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RESUMO

O presente trabalho teve como intuito o estudo tieidade biologica e
investigacdo quimica do extrato bruto e fracoedrdtm de Cayaponia cabocldCc). Os
estudos quimicos foram feitos a partir da extradéo fruto com agua destilada em
liquidificador, que depois de filtrado e liofilizadesultou no extrato bruto. Este extrato foi
submetido a uma particdo liquido-liquido dividing®-em duas pré-fracdes, n-butanolica e
Aquosa. A fracdo Aquosa foi fracionada em uma @lde fase reversa;£utilizando como
fase mével Metanol/Agua (1:1) e obtendo duas fra¢adracdo M e a fracdo FSP). As duas
fracOes foram analisadas por ressonancia magméiaar, qual detectado uma regido com
sinais/deslocamentos compativeis com acucares. 8rapforam feitas reactes de hidrolise e
acetilacao de acucares para identificacdo dos nme€sa@xperimentos farmacologicos foram
feitos em dois modelos experimentais de inflamdeéema de orelha e pleurisia). A pleurisia
foi induzida pela carragenina e avaliada em ratdirthagem Wistar (180-220g), os quais
foram tratados com duas doses de extrato brutacd@%D e 500 mg/kg de peso corporal). O
edema de orelha induzido pelo 6leo de créton faliato em camundongos da linhagem
Swiss (25-35¢g). Neste experimento o extrato tagaCd (2,5;5,0 mg/orelha) e as pré-fragbes
n-butandlica e Aquosa (5,0 mg/orelha), foram apbsatopicamente, imediatamente apés a
aplicacdo do 6leo. O extrato bruto @ayaponia caboclanas doses de 250mg e 500mg/kg
reduziu significativamente o volume de exsudattamétorio pleural quando comparados aos
animais controles. Nas doses de 2,5 e 5,0 mg/orelbatrato bruto de Cc provocou inibigéo
significativa do edema de orelha. As pré-fracdesegvato bruto de Cc (n-butandlica e
aquosa) provocaram a mesma inibicdo. No conjurdoresultados demonstraram que o

extrato bruto deCayaponia caboclaassim como suas fragbes quando aplicados em ianima



por via topica apresentam efeito antiinflamatoriauee temos possiveis oligossacarideos

presentes sendo 0s responsaveis por esta acao.

Palavras Chave&Cayaponia caboclaantiinflamatorio, oligossacarideos.



ABSTRACT

The aim of the present work was to study the bickgactivity and a chemical
investigation of the crude extract and fractionghaf fruit of Cayaponia cabocla (Cc). The
chemical studies were carried out from the extoacof the fruit with distilled water in a
blender, which after filtration and lyophilizatioasulted in the crude extract. This extract was
divided into a liquid-liquid partition, and thenpsgated into two pre-fractions, n-butanolic
and aqueous. The aqueous portion was fractionedaif@ 18 column of reverse phase using
as movable phase Metanol/water (1:1), which reduitdéwo fractions (the M fraction and the
FSP fraction). These two fractions were analyzednbglear magnetic resonance, which
identified an area of sugars. Therefore, sugarsaiigés and acetilation were carried out in
order to identify them. The pharmacological experits were performed in two experimental
models of inflammation (ear edema and pleurisyk Ppleurisy was induced by carragenine
and assessed in Wistar rats (180-220g). The rats tmeated with two doses of Cc crude
extract (250 and 500 mg/kg of body weight). The ed@ma, induced by the croton oil, was
evaluated in Swiss mice (25-35¢g). The total extmictCc (2.5; 5.0 mg/ear) and the n-
butanolic and aqueous pre-fractions (5.0 mg/earg vegplied topically, immediately after
applying the oil. The 250mg and 500mg/kg dosesefayaponia caboclaxtract reduced
significantly the volume of the pleural inflammataxudate when compared to the controls.
The 2.5 and 5.0 mg/ear doses of Cc caused a sigmifinhibition of the ear edema. The pre-
fractions of Cc crude extract (n-butanolic and ags¢ showed the same results. The overall
results showed that th€ayaponia cabocleextract, as well as its fractions, had an anti-
inflammatory effect when administered topicallyatmimals. The presence of oligosaccharides

are likely to be responsible for this anti-inflantorg action.

Keywords:Cayaponia caboclaanti-inflammatory, oligosaccharides.
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1. INTRODUCAO

As plantas tém sido um importante recurso medicitgsde os primordios da
humanidade. No momento em que a espécie humana sorglaneta, as plantas ja existiam
ha mais de 400 milhdes de anos. Tém-se registroe de@senhos em cavernas que revelam
uma ligacdo muito intima do homem com a naturezacipalmente com as plantas
(CAMARGO, 1998).

Outros registros podem ser encontrados antes de 2% como a medicina
tradicional chinesa. Os egipcios, 0s gregos e mwiatras civilizacbes possuiam
conhecimentos sobre o0 uso de vegetais, tais coredeaZigos, cebolas, alhos, etc.
(ROBBERS, 1997).

Ao longo da historia, vé-se que a arte de curaaspplantas esteve por muito
tempo associada a praticas magicas, misticas aistioas. Muitas vezes, uma planta era
descoberta simplesmente por apresentar morfolagieelbante a alguma parte do corpo e,
assim, ser associada a essa parte no processmd&IAUOTERAPIA, 2000).

Durante as conquistas de novos continentes, hamaedifusdo de espécies para
areas colonizadas como forma de promover a curagamo como simples continuacdo dos
habitos convencionais dos colonos. Esses colomosamente com os povos indigenas e
negros africanos, possuiam grande conhecimentce setwas medicinais, e ajudaram a
influenciar a cultura dos paises das AméricascAfe Europa (CAMARGO, 1998).

Desse modo, as civilizagbes em todo mundo forataqao suas experiéncias de
forma Unica, deixando acumular até nossos diasasto \conhecimento sobre as ervas.

