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Medicnes in Brazil: Among Natrural and Synthetic (1920-2000)
Benjamin Gilbert e Rita Favoreto

leia:

Erythrina sp. Fabaceae (Leguminosae, Faboidea)

Benjamin Gilbert e Rita Favoreto

O artigo Medicamentos no Brasil: Entre Naturais e Sintéticos (1920-2000) de autoria da
professora Tania Fernandes foi publicado na Revista Fitos, volume 7, nimero 2, 119-124
(2012).
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Resumo

Naftoquinonas sdo metabdlitos secundarios produzidos por algas, fungos, plantas e animais, caracterizadas por
apresentarem multiplas atividades biolégicas. Em Angiospermae as naftoquinonas sao encontradas em diversas
familias com destaque para Bignoniaceae, Ebenaceae, Plumbaginaceae, Verbenaceae, dentre outras. O perfil
quimico da familia Bignoniaceae distingue-se pela ocorréncia predominante de terpendides e quinonas, além de
alcaloides, flavondides e derivados nao nitrogenados de cadeia longa, entre outros. Esse trabalho visa apresentar
as atividades bioldgicas descritas na literatura para as naftoquinonas isoladas de espécies da familia Bignoniace-
ae, em particular dos géneros Handroanthus, Paratecoma, Tabebuia e Tecoma.

Abstract

Naphthoquinones are secondary metabolites produced by algae, fungi, plants and animals and these substances
show many biological activities. In the Angiospermae the naphthoquinones are found in several families with
emphasis on Bignoniaceae, Ebenaceae, Plumbaginaceae, Verbenaceae, among others. The chemical profile
of Bignoniaceae is characterized by the predominant occurrence of terpenoids and quinones, besides alkaloids,
flavonoids, long chain non-nitrogenous derivatives and others. This paper presents the biological activities,
described in the literature, for the naphthoquinones isolated from Bignoniaceae species, chiefly from the
Bignoniaceae genera Handroanthus, Paratecoma, Tabebuia and Tecoma.
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Introducgao

Plantas contendo naftoquinonas séo utilizadas pelas
populagdes de diferentes localidades para tratamen-
to de diversos males, incluindo doengas parasitarias
e varios tipos de cancer. Paises onde ha ocorréncia
de espécies vegetais produtoras de naftoquinonas,
como o Brasil, China e Japao, vém contribuindo inten-
samente com os estudos quimicos e farmacologicos
dessas espécies (Oliveira et al., 1990; Wu et al.,1998;
Ferreira, Silva e Souza, 2003; Fonseca, Braga e San-
tana, 2003; Karalai et al., 2010).

Naftoquinonas sdo metabdlitos secundarios produzi-
dos por algas, fungos, plantas e animais (Thomson,
1991). Em Angiospermae essas substancias séo en-
contradas em diversas familias com destaque para
Bignoniaceae, Ebenaceae, Plumbaginaceae, Verbe-
naceae, dentre outras. As naftoquinonas dividem-se
em 1,2- e 1,4-naftoquinonas e, em fungao da presen-
¢a de anel heterociclico oxigenado, ainda podem ser
classificadas em prenilnaftoquinonas, furanonaftoqui-
nonas, difuronaftoquinonas e piranonaftoquinonas
(Figura 1), demonstrando uma grande variagao estru-
tural para o grupo.

Figura 1 — Padrées estruturais de algumas nafto-
quinonas de Bignoniaceae.
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A familia Bignoniaceae pertence a ordem Lamiales
e apresenta-se constituida por 110 géneros e cerca
de 800 espécies de ocorréncia predominantemen-
te tropical (Souza e Lorenzi, 2012). O Brasil possui
varias espécies endémicas, que sao encontradas em
diversos tipos de ambientes (Gentry, 1980). Muitas
espécies de Bignoniaceae apresentam potencial eco-
némico fornecendo, por exemplo, madeiras variadas
inclusive algumas com qualidade excepcional em re-
lagdo a flexibilidade como é o caso da madeira obtida
de Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. e Hook. f.
ex S. Moore. Muitas espécies também exibem gran-
de potencial paisagistico sendo empregadas na ar-
borizagdo urbana (Lorenzi e Matos, 2002). Algumas
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plantas sdo conhecidas como ipé-roxo (Handroanthus
heptaphyllus (Vell.) Mattos; Handroanthus impetigino-
sus (Mart. ex DC.) Mattos (sin. Tabebuia avellanadae
Lorentz ex Griseb). Sao espécies arbdreas, muito uti-
lizadas como ornamentais, com flores de coloragao
rosa a lilas, como a exibida na Figura 2, além do seu
amplo uso na medicina popular, para o tratamento de
inflamacgdes, de doengas parasitarias (Machado et al.,
2003) e de cancer (Ferreira, 1996).

Do ponto de vista quimico, a familia apresenta-se ca-
racterizada pela presenga de terpendides, quinonas,
alcaloides, flavonoides e derivados ndo nitrogenados
de cadeia longa da via do acetato. As duas primeiras
classes mencionadas merecem destaque, apresentan-
do grande ocorréncia na familia, o que as caracteriza
como marcadores quimicos no taxon (Cipriani, 2006).

As naftoquinonas de espécies de Bignoniaceae ex-
pressam varias atividades bioldgicas, sendo uma das
classes quimicas mais investigadas do ponto de vis-
ta farmacoldgico nas ultimas décadas (Oliveira et al.,
1990; Castro e Pinto, 2009; Ferreira et al., 2010).

Esse trabalho visa apresentar as atividades biolégicas
descritas para as naftoquinonas isoladas de espécies
da familia Bignoniaceae, em particular dos géneros
Handroanthus, Paratecoma, Tabebuia e Tecoma.

Figura 2 — Tabebuia avellanadae Lorentz ex Griseb.
(Fonte: Flavio Cruvinel Brandao. Disponivel em
http://www.flickr.com/photos/flaviocb/7451554.
Acesso em 02/12/2012.

Material e métodos

O presente trabalho foi realizado a partir de extensa
revisdo bibliografica, até 2010, nas bases de dados
Science Direct, Scopus, Web of Science, bem como
em obras de referéncia basica. Foram compilados
trabalhos etnobotanicos, quimicos e de atividade far-
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macoldgica com citagdes sobre naftoquinonas em
espécies de Bignoniaceae. Posteriormente foi feita a
consulta dos artigos, dissertagdes e testes, visando a
aquisicdo dos dados. Para revisdo dos nomes cienti-
ficos e sinonimias foram consultadas as paginas The
plant list (http://www.theplantlist.org/) e Angiosperm
Phylogeny Website (http://www.mobot.org/MOBOT/
research/APweb/).

Resultados e Discussao

Os representantes da familia Bignoniaceae caracteri-
zam-se pela produgdo de 1,2- e 1,4-naftoquinonas, ja
tendo sido descrita a ocorréncia dessas substancias
nos géneros: Bignonia L. (Cipriani, 2006), Catalpa
Scopoli (Fujiwara et al., 1998), Crescentia L.(Heltzel
et al., 1993), Cybistax Mart. ex Meisn. (Rodrigues et
al., 2005), Amphilophium Kunth (Bedir et al., 2009),
Distictella Kuntze (Bedir et al., 2009), Dolichandrone
(Fenzl) Seem. (Houghton, Mat Ali e Azizol., 1997),
Fernandoa Welw. ex Seem. (Houghton, Mat Ali e Azi-
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zol., 1997), Heterophragma DC.(Hussain et al., 2007),
Kigelia DC.(Binutu et al., 1996), Handroanthus Mattos
(=Tabebuia Gomes ex DC) (Cipriani, 2006), Lundia
DC.(Oliveira et al,1990), Markhamia Seem. ex Baillon
(Oliveira et al,1990), Melloa Bureau (Lima et al, 2005),
Millingtonia L.f. (Hussain et al., 2007), Newbouldia
Seem. ex Bureau (Gormann et al., 2003), Oroxylum
Vent.( Houghton, Mat Ali e Azizol., 1997), Paratecoma
Kuhim (Thomson, 1971), Phyllathron DC. (Hussain
et al.,, 2007), Radermachera Zoll. e Moritzi (Fonse-
ca, Braga e Santana, 2003), Stereospermum Cham.
(Thomson, 1971), Tecoma Juss, Tecomella Seem.
(Singh et al., 2008) e Zeyheria Mart. (Weinberg, Got-
tlieb e Oliveira, 1976).

Os resultados apresentados na Tabela 1 relacionam
as naftoquinonas isoladas de espécies de Bignonia-
ceae com as atividades bioldgicas atribuidas pelo uso
popular ou demonstradas em diferentes ensaios far-
macologicos. A Figura 3 apresenta algumas estrutu-
ras quimicas dessas naftoquinonas.

Tabela 1 — Naftoquinonas encontradas em algumas espécies de Bignoniaceae e suas atividades biologicas.

m Substéancias isoladas Atividade biolégica

Paratecoma peroba (Record) Kuhim.
(sin. Tecoma peroba Record e Parate-
coma diandra Kuhim.)

Cerne: lapachol,
iso-a-lapachona, a-etilfurano-1,4-
naftoquinona, B-metilpirano-1,4-
naftoquinona (Thomson, 1971).

lomatiol, diidro-

Lapachol: antitumoral (Oliveira et al.,
1990)

Handroanthus impetiginosus (Mart. ex
DC.) Mattos (sin.Tabebuia avellanedae
Lorentz ex Griseb.)

