a média do consumo de racdo e dgua + DP. * p <0,05 v.s Controle. ANOVA uma via
seguido pelo teste de Bonferroni. EMMP: Extrato metandlico de M. prasina.
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Figura 11 - Peso corporal médio de camundongos machos e fémeas administrados com EMMP
durante 30 dias.
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Os valores sdo expressos como a média do peso corporal para a semana £ DP (n = 5). ANOVA uma via seguido pelo
testes de Bonferroni. EMMP: Extrato metanélico de Miconia prasina.

A administracdo de EMMP néo alterou os parametros hematoldgicos avaliados, exceto 0s

grupos tratados com as doses de 100 e 300 mg/kg que reduziram o numero de leucocitos na circulacéo
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sanguinea de camundongos machos (Tabela 11). Os leucdcitos sdo um grupo de células produzidos
na medula 6ssea que participam ativamente do sistema imunol6gico humano, auxiliando na defesa
do organismo no combate a invasores (VOGADO; VERAS; LINS, 2016). Apesar do EMMP ter
reduzido o numero de leucdcitos na corrente sanguinea, esta reducdo ndo foi acentuada, portanto isto
ndo constituiu um alto risco a satde, no entanto, niveis muito baixos de leucocitos podem levar a uma

maior propens&o a infecgdes.

Tabela 11 — Efeito da administracdo subcrénica de EMMP sobre parametros hematolégicos.

Controle EMMP

30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg
Machos
Hemacias (10%/mm?) 8,0+ 0,96 9,3+0,54 8,7+0,62 8,0+ 0,52
Hemoglobina (g/dL) 13,1+£0,71 14,1 £ 0,70 13,2+1,01 12,6 £ 0,55
Hematdcrito (%) 42,8 £ 2,57 46,1 +£2,49 435+1,32 41,1+2,36
Plaquetas (10%/mm?2) 681 + 116,51 658 + 102,81 607 + 74,70 739 +£59,00
VCM (ug) 52,5+ 2,64 49,6 £1,14 51,2+ 2,52 51,2+2,22
HCM (pg) 15,7 + 0,92 15,2 + 0,53 16,7 + 1,80 15,7 + 0,49
CHCM (%) 32,4+3,61 30,7+0,76 32,6 +1,75 30,6 + 0,70
Leucacitos (103/mm?3) 7,9+0,92 7,0+0,78 51+0,91*** 47 +0,92%***
Fémeas
Hemaécias (10%/mm?3) 8,7+0,77 8,8 + 0,66 9,0+0,33 8,7+1,38
Hemoglobina (g/dL) 13,6 + 0,88 13,6 +0,91 13,8+1,12 14,4 + 0,22
Hematocrito (%) 43,7 +4,43 44,1 + 3,77 46,3 £ 0,81 38,9+4,38
Plagquetas (10%/mm?) 795+ 17,79 798 + 49,50 742 + 44,55 684 + 61,04
VCM (ug) 50,2 +1,10 50,0 £ 1,58 51,3+1,15 53,0+1,41
HCM (pg) 15,6 £ 0,52 15,6 £ 0,90 15,9 + 0,64 14,5+ 0,44
CHCM (%) 31,3+1,26 31,7+1,84 31,2+0,55 29,3 +2,62
Leucdcitos (103 /mm3) 7,3+0,85 6,0+ 1,78 6,2+0,61 6,3+ 1,26

Valores expressos em média + D.P. (n=5). ***p < 0,001, ****p < 0,0001 v.s Controle. ANOVA uma via seguido pelo
teste de Bonferroni. HCM: Hemoglobina corpuscular média; CHCM: Concentracao da hemoglobina corpuscular; VCM:
Volume corpuscular médio; EMMP: Extrato metandlico de Miconia prasina.

A avaliacdo bioquimica serica fornece informacbes importantes sobre alteragdes no
metabolismo de macromoléculas, sendo amplamento utilizados como indicadores ou marcadores de
dano nas células hepaticas e de sobrecarga renal (CHENOWETH; HAKE, 1962). A analise
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bioquimica revelou que nenhum dos parametros avaliados foram alterados pela administracdo de

EMMP (Tabela 12).

Tabela 12 — Efeito da administracdo subcrénica de EMMP sobre parametros bioquimicos.

Controle EMMP

Machos 30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg
Glicose (mg/dL) 1485+1593 127,0+1892 1335+16,36  153,7 + 13,63
Triglicérides (mg/dL) 153,0+17,33 1558+ 1141  153,7+6,13 140,8 + 23,02
Colesterol (mg/dL) 82,2 +6,34 84,5+ 10,44 83,3+6,97 85,3+ 10,98
Proteinas torais (g/dL) 5803 * 282 5887 £ 619 5892 + 208 6047 £ 240
Creatinina (mg/dL) 0,33+0,05 0,24 + 0,05 0,25+ 0,05 0,28 + 0,04
Uréia (mg/dL) 74,0 + 3,67 68,0 + 4,97 69,3+2,94 68,57 + 6,02
Fosfatase alcalina (U/L) 213,0+26,34 207,0+38,10 209,0+28,80  205,2+ 19,49
ALT (U/L) 71,3+ 2,89 68,5+ 7,70 76,7 £ 6,29 71,2 +4,38
AST (U/L) 1150+6,12  129,6+18,70 130,5+11,27 1350+ 13,79
Fémeas

Glicose (mg/dL) 136,5+17,63 120,6 + 19,27  146,2 + 15,32 129,4 + 7,09
Triglicérides (mg/dL) 108,3+14,61 106,0+12,71 110,6 +11,91 107,4 +£12,09
Colesterol (mg/dL) 67,6 + 6,54 69,3+ 4,72 69,6 + 3,97 67,8+ 12,03
Proteinas torais (g/dL) 5352 + 283 5484 + 389 5617 + 349 5381 + 282
Creatinina (mg/dL) 0,24 £ 0,05 0,27 £ 0,05 0,27 £ 0,05 0,26 £ 0,05
Uréia (mg/dL) 68,3 + 3,50 63,0 + 6,48 67,2 + 6,30 67,2+5,31
Fosfatase alcalina (U/L)  190,7 +37,21  181,8+20,40 200,7+41,42  213,0+ 10,07
ALT (U/L) 58,2+9,34 55,5+ 7,80 62,6 + 7,60 62,2 + 6,53
AST (U/L) 127,2+8,00 130,5+17,89 129,2+1231  151,33+5,51

Valores expressos em média + D.P. (n=5). ANOVA uma via seguido pelo testes de Bonferroni. ALT: alanina

aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; EMMP: Extrato metandlico de M. prasina.

A andlise histologica foi realizada para identificar possiveis alteracbes microscopicas no

figado, rim e bago. Os grupos controles fémeas e machos apresentaram estrutura hepéatica conservada,

sem alteragdes vasculares no espaco-porta, veia centrolobular e capilares sinuséides (Figura 12A e

12E). Os camundongos de ambos os sexos administrados com o EMMP na dose de 30 mg/kg

apresentaram hepatocitos preservados, com veia centrolobular, espaco-porta e capilares sinusoides

sem alteracOes (Figura 12B e 12F). Nos grupos tratados com EMMP nas doses de 100 e 300 mg/kg

observou-se a arquitetura dos hepatdcitos desorganizada, ndcleo com picnose, aumento do calibre

vascular do espago-porta, veia centrolobular e capilares sinusdides (Figura 12C e 12G; 12D e 12H).
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Figura 12 - Fotomicrografia hepatica de camundongos tratados com EMMP por 30 dias.

- i R A v > G

Fotomicrografia hepatica de camundongos machos (A-D) e fémeas (E-H) administrados com o extrato metandlico de
folhas de M. prasina durante 30 dias, HE, 20X. Controle (A e E); EMMP 30 mg/kg (B e F); EMMP 100 mg/kg (C e G);
EMMP 300 mg/kg (D e H). CS: capilares sinusoidais com aumento do calibre vascular; N: ndcleo com picnose; H:
arquitetura do hepatdcito desorganizada; EMMP: extrato metandlico de Miconia prasina.

O figado tem a funcdo de manter a homeostasia metaboélica do corpo, sendo um dos 6rgédos
mais afetados por lesbes provocadas por agentes quimicos devido a sua importante participacdo na
biotransformacéo de substancias no organismo (SCHINONI, 2006). Apesar das alteracdes estruturais
presentes nas amostras microscépicas, estas modificacGes ndo foram acompanhada de alteracdes nos
niveis séricos de ALT e AST, indicando que a administracdo subcrénica do EMMP nédo causou danos
hepaticos graves.
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Em relacdo aos rins, 0s grupos controles fémeas e machos apresentaram estrutura renal
preservada, sem alteracdes nos glomérulos, no espaco periglomerular e tabulos renais (Figura 13A e
13E). O EMMP na dose de 30 mg/kg apresentou glomérulos e tdbulos renais conservados, com
reducdo do espaco periglomerular (Figura 13B e 13F). Nos camundongos machos e fémeas
administrados com EMMP nas doses de 100 e 300 mg/kg foram observados hidropsia dos tabulos

renais, aumento do glomeérulo e espaco periglomerular (Figura 13C, 13D, 13G e 13H).

Fotomicrografia renal de camundongos machos (A-D) e fémeas (E-H) administrados com extrato metanélico de folhas
de M. prasina por 30 dias, HE, 20X. Controle (A e E); EMMP 30 mg / kg (B e F); EMMP 100 mg / kg (C e G); EMMP
300 mg / kg (D e H). DPG: reducdo do espaco periglomerular; APG: aumento do espacgo periglomerular; HG: aumento
de glomérulos; EMMP: extrato metanolico de Miconia prasina.
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Os rins exercem multiplas fungdes que podem ser caracterizadas como filtracdo, reabsorcao,
homeostase, fungdes endocrina e metabolica. A fungdo primordial dos rins é a manutencdo da
homeostasia, regulando o meio interno pela reabsorcédo de substéncias e ions filtrados nos glomérulos
renais e excrecdo de outras substancias. Os niveis séricos de creatinina e uréia séo utilizados na clinica
como indicadores da funcéo renal (SODRE; COSTA; LIMA, 2007). Apesar de n3o ter sido observado
alteracdo nos niveis séricos creatinina e uréia, foi possivel constatar na andlise histopatolégica
alteracBes nos glomérulos e tabulos renais. Estes resultados indicam que a administracdo subcrénica
do EMMP induz uma baixa toxicidade renal. Os niveis normais de creatinina sérica e uréia
observados neste estudo foram consistentes com as alterac@es renais minimas observadas.

O baco, o maior 6rgéo linféide do corpo, desempenha fungdes imunoldgicas relevantes, tais
como depuracdo de bactérias da corrente sanguinea, producdo de linfocitos e mondcitos, além da
sintese de fatores do sistema complemento e imunoglobulinas, principalmente IgM (TORRES et al.,
2000). O baco apresentou caracteristicas histoldgicas normais para todos 0s grupos testados. Nao

foram observadas alteracdes na capsula, trabécula, polpa branca e vermelha (dados nao apresentados).



66

6 CONCLUSAO

a)

b)

d)

O vperfil fitoquimico dos extratos de M. prasina detectaram a presenca de alcaloides,
antraquinonas, cumarinas, flavonoides, taninos e terpenos. Os extratos hexanico, acetato de etila
e metanolico de M. prasina apresentaram respectivamente maior teor de cumarinas, flavonoides

e fendis totais;

Os extratos hexanico, acetato de etila e metandlico de M. prasina apresentaram atividade

antioxidante pelo méetodo de radicais livres e poder de reducéo do ferro;

Os extratos hexanico, acetato de etila e metandlico de M. prasina na dose de 2000 mg/kg
apresentaram baixa toxicidade quando administrados por via oral, pois ndo alteraram o0s

parametros comportamentais, fisioldgicos e hematoldgicos avaliados;

Os extratos de M. prasina reduziram a migracdo de polimorfonucleares e os niveis de IL-1p no

exsudato do bolsdo de ar induzido por carragenina, entretanto ndo reduziram os niveis de TNF-a;

Os extratos acetato de etila e metanélico de M. prasina reduziram a formacéo do edema induzido
por carragenina e a permeabilidade vascular induzida por acido acético. Estes resultados sugerem

.....

liberacdo de mediadores pro-inflamatdrios, tais como histamina, prostaglandinas, IL-1B e NO;

O extrato metanolico de M. prasina nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg ndo apresentou efeito
hepatoprotetor contra a toxicidade induzida pelo acetaminofeno (250 mg/kg). Os niveis séricos
das enzimas alanina transaminase, aspartato transaminase e fosfatase alcalina apresentaram-se

altos, e as alteragdes histopatoldgicas observadas confirmaram esses resultados;

g) A administracdo subcronica do extrato metandlico de M. prasina nas doses de 30, 100 e 300

mg/kg apresentou baixa toxicidade pois ndo induziu a mortalidade ou causou alteragfes nos
parametros fisiologicos. No entanto, o extrato nas doses de 100 e 300 mg/kg reduziu o0 nimero de
leucdcitos polimorfonucleares em camundongos machos e alteragcdes estruturais no tecido

hepatico e renal quando administrado oralmente durante 30 dias.
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RESUMO

Objetivos: as espécies de Miconia sdo uma fonte rica de compostos bioativos, mas apenas uma
pequena fracdo dessas plantas teve suas atividades farmacoldgicas investigadas. Este estudo teve
como objetivo avaliar a atividade anti-inflamatéria dos extractos de hexano (EHMP), acetato de etila
(EAMP) e metanol (EMMP) das folhas de Miconia prasina (Sw.) DC.

Metodologia: A toxicidade aguda foi realizada com os extratos EHMP, EAMP e EMMP na dose de
2000 mg/kg. O modelo de bolsdo de ar induzido por carragenina foi utilizado como triagem para
selecionar o extrato com a maior atividade anti-inflamatéria. Os niveis de TNF- o e IL-1p foram
medidos a partir do sobrenadante do exsudato do bolséo de ar. A atividade anti-inflamatéria de EAMP
e EMMP também foi avaliada pelo modelo de edema de pata induzido por carragenina e 0 aumento
da permeabilidade vascular induzida pelo acido acético.

Resultados: Os extratos ndo apresentaram sinais de toxicidade na dose de 2000 mg/kg. EHMP,
EAMP e EMMP (30, 100 e 300 mg/kg) inibiram a migracéo de leucdcitos para o bolsdo de ar e
diminuiram o nivel de IL-1p no local da inflamag&o, contudo ndo alteraram o nivel de TNF-a. EAMP
e EMMP também reduziram o volume de edema induzido pela carragenina e inibiram o aumento da
permeabilidade vascular induzida pelo acido acético, semelhante a indometacina.

Concluséo: Esses resultados sugerem que o EAMP e o EMMP inibem a liberacdo de mediadores
pré-inflamatorios, como aminas vasoativas, citocinas (IL-1p), prostaglandinas e déxido nitrico. O
presente estudo demonstrou o potencial anti-inflamatorio dos extratos hexano, acetato de etila e
metandlico das folhas de M. prasina.

Palavra-chave: Melastomataceae, mandapuca-branco, inflamacéo, citocinas, toxicidade aguda.

Este artigo sera submetido ao periddico British Journal of Pharmaceutical Research.
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1. INTRODUCAO

A inflamacdo é uma resposta de defesa que ocorre apds o dano tecidual causado por micrdbios,
agentes fisicos (radiacdo, trauma, queimaduras), produtos quimicos (toxinas, substancias causticas) e
reacOes imunoldgicas [1, 2]. A reacdo inflamatdria aguda é caracterizada por uma série de eventos
inter-relacionados, incluindo aumento do fluxo sanguineo e permeabilidade vascular na regido
afetada, exsudagdo de fluidos (edema), dor localizada, migracdo e acumulo de leucocitos
inflamatdrios, formacdao de tecido de granulacéo e reparo tecidual [3]. As respostas de defesa como a
inflamacdo, sdo geralmente benéficas para o corpo, agindo para limitar a sobrevivéncia e proliferacdo
de patdgenos invasores, promover o reparo e recuperacdo de tecidos. No entanto, a inflamacao
prolongada ou desregulada pode levar ao desenvolvimento de doencas como esclerose multipla,
artrite reumatoide, IUpus eritematoso sistémico e doenca inflamatoria do intestino [4]. Os anti-
inflamatdrios sdo a abordagem terapéutica utilizada para controlar o processo inflamatério. Contudo,
estas drogas tém efeitos colaterais graves, como intolerancia gastrica, toxicidade renal e aumento da
incidéncia de doencas cardiovasculares, que representam um grande obstaculo na terapia [5, 6].

A familia Melastomataceae é composta por 4.500 espécies distribuidas em 150 géneros [7], a maioria
dos quais sdo encontrados em regides tropicais e subtropicais do globo. O género Miconia é um dos
maiores da familia Melastomataceae e algumas espécies sdo comumente usadas na medicina popular
brasileira como antirreumatica, para tratar resfriados e febre [8], infec¢des e como cicatrizante [9].
Vasconcelos et al. [10] demonstraram os efeitos analgésicos dos extratos hexanico e diclorometano
de M. albicans. Posteriormente, os triterpenos acidos ursolico e oleandlico isolados do extrato de
diclorometano de M. albicans apresentaram atividade anti-inflamatoria e analgésica [11]. Outras
atividades biolégicas foram comprovada para as espécies do género Miconia e seus compostos
isolados, como antimutagénico [12], antitumoral [13], antimicrobiano [14] e antioxidante [15, 16].
Os estudos fitoquimicos de espécies de Miconia revelaram a presenca de triterpenos [17], flavanonas
[18, 19] e benzoquinonas [20]. A analise fitoquimica do extrato metandlico de Miconia cabucu
revelou a presenca de flavondides glicosideos (quercetina, miricetina e kaemferol), taninos (&cido
galico) e bioflavonoides [21,22].