No Brasil, ttm-se relatos da utilizacdo de plamas somente como fonte de
alimentos, mas também como fonte de medicamentssjedque os primeiros habitantes

chegaram aqui, h4 cerca de doze mil anos. No entaatprimeiras informacfes sobre 0s
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habitos indigenas s6 comecaram a ser propagada® énitio da colonizacdo portuguesa.
Tempos depois, 0 padre José de Anchieta descréwre@s \plantas comestiveis e medicinais
do Brasil, como o feijdo, milho, a cevada, o graebito, o palmito e a mandioca. Essas
espécies faziam parte dos principais alimentogémds. Das plantas medicinais, Anchieta
relatou uma planta chamada de “erva-boa”, a pimenta era muito utilizada pelos indios
contra indigestdes, para aliviar nevralgias, reismads e doencas nervosas (SOARES, 2004).

Uma parte do conhecimento indigena, juntamente @edmrdado dos negros e
europeus, foi transmitida para a populacdo. E idiitcontrar alguém que nunca curou a
colica infantil com camomila ou erva-doce ou o estar de uma ressaca com chas de folhas
de boldo. Numa populacdo como a brasileira, agrggamntias cientificas a essa pratica traz
inUmeras vantagens.

Em 1978, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tesmgu a importancia das
plantas medicinais e das preparacdes galénicagraale doencas, recomendando a difusédo
em nivel mundial dos conhecimentos necessarios pamwso das plantas medicinais
(SOARES, 2004). Esse incentivo ajudou a formagagrdpos que hoje estudam as plantas
medicinais. Além disso, o Brasil possui a maioibiersidade do mundo, estimada em cerca
de 20% do numero total de espécies do planeta.gtasde biodiversidade chama a atencéo
de equipes multidisciplinares formadas por variadigsionais como botéanicos, fitoquimicos,
farmacélogos e bidlogos.

De um modo geral, toda a histéria da medicinaiaithamente ligada as plantas.
Com o progresso das técnicas cromatograficas es#mmancia magnética nuclear, muitas
espécies de diversas familias de plantas forantde esndo estudadas. Contudo, existe uma
gama muito grande de diversidade de estruturas erdgriedades fisico-quimicas e

bioldégicas a serem pesquisadas dessas plantasarAg@saumento de estudos nesta area,

14



somente 15 a 17% das plantas foram estudadas quentseu potencial medicinal
(CALIXTO, 2000).

A farmacologia avancou para a situacao atual deosdgdo de medicamentos
sintéticos, que domina o mercado de farmacos h#&omanos. Apesar disso, hoje em dia,
muitas plantas medicinais sdo amplamente comeratils em paises ricos e pobres na forma
de medicamentos fitoterapicos. Nos ultimos 20 anbservou-se aumento significativo no
mercado desses medicamentos na Alemanha e EstadiosUm\ indUstria fitoterapica
movimenta cerca de 5% do capital que circula nacawr global de medicamentos sintéticos.
No Brasil, os medicamentos representam 4% docotakrcializado (FITOTERAPIA, 2000)

De um modo geral, a populacéo recorre aos conhati@opulares na hora de
utilizar plantas medicinais, por acreditar quehesm nao fizer, mal também néo fara acreditar
que as plantas medicinais séo totalmente benéfaragnte por serem plantas pode ser muito
perigoso. Muitas plantas contém constituintes tsice 0 uso indiscriminado de certas
plantas pode resultar em intoxicagcoes. A toxicidpdde resultar de altas concentragbes
ingeridas, do estado de conservacao das planaasbeéin da forma de uso.

No Brasil temos alguns exemplos de plantas quenfartidizadas para tratamento
de cancer, como 8ymphytum officinaligconfrei), Alloe spptbabosa) deuphorbia tirucalli
(aveloz). O extrato aquoso de confrei obtido pocemacdo foi proibido para uso interno
devido a grande quantidade de alcaldides pirrdhizds, que sdo hepatotéxicos. No caso da
babosa, ndo ha relatos na literatura sobre a tladei de sua mucilagem, mas a presenca de
glicosideos hidroxiantracénicos torna-a toxica. dnseus efeitos é a diarréia (RATES 2001).

Existem muitos medicamentos fitoterapicos que estendo usados
profilaticamente para manter boa saude ou preventhoencas. Contudo, com 0 uso
prolongado nem sempre é possivel prever a segueaagaficicia, resultando algumas vezes

em intoxicagdes cronicas.
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Alguns fitoterapicos considerados seguros apresemissociados ao seu longo
tempo de uso. Como exemplo, temos alguns laxatsesnpa alexandringCassia senna
Aloe vera, Rhamus frangula, Rhamus purshi@r@scara sagrada) que podem causar dores
abdominais, diarréia, etc. As espédiederiana officinalis, Passiflora incarnata e buptem
flocatum conhecidas por seus efeitos sedativos, causaes die cabeca, palpitacbes e
insénia. O uso prolongado do guarana pode caugacag e insénia (ELVIN-LEWIS, 2001).

E claro que nessa situacgéo o fato de tomar chécpaaaalgum mal repentino ndo
constitui uma negacdo do conhecimento cientifimaenecessidade de orientagcdo médica,
mas representa uma busca aquele homem dos prima@i@ibumanidade, época que tudo era
mais natural.

Desse modo, estudos sdo necessarios a fim de igargupulacdo uma melhor
qualidade de vida e evitar alguns problemas comtiliaacdo errada de espécies vegetais
pela populacao, dosagens incorretas, auséncia dmninole de qualidade e boas praticas de
cultivo.

A qualidade da matéria-prima vegetal usada conuiefiipico € de extrema
importancia, pois afeta diretamente a eficAcia geguranca desses medicamentos. Para
melhorar a qualidade da matéria-prima, as ind@se&tao investindo mais em cultivo em
larga escala. Isto permite selecionar espécies altonteor de principios ativos, controlar
pragas e contaminacdes por metais pesados, idssticAiém de poder controlar o clima,
nutrientes e luminosidade. Todos esses fatoresilcoam para manter a qualidade, seguranca
e eficacia dos fitoterapicos (CALIXTO, 2000).