Cerne: 2-metil-3-( 7V, Y -dimetilal)-1,4-
-naftoquinona, lapachol e seu éter meti-
lico, desoxilapachol, a- e B-lapachonas,
diidro- a-lapachona, cloroidrolapa-
chol e B-xiloidona (de Lima et al.,
1962;Thomson, 1971). Lapachenol,
2-acetil-furanonaftoquinona,  2-hidro-
xietil-furanonaftoquinona, 8-hidroxi-2-
-acetil-furanonaftoquinona, 8-hidro-
xi-2-hidroxietil-furanonaftoquinona,
2-etil- furanonaftoquinona, 2-isopropil-
-furanonaftoquinona,  2,3-diidro-2-(2-
-metiletenil)- furanonaftoquinona (Bur-
net e Thomson,1967; Steinert, Khalaf
e Rimpler, 1996). Casca interna do
tronco: diidro-a-lapachona, lapachol,
2-acetil-8-hidroxi-uranonaftoquinona,
2-acetil-5-hidroxi-furanonaftoquinona,
(-)-5-hidroxi- e (z)8-hidroxi- 2-(1’-hi-
droxietil)- furanonaftoquinona (Wag-
ner et al., 1989). Madeira: 5-hidroxi- e
8-hidroxi-2-(2’-hidroxi-isopropil)-furano-
naftoquinona, 5-hidroxi- e 8- hidroxi-fu-
ranonaftoquinona e 2,3-diidro-5-hidro-
xi-2-(1’-metiletenil)-furanonaftoquinona
além dos derivados diidrofuranos cor-
respondentes (Oliveira et al., 1990).

B-lapachona: antibacteriana contra
bactérias Gram-positivas Bacillus sub-
tilis e Staphylococcus aureus e Gram-
-negativa Brucella sp.(de Lima et al.,
1962).

Cloroidrolapachol: antibacteriana con-
tra a bactéria Gram-negativa Brucella
(de Lima et al., 1962).

a-lapachona e diidro a-lapachona:
antibacteriana contra S. aureus (Ma-
chado et al.,, 2003). Lapachol, a- e
B-lapachonas: tripanocida (Pinto e Cas-
tro, 2009).

Revista Fitos WVOL 7 - n° 04 - outubro / dezembro 2012
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Handroanthus barbatus (E. Mey.) Mat-
tos [sin. Tabebuia barbata (E.Mey) San-
dwith.]

de Bignoniaceae

Substancias isoladas

Lapachol; 2-acetil furanonaftoquinona;
2-acetyl-5-hidroxi e 2-acetil-8-hidroxi-
-furanonaftoquinona; (+)-8-hidroxi-2-(1-
-hidroxietil) furanonaftoquinona. Essas
substancias ja foram isoladas de outras
espécies de Tabebuia, mas ainda nao
tinham sido identificadas na T. barbata
(Saizarbitoria et al., 1997).

Atividade Bioldgica de Naftoquinonas de Espécies

Atividade biolégica

Com excegao do lapachol, as quatro fu-
ranonaftoquinonas apresentaram ativi-
dade citotoxica contra linhagens de cé-
lulas tumorais A-549 (adenocarcinoma
de pulmdo humano), MCF-7 (cancer
de mama humano) e HT-29 (carcinoma
de célon humano) (Saizarbitoria et al.,
1997).

Handroanthus lapacho (K. Sehum.)
S.0. Grose [sin. Tabebuia flavescens
(Velloso) Griseb.]

Lapachol: antimalarico, esquistosso-
micida, antiviral, antiinflamatdrio e an-
titumoral (Fonseca, Braga e Santana
2003; Hussain et al., 2007).

Handroanthus heptaphylla (Vell.) Mat-
tos [sin. Tabebuia heptaphylla (Vell.)
Toledo e Tecoma ipe Mart.]

Lapachol
Lapachol, lapachenol e derivados,
a-lapachona, desidro-a-lapachona,

desidroiso-a-lapachona, stenocarpo-
quinona A, stenocarpona B, rinacantina
A e avicequinona A (Hirschmann e Pa-
pastergiou, 2003)

Lapachol e derivados: moluscicida, tri-
panocida, antifingica e antibacteriana
(Hirschmann e Papastergiou, 2003).
Lapachol: neoplasica contra tumores
cancerigenos solidos; antibacteriana
(género Brucella); ativa contra proto-
zoarios do género Plasmodium (Ferrei-
ra,1996).

Handroanthus impetiginosa (Mart. ex
DC.) Mattos [sin. Tabebuia impetiginosa
(Mart. ex DC.) Standl.]

Casca: 2-acetil furanonaftoquinona;
desidro-a-lapachona; lapachol;
2-(1-hidroxietil)- furanonaftoquinona;

5 (ou 8)-hidroxi-2-(1-hidroxietil)-
furanonaftoquinona (Girard et al,
1988). Beta-lapachona (Muller, Sellmer
e Wiegrebe, 1999). 5-hidroxi- e 8-hidro-
xi-2-(1-hidroxietil)-furanonaftoquinona
e 2-(1-hidroxietil)- furanonaftoquinona
(Koyama et al., 2000).

Lapachol: anticaAncer (Thomson, 1971).
B-lapachona, 2-acetil-furanonaftoqui-
nona e 8-hidroxi-2-acetil-furanonafto-
quinona: atividade antipsoriase (Muller,
Sellmer e Wiegrebe, 1999).

Handroanthus serratifolius (Vahl) S.O.
Grose [sin. Tabebuia serratifolia (Vahl)
G. Nicholson e Tecoma araliacea
(Cham.) DC.]

Tronco: lapachol, a-etilfurano-1,4-
naftoquinona, desidro-a- lapacho-
na, a-lapachona, tecomaquinona I,
desidroiso-a- lapachona, (Tessier et
al., 1988; Oliveira et al., 1990).

Lapachol: antifungica (Hussain et al.,
2007) Lapachol (7,64% em Tecoma

araliaceae DC.): antitumoral (Thom-

son, 1971)

Handroanthus heptaphylla (Vell.) Mat-
tos (sin. Tecoma ipe Mart.)

5- ou 8-hidroxi-2-(1-hidroxietil)-
furanonaftoquinona

Furanonaftoquinonas: agéo antimicro-
biana em bactérias Gram positivas,
Staphylococcus aureus, Helicobacter
pylori e antifingica, incluindo espécies
patogénicas (Nagata et al., 1998).

(*) furanonaftoquinona = nafto-[2,3-b]-furan-4,9-diona
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Figura 3 — Piranonaftoquinonas e furanonaftoquinonas derivadas de lapachol.
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Reatividade de naftoquinonas

Quinonas s&o metabdlitos que desempenham fun-
¢bes importantes em varios organismos vivos, atuan-
do como co-fatores de proteinas, no transporte de
elétrons, e também na defesa contra patogenos (ale-
lopatias e atividade antimicrobiana) (Thomson, 1971;
Cape, Bowman e Kramer, 2006). Parte dessa ativida-
de pode ser atribuida ao carater fortemente eletrofilico
das naftoquinonas que promove suas reagdes com 0s
grupos tidis das proteinas (McKallip et al., 2010) e a
sua capacidade de induzir um ciclo redox, que gera
espécies reativas de oxigénio (ROS) como peréxido
de hidrogénio (H202), o &nion radical superdxido (O2-
.) e o radical hidroxila (.OH).

A citotoxidade de quinonas, assim como a investiga-
¢ao bem detalhada dos mecanismos de agéo via ciclo
redox e via inibicAo das topoisomerases | e Il, tém
sido alvo de profusos estudos (O’Brien, 1991; Ferrei-
ra, Silva e Souza, 2003; Ferreira et al.,2010; Hillard et
al., 2008 e Castro e Pinto, 2009).

Grande contribuigdo para a pesquisa da farmacologia
de naftoquinonas, tem resultado dos estudos QSAR
(relagéo estrutura quimica — atividade bioldgica), que
comprovaram a importancia do carater hidrofobico
na atividade citotéxica dessa classe de substancias.
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Esse tipo de investigacdo pode direcionar a sintese
de novas naftoquinonas com essa caracteristica e po-
tencial atividade anticancer. (Verma, 2006)

Atividade anti-tumoral de naftoquino-
nas dos géneros Handroanthus, Pa-
ratecoma, Tabebuia e Tecoma

A literatura registra a ocorréncia de lapachol, a- e
B-lapachonas, além de furanonaftoquinonas isoladas
de varias espécies dos géneros Tabebuia, Tecoma,
Handroanthus (Thomson, 1971; Oliveira et al., 1990;
Fonseca, Braga e Santana, 2003; Hussain et al.,,
2007). Os pesquisadores relacionam a atividade an-
titumoral demonstrada por diversas espécies desses
géneros a presenca das naftoquinonas lapachol (Fon-
seca, Braga e Santana, 2003) e B-lapachona, mas
também, a outras classes de produtos naturais como
lignanas (Hirschmann e Papastergiou, 2003).

Lapachol e B-lapachona

Desde a descoberta por Wendel, em 1946, da ativi-
dade antiparasitaria do lapachol, uma naftoquinona
prenilada, os estudos sobre essa substancia e seus
derivados intensificaram-se (Figura 3). Posteriormen-
te foi descrito que o lapachol apresentou atividade
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antineoplasica, com baixa toxidez, em pacientes hu-
manos (Santana et al., 1980). Para o lapachol ainda
foram registradas propriedades outras como: antima-
larica, esquistossomicida, antiviral, antiinflamatéria e
anticancer (Ferreira, Silva e Souza, 2003; Fonseca,
Braga e Santana, 2003; Hussain et al., 2007).

(Ferreira et al., 2010), descreveram que a substancia
B-lapachona, uma naftoquinona natural derivada do
lapachol, encontrava-se em testes clinicos de fase Il
para tratamento do cancer de pancreas. Essa subs-
tncia com grande potencial terapéutico leva a morte
celular por apoptose ou necrose através da inibicao
da replicagdo do DNA pela clivagem das topoisomera-
ses | e Il. Essa clivagem ¢é induzida pela formacéo de
ligagbes covalentes entre o anel quinona e as prote-
inas e acidos nucléicos, fato constatado por diversos
estudos conduzidos sob varias condigdes (Ferreira,
Silva e Souza, 2003; Pinto e Castro, 2009).