M. prasina é um planta de porte arbustivo a pequena arvore, popularmente conhecida como
mandapuca-branco, apaga-brasa e sabiazeira [23]. Pouco se sabe sobre a composi¢do quimica e as
propriedades farmacoldgicas desta planta. Tarawneh et al. [24] demonstraram que trés flavanonas
isoladas do caule de M. prasina exibiram baixa afinidade de ligacéo ao receptor canabindide CB2.
Desta forma a realizacdo de estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos dos extratos das folhas de

Miconia prasina contribuirdo para a descoberta de novos compostos para o desenvolvimento de
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farmacos. Portanto, este estudo tem como objetivo avaliar o potencial anti-inflamatorio de extratos

obtidos de Miconia prasina.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Substéncias

HEMSTAB EDTA foi obtido do Labtest Diagndstica (Sdo Paulo, Brasil), acido acético glacial foi
obtido da VETEC (Séo Paulo, Brasil), carragenina, Azul de Evans e indometacina foram obtidos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Os kits de ELISA Mouse TNF-a e Mouse IL-1pB foram obtidos da
eBioscience, (San Diego, EUA).

2.2 Material botanico

As folhas de Miconia prasina (Sw.) DC. foram coletadas em Rio Largo, Alagoas, Brasil. A planta foi
identificada pelo botanico Earl Celestino de Oliveira Chagas do Instituto do Meio Ambiente de
Alagoas (IMA-AL) e uma exsicata foi depositada no herbario do IMA-AL (N° 50398).

2.3 Obtencao dos extratos

O p6 seco das folhas de M. prasina (300 g) foi extraido por maceracdo a temperatura ambiente com
hexano por sete dias. O extrato foi filtrado e o residuo foi submetido a extragdo com acetato de etila
durante sete dias. Novamente, o extrato foi filtrado e o residuo foi macerado com metanol pelo
periodo de sete dias. Os filtrados foram rotaevaporados sob pressdo reduzida para se obter o extrato
de hexanico (EHMP), extrato de acetato de etila (EAMP) e extrato metanolico (EMMP).

2.4 Prospeccdao fitoquimica por cromatografia em camada delgada

Para andlise, 5 mg dos extratos EHMP, EAMP e EMMP foram dissolvidos em 1 mL de seus
respectivos solventes para se obter a concentragdo final de 5 mg/mL. Como fase fixa foram utilizadas
placas de silica gel F2s4 e como fases moveis foram utilizados os sistemas eluentes para cada classe
de metabdlitos. Os cromatogramas foram examinados sob luz ultravioleta (254 e 365 nm) e

pulverizadas com reveladores especificos para visualizar os compostos [25].

2.5 Animais

Foram utilizados camundongos albinos swiss machos e fémeas Mus musculus (25-30 g) e Rattus
norvegicus machos (190-200 g) provenientes do Biotério do Departamento de Antibioticos da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno a

temperatura de 22 + 2 °C e umidade (50-60 %), com ciclo claro e escuro de 12 horas, recebendo ragéo
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balanceada e 4gua ad libitum. Os animais foram mantidos em jejum 8 horas antes do inicio de cada
experimento. Os procedimentos foram aprovado pela Comisséo de Etica em Experimenta¢do Animal
da UFPE (N° 23076.030375/2014-20).

2.6 Toxicidade aguda

A metodologia adotada foi realizada de acordo com a Organization for Economic Cooperation and
Development [26]. Grupos de trés camundongos fémeas receberam por via oral EHMP (5% de tween
80 em solucéo salina a 0,9%), EAMP (5% de tween 80 em solucéo salina a 0,9%) e EMMP (solucao
salina a 0,9%) na dose de 2000 mg/kg. O controle que recebeu solucdo salina com 5% de tween 80
(0,1 mL/10 g). Ap6s a administragdo, os ratos foram observados durante 2 h continuas e nos 14 dias
seguintes para a ocorréncia de alteragdes comportamentais ou fisioldgicas. Através do método de
screening hipocratico observou-se o estado de consciéncia, humor, atividade e coordenagdo do
sistema motor, atividade do sistema nervoso central e autbnomo [27]. O ganho de peso, 0 consumo
de 4gua e racao foram registrados diariamente. No Gltimo dia de observacao, os camundongos foram
eutanasiados em camara de CO2 e os 6rgdos (figado, rim e baco) foram dissecados, pesados e

analisados quanto a alteragdes macroscépicas. Este procedimento foi realizado em duplicado.

2.7 Bolsao de ar induzido por carragenina em camundongos 1%

A bolsa de ar foi formada pela injecdo subcutanea de 2,5 mL de ar estéril na regido dorsal dos
camundongos no dia 0, uma segunda injecdo de ar estéril (2,5 mL) foi aplicada trés dias depois. No
sexto dia, camundongos machos (n=5) receberam por via oral EHMP, EAMP e EMMP nas doses de
30, 100, e 300 mg/kg; indometacina (10 mg / kg) ou veiculo. Uma hora apds o tratamento, a
inflamacdo foi induzida pela injegdo de 1 mL da solucdo de carragenina a 1% (Sigma, EUA) na
cavidade do bolsdo de ar. Apds 6 h, os animais foram eutanasiados em camara de COz, as bolsas
foram lavadas com 3 mL de solucdo tampé&o fosfato contendo 3 uMol de EDTA. A contagem de
leucécitos polimorfunucleares foi realizada em contador hematolégico ABX Micros 60 (HORIBA,
Kyoto, Japao) [28]. O extrato com melhor resultado nesse experimento foi escolhido para realizacéo

dos experimentos anti-inflamatérios.

2.8 Quantificacdo dos niveis de interleucina-1 p (IL-1p) e fator de necrose tumoral a (TNF-a)

Os exsudatos coletados do bolsdo de ar foram centrifugados por 10 minuto a 3000 rpm, 0s
sobrenadantes foram armazenados a -20°C para a determinacdo dos niveis de citocinas. A
quantificacdo dos niveis de TNF-a e IL-1 foi realizado pela técnica de ELISA sandwich usando kits
especificos para camundongos de acordo com as instrucdes do fabricante (eBioscience, San Diego,

California, USA). O limite de menor deteccdo deste ensaio foi de 10 pg/mL.



90

2.9 Edema de pata em ratos induzido por carragenina 1%

Ratos machos (n=5) foram tratados por via oral com EAMP e EMMP nas doses de 30, 100 e 300
mg/kg, indometacina (10 mg/kg) ou veiculo 1 h antes da inje¢do da carragenina. O edema foi induzido
pela injecdo de 0,1 mL de carragenina a 1% na regido subplantar da pata posterior direita [29]. O
volume da pata foi medido nos intervalos de 0, 1, 2, 3 e 4 h ap0s a injecdo de carragenina utilizando
um pletismémetro (Ugo Basile, Italia). Os resultados foram expressos como a diferenca entre o
volume final da pata a cada tempo (Vf) e o volume inicial (Vi).

2.10 Permeabilidade vascular induzida por acido acético 1%

O aumento do ensaio de permeabilidade vascular foi realizado utilizando a técnica previamente
descrita por Whittle [30] com pequenas modificagOes por Yesilada et al. [31]. Camundongos machos
(n=5) foram tratados por via oral com EAMP ¢ EMMP nas doses de 30, 100, e 300 mg/kg),
indometacina (10 mg/kg) ou veiculo. Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com 0,3
mL de uma solugéo associada de cetamina a 10% e xilazina a 2% na proporcao de 2:1. Imediatamente,
0s animais receberam 0,2 mL de azul de Evans 1% no plexo-orbital (Sigma, St. Louis, Missouri,
EUA). Uma hora ap6s a o tratamento oral, 0,5 mL de acido acético a 1% foi injetado por via
intraperitoneal. Apos trinta minutos, os animais foram eutanasiados em camara de CO». A cavidade
intraperitoneal foi lavada com 2 mL de solucéo salina (0,9% NaCl). O exsudato foi centrifugado a
3000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi distribuido em triplicata em placa de 96 pogos. A
absorbancia das amostras foram medidas a 630 nm em leitor de placas e a concentracdo de azul de

Evans foi calculada usando uma curva padrdo deste corante.

2.11 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + D.P. As diferencas entre os grupos foram determinadas
através da Andlise de Variancia (ANOVA — uma via), seguida pelo teste de Bonferroni, exceto o
modelo de edema de pata que foi avaliado através de ANOVA - duas vias. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p <

0,0001. As analises foram feitas utilizando o programa GraphPad Prism 6.0.

3. RESULTADOS

3.1  Perfil fitoquimico por cromatografia em camada delgada.

As analises cromatogréficas dos extratos de M. prasina revelaram a presenca de cumarinas, terpenos
e taninos em todos o0s extratos, e a auséncia de saponinas. Antraquinona e flavonoides foram
detectados em EAMP e EMMP. Alcaloide foram detectados apenas em EMMP.
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3.2 Efeito toxicoldgicos agudo da administracao dos extratos de M. prasina

A administracdo dos extratos de Miconia prasina na dose de 2000 mg/kg ndo causou sinais de
toxicidade. N&o houve a ocorréncia de morte durante o experimento, nem mudancas nos parametros
fisiologicos observados (ganho de peso, consumo de agua e racao). Os érgdos, figado, rim e bago ndo
mostraram alteragdes macroscopicamente. Nenhum dos extratos alterou os parametros hematoldgicos

apos 15 dias de administracéo (dados nao apresentados).

3.3 Determinacao da migracgéo de polimorfonucleares e niveis de TNF-a e IL-1p na cavidade
do bolsédo de ar induzido por carragenina em camundongos 1%

O pré-tratamento com EHMP, EAMP e EMMP reduziu a migracédo celular para a cavidade do bolsao
de ar (Tabela 1). Entre os trés extratos, 0 EMMP obteve a maior inibicdo na dose de 300 mg/kg (74%).
A indometacina inibiu a migracéao celular em 84%. Os grupos tratados com os extratos de M. prasina
ndo reduziram os niveis de TNF-a no exsudado inflamatdrio do bolsdo, porém reduziram os niveis

de IL-1p (Figura 1). O mesmo foi observado para indometacina que reduziu os niveis de I1L-1p.

Tabela 1 — Efeito dos extratos de M. prasina sobre a migracao celular em bolséo de ar.

Grupo Dose (mg/kg) Migracéo Celular Inibicéo (%)
(103 / mm?)

Controle - 17,7 +£1,07 -

EHMP 30 9,42 + 0,90 **** 47
100 7,12 £ 0,64 **** 60
300 6,52 + 0,64 **** 63

EAMP 30 8,02 + 0,49 **** 55
100 6,54 + 0,34 **** 63
300 5,44 + 0,59 **** 69

EMMP 30 9,16 £ 0,67 **** 48
100 6,57 £ 0,69 **** 63
300 4,66 £ 0,30 **** 74

Indometacina 10 2,88 + 0,54 **** 84

Valores expressos em média £ DP. (N = 5). ****p < 0,0001 Vs Controle. ANOVA uma via, teste de Bonferroni. EHMP:
Extrato hexanico de M. prasina; EAMP: Extrato acetato de etila de M. prasina; EMMP: Extrato metandlico de M. prasina.
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Figura 1 — Efeito dos extratos de M. prasina sobre 0s niveis de citocinas no exsudato inflamatério. Dados representam
média + DP, (N=5); **P<0,01, ****P<0,0001 v.s Controle. ANOVA uma via seguido do teste de Bonferroni. EHMP:
Extrato hexanico de M. prasina; EAMP: Extrato acetato de etila de M. prasina; EMMP: Extrato metandlico de M. prasina.
3.4  Efeito dos extratos de M. prasina sobre o edema de pata em ratos induzido por
carragenina 1%

O pré-tratamento com EAMP na doses de 30, 100 e 300 mg/kg reduziu o volume do edema induzido
pelo carragenina, especialmente a dose de 300 mg/kg que apresentou atividade semelhante a
indometacina na primeira e segunda hora ap6s a inducdo da inflamacédo (Tabela 2). EMMP nas doses
de 30, 100 e 300 mg/kg reduziu o volume do edema induzido por carragenina 1%. Na primeira hora,
todas as doses apresentaram atividade similar a indometacina. No entanto, apenas a dose de 300
mg/kg manteve-se com atividade semelhante a indometacina em todas as medig¢des. O EMMP atingiu
a sua maior inibicéo (71%) na 12 hora apds a induzicdo da inflamag&o, enquanto que a indometacina

inibiu 75% da formacéo do edema.



Tabela 2 — Efeito de EMMP e EAMP sobre edema de pata em ratos.
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Grupo Dose Volume do edema de pata (mL)
(mg/kg) 1h 2h 3h 4h
Controle - 0,45+ 0,08 0,94 £0,10 1,38 + 0,06 1,34+0,11
EAMP 30 0,32 +£0,03 0,83 £0,09 1,07 £ 0,10%*** 0,99 £ 0,09****
(29%) (12%) (22%) (26%)
100 0,30 £ 0,04* 0,64 £ 0,09**** 0,93 £ 0,12%*** 0,86 + 0,10****
(33%) (32%) (33%) (36%)
300 0,17 + 0,02%**=*# 0,28 + 0,05****# 0,76 £ 0,06**** 0,65 + 0,08****
(62%) (70%) (45%) (51%)
EMMP 30 0,22 £ 0,02%***# 0,45 = 0,07**** 0,71 £ 0,12%*** 0,63 = 0,07****
(51%) (52%) (49%) (53%)
100 0,16 + 0,01***** 0,35 + 0,03***** 0,60 £ 0,06**** 0,51 £ 0,07****
(64%) (63%) (57%) (62%)
300 0,13 + 0,06***** 0,30 + 0,07***** 0,48 + 0,02***** 0,50 + 0,08*****
(71%) (68%) (65%) (62%)
Indometacina 10 0,11 # 0,02%*** 0,27 £ 0,06**** 0,42 £ 0,07**** 0,52 £ 0,01****
(75%) (71%) (70%) (61%)

Dados representam média £ DP volume do edema (mL) nos tempos de 1, 2, 3 e 4 horas apds a injecéo de carragenina a
1% (N=5); *P<0,05, ****P<0,0001 v.s Controle. # - ndo significantivo v.s indometacina. ANOVA duas vias seguido do
teste de Bonferroni. EAMP: Extrato acetato de etila de M. prasina; EMMP: Extrato metanélico de M. prasina.

3.6 Efeito dos extratos de M. prasina sobre o aumento da permeabilidade vascular induzida por

acido acético 1% em camundongos

O pré-tratamento com EAMP e EMMP inibiu 0 aumento da permeabilidade vascular induzida pelo

acido acético (Figura 2). O EAMP na dose de 300 mg/kg reduziu significativamente a exsudacdo do

azul de Evan em 72% e semelhante a indometacina (10 mg/kg). O EMMP nas doses de 100 e 300

mg/kg (59 e 69%, respectivamente) também inibiram o aumento da permeabilidade vascular

peritoneal de forma semelhante a indometacina (64%).
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Figura 2 — Efeito do EAMP e EMMP sobre o0 aumento da permeabilidade vascular induzida por &cido acético 1%.
Dados representam média + DP do extravasamento do corante azul de Evans (pg/mL) 30 minutos apos a injecdo de
acido acético a 1% (N=5); *** P <0,001, ****P<0,0001 v.s Controle. # - ndo significantivo v.s indometacina.
ANOVA uma via seguido do teste de Bonferroni. EAMP: Extrato acetato de etila de M. prasina; EMMP: Extrato
metandlico de M. prasina.

4. DISCUSSAO

O género Miconia € o mais representativo da familia Melastomataceae, e algumas espécies séo
comumente usadas na medicina popular brasileira como agentes anti-inflamatdrios. Embora um
grande numero de compostos tenham sido isolados de espécies da familia de Melastomataceae,
apenas algumas espécies foram extensivamente estudadas. Os principais constituintes desta familia
pertencem a terpenoides, fendlicos simples, quinonas, lignanas e seus glicosideos, bem como uma
vasta gama de taninos ou polifenois [32]. Neste estudo foi detectada a presenca de varios metabolitos
secundarios como alcaloides, flavonoides, taninos, cumarinas e terpenoides. Tarawneh et al. [24]
isolaram seis flavanonas do caule de M. prasina, onde trés desses compostos exibiram baixa afinidade

de ligacdo ao receptor canabindide CB2. O receptor CB2 é um dos componentes do sistema
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canabindide endogeno que estd envolvido principalmente em acgdes anti-inflamatorias e
imunossupressoras. A ativacdo seletiva do receptor CB2 tem o potencial de fornecer os efeitos anti-
inflamatorios dos canabindides sem os efeitos psicoativos [33]. Com base no potencial quimico e
farmacoldgico deste género, este trabalho investigou a atividade anti-inflamatéria das folhas de
Miconia prasina.

A avaliacdo de toxicidade aguda possibilita a verificacdo e classificacdo de substancias ou extratos
quanto & sua capacidade de provocar danos e letalidade aos organismos vivos. De acordo com a
metodologia empregada, os extratos de M. prasina ndo produziram sinais de intoxicacdo e nem
alteracBes comportamentais, fisioldgicas ou hematoldgicas. O valor DL50 para a administracao oral
destes extratos foi estimado em maior que 2000 mg/kg, enquadrando-se na Classe 5 de toxicidade
[26].

O modelo de bolsdo de ar induzido por carragenina é caracterizado pela formacdo de uma fina
membrana constituida por fibroblastos, macréfagos e mastocitos [34, 35], com infiltracdo de
polimorfonuclear e liberacdo de mediadores pré-inflamatdérios como prostaglandina E2 (PGE2),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF-a) [36, 37]. Este modelo
é amplamente utilizado para a triagem de drogas antiartriticas [28, 38]. Os extratos de M. prasina (30,
100 e 300 mg/kg) reduziram a migracdo de leucocitos para a bolséo de ar, especialmente EMMP, que
obteve a percentagem mais elevada de inibi¢éo na dose de 300 mg/kg (74%). EHMP, EAMP e EMMP
(300 mg/kg) reduziram os niveis de IL-1p. Esta citocina € um componente importante das respostas
inflamatorias e imunes. A IL-1p atua de forma sinérgica com TNF-o aumentando a expressao de
moléculas de adesdo em células endoteliais, promovendo a diapedese de leucdcitos na resposta
inflamatoria aguda. A IL-1 também induz a liberacdo de contetdo especifico de grénulos de
neutréfilos humanos, a sintese de outra interleucina por mondcitos e induz a producdo de varias
enzimas, tais como fosfolipase A2, ciclooxigenase 2 (COX-2) e sintase indutivel de éxido nitrico
(iNOS), conduzindo a liberacdo de PGE2 e NO, o que contribui para respostas inflamatérias locais e
sistémicas [39, 40]. No entanto, 0s extratos e indometacina ndo reduziram os niveis de TNF-o no
exsudado da bolsa de ar.