A necessidade de um controle de qualidade tambémpértante, embora a
dificuldade em fazé-lo € um fator bastante critide.uma maneira geral, as plantas podem
possuir centenas de constituintes, alguns delesemiess em concentragdes minimas. Os

constituintes das plantas variam em funcéo dedatekternos como temperatura, umidade,
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luminosidade, método de coleta, secagem e tramsp@bm 0s avancos tecnolOgicos
ocorridos em técnicas analiticas (HPLC, RMN, eé.possivel estabelecer critérios para
padronizar e manter o controle de qualidade dotefépicos (FARIAS, 1999).

E necessaria a conjuncdo de profissionais, numaltrabmultidisciplinar e
interativo, na busca de substancias farmacolégate@s com potencial terapéutico. A
identidade botanica, composi¢do quimica e ideagfio dos constituintes quimicos e analise
das propriedades farmacoldgicas faz parte dessmmeertos envolvendo deste modo,
diferentes profissionais especializados.

Um fator importante na procura de novas molécuégende da interacdo entre a
quimica e a farmacologia. Neste sentido, um difgetra ser observado € que o estudo
quimico segue o caminho daqueles resultados fatdmcos que indicam uma atividade
mais interessante, embora toda a composicdo quitaigalanta deva ser explorada. Sendo
assim, o quimico deve isolar e identificar os costp® dos extratos que apresentam a
atividade investigada.

Neste contexto, os programas de novas descobedagirabas investem
exageradamente na pesquisa de carboidratos comosefe fisiologia das células. Em
particular os polissacarideos sdo 0os mais estudieiia classe de metabdlicos secundarios.
Sao compostos multifuncionais, com varias ativida@@macoldgicas. O foco maior destes
produtos esta voltado para a atividade imunolégioéi;mutagéncia e antiinflamatéria, com
propriedades de protecao das membranas epitéD&IERS M. A. at al 2005)

Na medicina moderna, as plantas ricas em poligsieces sdo usualmente
utilizadas para o tratamento de doencas de pekn@rs tipicos destas espécies sao
Abelmoschus esculents, Kaki fruits e Typha ladifDETERS M. A. at al 2005)

Muitas vezes a alta atividade bioldégica de um éxtr@io pode ser explicada

somente por uma substancia, nem pela soma dossefEts substancias ativas, sugerindo a
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ocorréncia de efeitos sinérgicos ou a existénciaouteos componentes mais ativos, mas
presentes em pequenas proporcdes. Por esse motigstudo farmacolégico de fracBes
enriguecidas néo dever ser deixado de lado. Panadelte a isso, torna-se indispensavel o
estabelecimento de um perfil quimico (cromatogodfispectrométrico) dessa fracao
enriguecida (BARATA, 2003).

A ocorréncia de efeitos sinérgicos em plantas &agutl@ por meio de varios
exemplos encontrados na literatura. Um exemplot@hmlho realizado por japoneses, que
comprovam esta hipotese no caso do fitoterapicorderado Sho-Saiko-To, que € uma
mistura de sete ervas que atuam na prevencéao deranfigado (FILHO; YUNES, 2001).

Outra explicacdo ainda para o suposto “desaparatirhda atividade biolégica
apos o fracionamento seria a biodisponibilidadeldema substancia que quando pura, nao
seria absorvida da mesma forma que no extrato eotddruto. Outro aspecto que deve ser
levado em consideracdo é a instabilidade de subistamtivas, que podem se degradar
durante o processo de isolamento e se transformaubstancias inativas (FILHO; YUNES,
2001).

Todas essas consideragdes mostram que o estudantiespmedicinais é bastante
complexo e que quanto maior for a interacdo entimigos e farmacoélogos, mais ampla sera
a possibilidade de sucesso no estudo de um extligito

Diversas espécies vegetais sao utilizadas na meadpmpular para o tratamento
de diferentes tipos de infeccbes e doencas inftamaat A industria Farmacéutica e os
Institutos de Pesquisa de todo mundo tém invesialdusca de agentes antiinflamatorios
com eficacia farmacoldgica, baixa toxicidade e @ustos mais acessiveis para a populacao.
Para isto, tornam-se indispensaveis estudos quprovem a atividade biolégica dos vegetais

e que fornecam informacdes necessarias a suagéibz
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Este trabalho é uma tentativa de aprofundar estaagfio interdisciplinar. Além
disso, todo esse conjunto de fatos apresentadifecpusa necessidade de estudar, investigar e
comprovar todos 0s recursos naturais brasileirgge@almente as plantas, levando para a
populacdo dados cientificos que contribuirdo naemt#io de melhores resultados para o

tratamento de doencas com plantas medicinais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Cucurbitaceae

A ordem Violales genu cronquigtcontém 23 familias de plantas, dentre elas a
familia Cucurbitaceae. No Brasil, a familia possterca de trinta géneros, com
aproximadamente 800 espécies (BARROZO, 1978).

A familia Cucurbitaceae engloba mais de 800 espétgeplantas, agrupadas em
cerca de 80 géneros, das quais muitas tém granplertdncia econémica na horticultura
mundial. E uma das mais importantes familias detaautilizadas para a producio de
alimentos e fibras. Apesar da parte aérea dasaslaigsta familia ser muito similar em seu
desenvolvimento, grande variabilidade genética s&p mantida para o formato e outras
caracteristicas de fruto, 0 que aumentou o seungiatale uso.

As Cucurbitaceae séo plantas herbaceas, trepadeirastejantes com caule com
feixes bilaterais, com folhas geralmente grandeteiras ou profundamente lobadas, de
disposicéo interna, sem estipulas.