As enzimas topoisomerase | e Il sdo essenciais na
regulagdo da topologia do DNA; a topoisomerase |
catalisa a relaxagéo das superhélices positivas via
quebra de uma fita simples de DNA, enquanto a topoi-
somerase |l faz uma quebra transitéria da fita dupla de
DNA (Pinto e Castro, 2009). Por exemplo, a enzima
topoisomerase | do DNA foi o primeiro alvo bioquimico
da B-lapachona a ser descrito, atuando na clivagem
dessa enzima, esta naftoquinona teve seu desempe-
nho comparado a outros inibidores conhecidos como
por exemplo, a camptotecina (Averboukh, Li e Pardee,
1993). Posteriormente B-lapachona demonstrou uma
fraca inibigdo da topoisomerase I, numa reagao inde-
pendente de ATP envolvendo a formagé&o de comple-
xos reversiveis (Frydman et al., 1997).

A B-lapachona foi ativa contra linhagens de células
malignas humanas em leucemia, melanoma, cancer
colorretal, de mama e de préstata, apresentando tam-
bém acao sinérgica no tratamento radioterapico de tu-
mores com um aumento de 79% no efeito da radiagédo
sobre células de melanoma humano (U1-MEL) resis-
tentes a radiacao (Ferreira et al., 2010). Além disso, o
uso combinado de B-lapachona com outros farmacos,
como por exemplo, o taxol, foi efetivo contra tumores
humanos de ovario e prostata (Ferreira et al., 2010). A
potencial atividade anticancer demonstrada pelas naf-
toquinonas naturais derivadas do lapachol contribuiu
para as pesquisas na sintese de derivados com modi-
ficagdes estruturais na cadeia lateral C-2 e no grupo
carbonila C1 (Ravelo et al., 2004).

Isolada originalmente de espécies da familia Bigno-
niaceae, incluindo ainda neste artigo mais algumas
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espécies de Bignoniaceae brasileiras citadas por Fer-
reira (1996) como Handroanthus chryssotrichus (Mart.
ex DC.) [sin.Tecoma chryssotricha Mart. (ipé-tabaco
verdadeiro)], Tabebuia angustata Britton [sin.Tecoma
heptaphylla (Vell) Mart.) (ipé-roxo)] e Handroanthus
serratifolius (Vahl) S. O. Grose [sin.Tecoma serratifo-
lius (Vahl) G. Don (ipé- do-cerrado)], a naftoquinona
lapachol também é biossintetizada por outras familias
tais como: Avicenniaceae, Fabaceae (=Leguminosae),
Malvaceae, Proteaceae, Sapotaceae, Scrophulariace-
ae e Verbenaceae (Hussain et al., 2007). Ja o derivado
B-lapachona ocorre nas familias Bignoniaceae e Ver-
benaceae (Thomson, 1971; Oliveira et al., 1990).

Consideragoes finais

O uso popular consagrado de espécies da familia Big-
noniaceae no tratamento de inflamagdes, infecgdes,
cancer e doencgas parasitarias, aliado a diversidade
estrutural das naftoquinonas elaboradas por essa fa-
milia, que apresentam anéis furano e pirano em estru-
turas tri e tetraciclicas, torna as Bignoniaceae, candi-
datas especiais as investigagbes de perfil quimico e
do seu potencial farmacoldgico visando o isolamento
de novas substancias ativas.

As naftoquinonas de origem natural contendo uma
cadeia lateral prenila como a B-lapachona e o la-
pachol isoladas de espécies de Bignoniaceae e de
Verbenaceae junto com outras naftoquinonas de
Angiospermae, como os isdmeros alcanina e chico-
nina (Boraginaceae), e as naftoquinonas hidroxiladas
plumbagina e juglona (Droseraceae, Juglandaceae e
Plumbaginaceae) tém sido objeto de intensa investi-
gagéo tanto em termos de avaliagao de multiplas ati-
vidades bioldgicas e diferentes mecanismos de agao,
como também de sintese de derivados, visando a
obtencdo de novos farmacos mais ativos ou seletivos
para se estabelecer uma relagdo estrutura—atividade.
Vale ressaltar que a etnofarmacologia e a quimios-
sistematica vém se consolidando como instrumentos
poderosos na descoberta de novos medicamentos de
origem natural demonstrando a multidisciplinaridade
da Quimica de Produtos Naturais (Maciel, Pinto e Vei-
ga Junior, 2002).
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Resumo

Séo apresentados os resultados da avaliagdo farmacogndstica da droga vegetal flores de jasmim (Jasmim
DV) comercializada no Brasil. A metodologia envolveu avaliagdo farmacobotanica, testes de pureza, teor de
extrativos, screening fitoquimico preliminar e determinacéo quantitativa de fendis e flavonoides totais. Realizaram-
se também testes de atividades antimicrobiana, antioxidante, anticolinesterase e screening farmacolégico
(hipocratico) em camundongos. A identificagdo botanica ndo pode confirmar a espécie, pois as chaves botanicas
exigem obrigatoriamente a presenga de galhos e folhas. Macroscopicamente a flor € completa, ha dois estames
fundidos ao tubo da corola, antera sagitada, ovario supero com dois Iébulos e dois dvulos. Microscopicamente se
observam tufos de pelos tectores pluricelulares de parede rugosa nas axilas das nervuras principais das folhas
(domacias) e mesmo tipo de pelos nas sépalas e pétalas. Obtiveram-se os valores de 7,9 + 0,6% de cinzas
totais, 0,45 + 0,17% de cinzas insollveis, 9,8 + 0,3% de umidade e 42,5 + 5,2% de teor de extrativos (aquoso).
Encontrou-se a presenga de flavonoides, taninos, alcaloides, saponinas, mucilagens, antracénicos, esteroides/
triterpenos e tragos de 6leos essenciais. Em termos quantitativos, encontrou-se indice de espuma de 145 + 5
mL, indice de intumescimento 1,0 £ 0,5 mL, 2,54 + 0,01% de polifendis totais, 2,43 + 0,02% de polifendis ndo
adsorventes, 0,11 £ 0,03% de polifendis adsorventes e 0,048 + 0,001% de flavonoides totais. O extrato liofilizado
mostrou atividade antioxidante na concentragdo de 31,75 pg/mL, atividade antimicrobiana positiva para micro-
organismos diversos dependente de concentracéo, indicios de atividade anticolinesterase, auséncia de efeitos
farmacologicos agudos e DL50 acima de 5g/kg (oral) e entre 0,5 e 2g/kg (i.p.). Os presentes dados caracterizam
a droga vegetal comercializada no Estado de S&o Paulo e apontam a necessidade de estudos posteriores.

Abstract

This paper presents the pharmacognostic evaluation results of the plant drug “jasmine flowers”. The methodology
involved pharmacobotany evaluation, purity tests, extractives content, preliminary phytochemical screening
and quantitative determination of total phenols and flavonoids. Tests of antimicrobial activity, antioxidant,
anticholinesterase and pharmacological hippocratic screening in mice were also performed. The plant species
were not confirmed due the absence of branches and leaves, which are required by botanic keys. On macroscopic
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examination the flower is complete, the calyx shows eight sepals united at the base and ribbed longitudinally, shortly
petiolate with an opening at the end; the calyx has two stamens fused to the corolla tube, anther sagittal, superior
ovary with two lobes and two ovules. On microscopic examination, we could observe the presence of pluricellular
tector trichomes tufts with rugose wall in the in the axils of main veins of leaves (domatia), and the presence of the
same type of hair in the base of the sepals. Values of 7.9 + 0.1% total ash, 0.45 + 0.17% ash insoluble, 9.8 + 0.3%
loss on drying and 42.5 + 5.2% aqueous extractive were obtained. Qualitative screening showed the presence of
flavonoids, tannins, alkaloids, saponins, mucilages, anthracenes, steroids/triterpenes and traces of essential oils;
foam index 145 £ 5mL, swelling index 1.0 £ 0.5mL, 2.54 + 0.01% of total polyphenols, 2.43 + 0.02% not adsorbents
polyphenols, 0.11 + 0.03% adsorbents polyphenols (tannins) and 0.05 + 0.01% of total flavonoids were found. The
lyophilized extract showed an antioxidant activity (EC50 31.75 ug/mL), an anticholinesterase activity in preliminary
testing and positive antimicrobial activity to several microorganisms in concentration-dependence, besides LD50
above 5g/kg (oral) and between 0.5 and 2g/kg (intraperitoneal). The present data characterize the vegetable drug

marketed in Sao Paulo State and presents the need for further studies.

Introducgao

No Brasil, a utilizagdo de plantas medicinais ja era
tradicdo do povo indigena, mesmo antes da coloni-
zacao. O interesse dos colonizadores pelas riquezas
brasileiras e pelo conhecimento popular sobre plantas
nativas utilizadas pelos pajés esteve presente desde
o descobrimento do pais (Lorenzi e Mattos, 2002).

A utilizagdo de chéas e preparados caseiros a base de
plantas medicinais € uma pratica comum entre a po-
pulagéo brasileira. Pode-se dizer que é resultado do
conhecimento empirico de povos primitivos que vem
sendo passado de geragdo a geragao e incorporan-
do novas praticas e aprendizados. Planta medicinal,
de acordo com a RDC 10, é a planta inteira, ou suas
partes, que contenham as substancias ou classes de
substancias responsaveis pela agao terapéutica apos
processos de coleta, estabilizagdo, quando aplicavel,
e secagem, podendo estar na forma integra, rasura-
da, triturada ou pulverizada (Brasil, 2010). A comercia-
lizagao de plantas na forma rasurada para preparagao
de chas pode ser enquadrada também como bebida
alimenticia, conforme regulamentagdes federais como
a Portaria GM 519 (Brasil, 1998), e as resolugbes An-
visa RDC n° 267 e RDC n° 277 (Brasil, 2005 a,b).