A inflamacdo induzida por carragenina na pata do rato representa um modelo cléssico de formagéo
de edema e hiperalgesia, que tem sido amplamente utilizado no desenvolvimento de farmacos anti-
inflamatdrios ndo esterdides [41]. O desenvolvimento do edema induzido pelo carragenina € um
modelo bifésico, com o participacdo de varios mediadores para produzir a resposta inflamatoria [42].
Na primeira fase (0-1 h), ocorre a liberagdo de histamina, serotonina e bradicinina [43], que
promovem a vasodilatacdo e o0 aumento da permeabilidade vascular. A fase secundéaria (ap06s 1 h) esta
correlacionada com a ativagdo da COX-2 e alta producédo de PGE?2 [44, 45]. Esta fase também envolve

a infiltracdo de neutrofilos e a liberacdo de outros mediadores importantes, tais como TNF-a, IL-13
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e NO [42, 45, 46]. Nossos resultados mostraram que EAMP e EMMP foram eficazes na reducdo do
edema de pata nas duas fases de inflamacao induzidas pela carragenina. Com base nessa observacao,
o efeito anti-inflamatério demonstrado pelos extratos pode ser atribuido a inibigdo da liberacdo de
mediadores pré-inflamatorios, como histamina, prostaglandinas, IL-1 e NO.

A injecdo de acido acético induz uma inflamagdo exsudativa devido a liberacdo de mediadores
quimicos como PGE2, histamina, bradikinina e serotonina, além de estimular as terminagdes nervosas
diretamente pela reducdo do pH [47, 48]. A inibicdo desses mediadores contribui para reduzir a
vasodilatacdo, inibir o aumentar a permeabilidade vascular e a migracdo de neutrofilos para o local
inflamatdrio, e consequentemente reduzir a formacao de edema [30]. Corroborando com os resultados
anteriores, EAMP e EMMP reduziram o aumento da permeabilidade vascular induzida pelo acido
acético.

5. CONCLUSAO
Este estudo mostrou que os extratos hexano, acetato de etila e metanol de M. prasina possuem
propriedades anti-inflamatdrias atribuidas a inibi¢do da liberacdo de mediadores pro-inflamatérios,

como histamina, prostaglandinas, IL-1p ¢ NO.
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RESUMO

O presente estudo foi projetado para investigar as atividades antioxidantes e hepatoprotetoras do
extrato metandlico das folhas de Miconia prasina (Sw) DC (EMMP). A determinacdo fitoquimica e
do conteudo total de compostos fendlicos e flavonoides foram determinados. A atividade antioxidante
foi avaliada pelos métodos de sequestro de radicais 2,2'-azino-bis- (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)
(ABTS) e 2,2-difenil-1-picrilidrazilo (DPPH), pelo capacidade antioxidante total antioxidante e pelo
poder de reducdo férrica (FRAP). A atividade hepatoprotectora do EMMP foi determinada pelo
doseamento sérica das enzimas hepdticas, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP) em camundongos. Fragmentos dos figados foram
submetidos a analise histoldgica. O alto teor de compostos fendlicos em EMMP resultou em uma
grande capacidade de sequestro de radicais livres e poder de reducdo de ferro na atividade
antioxidante. O EMMP ndo reduziu os niveis das enzimas hepaticas AST, ALT e ALP e a analise
histopatologica indicou que a EMMP né&o impediu a necrose induzida por acetaminofeno. Estes
resultados sugerem que a EMMP tem atividade antioxidante, mas ndo possui efeitos hepatoprotetores
no dano hepatico induzido por acetaminofeno em camundongos.

Palavra-chave: Melastomataceae, injdria hepatica, hepatotoxicidade, compostos fendlicos.

Este manuscrito sera submetido ao periédico BMC Complementary and Alternative Medicine.
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INTRODUCAO

O figado é um 06rgéo-chave para o metabolismo de substancias no organismo [1]. Apesar de
sua consideravel capacidade regenerativa, exposi¢des continuas e variadas a xenobi6ticos, poluentes
ambientais e agentes quimioterapéuticos podem suprimir e/ou superar 0S mecanismos naturais de
protecdo do figado, levando ao mal funcionamento e a lesdes, hepética [2]. A ingestdo excessiva de
etanol, tetracloreto de carbono (CCls) e ferro podem prejudicar o metabolismo dos acidos graxos [3],
a sintese de proteinas [4] e a desintoxicacdo [5], causando o acumulo de radicais livres no corpo [6].
O consumo excessivo de acetaminofeno provoca necrose hepatica e inflamacéo por meio da ativacéo
do citocromo P450 que forma o metabolito reativo N-acetil-pbenzoquinoneimina (NAPQI) [7, 8].
Durante 0 processo, espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produzidas excessivamente [9].

No organismo, as espécies reativas de oxigénio (ROS) e as espécies reativas de nitrogénio
(RNS) estdo envolvidas em processos metabolicos, como a producdo de energia, regulacdo do
crescimento celular, sinalizacdo intercelular, fagocitose e sintese de moléculas bioldgicas importantes
[10, 11]. A quantidade de radicais livres no corpo é equilibrada pela disponibilidade de antioxidantes,
gue sdo compostos capazes de prevenir a formacdo de radicais livres ou de reagir diretamente com
eles. O desequilibrio dos radicais livres / antioxidantes em favor dos radicais livres pode levar ao
estabelecimento do estresse oxidativo, uma situacao caracterizada por comprometimento biomolécula
e consequentemente pelo risco a saude [12].

Os efeitos terapéuticos de varios medicamentos derivados de plantas naturais estdo
correlacionados com a atividade antioxidante [13]. Entre as moléculas produzidas por plantas, 0s
polifendis sdo uma das classes amplamente estudadas, cuja capacidade antioxidante notavel é
creditada principalmente devido as suas propriedades redutoras e estrutura quimica [14].

Estudos fitoquimicos da familia Melastomataceae identificaram e isolaram diversos
compostos como terpenoides, fendlicos simples, flavonoides, quinonas, lignanas e seus glicosideos,
bem como uma vasta gama de taninos. Varias espécies de Melastomataceae possuem atividade
antioxidante [15, 16, 17]. O extrato de metanol das folhas de Melastoma malabathricum exibiu
hepatoprotecdo no modelo de lesdo hepética induzida por paracetamol, que pode ser, em parte,
atribuida a sua atividade antioxidante [18, 19].

A investigacao anterior de nosso grupo de pesquisa demostrou que o extrato metanolico de
Miconia prasina possui altos niveis de compostos fenolicos e capacidade antioxidante. Com base
nestes resultados preliminares, realizamos a avaliagdo da atividade hepatoprotetora do extrato

metandlico de M. prasina.
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METODOLOGIA

Produtos quimicos

Reagente Folin-Ciocalteu; 2, 2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH); Cloreto de aluminio
hexahidratado (AICIs.6H20); Cloreto ferrico (FeCls); Molibdato de amonio; 2, 2 azo bis, 3-
etilbenzotiololina-6-sulfonico (ABTS); é&cido ascorbico; Persulfato de potassio (K2S20s); Acido
Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico); Acido tanico; cumarina e a rutina foram
adquiridas da Sigma Co. (St. Louis, EUA).

Material vegetal

As folhas de Miconia prasina foram coletadas em Rio Largo, Alagoas, Brasil. A espécie foi
identificada pelo botanico Earl Celestino de Oliveira Chagas do Instituto Ambiental de Alagoas
(IMA-AL). Um exsicata (n° 50398) foi depositada no herbario IMA-AL.

Preparacao do extrato vegetal

O po seco das folhas de M. prasina foi extraido por maceracdo a temperatura ambiente com
hexano durante sete dias. O extrato foi filtrado e o residuo foi extraido com acetato de etila durante
sete dias. O extrato foi filtrado e o residuo foi macerado com metanol durante sete dias. Os filtrados
foram evaporados sob presséo reduzida para dar o extrato de hexano (EHMP), extrato de acetato de
etila (EAMP) e extrato metanélico (EMMP).

Quantificacdo do teor fenais totais e taninos

A quantificacdo dos fendis totais foi realizada através do método de Folin-Ciocalteu, o qual
envolve a reducdo do reagente por compostos fendlicos da amostra com a formacao de um complexo
azul no qual a sua intensidade aumenta linearmente [22]. As solucGes estoque dos extratos EHMP,
EAMP e EMMP foram preparadas na concentracao de 200 pg/mL. Posteriormente, adicionou-se 0,5
mL do reagente de Folin-Ciocalteu a 10%, 1 mL da solucdo de carbonato de sodio e completou o
volume para 10 mL com &gua destilada. As amostras permaneceram por 30 minutos no escuro em
temperatura ambiente e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 760 nm. Foram avaliadas seis
repeticdes de cada extrato. A equacio de calibracdo do acido tanico foi y = 0,0839x + 0,0134 (R? =
0,9902) e os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de acido tanico por grama do
extrato (mg EAT/g). Para quantificar os fendis residuais, 1 g de caseina foi adicionado em 12 mL de
agua destilada e adicionado 6 mL dos extratos na concentragdo de 1 mg/mL. Apos trés horas de reacao

sob agitacdo, a solucdo foi filtrada e adicionado 7 mL de agua destilada. Uma aliquota de 1 mL da
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solucdo foi retirada e quantificada pelo método Folin-Ciocalteu. O teor de taninos € calculado pela

diferenca entre o contetdo de fendis totais e fendis residuais.

Quantificacao de flavonoides totais

A quantificacdo de flavonoides foi obtida pelo método descrito por Peixoto Sobrinho et al.
[23], com modificacGes. As solugdes estoque dos extratos EHMP, EAMP e EMMP foram preparadas
na concentracgdo de 200 pg/mL. Um volume de 0,2 mL dos extratos foram transferidas, em triplicata,
para tubo de ensaio. A cada tubo de ensaio foram acrescentados 0,12 mL de &cido acético glacial, 2
mL da solucdo metanolica de piridina a 20%, 0,5 mL do reagente cloreto de aluminio em metanol a
5%, completando-se o volume até 10 mL com &gua destilada. Apoés 30 minutos em temperatura
ambiente e protegido da luz, foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro a 420 nm em cubetas
de quartzo. De forma semelhante ao procedimento foi construido uma curva com o padrdo rutina. A
equacdo de calibracdo de rutina foi y = 0,0299x + 0,0015 (R? = 0,9991). Os resultados foram
expressos em miligramas equivalentes de rutina por grama do extrato (mg ER/g).

Quantificacdo do teor de cumarinas

Para determinar o teor de cumarinas foi utilizado o método descrito por Osorio e Martins [24],
com modificacOes. Os extratos EHMP, EAMP e EMMP foram diluidos em metanol na concentracéo
de 1 mg/mL. Em seguida, 0,5 mL dos extratos foram transferidos em triplicata para tubos de ensaio,
adicionado 2 mL de agua destilada e 500 pL de uma solucédo de acetato de chumbo a 5%. As amostras
foram agitadas, e em seguida foi adicionado 7 mL de agua destilada. Posteriormente, foi transferido
2 mL desta solugdo para novos tubos de ensaio, adicionado 8 mL de solucéo de acido cloridrico a 0,1
M e mantidos em temperatura ambiente ao abrigo da luz por 30 mim. A absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro a 320 nm. De forma semelhante ao procedimento foi construido uma curva com o
padrdo cumarina (Sigma-Aldrich). A equacdo de calibracdo de cumarina foi y = 0,0215x + 0,0085
(R? = 0,9937). Os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de cumarina por cada
grama do extrato (mg EC/g).

Método de sequestro de radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe)

A avaliacdo da atividade sequestradora do radical DPPH" foi determinada através da
metodologia descrita por Brand-Williams [25], com modificagdes. As solucbes estoques dos extratos
foram preparadas nas concentragdes de 1,0 e 5,0 mg/mL. Os extratos foram diluidos em etanol nas
concentragdes de 5 a 500 pg/mL, e aliquotas de 30 L dessas solug¢des foram distribuidas em triplicata
numa placa de 96 po¢os. Em seguida, 270 pL da solucdo de DPPH" (23,6 pg/mL em etanol) foi

adicionado aos pocos e incubado por 30 minutos protegido da luz. O acido ascérbico foi utilizado
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como controle positivo. A absorbancia foi lida em espectrofotdmetro de placa a 517 nm. A atividade
sequestradora foi expressa como concentragdo efetiva para obter 50% de atividade antioxidante

(CEso) utilizando a anélise de regressao linear, obtida pelo programa estatistico GraphPad Prism 6.0.

Meétodo de sequestro de radicais livre 2,2-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato (ABTS™)
Para realizacdo deste ensaio, foi utilizada a metodologia descrita por Re et al. [26]. O radical
ABTS" (2,2-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) foi formado a partir da reacdo de 7 mM de
ABTS com 140 mM de persulfato de potassio, os quais foram incubados a temperatura ambiente e na
auséncia de luz, por 12-16 horas (tempo necessario para a formacéo do radical). Transcorrido esse
periodo, a solucédo foi diluida em etanol até a obtencdo de uma solugdo com absorbéancia de 0,70 (+
0,05) a 734 nm. Foram misturados 30 pL de extratos de plantas (1 mg/mL) com 3 mL da solucéo de
trabalho e deixados em repouso durante 6 min antes de se medir a absorvancia a 734 nm. O Trolox
foi utilizado como controle positivo e a solucdo de trabalho como controle negativo. A atividade
sequestradora do radical ABTS foi expressa em percentagem de inibicdo de ABTS * de acordo com

a equacao:

Inibicdo do ABTS (%) = [(Abs controle - Abs amostra) / Abs controle] x 100

Determinacdo da capacidade antioxidante total pelo método do fosfomolibdénio.

Para a avaliacdo da atividade antioxidante total empregou-se o0 método do complexo
fosfomolibdénio, formado pela reacdo da solucdo de fosfato sédico monobaésico (28 mL, 0,1 mol/L),
solucdo de molibdato de aménio (12 mL, 0,3 mol/L) e solugdo de &cido sulfarico (20 mL, 3 mol/L),
em meio aquoso, sendo o volume final ajustado com agua destilada para 100 mL. Os extratos foram
diluidos a concentracdo de 1 mg/mL e aliquotas de 0,3 mL foram adicionadas em tubos de ensaio
com 3,0 mL do reagente fosfomolibdénio. Os tubos foram tampados e levados ao banho de dgua a 95
°C por 90 minutos. Apos resfriamento procedeu-se a leitura da absorbancia a 695 nm em
espectrofotdmetro. Todas as analises foram realizadas em triplicata, como branco foi utilizado 1 mL
do reagente mais 0,1 mL de metanol [27]. A capacidade antioxidante total (CAT) das amostras foi
expressa em relacdo ao acido ascorbico, considerando sua absorbancia correspondente a 100% de

atividade antioxidante.

CAT (%) = [(Absorbancia amostra - absorbancia branco) / (absorbancia acido ascérbico -

absorbancia branco)] x 100
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Potencial antioxidante de reducéo de ferro (FRAP).

Para a determinacéo da capacidade antioxidante pelo método de reducéo do ferro (FRAP) foi
utilizado o procedimento descrito por Benzie e Strain [28]. Este ensaio se baseia na medida direta da
habilidade dos antioxidantes da amostra em reduzirem, em meio &cido (pH 3,6), 0 complexo
Fe3*ftripiridiltriazina (TPTZ), para formar Fe?*, de intensa cor azul e absorgdo maxima a 593 nm. No
ensaio FRAP, solucdos de tampéo acetato, FeClz-6H>0 (20 mM) e TPTZ (10 mM) foram adicionadas
na proporcdo 10:1:1, originando o reagente FRAP. As amostras dos extratos de M. prasina foram
diluidas em metanol (Img/mL). Em seguida, aliquotas (0,2 mL) de cada extrato foram misturadas
com 1,8 mL do reagente FRAP e apds incubacdo em banho-maria a 37 °C durante 30 min a
absorbéancia da reacdo foi medida a 593 nm em espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em
mg equivalentes de FeSOa4 /g de extrato, interpolando este valor na curva de calibracdo construida
com o padrdo FeSO4, em diferentes concentragdes (125 a 1 000 pg/mL). O Trolox foi utilizado como

controle positivo.

Animais

O estudo foi realizado com camundongos albinos sui¢os machos (25-30 g) obtidos do biotério
do Departamento de antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. Os camundongos
foram mantidos em gaiolas de policarbonato sob condicGes padrao (temperatura 22 + 2 ° C) com ciclo
claro / escuro de 12 h. Eles receberam racdo balanceada e agua potavel ad libitum. Os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE para o
uso de animais experimentais (N ° 23076.030375 / 2014-20).