A folha (Figura 1) é anfiestomética, com estébmatosmociticos localizados no
mesmo nivel das células epidérmicas. Em vista dtpst epiderme de ambas as faces é
formada por células de tamanhos e formatos variadossentando paredes periclinais retas.
Em seccao transversal, a epiderme € uniestratifieacevestida por cuticula delgada, com
tricomas tectores simples pluricelulares unissegadom célula apical em forma de gancho;
tricomas glandulares sésseis ou pedicelados coetagiuricelular; e formacdes apiculares
mostrando a porcdo basal birrefringente em luzrigalda. O mesofilo é dorsiventral com
parénquima palicadico constituido por uma camadeetigas longas e nas regides proximas

as nervuras de maior calibre apresenta duas candadeélulas mais curtas, e parénquima
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lacunoso formado por varias camadas de célulagrfura central € constituida por um feixe
maior do tipo bicolateral envolvido por tecido esehquimatico e um feixe menor, mais
proximo da face adaxial, também envolto por esotgréna. Colénquima angular ocorre em
ambas as faces. Os feixes menores apresentama@axtmbainha esclerenquimatica. O caule,
em seccado transversal, possui 5-6 sulcos ou ghmesemtando epiderme uniestratificada
revestida por cuticula delgada. O sistema de dasm esta representado pelo colénquima
angular, localizado especialmente nas costelas;lerénquima que ocorre de forma continua
externamente aos feixes vasculares. O sistema laaseuformado por feixes bicolaterais
dispostos em dois circulos. O parénquima medulasapta pequenos espacos intercelulares
sendo constituido por células de tamanhos variadwsparedes delgadas. Possuem frutos e

sementes numerosas (JOLY, 1998).

Figura 1: Aspecto das folhas e flores @ayaponia cabocla
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Vérias espécies da familia Cucurbitaceae sao adéig para curar edema das
pernas, cataplasma e outras doencas inflamaténagtanto se a dose for exagerada pode
produzir hemorragia. Além do uso na medicina papwafruto de algumas plantas desta
familia, como Lagenaria vulgarese Cayponia também sao utilizadas como caixa de
ressonancia musical e tem certo valor ornamengatrits indigenas (CORREIA, 1926).

A maioria das espécies da familia Cucurbitaceaedsgalantas comestiveis e de
importante valor econdmico. Dentre as mais comensos$: abobora, moranga, abobrinha,
jerimum (Cucurbitg, melancia Citrullus), bucha-de-metro, bucha, cabacinha, maxix&o
(Luffa), cabaca, cuiaL@genarig, pepino, meldo, maxixeCucumi3. O popular chuchu
(Sechium é o fruto carnoso contendo uma Unica sementdyéantonhecido por maxuxo (DI
STASI et al., 2002).

Dentre as plantas nativas, destaca-se 0 conhecidtiofde-sdo-caetano,
meldozinho lMomordicg, com seus caracteristicos frutos carnosos ddesete cor abdbora
e sementes com testa carnosa vermelha tdo comurerass do litoral e interior do pais
(JOLY, 1998).

Dos Santoset al (1996), demonstraram em estudos fitoquimicos,Cayaponia
tayuya é a espécie oficial descrita na primeira FarmaeoB¥asileira e suprimida nas
posteriores.

A Cayaponia caboclaassim como outras espécies da familia Cucurlaigace
também sdo conhecidas popularmente como taiuia.oGomamplos, pode-se apresentar, a
taiuia-de-felpas, a taiuia-de-Goias (ou abdébormdtn) Cayaponia racemosa CogrTaiuia-
do-Para Cayaponia glandulogataiuia grandeRryonia cordatifolig (CORREA, 1975).

Cayaponia cabocldFigura 2) popularmente chamada de cabacinha @ooad d’

agua, abobora d’ anta, € uma erva trepadeira, pabiesda familia das Cucurbitaceaes, que
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foi disseminada nos paises tropicais, mas é muiliivada nos jardins da Europa e do

extremo Oriente.

Figura 2: Aspecto do fruto no dia da coleta

Esta espécie tem um uso bastante restrito comoermtiém sendo o fruto
comestivel apenas enquanto verde e pequeno, messia pouco apreciado. Depois de
maduro fornece polpa muito amarga, purgativa, d&stemoliente.

Acredita-se que as folhas, aquecidas e aplicadpEataente, servem para
apressar os partos e para curar as frieiras. (CORRHE26).

A Cayaponia caboclaé uma planta pouco estudada na literatura. Nontnta
populacdo vem utilizando o fruto desta cucurbitaesaim como outras espécies da mesma
familia para minimizar os sintomas da sinusiteflammacdes tépicas (VIPIN K.CARG at al
1986).

De forma caseira, € batido no liquidificador todaparte interna do fruto,

incluindo as sementes e em seguida pingado nasasagara diminuir a vaso constricao.
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Figura 3: Aspecto da polpa déayaponia cabocla

Segundo o botanico Monteiro da Silva (LESLIE TAYLQORO05), as espécies de
Cayaponiaséao utilizadas hoje no Brasil como analgésicojrdlgimatorio, tdnico purificante
e desintoxicante, também para o tratamento degé@ede liquidos, herpes severa, acnes,
eripselas e outros problemas cutaneos.