A Portaria n° 519 de 1998 apresenta regulamen-
to técnico para fixagbes de identidade e qualidade
de plantas destinadas a preparagdo de infusdes ou
decocgbes. Segundo a Portaria, chas sdo produtos
constituidos de partes vegetais, inteiras, fragmenta-
das ou moidas, obtidos por processos tecnoldgicos
adequados a cada espécie, utilizados exclusivamente
na preparagdo de bebidas alimenticias por infusdo ou
decocgdo em agua potavel, ndo podendo ter finalida-
des farmacoterapéuticas (Brasil, 1998). As plantas
que podem ser cadastradas nesta categoria estdo
definidas nas resolugdes supracitadas e devem ter
um histérico de uso alimenticio. Das espécies conti-
das nessas normas estao espécies classicas de uso
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fitoterapico e alimenticio, como é o caso da camomila,
canela, funcho e anis, dentre outras, mas outras espé-
cies sdo pouco conhecidas no Brasil, sendo ofertadas
ao mercado alimenticio a partir de costumes europeus
ou asiaticos.

Uma dessas espécies citadas nessas normas é o
Jjasmim, que corresponde as flores de Jasminum
officinale L., da familia Oleaceae, muito comum nos
paises asiaticos e de grande importancia na prepara-
¢ao de perfumes. O jasmim é citado na Portaria 519
e na RDC 267, sendo vendido comercialmente como
cha no Brasil, particularmente para consumidores de
origem asiatica. No entanto, ndo ha nessas normas
qualquer especificagdo técnica sobre essa espécie,
seja em termos botanicos, de pureza ou quimicos.

A literatura mostra existirem mais de 200 espécies
pertencentes ao género Jasminum, presentes princi-
palmente na Africa, Asia, Australia, ilhas do Pacifico
Sul, uma na regido mediterrdnea e 43 espécies na
China. Geralmente sdo arvores ou arbustos, eretos ou
escandentes, de folhas simples opostas ou alterna-
das, inflorescéncias cimosas dispostas em paniculas,
racemos, corimbos ou umbelas, flores bissexuadas
fortemente aromaticas, de calice campanulado, corola
branca o amarelada, 4-16 lobos, 2 estames, anteras
dorsifixas; frutos baga e sementes sem endosperma.
Jasminum officinale L. € a mais conhecida delas, in-
cluindo ainda trés variedades (J. officinale var. tibeti-
cum; J. officinale var. officinalis; J. officinale var. pilife-
rum) (Mei-Chen et al., 1996).

J. officinale habita a Franga, Italia, China, Jap&o, in-
dia, Marrocos e Egito e apresenta nomes populares
como Royal Jasmine, Jasmine italiano, Jasmine Ca-
taldo, Jasmim dos Poetas, dentre outros (Gruenwald
et al., 2000). Quimicamente, as folhas de espécies de
Jasminum apresentam, como principais constituintes,
Oleos contendo eugenol, farnesol, geraniol, terpineol,
jasmone e outros; alcaldides de subclasse néo esta-
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belecida; saponinas triterpénicas diversas; secoiridoi-
des diversos; flavonoides glicosideos e jasmonatos,
uma série de compostos derivados de lipideos que
atuam na planta como fitohorménios (Demole e Wil-
lhalm, 1964; Gruenwald et al., 2000; Zhao et al., 2007;
Zhao e Dong, 2008).

Figura 1. Jasmonato de metila, um dos ingredien-
tes das flores de jasmim
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De acordo com Gruenwald e colaboradores (2000), as
flores de J. officinale sao utilizadas terapeuticamente
na medicina chinesa para hepatite, dores abdominais,
cirrose hepatica e disenteria. Ja na medicina indiana
sdo0 usadas para dores de estbmago, de cabeca, den-
tes e olhos, para hanseniase, coceiras e problemas
dermatolégicos bem como para dismenorréia. Em re-
lagdo a riscos ou efeitos toxicos, ndo ha citagéo de tais
efeitos dentro de dosagens usuais para chas, geral-
mente estabelecidas na faixa de 2-3 g (Brasil, 2010).

A monografia para a droga vegetal flores de jasmim
nao foi encontrada nas edi¢des da Farmacopéia Bra-
sileira, United States Pharmacopoeia, British Pharma-
copoeia ou European Pharmacopoeia. Informagdes a
respeito foram encontradas apenas na The Ayurvedic
Pharmacopoeia of India (sem data), porém a mono-
grafia contida nessa referéncia se refere exclusiva-
mente as folhas como a parte usada, contendo infor-
magbes macro e microscopicas e dados de pureza,
bem como a proposta de analise por cromatografia
em camada delgada.

Tal condicdo de auséncia de padrdes de controle de
qualidade estimulou a realizagdo deste trabalho vi-
sando o desenvolver e propor especificagbes para as
flores de jasmim (Jasmim DV), ja que esta é a parte
usada no Brasil ndo havendo citagdo ou conhecimen-
to da oferta ou uso das folhas em termos comerciais.

Materiais e métodos

Obtengao do material botanico

As amostras foram adquiridas na distribuidora de dro-
gas vegetais Santosflora Comércio de ervas Ltda.,

localizada em S&o Paulo, que forneceu material rotu-
lado e identificado como Jasminum officinale L. e com
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numero de lote JASM 01.0609, originaria da China e
com validade junho de 2012.

Identificagado botanica

Aidentificacao botanica foi realizada com base no arti-
go de Mei-Chen e colaboradores (1996), complemen-
tada pela chave do género obtido da Flora da China
(Jasminum, 2011). Os dados também foram revisados
pela botanica especialista do Instituto Botanico de
Sao Paulo, profa. Dra. Lucia Rossi. Utilizou-se, tam-
bém, comparagdo microscopica com a monografia
disponivel na The Ayurvedic Pharmacopoeia of India
(sem data), com base nas folhas.

Caracterizacdes farmacognésticas

Foram realizadas as caracteriza¢cdes organolépticas,
macro e microscopica de acordo com metodologia
convencional de farmacognosia (Oliveira et al., 1991;
Farmacopeia Brasileira, 2010). Empregou-se micros-
copio estereoscopico e microscopio de marca Leica
DMLB com capturador de imagem Samsung digital
color cdmera SCC-131A.

Testes fisico-quimicos

Foram realizados os testes de perda por dessecagao
a 105°C durante 5 horas, teor de extrativos a quente
(aquoso), determinagao de cinzas totais e cinzas in-
soluveis em acido, todos os testes utilizando analises
em triplicata (Farmacopeia Brasileira, 2010).

Analise fitoquimica preliminar

A metodologia utilizada foi obtida de referéncias ro-
tineiras em pesquisa fitoquimica preliminar (Matos,
1988), bem como da Farmacopeia Brasileira 5% edi-
¢ao0 (2010). Todos os testes foram realizados com rea-
gentes pré-analise e devidamente acompanhados de
amostras de drogas padréo para cada grupo quimico
avaliado.

Foram verificados os grupos de flavonoides (reagéo
de Shinoda), cumarinas (separagao e verificacdo de
fluorescéncia em luz UV), antracénicos (reacédo de
Borntréeger direta e apds hidrélises acida e oxida-
tiva), taninos (reagcdo com cloreto férrico, gelatina,
solugdo de metais pesados; reagao de Stiasny para
verificagdo do subtipo de taninos), saponinas (teste
e indice de espuma), alcaléides (reacdo de Drag-
gendorff, direta e apds purificagdo), esteroides/triter-
penos (reacdo de Liebermann-Buchard e reagentes
para cardiotdnicos) e teste para mucilagens (indice
de intumescimento). A classe de 6leos essenciais foi
verificada organolepticamente bem como extraida em
destilador de Clevenger para quantificagéo.
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Determinacgao do teor de polifendis e taninos

Os teores de polifendis totais, polifendis ndo adsor-
ventes e taninos totais foram determinados conforme
o método na literatura (Glasl, 1983), com pequenas
modificagdes, empregando-se p6 de pele levemente
cromado (Freiberg, Alemanha) e reacgao colorimétri-
ca com o reagente de Folin-Ciocalteau, medindo-se
a absorbancia em 691 nm, empregando-se a agua
como branco.

Determinacgao do teor de flavonoides totais

Este doseamento foi realizado conforme literatura
(Bankova e Marcucci, 2000), empregando solugao hi-
droalcodlica a 70%, reagcdo com solugdo de cloreto
de aluminio e leitura espectrofotométrica a 425 nm,
calculando-se a concentragdo de flavonoides totais
expressos em quercetina usando-se a faixa linear de
uma curva de calibragéo.

Atividade antimicrobiana

Empregou-se a metodologia da difusdo em disco, pa-
dronizado internacionalmente pelo Clinical and Labo-
ratory Standards Institute (2005), com agar Mueller-
-Hinton (lote 1166914, validade 31/03/2016, Difco). Os
padrbes e cepas utilizados foram: disco de antibidtico
contendo amoxicilina 10 pg (lote 10718005, validade
07/07/2013, Laborclin); amoxicilina com acido clavu-
lanico 30 ug (lote 10715009, validade 30/06/2013,
Laborclin); cepas padronizadas de Staphylococ-
cus aureus ATCC 25922 (lote 10721046, validade
05/07/2014, Laborclin) e Escherichia coli ATCC25922
(lote 10711051, validade 05/07/2014, Laborclin).
Como substancia teste, foi utilizada uma amostra de
extrato de Jasmim DV (5 ou 2 mg do liofilizado), com
a qual se realizou o ensaio de difusao.

Avaliagao da atividade supressora de radicais livres

Este método tem por base a redugdo do radical
2,2’-difenil-1-picril-idrazila (DPPH+) em solucdo de
etanol, onde apresenta maximo de absorgdo entre
515-528 nm. Ao fixar um He, abstraido do antioxidan-
te em estudo, observa-se uma diminuigao na absor-
bancia, o que permite calcular, apds estabelecimento
do equilibrio da reagao, a quantidade de antioxidante
gasta para reduzir 50% do DPPH+ (CE50) (Hatano et
al., 1989). Foi construido um grafico de Absorbancia
(em %) versus a concentragdo da solugdo-mae (mg/
mL) e calculada a CE50 pela planilha, pelo método
dos minimos quadrados.