Determinacéo da atividade hepatoprotetora contra intoxicagdo com acetaminofeno
Camundongos machos foram divididos em sete grupos de cinco animais e foram pré-tratados
por via oral durante sete dias consecutivos com EMMP nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, silimarina
(200 mg/kg) e salina (9% NacCl), como descrito abaixo. No oitavo dia, os camundongos receberam
por gavagem acetaminofeno (250 mg/kg), exceto os grupos controle salina e EMMP satelite [18].
Apbs 12 horas, os animais foram anestesiados com tiopental (5 mg/kg) e o sangue foi coletado por
puncéo cardiaca, centrifugado a 4000 rpm por 10 minuto. O soro obtido foi analisado em BIO 2000
(BIOPLUS, Séao Paulo, Brasil) utilizando kits bioquimicos Labtest (S&o Paulo, Brasil) para os
seguintes parametros: alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase
alcalina (ALP). Apo0s a eutanasia, um l6bulo hepatico de cada animal foi conservado em formalina

tamponada a 10% para posterior analise histoldgica.
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Grupo | — Controle negativo: solucdo salina (10 mL/kg) + acetaminofeno (250 mg/kg)
Grupo Il — Controle salina: solucdo salina (10 mL/kg) — ndo recebeu acetaminofeno
Grupo Il - EMMP (30 mg/kg) + acetaminofeno 250 mg / kg

Grupo IV — EMMP (100 mg/kg) + acetaminofeno (250 mg/kg)

Grupo V — EMMP (300 mg/kg) + acetaminofeno (250 mg/kg)

Grupo VI — EMMP satélite (300 mg/kg) — ndo recebeu acetaminofeno

Grupo VII — Silimarina (200 mg/kg) + acetaminofeno (250 mg/kQ)

Analise histologica

Apo0s a eutanasia, um lébulo hepético de cada animal foi preservado em 10% de formalina
tamponada. Apoés a desidratacdo dos tecidos com banhos sucessivos em alcool e diafanizacdo com
xilol, as pegas foram incluidas em parafina. As fatias de 5 um de espessura foram colhidas em laminas
e coradas com hematoxilina e eosina e foram observadas sob um microscopio de luz. As
fotomicrografias foram obtidas no Pannoramic Desk Scanner (3DHistech, Budapeste, Hungria) com
o Pannoramic Viewer (3DHistech).

Analise estatistica
Os resultados foram expressos como média = D.P. As diferencas entre 0s grupos serdo
determinadas por Anélise de Variancia (ANOVA - one way), seguido do teste de Bonferroni. As

analises foram feitas usando o programa GraphPad Prism 6.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Doseamento de fendis totais, tanino, flavonoides e cumarinas.

O extrato EMMP apresentou maior teor de fendis totais e taninos em comparacdo aos EHMP
e EAMP (Tabela 1) provavelmente, devido a afinidade dessas substancias pelo solvente empregado.
Substancias fendlicas tém maior afinidade por solventes polares [33, 34]. EAMP apresentou maior
teor de flavonoides, enquanto que EHMP apresentou maior teor de cumarina.

A maioria dos constituintes quimicos relatados na familia Melastomataceae pertence a
compostos polifenodlicos. Anélises fitoquimicas dos extratos do género revelaram a presenca de
flavonoides (quercetina, miricetina e kaemferol), triterpenos (&cido ursdlico, acido oleanolico e acido

arjunolico), cumarinas e esterois (sitosterol, estigmasterol) [29, 30, 31, 32].
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Tabela 1 — Teor de fendis totais, taninos, flavonoides e cumarina nos extratos de M. prasina.

Extratos  Fendis Totais Taninos Flavonoides Cumarina
(mg EAT/g) (mg EAT/g) (mg ER/Q) (mg EC/g)
EHMP 46,24 + 0,76 14,17 + 1,16 ND 470,29 + 0,45
EAMP 97,56 + 7,49 51,37 £ 4,25 287,31 £ 5,58 372,01+17,81
EMMP 139,31 + 8,69 77,44 + 7,05 16,91 + 1,63 250,30 + 7,45

ND: ndo determinado; mg EAT/g - miligramas equivalentes de acido tanico; mg ER/g - miligramas equivalentes de rutina;
mg EC/g - miligramas equivalentes de cumarina. EHMP: Extrato hexanico de M. prasina; EAMP: Extrato acetato de etila
de M. prasina; EMMP: Extrato metandlico de M. prasina.

Atividade antioxidante pelos método DPPH, ABTS, complexo fosfomolibdénio e FRAP.
A atividade antioxidante dos extratos de M. prasina pelos métodos DPPH, ABTS, complexo

de fosfomolibdénio e FRAP estdo na Tabela 2.

Tabela 2 — Atividade antioxidante dos extratos de M. prasina pelo método DPPH, ABTS,
Fosfomolibidénio e FRAP.

Extratos DPPH ABTS* Fosfomolibdénio FRAP

ECso (ng/mL) (%) (CAT%) (1 FeSO4 / mg)
EHMP > 500 42,35 + 3,02 50,30 + 2,69 2,66 £ 0,09
EAMP 34,04 +£1,58 39,33+0,13 72,72 +£1,23 3,35+0,67
EMMP 7,94 £ 0,04 55,47 + 6,49 67,28 £ 5,67 15,86 + 0,92
Trolox - 64,20 £ 0,10 - 24,70 £ 0,41
Acido Ascorbico 4,82 + 0,06 - - -

Valores de CEso foram obtidos a partir da analise de regressdo linear, com 95% de nivel de confianga.VValores em médias
+ desvio padrdo. FRAP: Poder antioxidante de reducéo do Ferro. %CAT: Porcentagem da atividade antioxidante total.
EHMP: Extrato hexanico de M. prasina; EAMP: Extrato acetato de etila de M. prasina; EMMP: Extrato metanélico de
M. prasina.

Os ensaios de sequestro de radicais DPPH e ABTS sdo métodos baseados na eliminacéo destes
radicais pela substancia dadora de proton, a reacdo € seguida por uma alteracdo mensuravel na
espectrofotometria [35]. Ambos os ensaios DPPH e ABTS s&o amplamente utilizados para avaliar a
capacidade antioxidante de produtos naturais [36]. Os resultados do DPPH foram expressos em CEso
(concentracao de extrato em ug/mL capaz de reagir com 50% do radical presente na solu¢ao de
DPPH). Portanto, quanto menor o valor do CEso, maior sera a atividade antioxidante do extrato.
EMMP apresentou a maior capacidade de sequestro de radicais livres (CEso 7,94 + 0,04 pg/mL),
seguido EAMP (ECsp 34,04 £ 1,58 pg/mL). EHMP né&o apresentou atividade antioxidante (CEso >

500 pg/mL). O acido ascérbico utilizado como controle positivo demonstrou CEs04,82 + 0,06 pg/mL.
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A atividade de eliminacdo de radicais ABTS foi maior para EMMP (55,47 * 6,49%); seguido por
EHMP (42,35 + 3,02%) e EAMP (39,33 £ 0,13%).

A capacidade antioxidante total (TAC) é um ensaio espectrofotométrico baseado na reducéao
de molibdénio (VI) a molibdénio (V) pela acdo de uma substancia antioxidante com a subsequente
formacéo do complexo fosfato/molibdénio (V) com coloracao verde [27]. A capacidade antioxidante
total (% TAC) foi maior em EAMP (72,72 £+ 1,23%), seguido de EMMP (67,28 £ 5,67%) e EHMP
(50,30 + 2,69%). O método FRAP se baseia na reducao do complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ)
férrico, de [Fe*" -(TPZT),] ** para [Fe** -(TPZT)2] #*, o qual apresenta coloragdo azul intensa em
meio acido (pH 3,6) [28]. EHMP e EAMP apresentaram baixo poder de reducdo do Fe*3, enquanto
que EMMP apresentou alto nivel de sulfato de ferro.

Todos os extratos de M. prasina apresentaram atividade antioxidante, contudo analisando os
resultados obtidos pelos quatro métodos de atividade antioxidante, verifica-se que EMMP apresentou
maior capacidade de sequestro de radicais livres e poder redutor de ferro. Ao comparar os resultados
do teor de fendlicos totais com a atividade antioxidante dos extratos de M. prasina foi possivel
observar que o maior conteido de compostos fendlicos em EMMP resultou em um aumento na
atividade antioxidante. Compostos fenolicos, representados principalmente por taninos e flavonoides,
destacam-se como 0s principais grupo de antioxidantes naturais. Eles agem como sequestradores
eficientes de radicais livres, doar atomos de hidrogénios ou elétrons ou quelar cations de metais. Estas
caracteristicas desempenham papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e
quelacdo de metais de transicéo, agindo tanto na etapa de inicia¢cdo como na propagacdo do processo
oxidativo [37, 38].

Atividade hepatoprotetora contra intoxicagdo com acetaminofeno

Para avaliar a atividade hepatoprotetora de M. prasina foi escolhido o extrato com melhor
atividade antioxidante. Os dados na Tabela 3 mostraram que 12 h ap6s a administracdo de
acetaminofeno camundongos desenvolveram dano hepatocelular observado pelo aumento
significativo nas atividades séricas de ALT, AST e ALF quando comparado com o grupo controle
positivo. A elevacdo dos niveis séricos de transaminases (AST e ALT) e ALP sdo indicadores de dano
hepatico, uma vez que estas estdo normalmente localizadas no citoplasma e sao liberadas na
circulacdo apos lesdo celular [39].

O pré-tratamento com EMMP (30, 100 e 300 mg/kg) ndo reduziu os niveis séricos de ALT,
AST e ALF em comparagdo com o grupo de controle negativo. A silimarina (200 mg/kg) reduziu os
niveis das enzimas hepaticas indicando efeito hepatoprotetor. O grupo EMMP satélite apresentou

niveis de enzimas hepaticas semelhante aos niveis do grupo controle salina. Estes resultados
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comprovam que o extrato metanolico ndo induziu toxicidade quando administrado por 7 dias na dose
de 300 mg/kg.

Durante a biotransformacdo do farmaco nos hepatécitos, os radicais livres sdo gerados
continuamente. Estas moléculas instaveis reagem rapidamente com moléculas, acarretando na
peroxidacao lipidica, oxidacdo de proteinas, rupturas de cadeias de DNA e modulacdo da expresséo
génica[40]. Evidéncias experimentais mostram que esses radicais livres estdo envolvidos em doencgas
hepaticas e também levar a aterosclerose, cancer, acidente vascular cerebral, asma e artrite [41, 42].

Plantas séo fontes ricas em moléculas com potencial de neutralizar os radicais livres e inibir
a sua geracdo. E um fato bem estabelecido que o mecanismo hepatoprotetor de certos farmacos esta
relacionado com a sua capacidade antioxidante na eliminacdo de radicais livres e espécies reativas de

oxigénio [43].

Tabela 3 - Efeitos de EMMP sobre enzimas hepéaticas na hepatotoxicidade induzida por
acetaminofeno.

Grupos Dose AST ALT ALF
(mg/kg) (U/L) (U/L) (U/L)

Controle negativo - 238,2 £ 15,20 118,0 + 16,23 238,4 + 26,49
Controle salina - 116,0 £ 12,57**** 61,2 + 4,54**** 153,8 + 13,7****
EMMP 30 231,2 + 38,54 104,7 + 9,24 221,6 + 35,43

100 218,6 + 26,46 100,5 + 7,89 233,3 £ 22,59

300 226,0 £ 6,52 104,5 £6,35 230,4 + 20,01
Satélite 300 125,5 + 14,69****# 54 5 + 4,18***** 157,2 + 12,97***#
Silimarina 200 180,3 + 17,04** 90,0 £ 6,63**** 182,6 + 12,88*

Dados representam média + DP niveis séricos de enzimas hepéticas 12 h apés a inducdo de toxicidade por acetaminofeno
(250 mg/kg). AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase e fosfatase alcalina (ALF). (N=6); *** P
<0,0001; ****P<0,0001 v.s controle negativo. # - ndo significativo v.s controle salina. ANOVA uma via seguido do teste
de Bonferroni.

A analise histopatologica do figado nos grupos controle salina e EMMP satélite apresentou
arquitetura hepatica normal com células hepaticas distintas, espacos sinusoidais e veia central normais
(Figuras 1A e 1B). O grupo controle negativo intoxicado com acetaminofeno apresentou alteragdes
histopatoldgicas severas, como necrose hepatica centrilobular, vacuolizacao citoplasmaética, ndcleo

picnatico, estreitamento de capilares sinusoidais e arquitetura dos hepatécitos desorganizada (Figura
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1C). EMMP nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg ndo evitou estas alteracdes histopatoldgicas associadas
a hepatotoxicidade induzida pelo acetaminofeno (Figura 1E e 1F).

O pré-tratamento com silimarina (200 mg/kg) preservou a arquitetura normal dos hepatdcitos
e reduziu os sinais de danos hepaticos (Figura 1D). Silimarina é 0 nome genérico de um grupo de
compostos naturais (silibina, silidianina e silicristina) extraida do fruto e sementes de Silybum

marianum com utilizado no manejo da doenca hepatica e falhas hepéticas induzidas por toxina [44].

Figura 1 - Fotomicrografia hepatica de camundongos submetidos a intoxicagdo com acetaminofeno (250 mg/kg), HE,
20X. (A) Controle salina; (B) EMMP satélite; (C) Controle negativo; (D) Silimarina 200 mg/kg; (E) EMMP 100 mg/kg;
(F) EMMP 300 mg/kg. CV: vacuolizagdo citoplasmatica; N: ndcleo com picnose.

A hepatotoxicidade induzida pelo acetaminofeno ocorre através de uma reacdo de
biotransformacédo que forma o metabolito reativo N-acetil-p-benzoquinonaimina (NAPQI) através da
ativacdo do citocromo P450 do sistema oxidase. O metabolito € normalmente desintoxicado através
de uma reagdo de conjugacdo com a glutationa reduzida (GSH). No entanto, em altas doses de
acetaminofeno, os niveis de NAPQI aumentam esgotando os niveis de GSH. Posteriormente, 0s
grupos sulfidrilo de proteinas hepaticas podem reagir com o metabdlito reativo, resultando em
necrose hepatica [45, 46]. A degeneracdo hepatocelular e a necrose também estdo associadas a
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marcadores enzimaticos elevados, como alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), que indicam hepatotoxicidade [47].

Os extratos brutos sdo compostos por uma variedade de compostos que podem afetar os
sistemas bioldgicos através de interacbes com multiplos alvos celulares. Estes compostos podem
apresentar sinergismo, aumentando o efeito farmacologico. No entanto, a mistura de diferentes
compostos também pode levar a efeitos inibitorios, onde um componente pode reduzir a atividade
bioldgica do outro [48]. EMMP mostrou atividade antioxidante in vitro, no entanto, ndo impediu a
hepatotoxicidade induzida por acetaminofeno. Os resultados sugerem que EMMP tem componentes
antagonistas que reverteram os efeitos antioxidantes no modelo in vivo. Contudo, devem ser
realizados estudos adicionais para identificar o composto ativo responsavel pela atividade
antioxidante de EMMP.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam que os extratos de Miconia prasina apresentaram
capacidade de eliminacéo radical e altos niveis de fendis, taninos, flavondides e cumarina. No entanto,
EMMP ndo protegeu o figado contra os efeitos tdxicos causados pelo paracetamol. Mais estudos séo

necessarios para determinar o composto bioativo responsavel pelo efeito antioxidante dos extratos.

Conflito de interesses

Os autores declaram que ndo tém interesses concorrentes.

Contribuicdes dos autores
A avaliacdo dos metabolitos secundérios foi realizada por AJCC e ELCA. A atividade antioxidante
foi realizada por NERS e MACL. A atividade hepatoprotetora foi realizada por IVGAB e PPMN. A
analise histologica foi realizada por MANS e JRCV. A analise e elaboracdo do manuscrito foram
realizadas pela TBO e TGS.
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Resumo: O género Miconia é composto por aproximadamente 1000 espécies. Para algumas delas,
atividades bioldgicas ja foram descritas, como atividades antioxidantes e anti-inflamatérias. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade subcrénica do extrato metandlico das folhas de DC de
Miconia prasina (Sw.) DC (Melastomataceae). A toxicidade aguda e subcronica oral do extrato
metanolico de M. prasina (EMMP) foi avaliada em camundongos. Na toxicidade aguda, uma Unica
administracdo de EMMP (2000 mg/kg) ndo causou Obitos, nem alteracbes comportamentais e
fisioldgicas relevantes. No estudo subcrénico, 0 EMMP foi administrado por via oral diariamente
durante trinta dias em camundongos nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg. N&o foi observada
mortalidade. O EMMP a 100 e 300 mg/kg reduziram os leucécitos no grupo de machos. Nos
parametros bioquimicos, 0 EMMP a 100 e 300 mg/kg (ambos 0s sexos) aumentaram o0s niveis de
ALT e AST séricos. A andlise histologica do figado nas doses de 100 e 300 mg/kg apresentaram
arquitetura de hepatdcitos desorganizados, ndcleo com picnose, aumento do calibre vascular do
espacgo-porta, veia centrolobular e capilares sinusoides. Na histologia renal revelou que a
administrados com EMMP nas doses de 100 e 300 mg/kg ocasionou hidropsia dos tubulos renais,
aumento do glomérulo e espaco periglomerular. O baco apresentou caracteristicas histolégicas
normais para todos os grupos testados. Em concluséo, os resultados demonstram que a administracao
subcrénica de EMMP apresentou baixa toxicidade, pois ndo induziu mortalidade nem alteragdes
fisioldgicos e morfoldgicas graves.

Palavra-chave: Melastomataceae, toxicidade aguda, toxicidade subcrdnica, leucocitos.
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Introducéo

Plantas medicinais oferecem oportunidades ilimitadas para a descoberta de novos
medicamentos. A maioria dos produtos naturais utilizados na medicina popular tem evidéncias
cientificas sélidas no que diz respeito as suas atividades bioldgicas. No entanto, h& pouca informagéo
sobre os possiveis efeitos de toxicidade que as plantas medicinais podem causar (Sasidharan et al.,
2011, Dias e Takahashi, 1994).

Isso suscita preocupagdo com os potenciais efeitos toxicos resultantes do uso a curto e longo
prazos de tais plantas medicinais. Os estudos de toxicidade aguda e subcrdnica de plantas utilizadas
em animais ou seres humanos é uma parte crucial no desenvolvimento de produtos farmacéuticos
(Ukwuani et al., 2012).