PETERS et al. (1999) demonstraram que os efeittimfeamatorio e analgésico
de algumas espécies da familia curcubitaceae deeempresenca de curcubitacina B e sdo
decorrentes da reducao dos niveis de prostaglandina

Cucurbitacinas séo, por definicao, triterpenoswadtate oxigenados, com o
esqueleto biogeneticamente incomum 19(10®9b)-aBeeldnostano (cucurbitano) (Figura
4), que podem ser encontrados livres ou glicosfiaBtas sédo reconhecidas principalmente
como o0s principios toxicos das plantas da familiautbitaceae, estando presentes em
algumas espécies dessa familia botanica usadasdiaima popular brasileira como a
"buchinha" Luffa operculaty, "taiuia" (Wilbrandia ebracteata e/ou Cayaponia tayuga

"nhandiroba” Fevillea trilobatg.
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Figura 4: EsqueletoCurcubitano

Sendo assim, 0 presente projeto teve como objetivestigar a atividade

antiinflamatdria e conhecer os principios ativapomsaveis por tais atividades bioldgicas.
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2.2 Carboidratos: definicdo e biossintese

Dos constituintes quimicos presentes em plantasia@é e microorganismos, 0S
carboidratos sdo 0s que representam o maior nurB@m.sintetizados pelo metabolismo
primario, essencial a todos o0s organismos e, qugmlmerizados, funcionam como
componentes de reserva e estruturas da paredarcabd organismos. Do ponto de vista

quimico, monossacarideos sdo polihidrocialdeidiomgas) ou polihidroxicetonas (cetoses).

CHO

CHO H——OH
2 x HO————H
FOTOSSINTESE ————» H OH ———»
H- ———H
CH2OP
H—+—OH
D-3-fosfogliceraldeido
CH20P
CICLO DE CALVIN l D-glucose-6-P
I I
CHO CHOH CH2OH
— — 9]
H— 1 OH ——0
H————0OH J——— H—F+—o0Hd —_— HO— H
H —— OH H———F——OH H——— ——OH
CH20P CHzOFP CH20F
D-riboss-5-P D-ribulose-5-P D-xilose-5-P

S&o os primeiros produtos formados pela fotosdr{tegura 2).

Figura 5: Representacdo dos primeiros acucares formado$opetaintese

Sao constituidos de trés a sete atomos de carlbonosadeias lineares alifaticas,
porém, ha relatos de monossacarideos com oito, Bowé dez atomos de carbono.
Entretanto, na natureza, sdo os monossacarideosigom(pentoses) e seis (hexoses) atomos
de carbono os mais freqliientes em polissacaridgesaie.

Quimicamente, pentoses e hexoses possuem estrgfaliaas (furanosidicas e

peranosidicas) resultantes de reacdes intermotesuttp grupo carbonilico em C-1 ou C-2
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com grupos hidroxilicos em C-4 ou C-5 de suas mépradeias alifaticas, correspondendo
em um hemicetal ciclico (DEWICK, 1997).

Houve época em que se pensava que 0s carboidraims c®mpostos poucos
interessantes, cuja utilidade biolégica era serwimo suporte estrutural e fonte de energia.
Sabe-se hoje que os carboidratos, além desse mhgselimpenham muitas outras funcdes
bioquimicas importantes. Um exemplo € o caso ddfgemmos dos grupos sanguineos
humanos A, B e O, onde pequenas cadeias polissi@earunidas glicosidicamente a grupos
hidroxilas de proteinas (glicoproteinas) atuam camarcadores bioquimicos na superficie
das células, processo pelo qual um tipo de céhglanthece a outra.

Muitos metabdlitos secundarios quimicamente atigesvam do metabolismo
dos carboidratos, sendo clara a relacdo do mesatolprimario das plantas em geral com as
vias do acetato, chiquimato e mevalonato. Um exemes$sa relacao € a digoxina, substancia
extraida ddigitalis purpureausada no tratamento de doencas cardiacas, € ursidgéo de
um alcool esterdide complexo e um trissacarideoposin por estruturas de D-digitoxose
ligadas por ligacdes glicosidicas.(MCMURY, 1997).

De forma semelhante, os flavondides, em elevadasopzdes também podem
apresentar unidades monossacaridicas em suasiesr rutina, por exemplo, um flavonol
com pronunciada atividade antioxidante, em testedtro, presente em diversas espécies de
leguminosas, apresenta unidades de glucose e ramumodas por ligacées glicosidicas
ligadas a posi¢céo 3 do esqueleto flavonico.

Estes sdo exemplos de monossacarideos respongaveisvidades bioldgicas ja
estudadas, 0 que nos mostra a importancia desbagstias como agentes estruturais na

medicina atual.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Andlise fitoquimica

3.1.1 Coleta e obtencéo dos extratos brutos

O fruto deCayaponia caboclgVell.) Mart. (Cucurbitaceag é comercializado na
feira do produtor que acontece todas as quartessfei sAbados em Maringa, na barraca 69
sob a responsabilidade do Sr. Sergio Kusawakaalbestaca foi feito os primeiros relatos de
uso da cabacinha por pessoas residentes nas pilagiesi

Para a obtenc&o do extrato bruto, foram coletaBdeuios deCayaponia cabocla
no dia 29 de janeiro de 2004, no sitio Kusawak@ gulometros de Maringa. Uma amostra
foi depositada no herbario da Universidade Estadedfiaringa — Pr (HUM 11-747).

Para a preparacdo do extrato bruto foram retiradg®lpas e as sementes de 12
frutos que foram triturados com agua destiladacadm um liquidificador por 10 minutos,
obtendo-se, inicialmente, uma suspenséo que faiatemente filtrada em funil com papel
de filtro e concentrada em evaporador rotativoesgio reduzida. O residuo remanescente foi
novamente colocado no liquidificador e batido agotamento total do fruto.

Apbs concentrado, 0 extrato teve a agua eliminaddigfilizador resultando em

58,79 gr de extrato bruto que foi armazenado eezée
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3.1.2 Técnicas cromatograficas

3.1.2.1 Particao liquido- liquido
Para o fracionamento do extrato brutdddgyaponia caboclatilizou-se uma técnica
de particéo liquido-liquido em funil de separacamaapacidade de um litro. Os solventes

utilizados foram n-butanol e 4gua destilada.