Atividade anticolinesterase in vitro

Preparou-se um decocto a 20% (p/v) com etanol 50%,
que foi filtrado, concentrado até cerca de 30% do vo-
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lume inicial. Este foi aplicado em placas cromatogra-
ficas de silica gel Merck, que foram eluidas em diver-
sos sistemas de solventes conforme a classe quimica
que se pretendia avaliar (Markhan, 1982; Wagner e
Bladt, 1996).
- taninos: tolueno — n.butanol-acido acético-agua
(50:25:25:5)
- saponinas: cloroférmio-metanol-agua (64:50:10)
- alcaléides: acetato de etila-metanol-agua (100:13,5:10)

Estabelecidos os sistemas eluentes com adequada
separagdo das substancias, as placas foram borrifa-
das com solugdo aquosa 1 mM de iodeto de acetil-
colina (substrato), seguida da aplicagdo do reagente
de Ellman (acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico da Sig-
ma-Aldrich®), e em seguida com a enzima acetilco-
linesterase 3 Ul/mL (Sigma-Aldrich®). A inibicdo da
atividade enzimatica foi verificada pelo surgimento de
manchas esbranquicadas sob um fundo amarelado
(Rhee et al., 2001). Correu-se, em paralelo e com sis-
tema eluente proprio, extrato de sementes de Paulli-
nia cupana (guarana em pé da Purifarma®, lote 104,
validade 12/2012), aplicando-se sobre esta placa a
mesma sequéncia de reagentes citada acima.

Screening farmacolégico hipocratico

Preparou-se o extrato hidroalcoolico das flores a 20%
(p/v) com etanol hidratado 50%, seguido da concen-
tracdo e liofilizagdo. Foram utilizados camundongos
suigos machos, jovens (2 meses), pesando entre 20-
30 g, oriundos do biotério da Unicamp (CEMIB). Os
animais foram aclimatados no LAFE Uniban, pesados
e distribuidos em caixas com 5 animais cada uma.
Como roteiro basico, utilizou-se o protocolo estabe-
lecido por Carlini (1972), o qual avalia varios sinais
gerais, tais como: micgao, defecagdo, contorgdes ab-
dominais, dentre outros. Para tanto, sete grupos de 5
camundongos machos (N= 35) foram colocados em
sala separada e deixados em jejum por cerca de 12
horas antes da administragdo. Os animais foram pe-
sados e receberam agua (grupo controle) ou o liofi-
lizado do extrato de flores de jasmim (via oral 100 e
5000 mg/Kg g/kg; via intraperitoneal 1, 100, 500, 2000
mg/Kg). Os animais foram observados continuamente
até 2 horas e depois de 4 e 24 horas, completando-se
0 acompanhamento até 14 dias.

Resultados e Discussao

O laudo enviado pelo fornecedor Santosflora Comér-
cio de ervas referia as flores de jasmim (Jasmim DV)
como oriundas da China. Para conferéncia dessa indi-
cacgao, foi utilizada a chave de Mei-Chen e colabora-
dores (1996), complementada pelos dados da chave
do género (Jasminum, 2011). Porém, nas duas refe-
réncias sdo necessarias informagdes preliminares so-
bre os galhos e a folhas, sua filotaxia, se as folhas séo
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simples ou compostas e, se compostas, de quantos
foliolos, ndo tendo sido possivel aplicar os dados das
chaves para confirmagao botanica. Essa situagéo foi
confirmada pelo parecer da botanica profa. Dra. Lucia
Rossi, do Instituto Botanico de Sao Paulo, que confir-
mou o género se declarou impossibilitada de chegar a
identificagdo ao nivel da espécie.

Em outra tentativa, compararam-se pedagos de folhas
presentes no material comercial com informagées da
monografia existente na The Ayurvedic Pharmacopeia
of India vol. Ill (sem data). Esta cita a presenca, nas
folhas de J. officinale, de pelos tectores unicelulares
de pontas agudas e, mais raramente, pelos glandula-
res ocorrentes na superficie superior (abaxial); no ma-
terial comercial encontraram-se apenas grupamentos
de pelos tectores pluricelulares de paredes rugosas
nas axilas do encontro das nervuras secunddrias com
a central, denominados domacias (figura 2). Desse
modo, os padrdes encontrados sao totalmente distin-
tos daqueles descritos na literatura, o que permite con-
clusao apenas de que o material comercial n&o se tra-
ta de J. officinale conforme esta no rétulo do produto.

Figura 2 - Fotos dos pelos tectores presentes nas
folhas do lote comercial de jasmim (Jasminum
DV). A- Domacias (20x); B-Pelos tectores plurice-
lulares de parede rugosa (100x)

A busca por referéncias das outras espécies, que
permitissem a tentativa de identificacdo do material
comercializado, levou a dois estudos sobre J. sam-
bac. Desse modo, Sabharwal e colaboradores (2011),
em termos microscoépicos, citam a presenga de pelos
tectores uni e pluricelulares presentes nas duas epi-
dermes, bem como presencga ainda de pelos glandu-
lares de célula terminal pluricelular, sem citagéo da
ocorréncia. Essas informagbes foram replicadas por
(Krishnavenil e Taakur, 2011) com basicamente o
mesmo perfil de dados. Portanto, novamente o perfil
em termos de pelos é totalmente distinto do encon-
trado no material comercial, levando a concluséo de
que a droga vegetal em estudo também néo pode ser
identificada como J. sambac.

Portanto, declara-se impossivel, nas condigbes do
material adquirido, proceder a efetiva identificacao
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da espécie comercializada no Brasil. Foi realizado o
contato com o fornecedor importador, a quem se deu
ciéncia da situagéo ‘fraudulenta’ ao consumidor, e se
solicitou auxilio na obtencéo de uma exsicata comple-
ta do vegetal correspondente, a partir da qual fosse
possivel aplicar os dados botanicos disponiveis na
literatura. Apds alguns meses, o retorno foi negativo,
com clara manifestagéo de desinteresse em qualquer
auxilio a resolugado dessa situagao.

Caracteres organoléticos

A droga vegetal é comercializada exclusivamente na
forma de flores isoladas, que se apresentam como
pequenas massas de tonalidade creme, bege clara
a marrom claro, dependendo do estado da flor, em
botédo ou totalmente aberta, de odor suave agradavel
e levemente adocicado; nota-se a presenga de peda-
cos de folhas, as quais podem ser consideradas ma-
téria estranha a droga vegetal flores e aceitaveis até o
maximo de 2-3%, como usualmente estabelecido nas
monografias farmacopeicas.

Caracteres macroscoépicos

O botao floral mede 1,8 cm de comprimento e 0,7 cm
de largura na parte mais larga; ja as flores abertas
medem 10-30 mm de comprimento por 0,5-1,0 cm de
largura na parte mais aberta. A flor é completa, apre-
senta sépalas, pétalas, androceu e gineceu. O calice
mostra 8 sépalas unidas na base e estriadas no senti-
do longitudinal. A flor é curtamente peciolada, presen-
¢a de dois estames que se situam na mesma altura,
fundidos ao tubo da corola, as anteras tém forma sa-
gitada ou lanceolada, com deiscéncia longitudinal. O
ovario é supero e apresenta 2 I6bulos e dois évulos.

Caracteres microscopicos

A avaliagdo microscopica das flores demonstrou a
presenca marcante de pelos tectores pluricelulares,
uniseriados, de parede rugosa, presentes em quan-
tidade moderada no bordo do calice bem como no
tubo das pétalas. Na avaliagdo das folhas encontra-
ram-se os mesmos tipos de pelos, distribuidos em
ambas as faces das folhas, geralmente sobre a ner-
vura central; citando-se aqui também a presenca de
domacias, que sao tufos de pelos que se aglomeram
nas axilas das nervuras secundarias no ponto de in-
sergao na nervura principal, com ocorréncia apenas
na epiderme inferior.

Determinagdes fisico-quimicas

Os dados fisicos quimicos foram realizados em tripli-
cata e constam da tabela 1.
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Tabela 1 - Testes fisico-quimicos das flores de
Jasmimum sp (média * dp).
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Tabela 2 - Testes fitoquimicos preliminares das
flores de jasmim

Testes % Testes Resultado

Cinzas totais 79+0,6 Alcaloides +

Cinzas insoluveis 0,45+0,17 Antracénicos +

Perda por dessecagéo 9,8+0,3 Cardiotonicos Negativo

Teor de extrativos (aquoso) 425+52 Cumarinas Negativo
. . . Esteroides /triterpenos +

Os dados sobre as cinzas foram discutidos com base )

no laudo do fornecedor e no trabalho de caracteriza- Flavonoides *

¢do farmacognéstica do Jasmium sambac. O laudo Mucilagens +

cita o teor de cinzas totais como 9,52% com especi- Oleos essenciais Tragos

S . o . : . i

ficagdo maxima de 11,5%; pqrg C|rlzas |’ns-oluve|s cita Saponinas +

-se o valor de 5,12% e especificagdo maxima de 10%, i

sem qualquer referéncia quanto a origem dessas in- Taninos *

formacdes. Os dados obtidos neste estudo mostram- Subtipo hidrolisaveis +

-se mais exigentes que os declarados pelo fornecedor, Subtipo condensados +

cujo lote ndo atenderia a especificagdo estabelecida.
Ja os dados descritos para J. sambac (Sabharwal et
al., 2011) sdo de 10,76% para cinzas totais e de 2,58%
para cinzas insoluveis, valores discrepantes em rela-
¢ao aos obtidos no lote comercial avaliado.

Em relagdo a perda por dessecagao, a faixa farma-
copeica definida para esse parametro situa-se entre
8-14% (Farmacopeia Brasileira, 2010), estando os da-
dos presentes dentro do adequado, pois a presenca
de umidade em quantidade excessiva em drogas ve-
getais propicia o desenvolvimento de micro-organis-
mos, insetos e hidrélise dos ativos, com consequente
deterioragéo de constituintes do material vegetal.

O teor de extrativos empregando-se a agua como li-
quido extrator, embora nao aponte os ativos respon-
saveis pela agdo farmacoldgica, corresponde a uma
técnica quantitativa extremamente acessivel, de facil
execugao e baixo custo, motivo pelo qual tem sido esti-
mulada nos ultimos anos como fator de caracterizagao
das matérias primas vegetais (Hubinger et al., 2009).