Miconia é um género de aproximadamente 1000 espécies (Martins et al., 1996) que ocorrem
na América tropical (Judd e Skean, 1991). O género pertence a familia pantropical Melastomataceae
com mais de 166 géneros que incluem cerca de 4.300 espécies (Renner, 1993). As infusdes e extratos
de Miconia e os compostos isolados de membros do género demonstraram atividades antimicrobianas
(Rodrigues et al., 2008), antibioticas, antitumorais, analgésicas e antimalaricas (Harast et al., 1997,
Cunha et al., 2003, Martins et al., 2003).

Investigacdes fitoquimicas e farmacoldgicas anteriores de nosso grupo de pesquisa
demonstraram que o extrato metanolico de folhas de M. prasina possui altos niveis de compostos
fenolicos e capacidade antioxidante. Além disso, os extratos de acetato de etila e metandlico
apresentaram efeito anti-inflamatorio, reduzindo o volume de edema da pata, a migracdo de
polimorfonucleares e o nivel de IL-1B no exsudado do bolséo de ar (Dados ndo publicados). Com
base no potencial farmacéutico de M. prasina, este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade

aguda e subcrdnica em camundongos do extrato metandélico das folhas de M. prasina.
Materiais e métodos
Material vegetal
As folhas de Miconia prasina (Sw.) DC. (Melastomataceae) foram coletadas no periodo de
margo 2013 em Rio Largo, Alagoas, Brasil. A planta foi identificada pelo botanico Earl Celestino de

Oliveira Chagas do Instituto do Meio Ambiental de Alagoas (IMA-AL) e uma exsicata foi depositada
no herbario do IMA-AL (n° 50398).
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Obtencao do extrato

As partes aéreas de M. prasina foram secas por 4 dias, em estufa com temperatura controlada
e renovacao constante de ar. A mesma foi moida em moinho de facas e extraida por maceragédo a
temperatura ambiente com hexano por sete dias. O extrato foi filtrado e o residuo foi submetido a
extragdo com acetato de etila durante sete dias. Novamente, o extrato foi filtrado e o residuo foi
macerado com metanol pelo periodo de sete dias. Os filtrados foram rotaevaporados sob presséo
reduzida para obtencdo dos extratos organicos. Apenas o extrato metanolico foi utilizado neste estudo,
visto que em estudos anteriores este extrato apresentou potencial farmacoldgico. O extrato metandlico

foi diluido em solucéo salina (0,9 % NacCl).

Animais

Foram utilizados camundongos albinos swiss machos e fémeas Mus musculus (25-30 g)
provenientes do Biotério do Departamento de Antibio6ticos da Universidade Federal de Pernambuco.
Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno a temperatura de 22 + 2 °C e umidade do ar
de 50-60 %, com ciclo claro / escuro de 12 horas, recebendo ragdo balanceada e 4gua a vontade. Antes
dos experimentos, os animais foram aclimatados no ambiente do laboratério no minimo 24 horas
antes do experimento. Os animais foram mantidos em jejum 8 horas antes do inicio de cada
experimento. Os procedimentos foram aprovado pela Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal
da UFPE (N° 23076.030375/2014-20).

Toxicidade aguda

Este experimento foi realizado segundo a metodologia proposta pelo Guia 423 da
Organization for Economic Co-operation and Development (OECD, 2001). Grupos compostos por
trés camundongos fémeas receberam via oral o veiculo e o extrato metandlico de M. prasina (EMMP)
na dose de 2000 mg/kg. Os animais foram observados pelo método de screening hipocratico por uma
hora apos a administracdo oral. Os parametros comportamentais observados foram: agitacéo,
atividade motora, locomogédo, resposta ao toque, piloerecdo, ptose, cianose, movimentos
estereotipados, sonoléncia, frémito vocal, ataxia, contor¢des, agressividade, convulsdes, miccéo,
defecacéo, diarreia (MALONE; ROBICHAUD, 1962). Durante 14 dias seguintes foram mensurados
0 consumo de &gua, racdo e peso corporal. No ultimo dia de observacdo, os animais foram

anestesiados com Tiopental (5 mg/kg) para coleta de sangue por pungdo cardiaca para analise
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hematoldgica e bioguimica. Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, as visceras
foram observadas macroscopica e o0s 6rgdos figado, rim e baco foram pesados para calculo do indice
dos 6rgaos.

indice dos 6rgaos: peso dos 6rgéos (mg) / peso corporal (g)

Toxicidade subcrénica em camundongos

Quatro grupos de 10 camundongos (5 fémeas e 5 machos) receberam por via oral solugéo
salina ou EMMP nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg durante 30 dias. Os camundongos foram avaliados
diariamente para o consumo de &gua e racdo, peso corporal e mortalidade. No trigésimo dia do
experimento, os animais foram anestesiados com tiopental (5 mg/kg) e o sangue foi coletado para
exame hematolégico e bioquimico. Para analise histopatolégica, as amostras de figado, rim e baco
foram fixadas em 10% de formalina tamponada (OLIVEIRA et al., 2013).

Parametros hematoldgicos e bioquimicos

Para o teste hematoldgico, amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo EDTA e
analisadas no contador hematolégico ABX micros 60 (HORIBE médico). Para o teste bioquimico, as
amostras foram coletadas em tubos com ativador de coagulos e centrifugadas a 4000 rpm durante 5
minutos. O soro obtido foi analisado no BIOPLUS 2000 utilizando kits bioquimicos Labtest para os
seguintes parametros: glicose, proteinas totais, triglicérides, colesterol total, alanina aminotransferase

(ALT), aspartato aminotransferase (AST), creatinina, uréia e fosfatase alcalina (ALF).

Analise histologica

O figado, o0 baco e os rins dos animais foram fixados em 10% de formalina tamponada. Apds
a desidratacédo dos tecidos com banhos sucessivos em alcool e diafanizagdo com xilol, as pec¢as foram
incluidas em parafina. Foram colhidas fatias de 5 um em laminas, coradas com hematoxilina e eosina
e observadas sob um microscépio optico. As fotomicrografias foram obtidas em scanner de laminas
Pannoramic Desk Scanner (3DHistech, Budapeste, Hungria) equipado com o programa Pannoramic
Viewer (3DHistech).
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Analise estatistica

Os resultados foram expressos como media + D.P. As diferencas entre os grupos foram
determinadas através da Anélise de Variancia (ANOVA — uma via), seguida pelo teste de Bonferroni.
Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando *p < 0,05, **p < 0,01, ***p

< 0,001 e ****p < 0,0001. As andlises foram feitas utilizando o programa GraphPad Prism 6.0.

Resultados e discussao

Toxicidade aguda

Os animais tratados por via oral com EMMP na dose de 2000 mg/kg ndo apresentaram sinais
de toxicidade na primeira hora apds a administracdo. Ndo houve a ocorréncia de morte durante o
experimento, nem mudancas nos parametros fisioldgicos observados (Tabela 1). Os érgéos, figado,

rim e bagco ndo mostraram alteragdes macroscépicas, nem no indice dos 6rgdos das mesmas visceras.

Tabela 1 — Efeito tdxico da administracdo oral do extrato metandlico de M. prasina.

Consumo diario Peso (g) Indice dos 6rgaos (mg/g)
Grupo RacAo Agua o _ _
Inicial Final Figado Rim Baco
(9) (mL)

Controle 17,3+2,23 286+569 278+133 318%+215 571+574 52+050 6,2+1,16
EMMP 172+380 30,0+480 28,7+180 319+254 625+453 54+030 6,2+1,03

Valores expressos em média £ DP. (N = 6). ANOVA uma via, teste de Bonferroni. EMMP: Extrato metandlico de M.
prasina.

Os parametros hematoldgicos avaliados 14 dias apds a administracdo oral de EMMP foram:
globulos vermelhos, hemoglobina, hematdcrito, plaquetas, volume celular médio, concentracdo
média de hemoglobina corpuscular, hemoglobina corpuscular média e glébulos brancos. Nao houve
alteracdes nos parametros hematoldgicos avaliados quando comparados ao controle (Tabela 2).

O EMMP na dose de 2000 mg/kg ndo alterou os parametros bioquimicos apos 14 dias de
administracdo (Tabela 2). A avaliacdo da toxicidade aguda é uma metodologia amplamente utilizada
para verificar e classificar substancias quanto a sua capacidade de causar danos e letalidade aos
organismos vivos (Valadares, 2006; Zatta et al., 2009). De acordo com a metodologia empregada, 0

EMMP ndo produziu sinais de intoxicacdo nem alteracbes comportamentais, fisiologicas ou
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hematologicas. O valor de LDso para administracdo oral destes extratos foi estimado em mais de 2000

mg/kg e poderia ser classificado como toxicidade Classe 5 (OECD, 2001).

Tabela 2 — Efeito do EMMP sobre parametros hematologicos e bioquimicos.

Controle EMMP
Parametros hematoldgicos
Hemaécias (10%/mm?3) 7,8+0,78 8,8+0,72
Hemoglobina (g/dL) 12,6 £1,13 12,9+1,02
Hematdcrito (%) 36,2 +2,72 34,6 £2,84
VCM (ug) 48,5+ 1,43 48,6 £ 1,57
HCM (pg) 152+ 1,43 13,3+ 1,15
CHCM (%) 30,8 £2,53 35,6 £ 3,69
Leucdcitos (103 /mm?3) 8,0 + 0,55 8,8 +0,72
Parametros bioquimicos
Glicose (mg/dL) 125,3+£9,71 129,2 £8,77
Triglicérides (mg/dL) 117,0 £ 9,05 109,0 £9,97
Colesterol (mg/dL) 89,0 + 7,07 78,7 +£9,21
Proteinas torais (g/dL) 5887 +£218 5783 +£267
Creatinina (mg/dL) 0,3+0,01 0,3+0,01
Uréia (mg/dL) 64,3 + 8,74 53,7 + 6,66
Fosfatase alcalina (U/L) 231,7+21,73 212,77 +£41,79
ALT (U/L) 66,5 + 5,40 55,3+ 5,80
AST (U/L) 128,0 + 21,20 118,7 +£22,90

Valores expressos em média = D.P. (n=6). ANOVA uma via, teste de Bonferroni. HCM - Hemoglobina corpuscular
média; CHCM - Concentracdo da hemoglobina corpuscular; VCM - Volume corpuscular médio; ALT - alanina
aminotransferase; AST - aspartato aminotransferase; EMMP: Extrato metanélico de M. prasina.

Toxicidade subcrénica em camundongos

As doses escolhidas para avaliacdo da toxicidade subcronica foram baseadas na baixa
toxicidade aguda do extrato e nos estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa (dados
ndo publicados). A administracdo oral de extrato de M. prasina durante 30 dias ndo causou
mortalidade em nenhum dos grupos ao longo do periodo experimental. Nenhuma alteracéo em relacéo
ao screening hipocratico foi observada, sendo o comportamento dos grupos tratados semelhantes ao
do grupo controle. O grupo com as fémeas tratadas com EMMP na dose de 300 mg/kg apresentou

reducdo no consumo de ragdo (Figura 1), contudo o consumo de &gua e o ganho de peso ndo foram
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alterados (Figura 2). Os demais grupos ndo apresentaram mudancas no consumo de racao e agua. A
toxicidade sistémica de uma substancia também pode ser avaliada por meio da redugdo nos consumos
de &gua e ragdo, em conjunto com as alteracbes no peso corporal, alteracbes comportamentais, ma
condicéo de pelagem e apatia (ROCHA et al., 2012; GONZALEZ; SILVA, 2003; MELO, 2001).
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Figura 1 - Efeito da administracdo oral EMMP sobre 0 consumo de racéo e &gua. Os valores sdo expressos como a média
do consumo de racdo e agua + DP. * p <0,05 v.s Controle. ANOVA uma via seguido pelo teste de Bonferroni. EMMP:
Extrato metanolico de M. prasina.

A administragdo de EMMP ndo alterou os pardmetros hematoldgicos avaliados, exceto para
0s grupos nas doses de 100 e 300 mg/kg que reduziram o numero de leucécitos na circulagdo
sanguinea de camundongos machos (Tabela 3). Os leucdcitos séo celulas produzidas na medula 6ssea
que participam ativamente do sistema imunolégico humano, auxiliando na defesa do corpo na luta
contra invasores (Vogado et al., 2016). Embora o EMMP tenha reduzido o nimero de leuc6citos na
corrente sanguinea, essa reducdo ndo foi acentuada, portanto, isso ndo representa um alto risco para

a salde, no entanto niveis muito baixos de leucocitos podem levar a uma maior propensao para as
infeccgdes.
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Figura 2 - Peso corporal médio de camundongos machos e fémeas administrados com EMMP durante 30 dias. Os valores
sd0 expressos como a média do peso corporal para a semana £ DP (n = 5). ANOVA uma via seguido pelo testes de
Bonferroni. EMMP: Extrato metanélico de Miconia prasina.

Tabela 3 — Efeito da administracdo subcronica de EMMP sobre pardmetros hematoldgicos.

Controle EMMP

30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg
Machos
Hemacias (10%/mm?) 8,0+ 0,96 9,3+0,54 8,7+ 0,62 8,0+ 0,52
Hemoglobina (g/dL) 13,1+0,71 14,1 + 0,70 13,2+1,01 12,6 £ 0,55
Hematdcrito (%) 42,8 £ 2,57 46,1 +2,49 435+1,32 41,1+ 2,36
Plaquetas (10%/mm?2) 681 + 116,51 658 + 102,81 607 + 74,70 739 +59,00
VCM (ug) 52,5+ 2,64 49,6 £1,14 51,2+ 2,52 51,2+2,22
HCM (pg) 15,7 +0,92 15,2 + 0,53 16,7 + 1,80 15,7 + 0,49
CHCM (%) 32,4+3,61 30,7+0,76 32,6 +1,75 30,6 + 0,70
Leucdcitos (103/mm?3) 7,9+0,92 7,0+0,78 51+0,91*** 47 +0,92%***
Fémeas
Hemacias (10%/mm?) 8,7+0,77 8,8 + 0,66 9,0+0,33 8,7+1,38
Hemoglobina (g/dL) 13,6 + 0,88 13,6 +0,91 13,8+1,12 14,4 + 0,22
Hematocrito (%) 43,7+ 4,43 44,1 + 3,77 46,3 £ 0,81 38,9+4,38
Plaquetas (10%/mm?) 795+ 17,79 798 + 49,50 742 + 44,55 684 + 61,04
VCM (ug) 50,2 + 1,10 50,0 + 1,58 51,3+ 1,15 53,0 + 1,41
HCM (pg) 15,6 £ 0,52 15,6 £ 0,90 15,9 + 0,64 14,5+ 0,44
CHCM (%) 31,3+1,26 31,7+1,84 31,2+0,55 29,3 +2,62
Leucacitos (103/mm?3) 7,3+0,85 6,0+ 1,78 6,2+0,61 6,3+ 1,26

Valores expressos em média + D.P. (n=5). ***p < 0,001, ****p < 0,0001 v.s Controle. ANOVA uma via seguido pelo
teste de Bonferroni. HCM: Hemoglobina corpuscular média; CHCM: Concentragao da hemoglobina corpuscular; VCM:
Volume corpuscular médio; EMMP: Extrato metandlico de Miconia prasina.
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A avaliacdo bioquimica serica fornece informacGes importantes sobre alteragdes no
metabolismo de macromoléculas, sendo amplamento utilizados como indicadores ou marcadores de
dano hepatico e de sobrecarga renal (Chenoweth; Hake, 1962). A analise bioquimica revelou que

nenhum dos parametros avaliados foram alterados pela administracdo de EMMP (Tabela 4).

Tabela 4 — Efeito da administragdo subcronica de EMMP sobre parametros bioquimicos.

Controle EMMP

Machos 30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg
Glicose (mg/dL) 1485+1593 127,0+1892 1335+16,36  153,7 + 13,63
Triglicérides (mg/dL) 153,0+17,33 1558+ 11,41 153,7 £ 6,13 140,8 + 23,02
Colesterol (mg/dL) 82,2+6,34 84,5+10,44 83,3+ 6,97 85,3 +10,98
Proteinas torais (g/dL) 5803 + 282 5887 + 619 5892 + 208 6047 + 240
Creatinina (mg/dL) 0,33+£0,05 0,24 £0,05 0,25+ 0,05 0,28 £ 0,04
Uréia (mg/dL) 74,0 + 3,67 68,0 + 4,97 69,3+2,94 68,57 + 6,02
Fosfatase alcalina (U/L)  213,0+26,34 207,0+38,10 209,0+28,80  205,2+19,49
ALT (U/L) 71,3+2,89 68,5+ 7,70 76,7 £ 6,29 71,2 +4,38
AST (U/L) 115,0£6,12 129,6 £18,70  130,5% 11,27 135,0 £ 13,79
Fémeas

Glicose (mg/dL) 136,5+17,63 120,6 +19,27 146,2 £ 15,32 129,4 £ 7,09
Triglicérides (mg/dL) 108,3+14,61 106,0+12,71 1106+11,91  107,4+12,09
Colesterol (mg/dL) 67,6 £ 6,54 69,3+ 4,72 69,6 + 3,97 67,8 +12,03
Proteinas torais (g/dL) 5352 + 283 5484 + 389 5617 + 349 5381 + 282
Creatinina (mg/dL) 0,24 £ 0,05 0,27 £ 0,05 0,27 £ 0,05 0,26 £ 0,05
Uréia (mg/dL) 68,3 £ 3,50 63,0 £ 6,48 67,2 £ 6,30 67,2+5,31
Fosfatase alcalina (U/L)  190,7 £37,21  181,8+20,40 200,7+41,42  213,0+10,07
ALT (U/L) 58,2+9,34 55,5+ 7,80 62,6 £ 7,60 62,2 £ 6,53
AST (U/L) 127,2 £ 8,00 1305+£17,89 129,2+12,31 151,33 £ 5,51

Valores expressos em média + D.P. (n=5). ANOVA uma via seguido pelo testes de Bonferroni. ALT: alanina
aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; EMMP: Extrato metandlico de M. prasina.