3.1.2.2 Cromatografia de fase reversa LOBAR

O fracionamento do extrato aquoso foi realizadaiema coluna de fase reversa C18
LOBAR, LiChroprep RP-18 (40-63 um) tamanho (240;¥#03}.10624 MERCK. A coluna foi
conectada a uma bomba peristaltica da marca PharBiatech e as fragcbes eram coletadas

em tubos de ensaio de tamanhos iguais com flu@d dgs/min., em velocidade 3,5 1x.

3.1.2.3 Cromatografia em camada delgada

Para realizacdo da CCD, foram utilizados placasdfe de 5,0 x 10,0 cm preparadas
com 0,25 mm de silica gel GF254 (MERCXK ativadas a 105-110 °C por 30 min. de acordo
com Collins et al. (1997), ou cromatoplacas préitalblas de aluminio Kieslgel 60 F254
(MERCKI), 20,0 x 20,0 cm com 0,2 mm de espessura. Coneanfi@sel foram utilizados
solventes puros e em misturas binérias ou tersi@egpolaridades diferentes.

A visualizacdo das substancias nas placas de CGBalixada por radiacdo UV em
254 e 366 nm.Foi feita revelagdo com ninidrinaalisda em agua com 1% de acetona e
aquecida em estufa em temperatura de 70°C. Ogetugtilizados para cromatografia em

camada delgada foram de grau p.a. (Synth e Nuclear)

29



3.1.2.4 Andlise de Ressonancia Magnética Nuclear

As analises por RMN unidimensionais de 1H, 13C, DEPidimensionais de COSY,
HETCOR, HETLR foram realizadas em espectrometro WWNR modelo GEMINI 2000 BB,
300 MHz para 1H e 75,45 MHz para 13C. Para assasapior RMN unidimensional de
gNOE e bidimensionais de HMBC e novamente o CO8Mh realizadas em espectrometro
BRUCKER, modelo DRX-400, 400 MHz para 1H e 100 Mpdza 13C. Foi utilizado o

solvente deuterado,D (Aldrich(1), e como referéncia interna o TM&=0,0 ppm).

3.1.2 Fracionamento do extrato bruto

O fracionamento iniciou-se com uma particdo liqdidonido conforme descrito
em CORTEZzet al (1998), adicionando-se aproximadamente 7 gramasxulato bruto em
um funil de separacdo, 100 ml. de agua destilaz0aml. de n-butanol. Apés agitacdoforam
separadas duas fragBes: aquosa (670 ml.) e n-tictar{618 ml.). O procedimento foi
repetido (em torno de 12 vezes) até esgotamerdabdotextrato, utilizando cerca de 700ml.
de cada solvente.

As fragcbes n-butandlica e aquosa foram concentramiasvaporador rotativo até a
retirada de todo o solvente e depois foram licdias obtendo um rendimento de 1,52 gramas
e 4,0328 gramas, respectivamente.

As duas fracbes foram armazenadas em freezer sgietatura de 18°C, sendo

vedadas de umidade. (fluxograma 1)
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O fluxograma 1 mostra o procedimento de obtencacexteato bruto e das

fracOes.

Fruto fresco: Polpa e
sementes

Trituracado em liquidificador

Suspenséo aquosa

Filtracéo,
Concentracéo e
Liofilizacao

Extrato bruto
7,049 g.

Fracionamento liquido-liquido

Fr. Aquosa (4,0328 ¢ Fr.r-butandlica (1,52 ¢

Fluxograma 1 Procedimento para obtencéo do extrato bruto drda8es n-butanolica e aquosa do
fruto deCayaponia cabocla
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3.1.3 Fracionamento em fase reversa

Sendo a fracdo aquosa a mais rentavel, decidiorsgassar 100 mg. desta fracao
em uma coluna LOBARde fase reversa;&Figura 5), utilizando uma bomba peristaltica. O

eluente utilizado foi metanol: agua (1:1).

Figura 6: Sistema de fracionamento montado com a coluna LRIBA bomba peristaltica.

Deste fracionamento obteve-se 36 fragcbes que forapnitoradas por
cromatografia em camada delgada (figura 6), e demainidas em duas grandes fracoes, a
fracdo B (7,6 mg) e a fracdo FSP (0,4mg). O elupatea a corrida das placas cromatograficas

foi n-butanol:ac. acético e agua e o reveladouifea solucdo ninidrina 1%.
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Figura 7: Cromatografia em camada delgada, utilizando case mdével n-butanol: ac. acético: agua

(5:2:3). Revelador solucédo de ninidrina a 1% entceze

A: Fragbes B (7,6 mg).

B: Fracdes FSP (0,4 mg)

A fracdo B foi recromatografada em coluna, sob esmos procedimentos, para
obter a fracdo M (1,6 mg) e quantidades maiordsagéo FSP (1,4 mg).

O fracionamento foi repetido 23 vezes nas mesmamsligies tendo como
guantidade final de 36,8 mg da fracdo M e 32,2 mffat;do FSP.

O fluxograma 2 mostra os procedimentos utilizadoa p fracionamento.
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Fracao aquosa

Fracionamento Cl@oa Lobar)

Fr.1a?2 Fr.25a 3

Fracéo B
(7,6 mg)

Fracdo FSP
(0.4 mg)

Fracionamento C18 (coluna Lobar)

Fr.M (1,6mg) Fr.FSP (1,4 mg)

Fluxograma 2 Procedimentos para obter as fragcbes M e as &d€8P a partir do fracionamento de
fase reversa na coluna C18 (coluna Lobar), utiiametanol/agua (1:1) como eluente.

As fracbes B e FSP foram analisadas por ressond@magnética nuclear. Os
espectros das duas fragdes exibiram sinais nasesede acucares (3,5 a 5 ppm).

Sendo assim, resolveu-se fazer identificacdo destesares através de hidrdlise e
acetilacoes.
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3.1.4 Hidrdlise e reducao dos Polissacarideos.