No caso do jasmim, obteve-se o valor de 42,5 + 5,2%,
teste inexistente no laudo do fornecedor, bem como
ausente também na monografia das folhas da Indian
Pharmacopoeia Ayurvedica, dificultando sua discus-
sdo frente aos dados anteriormente publicados.

Determinagées fitoquimicas preliminares

Classicamente, em analises preliminares, sem o obje-
tivo de isolamento de substancias quimicas, a carac-
terizacdo dos principais grupos de substancias vege-
tais de interesse tem sido efetuada pela realizagéo de
reagdes quimicas que resultam no desenvolvimento
de coloragdo e/ou precipitados caracteristicos (Si-
moes et al., 2004). Os resultados obtidos neste traba-
Iho constam da tabela 2.
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Nota-se serem as flores de jasmim extremamente
ricas em termos de classes fitoquimicas, pois quase
todos os testes mostraram-se positivos, a excegéo de
cardiotdnicos e cumarinas.

No caso dos 6leos essenciais, que emprestam fama
mundial as flores de jasmim, o teste de hidrodestila-
¢ao resultou em tragos nao quantificaveis para o ren-
dimento, com testes realizados em triplicata, apesar
do aroma levemente perfumado das flores. O teor
minimo de O6leos essenciais nas flores de jasmim
ndo esta estabelecido oficialmente, embora algumas
referéncias comerciais citem a obtenc¢ado de 0,1% de
extrato que emprega solventes (‘concreto liquido’) a
partir das flores de Jasmimum officinale, dentro do
qual estdo as substancias aromaticas (Jasmine es-
sential oil information, 2013). Portanto, o teor de 6leos
essenciais presente nas flores avaliadas (Jasminum
DV) é insuficiente para ser evidenciado na técnica da
hidrodestilagéo utilizada neste trabalho.

Determinagées fitoquimicas quantitativas

Os resultados dos testes quantitativos constam da ta-
bela 3.

Tabela 3 - Teores quantitativos de classes fitoqui-
micas obtidos nos lotes comerciais de jasmim
(Jasminum DV) (média % dp)

Testes unidade
indice de espuma 145+ 5,0 (mL)
indice de intumescimento 1,0+£0,5mL

Polifendis totais 2,54 £0,01%
2,43 £ 0,02%
0,11 £ 0,03%

0,05% +0,01%

Polifendis ndo adsorventes
Taninos totais

Flavonoides totais
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A presenca dos polifendis poderiam justificar algumas
das propriedades terapéuticas citadas popularmen-
te para essa droga vegetal para problemas de pele
como coceiras e irritagdes, como € o caso da espécie
Casearia sylvestris SW (guacgatonga), rica em taninos
e muito usada em problemas dermatoldgicos inclusive
em herpes labial (Cury, 2005).

Ja o teor em flavonoides é muito baixo para ser apon-
tado como a classe mais provavel envolvida nos usos
populares da planta. A literatura nao refere valores de
flavonoides para outras espécies de jasmim, embora
analises fitoquimicas preliminares tenham apresenta-
do resultado positivo para flavonoides em J. sambac
(Krishnavenil e Taakur, 2011).

Atividade antioxidante

Os resultados do teste da atividade antioxidante es-
tdo expressos na figura 3. A atividade antioxidante
expressa em CE,; (concentragéo efetiva, que elimina
50% dos radicais livres) indica o quao antioxidante &
a amostra, isto € quanto menor o valor da CE,, mais
ativa € a amostra. Verifica-se, no resultado estimado
da CE50 igual a 31,75 pg/mL, que esta droga apre-
senta uma boa atividade antioxidante, comparada
com a rutina (27,80 pug/mL) ou acido galico (24,27 ug/
mL) (Souza et al., 2007) destacando-se o fato destas
substancias isoladas e o extrato de jasmim (Jasmi-
mum DV) serem uma mistura bruta de dezenas ou
centenas de substancias.

Figura 3 - Cinética da descoloragdao do radical
DPPH em presenga de extrato de jasmim (Jasmi-
num DV), com CE, projetado de 31,75 py/mL ex-
pressos em pug/mL
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Atividade Antimicrobiana

Os resultados obtidos estao descritos na tabela 4. O
extrato liofilizado demonstra uma marcante ativida-
de antimicrobiana frente a cepas bacterianas Gram
positivas e negativas e uma cepa de fungo, porém
depende do emprego da concentragdo adequada (5
mg/disco), visto que a concentragdo de 2 mg/disco
foi ineficaz.
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Tabela 4 - Inibigdo microbiana pelo extrato de flo-
res de jasmim (Jasminum DV)

2mgliofilizado . jisfilizadoldisco)

Idisco)
Cepas
resultado halo resultado  halo (mm)
(mm)

E. coli negativo 0 + 07
S. aureus negativo 0 + 07
B. cereus negativo 0 + 07
C. albicans negativo 0 + 09
S. epider- negativo 0 + 09

midis

A literatura sobre espécies de jasmim mostra o claro
potencial antimicrobiano do dleo essencial, seja sobre
bactérias como E. coli (Rath et al., 2008) ou outros
micro-organismos como virus (Zhao et al., 2009). No
entanto, além dos componentes da fragdo essencial,
provavelmente outras classes fitoquimicas estejam
também envolvidas nessa atividade antimicrobiana,
como € o caso dos polifendis, mas tal afirmagdo me-
rece novas investigagdes.

Atividade anticolinesterase

A atividade anticolinesterase foi realizada com placas
de cromatografia em camada delgada desenvolvidas
com varios sistemas eluentes, direcionados as clas-
ses de taninos, saponinas e alcaloides, reveladas
pelo reagente de Ellman (Rhee et al., 2001). As pla-
cas desenvolvidas para revelar a classe de saponinas
mostraram-se positivas, isto é, formaram-se pontos
claros sobre fundo amarelado, um sinal da expresséo
da inibicdo da enzima acetilcolinesterase (figura 4). O
resultado obtido indica que tanto extratos de folhas
como de flores de jasmim apresentam indicios de
atividade anticolinesterase quando comparados com
extrato de guarana usado como padréo (Trevisan e
Macedo, 2003 — dados nao mostrados).

Figura 4 - Perfil cromatografico de extrato hidroal-
coodlico de flores (A) e de folhas (B) de jasmim (Jas-
minum DV) reveladas com o reagente de Eliman

||
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Screening farmacolégico hipocratico

Apos a administragdo das varias doses de extrato hi-
droalcodlico liofilizado das flores de jasmim, observa-
ram-se os animais constantemente durante 4 horas.
Nao foi verificado nenhum comportamento estranho
ou que positivasse anotagdo dos varios parametros
especificados no protocolo (micgdo, ataxia, ptose,
salivagao entre outros). Destaque deve ser dado ao
grupo de cinco camundongos tratados com a dose
maxima de 2000 mg/kg pela via intraperitoneal, que
apresentaram tremores entre 5-10 minutos apods a
administragéo, entre os quais trés morreram apos 15
minutos, o quarto apés 25 minutos e o quinto apdés 1
hora da administracdo. Estes animais foram abertos
e avaliados macroscopicamente, ndo apresentando
nenhum sinal de hemorragia ou outro indicio que indi-
casse a causa mortis ou alteragdes nos 6rgéos. Com-
pletadas 24 horas de observagéo até 14 dias depois,
n&o ocorreu mais nenhuma morte ou alteragéo digna
de nota. Desse modo, estima-se a DL, para o extrato
liofilizado com valor acima de 5g/kg (oral) e entre 0,5

e 2g/kg (i.p.)-
Conclusao

O trabalho realizado constatou que o jasmim prove-
niente da China comercializado em Sao Paulo nao
corresponde ao rotulado pelo importador como Jasmi-
num officinale ou Jasminum sambac. Trata-se de uma
droga vegetal pouco estudada em termos farmacog-
nésticos e ausente em monografias farmacopeicas,
apesar do grande volume de comercializagédo e sua
presenga em normas federais da area de alimentos.

Apesar disso, o perfil fitoquimico variado e os efeitos
bioldgicos encontrados apontam para sua potencial
utilidade terapéutica, em termos antioxidantes, an-
timicrobianos e como possivel anticolinesterase. No
entanto, a definicdo basica da identidade botéanica di-
ficulta a relagédo dos dados obtidos neste trabalho com
uma ou outra espécie.

Este caso € um exemplo que sugere a Anvisa, quando
incluir determinadas matérias primas em normas para
produtos destinados ao consumo humano, que bus-
quem estabelecer em paralelo as devidas especifica-
¢Oes técnicas, sem as quais fica impossivel qualquer
avaliagdo de sua qualidade.
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Resumo

O estudo foi conduzido para o desenvolvimento de parametros farmacognésticos de flores de Tagetes patula
L. As avaliagbes foram realizadas de acordo com a Farmacopeia Brasileira e/ou literatura especializada.
Testes colorimétricos detectaram a presenca de flavonoides, taninos e fendlicos simples. Por meio de técnicas
cromatograficas: cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi
possivel desenvolver um perfil cromatografico adequado e estabelecer a presenca das substancias quercetina e
rutina. Os resultados para a perda por dessecacao, teor de cinzas totais, teor de extrativos, teor de residuo seco
e teor em flavonoides totais foram de: 9,35%, 5,50%, 39,54%, 46,61% e 5,24% respectivamente. No ensaio por
hidro-destilagédo, o rendimento do 6leo essencial nas flores foi de 0,15%. Estes dados fornecem informagdes
importantes para a correta identificagdo e padronizagéo de flores de T. patula.

Abstract

The current study was conducted to develop the pharmacognostic standards for Tagetes patula flowers. These
evaluations were performed according to the Brazilian Pharmacopoeia and/or literature specialized. Colorimetric
tests detected the presence flavonoids, tannins and simple phenolics. By thin layer chromatography (TLC) and
high performance liquid chromatography (HPLC) it was possible to develop a fingerprint suitable and correlating
the presence of chemical substances, quercetin and rutin. The results for loss on drying, total ash content,
extractives content, total solids content and total flavonoid content were: 9.35%, 5.50%, 39.54%, 46.61%, and
5.81%, respectively. The yield of essential oil in flowers was 0.15%. This study provides important information for
correct identification and standardization of flowers of T. patula.