A analise histologica foi realizada para identificar possiveis alteragdes microscopicas no
figado, rim e bago. Os grupos controles fémeas e machos apresentaram estrutura hepatica conservada,
sem alteracGes vasculares no espago-porta, veia centrolobular e capilares sinusoides (Figura 3A e
3E). Os camundongos de ambos os sexos administrados com 0 EMMP na dose de 30 mg/kg
apresentaram hepatdcitos preservados, com veia centrolobular, espaco-porta e capilares sinusoides

sem alteracOes (Figura 3B e 3F). Nos grupos tratados com EMMP nas doses de 100 e 300 mg/kg
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observou-se a arquitetura dos hepatdcitos desorganizada, nicleo com picnose, aumento do calibre

vascular do espaco-porta, veia centrolobular e capilares sinuséides (Figura 3C e 3G; 3D e 3H).

Figura 3 - Fotomicrografia hepatica de camundongos machos (A-D) e fémeas (E-H) administrados com o extrato
metandlico de folhas de M. prasina durante 30 dias, HE, 20X. Controle (A e E); EMMP 30 mg/kg (B e F); EMMP 100
mg/kg (C e G); EMMP 300 mg/kg (D e H). CS: capilares sinusoidais com aumento do calibre vascular; N: nlcleo com
picnose; H: arquitetura do hepatécito desorganizada; EMMP: extrato metanélico de Miconia prasina.

O figado tem a funcdo de manter a homeostasia metabolica do corpo, sendo um dos 6rgédos
mais afetados por lesGes provocadas por agentes quimicos devido a sua importante participacdo na

biotransformacdo de substancias no organismo (Schinoni, 2006). Apesar das alteracfes estruturais



125

presentes nas amostras microscaépicas, estas modificacfes ndo foram acompanhada de alteragcdes nos
niveis séricos de ALT e AST, indicando que a administracdo subcrénicado EMMP nédo causou danos
hepaticos graves.

Em relacdo aos rins, 0s grupos controles fémeas e machos apresentaram estrutura renal
preservada, sem alteracGes nos glomérulos, no espaco periglomerular e tubulos renais (Figura 4A e
4E). O EMMP na dose de 30 mg/kg apresentou glomérulos e tabulos renais conservados, com redugdo

do espaco periglomerular (Figura 4B e 4F).

Figura 4 - Fotomicrografia renal de camundongos machos (A-D) e fémeas (E-H) administrados com extrato metandlico
de folhas de M. prasina por 30 dias, HE, 20X. Controle (A e E); EMMP 30 mg / kg (B e F); EMMP 100 mg / kg (C e G);
EMMP 300 mg / kg (D e H). DPG: redugdo do espaco periglomerular; APG: aumento do espaco periglomerular; HG:
aumento de glomérulos; EMMP: extrato metanélico de Miconia prasina.
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Nos camundongos machos e fémeas administrados com EMMP nas doses de 100 e 300 mg/kg
foram observados hidropsia dos tubulos renais, aumento do glomérulo e espago periglomerular
(Figura 4C, 4D, 4G e 4H).

Os rins exercem multiplas funcdes que podem ser caracterizadas como filtracdo, reabsorcéo,
homeostase, funcGes endocrina e metabdlica. A funcdo primordial dos rins € a manutencdo da
homeostasia, regulando o meio interno pela reabsor¢do de substancias e ions filtrados nos glomérulos
renais e excregdo de outras substancias. Os niveis séricos de creatinina e ureia sdo utilizados na clinica
como indicadores da funcédo renal (Sodre; Costa; Lima, 2007). Apesar de ndo ter sido observado
alteracdo nos niveis seéricos creatinina e uréia, foi possivel constatar na analise histopatologica
alteracBes nos glomérulos e tabulos renais. Estes resultados indicam que a administracdo subcrénica
do EMMP induz uma baixa toxicidade renal. Os niveis normais de creatinina sérica e uréia
observados neste estudo foram consistentes com as alteracGes renais minimas observadas.

O baco, o maior 6rgédo linféide do corpo, desempenha funcbes imunoldgicas relevantes, tais
como depuracdo de bactérias da corrente sanguinea, producéo de linfocitos e mondcitos, além da
sintese de fatores do sistema complemento e imunoglobulinas, principalmente IgM (Torres et al.,
2000). O baco apresentou caracteristicas histoldgicas normais para todos os grupos testados. Nao
foram observadas alteracdes na capsula, trabécula, polpa branca e vermelha (dados nédo apresentados).

Os resultados demonstram que a administracdo subcronica de EMMP em geral apresentou
baixa toxicidade porque ndo induziu mortalidade ou alteraces nos parametros fisioldgicos. Contudo,
em doses de 100 e 300 mg/kg reduziu o nimero de células polimorfonucleares em camundongos e
produziu alteracdes morfoldgicas no figado e no rim quando administradas por via oral durante 30

dias.
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

\ fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 30 de junho 2015.

Oficio n°® 65/15

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Teresinha Gongalves da Silva

Departamento de Antibiéticos

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.030375/2014-20

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado “Estudo Farmacolégicos e Toxicolégico de Miconia
prasina”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o
adotadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questéo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: Biotério do Departamento de
Antibiéticos/ UFPE; Animais: Camundongo heterogénico | Atgnciosamente,
Linhagem: albinos suicos; Idade: 2 meses; Peso: 25- / f

30g; Sexo: macho( 85) e fémea (34); N° total de animais Y y—

119 e como também, Ratos Heterogénico; Linhagem; "
Wistar; Idade; 2 meses; Peso; 180-200g; Sexo; macho t Dr.Pedi.Qw
(25); N° Total de Animais : 144 %g‘%g

UFPE
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ANEXO B - NORMAS DO PERIODICO BRITISH JOURNAL OF PHARMACEUTICAL
RESEARCH

BRITISH JOURNAL OF PHARMACEUTICAL REASERCH

General Guideline for Authors

Type of papers
1. Original research papers:

Papers that include original empirical data that have not been published anywhere earlier (except as an abstract).
Null/negative findings and replication/refutation findings are also welcome. This type of paper normally should not
exceed 25 double-spaced pages of text (including references) and should not contant more than 15 figures/tables. We
advise a length of 3000-6000 words (including everything).

2. Short Research Articles:

Short Research Articles (or Research Notes) are single-finding papers (or one year experiment for agricultural papers)
that can be reports with one or two illustrations (figures/tables) and lab protocols. Posters from conferences or internal
meetings may be summarized as Short Research Articles (or Research Notes). In many cases, some additional detail,
particularly in the methods, description of the results, and/or discussion/conclusions will be required to make sure that
readers (and referees) have enough information to understand the description of the work. We advise a length of 3000-
4000 words, plus 3-4 figures and/or tables, and 15-20 key references.

3. Short communications:

Short Communications are urgent communications of important preliminary results that are very original, of high interest
and likely to have a significant impact on the subject area of the journal. A Short Communication needs only to
demonstrate a ‘proof of principle’. Authors are encouraged to submit a Original Research Paper to the journal following
their Short Communication. There is no strict page limit for a Short Communication; however, we advise a length of
2500-3500 words, plus 2-3 figures and/or tables, and 15-20 key references.

4. Review papers:
These papers will not have empirical data acquired by the authors but will include discussion of papers published and

data acquired in a specific area. We advise a length of 5000-9000 words, (including 50-150 references plus 3-5 figures
and/or tables (if required).

5. Minireview papers:

Minireviews are brief historical perspectives, or summaries of developments in fast-moving areas covered within the
scope of the journal. They must be based on published articles; they are not outlets for unpublished data. They may
address any subject within the scope of the journal. The goal of the Minireviews is to provide a concise summary of a
particular field in a manner understandable to all readers. We advise a length of 3000-6000 words, (including 30-70
references plus 2-3 figures and/or tables (if required).

6. Systematic Reviews: (Mainly for bio-medical journals)

Systematic Reviews should usually be based on medical interventions or animal model studies. We recommend that
authors consult the PRISMA guidelines for reporting in Systematic Reviews. Systematic Reviews should deal with a
clearly formulated question and use systematic and explicit methods to identify, select, and critically assess the relevant
research. We advise a length of 5000-9000 words, (including 50-150 references plus 3-5 figures and/or tables (if required).

7. Policy Papers:
The purpose of the policy paper is to provide a comprehensive and persuasive argument justifying the policy

recommendations presented in the paper, and therefore to act as a decision-making tool and a call to action for the target
audience. We advise a length of 3000-4000 words, plus 3-4 figures and/or tables, and 15-20 key references.

8 . Commentaries / Opinion Articles:
An opinion-based article on a topical issue of broad interest which is intended to engender discussion. We advise a length
of 2500-3500 words, plus 2-3 figures and/or tables, and 15-20 key references.

9. Data Notes
Data Notes are brief descriptions of scientific datasets that include details of why and how the data were created; they do
not include any analyses or conclusions.


http://www.sciencedomain.org/page/general-guideline-for-authors#Type_of_papers
http://www.prisma-statement.org/index.htm
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10. Study Protocols and pre-protocols: (Mainly for bio-medical journals)

SDI journals welcome protocols for any study design, including observational studies and systematic reviews. All
protocols for randomised clinical trials must be registered and follow the CONSORTguidelines; ethical approval for the
study must have been already granted.

Study pre-protocols (i.e. discussing provisional study designs) may also be submitted and will be clearly labelled as such
when published. Study protocols for pilot and feasibility studies may also be considered.

11. Method Articles:

These articles describe a new experimental or computational method, test or procedure, and should have been well tested.
This includes new study methods, substantive modifications to existing methods or innovative applications of existing
methods to new models or scientific questions.

We also welcome new technical tools that facilitate the design or performance of experiments and data analysis such as
software and laboratory devices, or of new technologies to assist medical treatment such as drug delivery devices. We
advise a length of 3000-4000 words, plus 3-4 figures and/or tables, and 15-20 key references.

12. Data Articles (Mainly for bio-medical journals):
A dataset (or set of datasets) together with the associated methods/protocol used to create the data. No analysis of the
data, results or conclusions should be included.

13. Case reports / Case studies (Mainly for bio-medical journals):
Case reports describe patient cases which are of particular interest due to their novelty and their potential message for
clinical practice. While there are several types of case reports, originality and clinical implications constitute the main
virtues by which case reports are judged. (Ref: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18677298). Case studies are an
invaluable record of the clinical practices of a profession. While case studies cannot provide specific guidance for the
management of successive patients, they are a record of clinical interactions which help us to frame questions for more
rigorously designed clinical studies. Case studies also provide valuable teaching material, demonstrating both classical
and unusual presentations which may confront the practitioner. (Ref:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2597880/). Abstract (not more than 250 words) of the Case reports should
have the following sections: Aims, Presentation of Case, Discussion and Conclusion. Only Case Reports have word limits:
Papers should not exceed 2000 words, 20 references or 5 figures.

14. Clinical Practice Articles (Mainly for bio-medical journals):

A short article relating to a specific clinical problem or scenario that discusses issues relating to patient management and
treatment pathways using an evidence-based approach. Clinical Practice Articles include case series (i.e. group or series
of case reports involving patients who were given similar treatment), but should not be based on a single case (see Case
Reports).

15. Grey literature government reports:

A special section of the journal will be dedicated to publication of (extended) abstracts of “grey literature government
reports”. Many governmental research institutes in Europe/world are confronted with the problem that their very good
scientific reports are produced directly for governmental sponsors. Results are typically presented in reports, which are
published on an institute’s website only. However, scientists like to publish their work in the scientific arena, albeit that
there may be little, if any, funding to support writing of the results in a scientific paper. Whereas the reports may be of
very high scientific quality, they are not readily disseminated into the scientific world because they are not identified by
normal literature attending systems. This then leads to very good scientific work being unnoticed by a wider audience,
possible re-duplication of the work in other countries, a loss of resources, and hence to a slower progression of science.
Therefore, this journal offers to publish good governmental reports in this peer-reviewed scientific journal via an abstract
of the report. As such, this journal will publish (extended) abstracts of governmental reports (in English language only
following a regular peer review system. Scientific excellence, open access and English language are the only prerequisites.
Upon scientific acceptance of the work, the extended abstract will contain the title of the work, the authors as well as a
hyperlink to the original full scientific report. In this way the scientific reports will be opened to a worldwide scientific
audience and authoring scientists will get the results of their work disseminated in the scientific arena.

16. Abstracts of scientific meetings:

Abstracts of oral presentations and posters (within the scope of the journal) can be published in discussion with the
academic editors. Standardised abstracts (prepared in accordance with journal guidelines) need to be in English language
and will be peer-reviewed prior to publication. It is recommended to contact the editor before submitting abstracts of a
scientific meeting. Normally a collection of the abstracts (minimum 10 abstracts) will be published in a special issue.
Abstracts are not considered for regular issues of the journal. Publication of 'collection of abstracts of a conference,
symposia, etc' requires a guest editorial board. Normally the 'Review committee / Screening committee' of the conference
will form the guest editorial board. List of the guest editors also will be published in the special issue.

17. Letter to the Editor:



http://www.consort-statement.org/
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A letter to the editor provides a means of communication between the author of an article and the reader of a journal,
allowing continued dialog about journal content to take place. Although not original research per se, a letter may provide
new insight, make corrections, offer alternate theories, or request clarification about content printed in the journal. Letters
to the Editor are considered for publication (subject to editing and abridgment) provided they do not contain material that
has been submitted or published elsewhere. Letters in reference to a Journal article must not exceed 600 words (excluding
references). Letters not related to a Journal article must not exceed 600 words (excluding references). A letter can have
no more than eight references and one figure or table. A letter can be signed by no more than four authors. Financial
associations or other possible conflicts of interest must be disclosed. This type of article will be fully peer
reviewed. Publication charge will be also applicable.

Reference and more information:

1. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2647072

2. http://www.nejm.org/page/author-center/letter-submission

3. http://www.sciencemag.org/site/misc/editor.xhtml

17. Scholarly Book Review:

The scholarly book review is considered by some to be a form of academic writing that serves to describe and critically
evaluate the content, quality, meaning, and significance of a book. A well constructed book review can provide a
thoughtful perspective and will be appreciated. Scholarly Book Review should be within 2000 words. Scholarly Book
Review must have to be systematic and structured and proper references (2-6 numbers) should be cited during
review. Scholarly Book Review must be avoided to advertise the book. Normal peer review process will be followed to
ensure the academic quality of such book review. Only academically important and critical review of books will be
considered for publication. There will be restrictions on numbers of such articles to be published per year.

For more information please refer below mentioned resources:
1. How to Write a Scholarly Book Review for Publication in a Peer-Reviewed Journal

2. How to Publish a Book Review

3. http://www.journals.uchicago.edu/journals/jop/book-reviews

4. Book Review articles: The New England Journal of Medicine

(Note:

1. Case Reports should follow the structure of Abstract, Introduction, Presentation of Case, Discussion, Conclusion,
Acknowledgements, Competing Interests, Authors’ Contributions, Consent (where applicable), Ethical approval (where
applicable), and References plus figures and/or tables. Abstract (not more than 250 words) of the Case reports should
have the following sections: Aims, Presentation of Case, Discussion and Conclusion. Only Case Reports have word limits:
Papers should not exceed 2000 words, 20 references or 5 figures. Other Type of papers have no word limits.
2. Review papers may have different headings of the sections and are exempted from following these suggestions.
3. Research Papers and Short Notes should follow the structure of Abstract, Introduction, Methodology, Results and
Discussion, Conclusion, Acknowledgements, Competing Interests, Authors’ Contributions, Consent (where applicable),
Ethical approval (where applicable), and References plus figures and/or tables.)

Submission

Online submission of manuscripts is strongly recommended. Please submit your article through Subcentral. Manuscripts
can also be submitted as email attachment to the editorial office at submission@sciencedomain.org. After submission, a
manuscript number will be communicated to the corresponding author within 48 hours.

For submission related problems or all other correspondence, please contact the editorial office
at help@sciencedomain.org or admin@sciencedomain.org.

Peer-review process
To know more about SDI Peer review process and SDI General Editorial Policies, click here.

Manuscript structure

The manuscript should be written in English with simple lay out. The text should be prepared in single column format.
Bold face, italics, subscripts, superscripts etc. can be used.

The text, excluding the abstract, if required, can be divided into numbered sections with brief headings. Starting from
introduction with section 1. subsections should be numbered (for example 2.1 (then 2.1.1, 2.1.2, 2.2, etc.), up to three
levels.

(Note:

1. Case Reports should follow the structure of Abstract, Introduction, Presentation of Case, Discussion, Conclusion,
Acknowledgements, Competing Interests, Authors’ Contributions, Consent (where applicable), Ethical approval (where
applicable), and References plus figures and/or tables. Abstract (not more than 250 words) of the Case reports should
have the following sections: Aims, Presentation of Case, Discussion and Conclusion. Only Case Reports have word limits:
Papers should not exceed 2000 words, 20 references or 5 figures. Other Type of papers have no word limits.
2. Review papers may have different headings of the sections and are exempted from following these suggestions.


http://sciencedomain.org/page/publication-charge
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2647072
http://www.nejm.org/page/author-center/letter-submission
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3. Research Papers and Short Notes should follow the structure of Abstract, Introduction, Methodology, Results and
Discussion, Conclusion, Acknowledgements, Competing Interests, Authors’ Contributions, Consent (where applicable),
Ethical approval (where applicable), and References plus figures and/or tables.)

Brief guidelines

Title Page

The title page should contain a brief title, name(s) of author(s) and their affiliations. The title should be without any
abbreviations and it should enlighten the contents of the paper. All affiliations should be provided with a lower-case
superscript letter just after the author's name and in front of the appropriate address.

The name of the corresponding author should be indicated along with telephone and fax numbers (with country and area
code) along with full postal address and e-mail address.

Abstract

The abstract should be concise and informative. It should not exceed 300 words in length. It should briefly describe the
purpose of the work, techniques and methods used, major findings with important data and conclusions. Different sub-
sections, as given below, should be used. No references should be cited in this part. Generally non-standard abbreviations
should not be used, if necessary they should be clearly defined in the abstract, at first use.