Os monossacarideos presentes nos polissacaridéas@taaquosa deayaponia
cabolca,foram determinados através de seus alditol-acetatmaindo SAWRDEKERt al
(1965) e ALBERSHEIM (1967). Um volume de 200 ul stducdo de polissacarideos a 2
mg/ml foi hidrolisado com 125 ul de acido trifluoéico (TFA) 6N, por 3 horas a 100°C. A
hidrolise foi feita em uma ampola de 10 ml lacrafiads a evaporacédo até secura, foi feita a
reducao do hidrolisado com boridreto de sodio eindiido de aménia 0,5N (2,5mg/ml), por
60 minutos. Posteriormente, foi adicionado acidétiec a 20% para destruir o excesso de
borhidreto, e o borato formado foi removido poressivas lavagens com metanol.

A reducdo com borohidreto de sédio é muito seletiveeagente age reduzindo
aldeidos, cetonas e cloreto de acido na presengautie grupo funcional redutivel.Ele
dissolve-se melhor em solventes aquosos e alcgoélico

Reage com agua para formar o intermediario alcoxiteio, sendo este na
funcéo de agente redutor suave.

O mecanismo no qual o hidreto efetua a reducéo hemvama transferéncia
nucleofilica do hidreto para o grupo carbonila. @@io do grupo carbonila através de

coordenacdo com cétion metal & provavelmente agi@mda maioria das vezes.

3.1.5 AcetilacOes.

A fracdo aquosa foram adicionadas partes iguaianifirido acético e piridina
(0,5 ml), e as solugBes foram deixadas em repotem@eratura ambiente por 24 horas. Apos
a reacdo ter sido concluida, a mistura reagentedosferida para um funil de separacdo ao

qual foi adicionado agua destilada gelada, e dioh@tano. O excesso de piridina presente na
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fase organica € extraido em acido cloridrico 10%gsesais formados eliminados com
extragcbes com agua destas fases.

As fases organicas foram secas com bicarbonatood®,se os solventes
evaporados.

As amostras foram levadas para analises de ressamaagnética nuclear.

3.2 Ensaio farmacolégico

3.2.1 Preparo das solucdes

Para os ensaios de pleurisia, 0 extrato totalalgaponia cabocldoi diluido em
solucéo de dimetilsulféxido (DMSO/agua, 1:6), inedmente antes do uso. A solucéo foi
administrada nos animais sob jejum por via intragd@s em doses de 250 e 500 mg, 30
minutos antes da indugao da pleurisia.

Para os ensaios de edema de orelha o extratod®tahyaponia cabocle as
fracbes n-butandlica e Aquosa foram diluidos emucgm acetona/dgua (1:1). Estas
preparacdes foram aplicadas nas orelhas imediatarapos a aplicagdo do agente irritativo

(6leo de croton).

3.2.2 Inducéo da Pleurisia

Os animais foram anestesiados com éter etilico mlades. Em seguida
receberam injecdo de 0,25 mL de solucdo de cairegg200 pg/animal) na cavidade
intrapleural, na regido do mediastino direito, erdr 3° e a 4° costelas, de acordo com a

técnica descrita por Vinegat al (1973). A carragenina foi diluida em salina tangatancom
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fosfato (PBS). Na 4° hora ap0s a injecdo de cammaggeos animais foram anestesiados e
sacrificados, para a coleta do exsudato inflamaiatrapleural.

O material foi colocado em tubos de centrifuga diéepleno graduados e o seu
volume determinado. Em seguida foi realizado agawada cavidade pleural com 2 rde
tampéo PBS heparinizado (25 Ul/imlO material coletado foi colocado no tubo contend
exsudato, sendo o volume final completado para 5corh o tampao PBS. Este material foi

utilizado para a contagem do numero de leucOaiti@éstno exsudato.

3.2.3 Inducédo do edema de orelha

O edema foi induzido através da aplicacdo de urbat&ncia irritante (2QI de
oleo deCroton na concentracao de 2@@/orelha, diluido em uma solucdo de acetona/agua
7:3) em ambas as faces internas das orelhas dondamgo (VAN ARMAN, 1974). A
seguir, foi administrado 2@ da solucdo do extrato bruto nas doses de 2,6 m§lorelha e 5
mg/orelha das frac6es n-butanodlica e aquosa naftigénterna da orelha esquerda (tratada).
A orelha direita recebeu apenas o solvente dotexteaul). Apdés 6 horas, os animais foram
sacrificados e as orelhas foram seccionadas conaaador de metal, em discos circulares de
6 mm de didmetro. Estas secc¢des foram pesadas erbalenca analitica e o edema foi

avaliado como a diferenca de peso em (mg) entoeedisas direita e esquerda.

3.2.4 Toxicidade aguda (Dbo)

Os camundongos sob jejum de 18 horas, receberaxtratce bruto por via
intragastrica (via i.g.) ou por via intraperitonesh doses crescentes. Os animais foram

observados por 7 dias e durante este perioddyeena agua e racao livremente. O nimero
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de mortes foi determinado e a flcalculada através da Analise de Probitos (MILLER &

TAINTER, 1944).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo Quimico

As fracbes FSP e M foram analisadas por Resson@aignética Nuclear. A
interpretacdo dos dados espectrais comparados dderadura, demonstraram que tanto a
fracdo FSP quanto a fracdo M, correspondem a ursiamaide agucares e que possivelmente
sua estrutura majoritaria seja um oligossacarideo.

O espectro de RMN de protons de hidrogénio da d&r&@P em BO (figura 8 e 9),
mostra dubletos de hidrogénio anoméricos em umeiaegom sinais de deslocamento
quimico tipico de agucares (3 a 5,5 ppm). No espas carbono-13, na regido de 60 a 110
ppm podem-se observar sinais de carbonos carlmsobtaracteristicos de uma mistura de

acucares (Figura 10 e 11).

v

A ey
43.53 9.92
1.04

Figura 8: Espectro de RMN de,lda fracdo FSP em,D.
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Figura 9: Espectro de RMN de 1H da fracdo M em D20
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Figura 10: Espectro de RMNC de FSP em f»
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Figura 11: Espectro de RMN13C da fracgdo M em D20
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4.2 Resultados espectroscopicos das fracdes acdala

Uma amostra da fracdo aquosa hidrolisad&agaponia caboclapds ter sofrido
acetilacdo por anidrido acético e piridina foramatias para analise de RMN, onde se
comprovou a presenca de uma mistura de monossemaridtravés do sinais de
deslocamentos quimicos de metilas de acetatos.