* Autor para correspondéncia: Jodo Carlos Palazzo de Mello, Departamento de Farmacia, Universidade Estadual de Maringa, Av. Colombo,
5790, 87020-900, Maringd, PR, Brasil, E-mail: mello@uem.br, Tel. + 55 44 3011 4816, Fax: + 55 44 3011 5050.
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Introducgao

Tagetes patula L. (Asteraceae), popularmente conhe-
cida como cravo-francés, cravo-de-defunto ou botdes-
-de-solteirdo, tem origem no México. Foi introduzida
no Brasil ha muitos anos, onde se aclimatou perfeita-
mente, tornando-se subespontanea. A espécie € mui-
to utilizada como ornamental em jardins e floreiras,
sendo comercializada livremente em feiras populares
e floriculturas (Vasudevan, Kashyap e Sharma, 1997).
Na medicina popular suas flores e folhas tém sido uti-
lizadas como antisséptica, diurética, depurativa e re-
pelente de insetos (Chadha, 1976).

Ainvestigacdo de sua composigado quimica aponta até
o presente, flores e folhas ricas em terpenos (Dharma-
gadda et al., 2005; Restello, Menegatt e Mossi, 2009)
flavonoides (Piccaglia, Marotti e Grandi, 1998; Faizi et
al., 2011a ), alcaloides (Faizi e Naz, 2002), carotenoi-
des (De Las Rivas, 1989), tiofenos (Rajasekaran, Ra-
vishankar e Reddy, 2004) e acidos graxos (Deineka et
al., 2007), substancias estas que provavelmente este-
jam envolvidas com as atividades bioldgicas relatadas
até o momento, entre elas: atividade inseticida (Wells,
Bertsch e Perich, 1993), nematicida (Buena et al.,
2008), larvicida (Rajasekaran, Ravishankar e Reddy,
2004; Dharmagadda et al., 2005; Faizi et al., 2011b
), hepatoprotetora (Vasilenko et al., 1990), anti-hiper-
tensiva (Saleem et al., 2004), analgésica (Faizi et al.,
2011a), anti-inflamatodria (Kasahara et al., 2002), an-
tibacteriana (Ronddn et al., 2006), antiviral (Ananil et
al., 2000), antifungica (Mares et al., 2004; Romagnoli
et al., 2005; Faizi et al., 2008) e como corante para
alimentos (Vasudevan, Kashyap e Sharma, 1997).

No entanto, apesar da ampla literatura sobre as pro-
priedades bioldgicas e constituigdo quimica da espé-
cie, ndo existem relatos publicados sobre os para-
metros farmacognésticos para a avaliagdo da droga
vegetal T. patula. Assim, diante do potencial da espé-
cie para o desenvolvimento de fitoterapicos e/ou in-
sumos naturais inseticidas e nematicidas, € premente
o estabelecimento de parametros de qualidade para
a espécie. Visando dar uma contribuicdo ao estudo
farmacognoéstico da espécie T. patula, este trabalho
tem o intuito de pesquisar a presenga de constituin-
tes do metabolismo secundario, determinar o teor de
Oleo essencial, perda por dessecagéo, teor de cinzas
totais, teor de extrativos, teor de residuo seco, teor em
flavonoides, e estabelecer um perfil cromatografico a
partir de flores cultivadas.

Materiais e métodos
Material vegetal: Sementes de T. patula foram forne-

cidas por doagéo por Syngenta Flowers Brazil e culti-
vadas organicamente no Horto de Plantas Medicinais
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da Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR.
As flores de T. patula foram coletadas em novem-
bro de 2011 e o material foi identificado pelo Prof.
Dr. Jimi Naoki Nakagima, da Universidade Federal
de Uberlandia. Material testemunho encontra-se de-
positado como documento taxonémico no Herbario
da Universidade Estadual de Maringa sob o nimero
HUM 21.907.

As flores foram secas em estufa de circulagao forgada
de ar (Pardal), aquecida a 38+2 °C e cominuidas em
moinho de martelo (Tigre ASN5).

Preparagao do extrato: Para a obtencéo do extrato,
a droga vegetal foi utilizada sem separagédo granu-
lométrica. O material vegetal foi inicialmente desen-
gordurado com n-hexano por maceracao dindmica
durante seis dias. Apds secagem, as flores desen-
gorduradas ficaram em maceragao por 10 min e em
seguida foram submetidas a extragdo utilizando dis-
persor Ultra-Turrax® (lka, T-25) a 8000 rpm, na pro-
porcéo de 2,5% (m/v), utilizando como liquido extrator
uma mistura etanol:agua (1:1 v/v), por um periodo de
9 min, com intervalos de 10 min, para que a tempera-
tura ndo excedesse 40 °C. Apos, o extrato foi filtrado,
evaporado sob presséo reduzida e liofilizado (EB).

Solventes e reagentes: Todos os solventes e rea-
gentes utilizados apresentavam grau analitico. Quer-
cetina (Acros Organics) e Rutina (Fluka) foram usados
como substancias quimicas de referéncia. Solugdes
estoques dos padrdes foram preparadas na concen-
tracdo de 100 pg/mL em metanol.

Avaliagao fisico-quimica: As anadlises para a deter-
minagcdo de perda por dessecacdo e determinagao
do teor de cinzas totais, foram realizadas de acordo
com a Farmacopeia Brasileira (2010). A determinagéo
do teor de extrativos, empregando-se a agua como
solvente, esta de acordo com a técnica descrita em
Deutsches (1986). Para a avaliagédo do teor de resi-
duo seco, foi produzido um extrato a 2,5% (m/v) em
dispersor Ultra-Turrax® (lka, T-25) a 8000 rpm, com
9,0 min de agitacdo e temperatura inferior a 40 °C,
utilizando como liquido extrator uma mistura de agua,
etanol e metanol na proporgéo de 1:1:1 (v/v). Todos os
ensaios foram conduzidos em ftriplicata.

Andlise fitoquimica preliminar: A droga vegetal foi
submetida a analise fitoquimica preliminar para detec-
¢ao das principais classes de metabdlitos secundarios
através de reagdes quimicas que resultam no desen-
volvimento de coloragao e/ou precipitagado, caracteris-
tico para cada classe de substancias estudadas (Har-
borne, 1998; Schenkel, Gosmann e Athayde, 2011).

Anadlise cromatografica: Para o ensaio por croma-
tografia em camada delgada (CCD), foram utilizadas
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placas de aluminio de gel de silica F254 (Merck®),
(100 x 50 mm). O cromatograma foi desenvolvido em
camara saturada, empregando como fase mével uma
mistura de tolueno, acetato de etila, metanol e acido
férmico (55:35:15:6; v/v), tendo como substancias de
referéncia, quercetina e rutina. O EB foi retomado em
metanol na concentragdo de 1,45 mg/mL. Aliquotas do
extrato (20 pL) e das solugdes padrdes (10 uL) foram
adicionadas sobre a placa com o auxilio de micropipe-
tas volumétricas, na forma de bandas. A placa foi de-
senvolvida a uma distancia de 80 mm, a temperatura
ambiente. Apds o desenvolvimento, foi seca em estufa
a temperatura de 105 °C, e em seguida pulverizada
com difenilborato de aminoetanol a 1% (p/v) em me-
tanol, seguido de uma solugéo de macrogol 400 a 5%
(p/v) em metanol. Apds, foi examinada sob luz ultra-
violeta (254 e 365 nm) para visualizagdo das bandas.

Para a cromatografia liquida de alta eficiéncia, o EB
foi retomado em metanol na concentragao de 725 pg/
mL. Foi empregado cromatégrafo liquidoThermo®
equipado com PDA (photo diode array), detector es-
pectrofotométrico (modelo Finnigan Surveyor PDA
Plus Detector), bombas e degasser integrado (Finni-
gan Surveyor LC Pump Plus), autosampler (Finnigan
Surveyor Autosampler Plus), equipado com um loop
de 10 pL e controlador de software Chromquest. A
temperatura do forno para coluna foi mantida em 25
°C e os cromatogramas foram observados a 210, 254
e 370 nm. Para o desenvolvimento dos cromatogra-
mas, foram usados pré-coluna (4 x 3 mm d.i.) e coluna
(250 x 4,6 mm d.i.) C-18 Phenomenex®, modelo Ge-
mini, porosidade 5 ym. A separagao cromatografica foi
realizada utilizando agua (fase A) e acetonitrila (fase
B) em sistema gradiente, com vazéao de 1,0 mL/min. O
programa estabelecido foi: 0 min: 5% fase B; 35 min:
58% fase B. Apds, 5 min para reequilibrio da coluna
com 5% da fase B.

Determinacao de flavonoides totais: Medigbes es-
pectrofotométricas foram realizadas em espectrofotd-
metro Shimadzu UV-Vis, modelo PC-1650, com cubetas
de quartzo QS. A determinagéo do teor de flavonoides
totais na droga vegetal foi realizada seguindo o método
proposto na monografia da caléndula, de acordo com a
Farmacopeia Brasileira, (2010), com algumas modifica-
¢oes. O ensaio foi realizado em triplicata.

Determinacgédo do teor de 6leos essenciais: A de-
terminagao do teor de 6leos essenciais foi conduzida
de acordo com o método geral proposto para a deter-
minagdo de o6leos volateis em drogas vegetais (Far-
macopeia Brasileira, 2010). A avaliagéo foi realizada
em triplicata.

Analise estatistica: A avaliagdo estatistica dos resul-

tados foi realizada através do Software STATISTICA®
e Excel®.
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Resultados e Discussao

Os resultados da avaliagao fisico-quimica estdo des-
critos na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas de flores
de T. patula (n=3).