SAMPLE ABSTRACT:

Aims: Here clearly write the aims of this study. Sample: To correlate platelet count, splenic index (Sl), platelet
count/spleen diameter ratio and portal-systemic venous collaterals with the presence of esophageal varices in advanced
liver disease to validate other screening parameters.
Study design: Mention the design of the study here.
Place and Duration of Study: Sample: Department of Medicine (Medical Unit 1) and Department of Radiology, Services
Institute of Medical Sciences (SIMS), Services Hospital Lahore, between June 2009 and July 2010.
Methodology: Please write main points of the research methodology applied. Sample: We included 63 patients (40 men,
23 women; age range 18-75 years) with liver cirrhosis and portal hypertension, with or without the medical history of
gastrointestinal bleeding. Clinical as well as hematological examination (platelet count) and ultrasonography (gray as
well as color Doppler scale including splenic index and splenorenal/ pancreaticoduodenal collaterals) was done besides
upper Gl endoscopy for esophageal varices. Platelet count/spleen diameter ratio was also calculated.
Results: Kindly make sure to include relevant statistics here, such as sample sizes, response rates, P-values or Confidence
Intervals. Do not just say "there were differences between the groups". sample: Out of 63 patients, 36 patients with small
varices (F1/F2) and 27 with larger (F3) varices were detected on endoscope. Significant increase in mean splenic index
from low (86.7 +/- 27.4) to high (94.7 +/- 27.7) grade varices was documented. Opposite trend was found with platelets
(120.2 +/- 63.5 to 69.8 +/- 36.1) and platelets/ splenic diameter ratio (1676.7 to 824.6) declining significantly. Logistic
regression showed splenic collaterals and platelets are significantly but negatively associated with esophageal varices
grades.

Conclusion: Non-invasive independent predictors for screening esophageal varices may decrease medical as well as
financial burden, hence improving the management of cirrhotic patients. These predictors, however, need further work to
validate reliability.

Keywords

Immediately after the abstract, about 4-8 keywords should be given. Use of abbreviations should be avoided, only
standard abbreviations, well known in the established area may be used, if appropriate. These keywords will be used for
indexing.

Abbreviations

Non-standard abbreviations should be listed and full form of each abbreviation should be given in parentheses at first use
in the text.

Introduction
Provide a factual background, clearly defined problem, proposed solution, a brief literature survey and the scope and
justification of the work done.

Material and methods

Give adequate information to allow the experiment to be reproduced. Already published methods should be mentioned
with references. Significant modifications of published methods and new methods should be described in detail. This
section will include sub-sections. Tables & figures should be placed inside the text. Tables and figures should be presented
as per their appearance in the text. It is suggested that the discussion about the tables and figures should appear in the text
before the appearance of the respective tables and figures. No tables or figures should be given without discussion or
reference inside the text.

Tables should be explanatory enough to be understandable without any text reference. Double spacing should be
maintained throughout the table, including table headings and footnotes. Table headings should be placed above the table.
Footnotes should be placed below the table with superscript lowercase letters.
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Each figure should have a caption. The caption should be concise and typed separately, not on the figure area. Figures
should be self-explanatory. Information presented in the figure should not be repeated in the table. All symbols and
abbreviations used in the illustrations should be defined clearly. Figure legends should be given below the figures.

Some quidelines for Medical papers:
Randomized controlled trials should follow the CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials) guidelines
(http://www.consort-statement.org).

Case reports, case series, cross-sectional and other observational studies should follow the STROBE (Strengthening the
Reporting of Observational Studies in Epidemiology) guidelines (http://www.strobe-statement.org). If the detailed
methods are explicitly stated in the manuscript for single case studies, STROBE may be avoided.
Authors producing systematic reviews and meta-analyses should follow the PRISMA (Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses) guidelines (http://www.prisma-statement.org).

Results & Discussion

Results should be clearly described in a concise manner. Results for different parameters should be described under
subheadings or in separate paragraph. Table or figure numbers should be mentioned in parentheses for better
understanding.

The discussion should not repeat the results, but provide detailed interpretation of data. This should interpret the
significance of the findings of the work. Citations should be given in support of the findings. The results and discussion
part can also be described as separate, if appropriate.

Tables & Figures

Tables & figures should be placed inside the text. Tables and figures should be presented as per their appearance in the
text. It is suggested that the discussion about the tables and figures should appear in the text before the appearance of the
respective tables and figures. No tables or figures should be given without discussion or reference inside the text.

Tables should be explanatory enough to be understandable without any text reference. Double spacing should be
maintained throughout the table, including table headings and footnotes. Table headings should be placed above the table.
Footnotes should be placed below the table with superscript lowercase letters.

Each figure should have a caption. The caption should be concise and typed separately, not on the figure area. Figures
should be self-explanatory. Information presented in the figure should not be repeated in the table. All symbols and
abbreviations used in the illustrations should be defined clearly. Figure legends should be given below the figures.

Guideline for Reporting P values:

P is always italicized and capitalized.

i) Correct expression: (P =.05). Wrong Expression: (P <.05), unless P < .001.

ii) The P value should be expressed to 2 digits whether or not it is significant. If P < .01, it should be expressed to 3
digits.

iii) When rounding, 3 digits is acceptable if rounding would change the significance of a value (eg, P =.049 rounded to
.05).

iv) Expressing P to more than 3 significant digits does not add useful information since precise Pvalues with extreme
results are sensitive to biases or departures from the statistical model.

V) Reporting actual P values avoids this problem of interpretation. P values should not be listed as not significant (NS)
since, for meta-analysis, the actual values are important and not providing exact Pvalues is a form of incomplete
reporting.

vi) Do not use 0 before the decimal point for statistical values P, alpha, and beta because they cannot equal 1.

Conclusions
This should briefly state the major findings of the study.
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A brief acknowledgement section may be given after the conclusion section just before the references. The
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or other funding. If no such declaration has been made by the authors, SDI reserves to assume and write this sentence:
“Authors have declared that no competing interests exist.”.
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Authors may use the following wordings for this section: “ ‘Author A’ designed the study, performed the statistical
analysis, wrote the protocol, and wrote the first draft of the manuscript. ‘Author B’ and ‘Author C’ managed the analyses
of the study. ‘Author C’ managed the literature searches...... All authors read and approved the final manuscript.”

CONSENT (WHERE EVER APPLICABLE)

No manuscripts will be peer-reviewed if a statement of patient consent is not presented during submission (wherever
applicable).

This section is compulsory for medical journals. Other journals may require this section if found suitable. It should provide
a statement to confirm that the patient has given their informed consent for the case report to be published. Journal editorial
office may ask the copies of the consent documentation at any time.

Authors may use a form from their own institution or SDI Patient Consent Form 1.0. It is preferable that authors should
send this form along with the submission. But if already not sent during submission, we may request to see a copy at any
stages of pre and post publication.

If the person described in the case report has died, then consent for publication must be collected from their next of kin.
If the individual described in the case report is a minor, or unable to provide consent, then consent must be sought from
their parents or legal guardians.

Authors may use the following wordings for this section: "All authors declare that ‘written informed consent was obtained
from the patient (or other approved parties) for publication of this case report and accompanying images. A copy of the
written consent is available for review by the Editorial office/Chief Editor/Editorial Board members of this journal."
ETHICAL APPROVAL (WHERE EVER APPLICABLE)

This section is compulsory for medical journals. Other journals may require this section if found suitable. If human
subjects are involved, informed consent, protection of privacy, and other human rights are further criteria against which
the manuscript will be judged. It should provide a statement to confirm that the authors have obtained all necessary ethical
approval from suitable Institutional or State or National or International Committee. This confirms either that this study
is not against the public interest, or that the release of information is allowed by legislation.

All manuscripts which deal with animal subjects must be approved by an Institutional Review Board (IRB), Ethical
Committee, or an Animal Utilization Study Committee. , and this statement, and approval number, must accompany the
submission. If required, author should be ready to submit a scanned copy of the IRB or Ethical Committee Approval at
any stage of publication (Pre of post publication stage). The manuscript should contain information about any post-
operative care and pain management for the animals.

For manuscripts involving animal experiments, Authors may use the following wordings for this section “All authors
hereby declare that "Principles of laboratory animal care™ (NIH publication No. 85-23, revised 1985) were followed, as
well as specific national laws where applicable. All experiments have been examined and approved by the appropriate
ethics committee”

All manuscripts which deal with the study of human subjects must be accompanied by Institutional Review Board (IRB)
or Ethical Committee Approval, or the national or regional equivalent. The name of the Board or Committee giving
approval and the study number assigned must accompany the submission. If required, author should be ready to submit a
scanned copy of the IRB or Ethical Committee Approval at any stage of publication (Pre or post publication stage).

For manuscripts involving human experiments, Authors may use the following wordings for this section: “All authors
hereby declare that all experiments have been examined and approved by the appropriate ethics committee and have
therefore been performed in accordance with the ethical standards laid down in the 1964 Declaration of Helsinki.”

Reference style
References must be listed at the end of the manuscript and numbered in the order that they appear in the text. Every

reference referred in the text must also present in the reference list and vice versa. In the text, citations should be indicated
by the reference number in brackets [3].

Only published or accepted manuscripts should be included in the reference list. Articles submitted for publication,
unpublished findings and personal communications should not be included in the reference list but may be mentioned in
the text (e.g., T Nelson, Purdue University, USA, Unpublished results or personal communication). Avoid citing a
“personal communication” unless it provides essential information not available from a public source, in which case the
name of the person and date of communication should be cited in parentheses in the text. For scientific articles, obtain
written permission and confirmation of accuracy from the source of a personal communication. Unpublished result which
has been accepted for publication in any journal should be cited as "in press". Journal name abbreviations should be those
found in the NCBI databases (Link: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nlmcatalog/journals).

Note: All SDI journals will follow this new rerence style, effective from 09 Oct, 2012.

All references should follow the following style:

Reference to a journal:
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For Published paper:

1. Hilly M, Adams ML, Nelson SC. A study of digit fusion in the mouse embryo. Clin Exp Allergy. 2002;32(4):489-98.
Note: List the first six authors followed by et al.

Note: Use of DOI number for the full-text article is encouraged. (if available).

Note: Authors are also encouraged to add other database's unique identifier (like PUBMED ID).

For Accepted, unpublished papers.

Same as above, but “In press” appears instead of the page numbers.

1. Saha M, Adams ML, Nelson SC. Review of digit fusion in the mouse embryo. J Embryol Exp Morphol. 2009;49(3):
(In press).

Note: List the first six authors followed by et al.
Note: Use of DOI number is encouraged (if available).
Note: Authors are also encouraged to add other database's unique identifier (like PUBMED ID).

For Articles not in English
Forneau E, Bovet D. Recherches sur I'action sympathicolytique d'un nouveau dérivé du dioxane. Arch Int
Pharmacodyn. 1933;46:178-91. French.

Reference to a book:

Personal author(s)
Rang HP, Dale MM, Ritter JM, Moore PK. Pharmacology. 5th ed. Edinburgh: Churchill Livingstone; 2003.

Editor(s) or compiler(s) as authors
Beers MH, Porter RS, Jones TV, Kaplan JL, Berkwits M, editors. The Merck manual of diagnosis and therapy. 18th ed.
Whitehouse Station (NJ): Merck Research Laboratories; 2006.

Authored chapter in edited publication

Glennon RA, Dukat M. Serotonin receptors and drugs affecting serotonergic neurotransmission. In: Williams DA,
Lemke TL, editors. Foye's principles of medicinal chemistry. 5th ed. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins;
2002.

Reference to Web-resource or Electronic articles.

Hugo JT, Mondal SC. Parallels between tissue repair and embryo morphogenesis: a conceptual framework. Global Health.
2006;16:4. Accessed 29 March 2012. Available: http://www.globalizationandhealth.com/content/1/1/14.
Anonymous. Parallels between tissue repair and embryo morphogenesis: a conceptual framework. Global Health.
2006;16:4. Accessed 29 March 2012. Available: http://www.globalizationandhealth.com/content/1/1/14.

Reference to Organization as author
Diabetes Prevention Program Research Group. A study of digit fusion in the mouse embryo. J Embryol Exp Morphol.
2009;49(2):259-276.

Nomenclature and Units
Internationally accepted rules and the international system of units (SI) should be used. If other units are mentioned,
please give their equivalent in SI.

For biological nomenclature, the conventions of the International Code of Botanical Nomenclature, the International
Code of Nomenclature of Bacteria, and the International Code of Zoological Nomenclature should be followed.

Scientific names of all biological creatures (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be mentioned in
parentheses at first use of their English term.

Chemical nomenclature, as laid down in the International Union of Pure and Applied Chemistry and the official
recommendations of the IUPAC-IUB Combined Commission on Biochemical Nomenclature should be followed. All
biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names when first used in the text. Active
ingredients of all formulations should be likewise identified.

Math formulae
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All equations referred to in the text should be numbered serially at the right-hand side in parentheses. Meaning of all
symbols should be given immediately after the equation at first use. Instead of root signs fractional powers should be
used.

Subscripts and superscripts should be presented clearly. Variables should be presented in italics. Greek letters and non-
Roman symbols should be described in the margin at their first use.

To avoid any misunderstanding zero (0) and the letter O, and one (1) and the letter | should be clearly differentiated.
For simple fractions use of the solidus (/) instead of a horizontal line is recommended.

Levels of statistical significance such as: “P <0.05, "P <0.01 and P <0.001 do not require any further explanation.

Copyright

Submission of a manuscript clearly indicates that: the study has not been published before or is not under consideration
for publication elsewhere (except as an abstract or as part of a published lecture or academic thesis); its publication is
permitted by all authors and after accepted for publication it will not be submitted for publication anywhere else, in
English or in any other language, without the written approval of the copyright-holder. The journal may consider
manuscripts that are translations of articles originally published in another language. In this case, the consent of the journal
in which the article was originally published must be obtained and the fact that the article has already been published
must be made clear on submission and stated in the abstract. It is compulsory for the authors to ensure that no material
submitted as part of a manuscript infringes existing copyrights, or the rights of a third party.

The copyrights of all papers published in this journal are retained by the respective authors as per the ‘Creative Commons
Attribution License' (http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/). The author(s) should be the sole author(s) of the
article and should have full authority to enter into agreement and in granting rights to SCIENCEDOMAIN international,
which are not in breach of any other obligation. The author(s) should ensure the integrity of the paper and related works.
Authors should mandatorily ensure that submission of manuscript to SCIENCEDOMAIN international would result into
no breach of contract or of confidence or of commitment given to secrecy.

Proofs

A PDF file of proof will be sent to the corresponding author as an e-mail attachment. Authors will be asked to check any
typographical or minor clerical errors in the manuscript at this stage. No other major alteration in the manuscript is
allowed. After publication authors can freely access the full text of the article as well as can download and print the PDF
file.

Fees and Charges
Authors are requested to visit Publication Charge, FAQ and Help, Authors section and Institutional membership section to
have information about Publication Charge and discounts.

Submission Checklist

Kindly ensure to send the following 2 files during submission.

1. Manuscript formatted as per SDI paper template (See below for link)
2. SDI Manuscript Submission form (See below for link)


http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
http://www.sciencedomain.org/page/publication-charge
http://www.sciencedomain.org/page/faqs-help
http://www.sciencedomain.org/page/authors
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ANEXO C - NORMAS DO PERIODICO BMC COMPLEMENTARY AND
ALTERNATIVE MEDICINE

BMC Complementary and Alternative Medicine

Research article

Criteria

Research articles should report on original primary research, but may report on systematic reviews
of published research provided they adhere to the appropriate reporting guidelines which are
detailed in our editorial policies. Please note that non-commissioned pooled analyses of selected
published research will not be considered.

Preparing your manuscript

The information below details the section headings that you should include in your manuscript and
what information should be within each section.

Please note that your manuscript must include a 'Declarations’ section including all of the
subheadings (please see below for more information).

Title page

The title page should:

present a title that includes, if appropriate, the study design e.g.:

"A versus B in the treatment of C: a randomized controlled trial", "X is a risk factor for Y: a case
control study"”, "What is the impact of factor X on subject Y: A systematic review"

or for non-clinical or non-research studies a description of what the article reports

list the full names, institutional addresses and email addresses for all authors

if a collaboration group should be listed as an author, please list the Group name as an author. If
you would like the names of the individual members of the Group to be searchable through their
individual PubMed records, please include this information in the “Acknowledgements” section in
accordance with the instructions below

indicate the corresponding author

Abstract

The Abstract should not exceed 350 words. Please minimize the use of abbreviations and do not cite
references in the abstract. Reports of randomized controlled trials should follow

the CONSORT extension for abstracts. The abstract must include the following separate sections:
Background: the context and purpose of the study

Methods: how the study was performed and statistical tests used

Results: the main findings

Conclusions: brief summary and potential implications

Trial registration: If your article reports the results of a health care intervention on human
participants, it must be registered in an appropriate registry and the registration number and date of
registration should be in stated in this section. If it was not registered prospectively (before
enrollment of the first participant), you should include the words 'retrospectively registered'. See
our editorial policies for more information on trial registration

Keywords

Three to ten keywords representing the main content of the article.

Background

The Background section should explain the background to the study, its aims, a summary of the
existing literature and why this study was necessary or its contribution to the field.

Methods

The methods section should include:

the aim, design and setting of the study

the characteristics of participants or description of materials
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a clear description of all processes, interventions and comparisons. Generic drug names should
generally be used. When proprietary brands are used in research, include the brand names in
parentheses

the type of statistical analysis used, including a power calculation if appropriate

Results

This should include the findings of the study including, if appropriate, results of statistical analysis
which must be included either in the text or as tables and figures.

Discussion

This section should discuss the implications of the findings in context of existing research and
highlight limitations of the study.

Conclusions

This should state clearly the main conclusions and provide an explanation of the importance and
relevance of the study reported.

List of abbreviations

If abbreviations are used in the text they should be defined in the text at first use, and a list of
abbreviations should be provided.