O hidrogénio da metila do grupo acetato apresensandeslocamento quimico

em torno de 2,0 ppm.Aparecem como singleto no éspde RMN H.

d ki, I ] Y, "',;I LY
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Figura 12: Espectro de RMN dgH da fracdo aquosa acetilada em CDCI
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4.3 Efeito do extrato bruto deCayponia cabocla sobre a pleurisia induzida pela

carragenina

A injecao intrapleural de carragenina induz umagaest inflamatdria aguda,
caracterizada por um aumento no volume do exsuydlatoal e no namero de leucdcitos
migrados. O tratamento dos animais com o extrattolite Cc, reduziu o volume do exsudato
inflamatorio pleural sem, no entanto, alterar o atonde células migradas (Tabela 1). Como
observado na Figura 12, as doses de 250 e 500 rdg/kgso corporal provocaram reducao

similar na intensidade da resposta.

Tabela 1. Contagem global de leucécitos no exsudato inflarmtdleural de ratos, na®4 apés

injecdo de carragenina (24§).

GRUPOS DE LEUCOCITOS TOTAIS
ANIMAIS ,
(células/mn?)
Basal 6700+ 450
Controle (Cg) 56750+ 6565*
Cg+Indo 63 170+ 4206
Cg+Ceso 47820+ 2442
88+=C %g?ragenina (209), Cc Ca%igonla ca%ocla* p<0,001,

comparado ao grupo basal (ANOVA, Teste de Tukey).
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Figura 13: Volume do exsudato inflamatorio coletado da @eds animais, na 4° hora apés a
injecdo intrapleural de carragenina (20§). Cada valor representa a médiecE.P.M de
animais tratados com veiculo (solucdo de DMSO 16@¥inais tratados com indometacina
(5,0 mg/kg de peso corporal), e animais tratados aaextrato bruto d€ayaponia cabocla
(250 e 500 mg/kg). Foram utilizados 7-10 animaisgrapo. * P<0,001 comparado ao grupo
controle.
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4.4 Efeito do extrato bruto e das fracdes déayponia cabocla sobre o edema de

orelha

A aplicacédo do 6leo de créton causou um aumentapdeximadamente 2 vezes
no peso da orelha dos camundongos controles. @texruto deCayponia caboclanas
doses de 2,5 e 5,0 mg/orelha, assim como as fragbesandlica e Aquosa na dose de 5

mg/orelha, reduziram significativamente a formagd@dema (Figura 13).
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Figura 14: Aumento do peso da orelha (edema) de camundaaqmas aplicacdo de 6leo de créton
(20Qug/orelha) em animais controle (acetona/agua n=4réit@dos com extrato deayaponia cabocla

— Cc (2,5 e 5 mg/orelha — n= 8) e fra¢Bes (n-blieané aquosa 5 mg/orelha n=5). Indometacina (1
mg/orelha) foi utilizada como droga de referenga®,001.** p<0,05 (ANOVA, teste de Tukey).
Cc=Cayaponia caboclaN-but= fracdo n-butandlica, Ag= fracdo Aquos®D
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5. COMENTARIOS E CONCLUSOES.

Este trabalho teve como objetivo o fracionamentoa einvestigacdo dos
constituintes quimicos com atividade antiiflamatd@o fruto deCayaponia cabocla

Levando em consideracdo que a populacdo de Mausayéa o0 extrato aquoso nas
narinas para aliviar a sinusite, o extrato brutoCagaponia cabocldoi preparado com o
mesmo solvente.

O extrato bruto do fruto foi testado no modelo expental de inducdo de
pleurisia. Nas dosagens de 250 e 500mg de extnatio, lmbteve-se um resultado significativo
na reducao do volume do exsudato.

Neste trabalho, foi realizado um fracionamentoitiquiquido do extrato bruto de
Cayponia caboclague resultou nas fragbes aquosas e n-butanolisaduas fracdes e o
extrato bruto foram testadas no modelo de edenoaatiea.

O extrato bruto, as fracdes aquosa e n-butandgkcziram significativamente o
edema de orelha. Nao existiram diferengas sigtiv@s entre as fragdes e o extrato bruto.

Do fracionamento em fase reversa da fragéo aqtmrsan obtidas duas fracdes a
fracdo M e a fracdo FSP, que foram analisadas pt\ Be 1,4 e *°C e seus espectros foram
compativeis com uma mistura de agucares.

Houve a hidrélise e acetilacdo dos polissacariddmsfracdo aquosa, para
comprovar que o constituinte principal do fruto @ayaponia caboclacom atividade
antiiflamatéria era um oligossacarideo.

No levantamento bibliogréafico foram identificadasias espécies de plantas ricas
em oligossacarideos com efeitos antiiflamatoériague séo utilizadas em doencas de pele.
Além disso, os dados bibliograficos mostram queassacarideos deixaram de ser apenas

um metabdlico primario e estdo sendo responsawveiatividades bioldégicas comprovadas.
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Todos os resultados foram de grande importancia wez que demonstraram
através dos modelos experimentais utilizados eadakses de RMN, que o extrato do fruto
de Gayaponia caboclapresentou atividade antiiflamatoria de uso tgpecado demonstrou
nenhuma toxicidade quando testada.

Concluimos que diante da vasta variedade de plapiasncontramos na flora
brasileira, temos uma espécie ativa de facil anlttv que pode ter grande valor para a

medicina brasileira.
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