Declarations

All manuscripts must contain the following sections under the heading 'Declarations':

Ethics approval and consent to participate

Consent for publication

Availability of data and material

Competing interests

Funding

Authors' contributions

Acknowledgements

Authors' information (optional)

Please see below for details on the information to be included in these sections.

If any of the sections are not relevant to your manuscript, please include the heading and write 'Not
applicable’ for that section.

Ethics approval and consent to participate

Manuscripts reporting studies involving human participants, human data or human tissue must:
include a statement on ethics approval and consent (even where the need for approval was waived)
include the name of the ethics committee that approved the study and the committee’s reference
number if appropriate

Studies involving animals must include a statement on ethics approval.

See our editorial policies for more information.

If your manuscript does not report on or involve the use of any animal or human data or tissue,
please state “Not applicable” in this section.

Consent for publication

If your manuscript contains any individual person’s data in any form (including individual details,
images or videos), consent for publication must be obtained from that person, or in the case of
children, their parent or legal guardian. All presentations of case reports must have consent for
publication.

You can use your institutional consent form or our consent form if you prefer. You should not send
the form to us on submission, but we may request to see a copy at any stage (including after
publication).

See our editorial policies for more information on consent for publication.

If your manuscript does not contain data from any individual person, please state “Not applicable”
in this section.

Availability of data and materials

All manuscripts must include an ‘Availability of data and materials’ statement. Data availability
statements should include information on where data supporting the results reported in the article
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can be found including, where applicable, hyperlinks to publicly archived datasets analysed or
generated during the study. By data we mean the minimal dataset that would be necessary to
interpret, replicate and build upon the findings reported in the article. We recognise it is not always
possible to share research data publicly, for instance when individual privacy could be
compromised, and in such instances data availability should still be stated in the manuscript along
with any conditions for access.

Data availability statements can take one of the following forms (or a combination of more than one
if required for multiple datasets):

The datasets generated and/or analysed during the current study are available in the [NAME]
repository, [PERSISTENT WEB LINK TO DATASETS]

The datasets used and/or analysed during the current study are available from the corresponding
author on reasonable request.

All data generated or analysed during this study are included in this published article [and its
supplementary information files].

The datasets generated and/or analysed during the current study are not publicly available due
[REASON WHY DATA ARE NOT PUBLIC] but are available from the corresponding author on
reasonable request.

Data sharing is not applicable to this article as no datasets were generated or analysed during the
current study.

The data that support the findings of this study are available from [third party name] but restrictions
apply to the availability of these data, which were used under license for the current study, and so
are not publicly available. Data are however available from the authors upon reasonable request and
with permission of [third party name].

Not applicable. If your manuscript does not contain any data, please state 'Not applicable’ in this
section.

More examples of template data availability statements, which include examples of openly
available and restricted access datasets, are available here.

BioMed Central also requires that authors cite any publicly available data on which the conclusions
of the paper rely in the manuscript. Data citations should include a persistent identifier (such as a
DOI) and should ideally be included in the reference list. Citations of datasets, when they appear in
the reference list, should include the minimum information recommended by DataCite and follow
journal style. Dataset identifiers including DOIs should be expressed as full URLs. For example:

Hao Z, AghaKouchak A, Nakhjiri N, Farahmand A. Global integrated drought monitoring and
prediction system (GIDMaPS) data sets. figshare.

2014. http://dx.doi.org/10.6084/m9.figshare.853801

With the corresponding text in the Availability of data and materials statement:

The datasets generated during and/or analysed during the current study are available in the [NAME]
repository, [PERSISTENT WEB LINK TO DATASETS].[Reference number]

Competing interests

All financial and non-financial competing interests must be declared in this section.

See our editorial policies for a full explanation of competing interests. If you are unsure whether
you or any of your co-authors have a competing interest please contact the editorial office.

Please use the authors initials to refer to each author's competing interests in this section.

If you do not have any competing interests, please state "The authors declare that they have no
competing interests" in this section.

Funding

All sources of funding for the research reported should be declared. The role of the funding body in
the design of the study and collection, analysis, and interpretation of data and in writing the
manuscript should be declared.

Authors’ contributions
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The individual contributions of authors to the manuscript should be specified in this section.
Guidance and criteria for authorship can be found in our editorial policies.

Please use initials to refer to each author's contribution in this section, for example: "FC analyzed
and interpreted the patient data regarding the hematological disease and the transplant. RH
performed the histological examination of the kidney, and was a major contributor in writing the
manuscript. All authors read and approved the final manuscript.”

Acknowledgements

Please acknowledge anyone who contributed towards the article who does not meet the criteria for
authorship including anyone who provided professional writing services or materials.

Authors should obtain permission to acknowledge from all those mentioned in the
Acknowledgements section.

See our editorial policies for a full explanation of acknowledgements and authorship criteria.

If you do not have anyone to acknowledge, please write "Not applicable" in this section.

Group authorship (for manuscripts involving a collaboration group): if you would like the names of
the individual members of a collaboration Group to be searchable through their individual PubMed
records, please ensure that the title of the collaboration Group is included on the title page and in
the submission system and also include collaborating author names as the last paragraph of the
“Acknowledgements” section. Please add authors in the format First Name, Middle initial(s)
(optional), Last Name. You can add institution or country information for each author if you wish,
but this should be consistent across all authors.

Please note that individual names may not be present in the PubMed record at the time a published
article is initially included in PubMed as it takes PubMed additional time to code this information.
Authors' information

This section is optional.

You may choose to use this section to include any relevant information about the author(s) that may
aid the reader's interpretation of the article, and understand the standpoint of the author(s). This may
include details about the authors' qualifications, current positions they hold at institutions or
societies, or any other relevant background information. Please refer to authors using their initials.
Note this section should not be used to describe any competing interests.

Endnotes

Endnotes should be designated within the text using a superscript lowercase letter and all notes
(along with their corresponding letter) should be included in the Endnotes section. Please format
this section in a paragraph rather than a list.

References

All references, including URLS, must be numbered consecutively, in square brackets, in the order in
which they are cited in the text, followed by any in tables or legends. The reference numbers must
be finalized and the reference list fully formatted before submission.

Examples of the BioMed Central reference style are shown below. Please ensure that the reference
style is followed precisely.

See our editorial policies for author guidance on good citation practice.

Web links and URLs: All web links and URLS, including links to the authors' own websites, should
be given a reference number and included in the reference list rather than within the text of the
manuscript. They should be provided in full, including both the title of the site and the URL, as well
as the date the site was accessed, in the following format: The Mouse Tumor Biology Database.
http://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do. Accessed 20 May 2013. If an author or group of
authors can clearly be associated with a web link (e.g. for blogs) they should be included in the
reference.

Example reference style:

Article within a journal

Smith JJ. The world of science. Am J Sci. 1999;36:234-5.

Article within a journal (no page numbers)

Rohrmann S, Overvad K, Bueno-de-Mesquita HB, Jakobsen MU, Egeberg R, Tjgnneland A, et al.
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Meat consumption and mortality - results from the European Prospective Investigation into Cancer
and Nutrition. BMC Med. 2013;11:63.

Article within a journal by DOI

Slifka MK, Whitton JL. Clinical implications of dysregulated cytokine production. Dig J Mol Med.
2000; doi:10.1007/s801090000086.

Article within a journal supplement

Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functional asplenia: demonstration of splenic activity by
bone marrow scan. Blood 1979;59 Suppl 1:26-32.

Book chapter, or an article within a book

Wyllie AH, Kerr JFR, Currie AR. Cell death: the significance of apoptosis. In: Bourne GH, Danielli
JF, Jeon KW, editors. International review of cytology. London: Academic; 1980. p. 251-306.
OnlineFirst chapter in a series (without a volume designation but with a DOI)

Saito Y, Hyuga H. Rate equation approaches to amplification of enantiomeric excess and chiral
symmetry breaking. Top Curr Chem. 2007. doi:10.1007/128_2006_108.

Complete book, authored

Blenkinsopp A, Paxton P. Symptoms in the pharmacy: a guide to the management of common
illness. 3rd ed. Oxford: Blackwell Science; 1998.

Online document

Doe J. Title of subordinate document. In: The dictionary of substances and their effects. Royal
Society of Chemistry. 1999. http://www.rsc.org/dose/title of subordinate document. Accessed 15
Jan 1999.

Online database

Healthwise Knowledgebase. US Pharmacopeia, Rockville. 1998. http://www.healthwise.org.
Accessed 21 Sept 1998.

Supplementary material/private homepage

Doe J. Title of supplementary material. 2000. http://www.privatehomepage.com. Accessed 22 Feb
2000.

University site

Doe, J: Title of preprint. http://www.uni-heidelberg.de/mydata.html (1999). Accessed 25 Dec 1999.
FTP site

Doe, J: Trivial HTTP, RFC2169. ftp://ftp.isi.edu/in-notes/rfc2169.txt (1999). Accessed 12 Nov
1999.

Organization site

ISSN International Centre: The ISSN register. http://www.issn.org (2006). Accessed 20 Feb 2007.
Dataset with persistent identifier

Zheng L-Y, Guo X-S, He B, Sun L-J, Peng Y, Dong S-S, et al. Genome data from sweet and grain
sorghum (Sorghum bicolor). GigaScience Database. 2011. http://dx.doi.org/10.5524/100012.
Figures, tables additional files

See General formatting guidelines for information on how to format figures, tables and additional
files.

Submit your manuscript in Editorial Manager
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ANEXO D - NORMAS DA REVISTA BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA

Instructions to authors
Revista Brasileira de Farmacognosia
Brazilian Journal of Pharmacognosy

The Revista Brasileira de Farmacognosia
(Brazilian Journal of Pharmacognosy) is a
periodical dedicated to the publication of
original  scientific work, reviews and
communications in the field of Pharmacognosy
(the study of biologically active natural
products).

General rules

* All submitted manuscripts must not have
been published. The simultaneous submission
of manuscripts describing the same work to
other journals is not recommended. The
journal will accept contributions on the
understanding that the author has obtained the
necessary authority for publication. In the case
of multiple authors, each author must inform
the corresponding author that he/she consents
to submission of the article to The Revista
Brasileira de Farmacognosia.

* The Revista Brasileira de Farmacognosia
accepts for publication original scientific
work, reviews and communication articles
written only in English. The content of the text
is entirely the responsibility of the author(s),
and does not necessarily reflect the opinion of
the Editor, Editorial Board or members of the
Advisory Board.

* Manuscripts written by authors whose native
language is not English should be checked by
a native speaker or a professional language
editing service before submission. Assistance
of independent editing services can be found at
http://lwww.sbfgnosia.org.br/revista. All
services are paid for and arranged by the
author, and the use ofone of these services does
not guarantee acceptance or preference for
publication.

* The Revista Brasileira de Farmacognosia
reserves the right to submit all received
manuscripts to ad hoc referees, whose names
will be kept confidential, and who will have the
authority to decide on the pertinence for

acceptance. Referees may return manuscripts
to the Editor-in-Chief or Section Editors for
transmission to the author(s) with suggestions
for necessary alterations which are to be made
to conform to the standards and editorial rules
of the journal.

* All articles involving studies with humans or
animals should have the approval and
authorization of the Ethics Committees on
Research on Human Beings or on Animals of
the institutions to which the author(s) belong.
* All plant, microorganism and marine
organism materials used in the described
research should be supported by an indication
of the site (including GPS coordinates, if
possible) and country of origin, the name of the
person identifying the biological material and
the location of the voucher specimen.

* Authors should be prepared to provide
documentary evidence that approval for
collection was afforded from an appropriate
authority in the country of collection and, if
applicable, to follow the rules concerning the
biodiversity rights.

* Manuscripts dealing with essential oils that
contain seasonal harvest and biological activity
and which explore mechanisms of action or
synergism are welcome.

* The journal will not accept responsibility for
research works that do not comply with the
legislation of the country of residence of the
author.

* We strongly recommend that authors avoid
stating that the popular or traditional use of a
certain herb was confirmed by pre-clinical, in-
vitro or in vivo tests using animals.

* The following immediate rejection criteria
apply i. the manuscript does not fall into the
areas of interest of the journal;

ii. manuscripts not formatted in accordance
with the standards of the journal (see Section
3);

iii. the manuscript results are preliminary;



Iv. manuscripts reporting activity data without
comparison with a reference, without a
positive control/appropriate control or not
based on adequate statistics;

v. the biological source (e.g. plant,
microorganism, marine organism etc.) is not
clearly identified, authenticated and
documented,;

vi. experimental work on antioxidant activity
of crude extracts without isolation,
identification and content estimation of the
active compounds;

vii. experimental work on antimicrobial
activity with crude extracts without isolation
and identification of the active compounds,
with large MIC values (ug/ml) for
antimicrobial activity (>250 ug/ml for plant
extracts and >50 pg/ml for pure compounds)
and without appropriate identification of
culture collections/strain designation codes;
viii.experimental work on essential oils with
only one sample of a single plant specimen
with a single chromatographic analysis and
without appropriate statistical —analyses;
without oil yield (%) and characterization and
component quantification not undertaken
using GC-MS-FID and analyses of the
retention indices of the components not
calculated using n-alkane homologous series
together with analyses of some of the isolated
natural components. Biological activity results
without chemical characterization of the
compounds.

iX. too preliminary data using in-vitro assays
will not be acceptable if (i) no information on
the type of activity is given; (ii) single dose or
very high concentrations (must show dose—
response studies); (iii) repetition of a simple
bioassay (usually one assay with replicates);
(iv) lack of appropriate controls (solvents;
positive or negative substances according to
the study); (v) no IC50 values (if applicable).
X. manuscripts with repetition of a single
bioassay for yet another extract or plant;

xi. use of only the brine shrimp assay (Artemia
salina) to access the toxicity of extracts;

xii. isolation and bioassay of well-known
compounds with small or no relationship to the
activity, or to the medicinal use of the plant
without clear justification;
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xiii. manuscripts reporting pharmacological or
biological activities of crude extracts without
chemical and technical standardization.

All plant, microorganism and marine
organism materials used in the described
research should be supported by an indication
of the site (including GPS coordinates, if
possible) and country of origin, the name Rules
for the elaboration of contributions
* The author(s) should retain a copy (electronic
and paper) of the submitted manuscript in the
event of loss or damage to the original sent to
the journal.

* Figures (photographs, charts, drawings etc.)
and tables should be inserted close to the point
at which they are discussed and numbered
consecutively in  Arabic numerals. The
respective captions should be clear, concise,
with no abbreviations and located underneath
the figures. If figures are from another font,
formal authorization is required.

» Tables should be numbered consecutively
using Arabic numerals. Tables (numerical
data) should not be closed by side lines. The
respective captions must be clear, concise,
with no abbreviations and located above the
table. There should be an indication of the
approximate position in the text where tables
should be placed.

» The captions of botanical illustrations
(abbreviations of anatomical descriptions)
should be in accordance with the rules adopted
by the journal. Please request standards by
email to revista@sbfgnosia.org.br.

Text formatting and contents of the work

« Original papers:

Original papers are research articles describing
original experimental results. The manuscript
should be arranged in the following order:
Title, Abstract, Keywords, Introduction,
Material and Methods, Results, Discussion,
Acknowledgements, Authorship, References,
Figures with Legends, Tables and Structural
Formulae. Results and Discussion sections
may appear as a combined ‘Results and
Discussion’ section. The normal length of the
main text of an Original Paper (excluding
references, tables, figures and figure legends)
is approximately 3,000 words. Longer
manuscripts may be accepted in exceptional
and welljustified cases. If submitting such


mailto:revista@sbfgnosia.org.br

manuscripts, authors should provide a
justification statement in the covering letter,
giving compelling reasons for the length of the
paper.

* Brief communications:

This section will cover mainly the isolation of
known compounds from new neotropical
sources, or complementary results of on-going
work. The text should be arranged as follows:
Title, Abstract of 200 words, Keywords,
Introductory Remarks, Material and Methods
with brief experimental details without
subheadings, Results and Discussion as one
body of text  without headlines,
Acknowledgements, References (up to 20
citations) and Figures and/or Tables (up to 3).
The text should not exceed 2,000 words.

* Reviews will, in general, be invited by the
Editor-in-Chief and only those with more than
100 references will be considered. The main
purpose of reviews is to provide a concise,
accurate introduction to the subject matter and
inform the reader critically of the latest
developments in the field. They should be
concise and not include experimental details.

* In addition to these Guidelines, a template
(for original papers) and a sample covering
letter are available at
www.sbfgnosia.org.br/revista. Authors are
strongly recommended to follow these formats
when preparing a manuscript.

* The originals should be on A4-sized paper,
double-spaced using Times New Roman size-
12 font, fully justified, with margins of 2 cm.

» Title and subtitle:

They should be in lower case, using Times
New Roman size-14 font, and in accordance
with the contents of the article, taking in
consideration the scope and objectives of the
journal.

* Authors:

The authors’ names should appear centred
underneath the title. The first and last names
should appear in full, followed by the initials
of all other names (e.g. Carlos N. U. Silva). In
the case of several authors, the names should
be separated by commas.

« Author affiliations:

After each author name there should be
superscript Arabic numerals indicating the
institution to which they are affiliated. The list
of institutions should appear immediately
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below the list of authors. The name of the
corresponding author should be identified with
a superscript asterisk indicating the address to
which all correspondence should be sent. The
electronic institutional address, telephone
number and fax number of the main author
should appear after the References. The journal
will not publish commercial e-mail addresses.
* Abstract:

A brief and concise abstract of < 300 words
highlighting the most important information
(including the methodology, results and
conclusions) that allows readers to evaluate
their interest in the article and thus avoiding
reading of the entire work.

» Keywords:

Very important for database searches, thus
validating the article. The authors should
identify a maximum of six Keywords, in
alphabetical order and separated by commas,
to represent the content of the article.

* Introduction:

The Introduction should clearly establish the
objectives of the work and its relationship with
other works in the same field.Extensive
literature reviews should be replaced by
references of more recent publications, where
these reviews have been published and where
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