Especificagao (%) Média *DP (CV%)
9,3510,2 (2,14)
5,50+0,2 (3,61)
39,54+0,52 (1,32)
46,61+0,49 (1,05)

DP= desvio padrao; CV%= coeficiente de variagdo em percentagem

Perda por dessecacéao
Teor de cinzas totais
Teor de extrativos

Teor de residuo seco

A perda por dessecagdo, ensaio importante para a
qualidade de drogas vegetais, refere-se ao teor de
umidade e/ou substancias volateis presentes na espé-
cie. O excesso de umidade em matérias-primas vege-
tais permite a agcdo de enzimas, com a possibilidade
da degradacéo de constituintes quimicos e desenvolvi-
mento de fungos e bactérias (Farias, 2011). De acordo
com Simoes et al. (2011), o teor maximo de umidade
estabelecido para drogas vegetais em diferentes far-
macopeias varia entre 8 e 14%, com poucas excegoes
especificadas em monografias. O valor obtido no en-
saio para T. patula foi inferior a 14%, indicando que
as operagdes preliminares empregadas no processa-
mento pds-coleta (secagem e armazenamento), foram
efetivas quanto a normalizacéo do teor de umidade na
droga vegetal. Em estudo realizado por Gazim et al.
(2007), com as flores de caléndula, os resultados en-
contrados foram 11,6% de umidade residual nas flores
secas, valor indicado como adequado, pois segundo
os autores, o teor de umidade permitido em flores se-
cas deve permanecer entre 8 a 15%. Assim, pode-se
afirmar que valores caracteristicos de perda por des-
secagao, além de informagao importante do ponto de
vista tecnoldgico, servem também como parédmetro de
qualidade para as flores de T. patula.

A determinagédo do teor de cinzas totais de um vegetal
constitui um ensaio de pureza para verificar impure-
zas inorganicas nao-volateis, que podem estar pre-
sentes como contaminantes (Farmacopeia Brasileira,
2010). O teor de cinzas totais estabelece a quantida-
de de substancias residuais nao volateis, obtidas por
incineracao, representando a soma de material inor-
ganico integrante da espécie (cinzas intrinsecas) com
as substancias aderentes de origem terrosa (cinzas
extrinsecas) (Simdes et al., 2011). Isso significa que
essa determinagdo € uma referéncia de qualidade
e caracterizagdo de um vegetal. Assim, a finalidade
desse ensaio foi estabelecer o parametro de cinzas
totais para T. patula, visto que 0 mesmo ainda nao
foi descrito na literatura. Na andlise de cinzas totais o
resultado foi 5,50%0,2 (3,61%). Como n&o existem
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teores maximos para cinzas totais estabelecidos oficial-
mente para a espécie em estudo, este dado pode nor-
tear futuras averiguagdes de cinzas totais na espécie.

A determinagéo do teor de extrativos (TE) € um en-
saio utilizado para estimar o potencial de substancias
extraiveis da droga vegetal em agua, como aminoa-
cidos, agucares, heterosideos flavonoidicos € muci-
lagens. Esta caracteristica individual pode ser consi-
derada como um parametro importante na avaliagéo
da qualidade da droga vegetal, pois esta relacionada
as caracteristicas sazonais, ou seja, a producéo de
determinados grupos de metabdlitos secundarios,
durante as estagbes do ano. As flores de T. patula
apresentaram um teor de extrativos de 39,54%+0,52
(1,32%), que podera ser utilizado como paradmetro
para a avaliagdo de novos lotes de matéria-prima ve-
getal. Outro parametro avaliado, e considerado como
uma caracteristica individual para a droga vegetal é a
determinacéo do teor de residuo seco (RS), utilizan-
do como liquido extrator uma mistura de agua, etanol
e metanol em proporc¢ao volumétrica. Neste ensaio o
resultado foi de 46,61%0,49 (1,05%).

A triagem fitoquimica foi conduzida para caracterizar
a composic¢ao quimica das flores de T. patula. Os re-
sultados obtidos na avaliagéo fitoquimica preliminar
corroboraram dados de literatura sobre a presenca
de compostos fendlicos na espécie, entre eles flavo-
noides, fendlicos simples e taninos. Foi observada
uma maior intensidade nas reag¢des para flavonoides.
Essa intensidade pode ser devido a funcdo desses
constituintes em proteger os vegetais contra a inci-
déncia de raios ultravioleta e visivel, além de proteger
contra insetos, fungos, virus e bactérias. As reagdes
para os taninos foram menos acentuadas do que
para os fendlicos simples.

Todas as identificagdes na CCD foram baseadas na
comparagao das distancias de migragéo (valores de
Rf) e da cor das bandas entre a amostra e os padrdes
utilizados, antes e apds a pulverizagdo da placa com
0 agente cromogénico especifico (Figura 1).

Figura 1. Cromatograma realizado apés pulveriza-
¢do com agente cromogénico especifico (reagen-
te natural). (A) sob luz natural (B) sob luz UV a 365
nm. (1) quercetina; (2) extrato bruto; (3) rutina.

A
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A CCD é uma ferramenta que permite analisar a com-
posicao e a pureza do material estudado, auxiliando
na identificagdo de problemas como a adulteragado
ou falsificagdo da espécie vegetal de interesse. E um
método descrito em monografias de droga vegetais
de varios coédigos oficiais como ensaio de identifi-
cacao e autenticidade. De acordo com o perfil cro-
matografico obtido e correspondéncia com os valo-
res de Rf dos padrdes verifica-se que EB apresenta
manchas correspondentes a quercetina (Rf= 0,58)
e rutina (Rf= 0,10) com maiores intensidades, bem
como uma terceira banda muito intensa com valor de
Rf de 0,18. Assim, a metodologia desenvolvida na
obtengéo de um perfil cromatografico por CCD para o
EB de flores de T. patula mostrou-se adequada para
o reconhecimento da espécie, e pode ser utilizado
como “impressédo digital’ para a droga vegetal, nas
condigbes avaliadas.

Através do desenvolvimento de um sistema gradiente
para a separagado dos constituintes quimicos do EB
por CLAE (Figura 2), foi possivel obter uma boa se-
paragao dos picos de interesse em 35 min. Por esse
sistema foi possivel determinar o tempo de retengéo
da quercetina (15,96 min) através dos dados espec-
troscopicos do padrao.

Figura 2. Perfil cromatografico a 210 nm do EB de
flores de T. patula. Pico correspondente a quer-
cetina em 15,96 min. Condi¢cdes cromatograficas:
pré-coluna (4 x 3 mm d.i., 5 pm), C-18, coluna (250
x 4.6 mm d.i.; 5 ym), Phenomenex® Gemini C-18;
fase mével: agua (fase A) e acetonitrila (fase B);
0 min: 5% fase B; 35 min: 58% fase B. com 5 min
para reequilibrio da coluna; vazao: 1,0 mL/min; de-
tecgdo: 210 nm.

T2 4 & L] 0 12 14 16 B 20 2 L 28
Minutos

30 3 M

Os resultados obtidos com as analises cromatografi-
cas (CCD e CLAE) mostraram que os métodos desen-
volvidos s&o ferramentas simples e sensiveis, e que
podem ser prontamente utilizadas como adequados
para assegurar a autenticidade de flores de T. patula.
A presencga de flavonoides em T. patula foi confirma-
da pela expressiva intensidade na reagdo de Shino-
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da, e corroborada pelos dados de literatura sobre o
isolamento desta classe de metabdlitos secundarios
na espécie (Piccaglia, Marotti e Grandi, 1998; Faizi et
al., 2011a ). Assim, optou-se pela determinacéo do teor
de flavonoides na droga vegetal. O resultado do en-
saio para a determinagdo de flavonoides totais foi de
5,24%0,08 (1,53%), média muito superior ao encon-
trado para drogas vegetais ricas em flavonoides des-
critas na literatura (Santos e Blatt, 1998; Petrovick e
Mello, 2000; Borella e Fontoura, 2002). Provavelmente,
este dado esteja relacionado com a época de colheita
(sazonalidade) e com a intensidade de insolacéo, visto
que a espécie foi cultivada em canteiros ensolarados.

O rendimento de dleo essencial em massa seca foi de
0,15%=0,007 (4,66%). Resultado muito semelhante
aos 0,14 % (m/m) descrito por Szarka e colaborado-
res (2006), que avaliaram a presenga de monoterpe-
nos, sesquiterpenos e tiofenos em flores de T. patula.

No Brasil, um dos grandes desafios na utilizacao das
plantas medicinais € a baixa qualidade das matérias-
-primas vegetais. Os problemas mais frequentes sdo
as adulteragdes, a ndo uniformidade da composigao
quimica e as contaminagdes, que podem ocorrer em
qualquer uma das etapas na cadeia produtiva (Farias
et al., 1985). Portanto, o estabelecimento de parame-
tros de qualidade para as drogas vegetais de uso me-
dicinal é fundamental para a consolidagado da Fitotera-
pia, como pratica médica segura e eficaz.

Assim, os resultados obtidos neste estudo desempe-
nham um papel significativo na definicdo de pardmetros
farmacognosticos para a caracterizagao e identificagéo
de flores de T. patula, e contribuem para a obtengdo de
padrdes de qualidade para a espécie vegetal.
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Resumo

O controle botanico de uma espécie, principalmente o anatdémico, & imprescindivel para as industrias farma-
céuticas e de condimentos, porém, ainda sdo poucas as espécies destinadas a esses usos que tiveram suas
caracteristicas analisadas. Dentre elas as espécies de Ocimum, que apresentam complexidade devido a ampla
ocorréncia de variedades e cultivares. Este trabalho teve por objetivo caracterizar anatomicamente as folhas de
Ocimum basilicum L. “Genovese” manjericdo-italiano. Folhas das plantas cultivadas na UNITAU, Taubaté, SP,
foram coletadas e submetidas a técnicas usuais de histologia. Em vista frontal, células epidérmicas de paredes
anticlinais sinuosas em ambas as faces; sdo anfiestomaticas, com estdmatos do tipo diacitico; apresentam nu-
merosos tricomas tectores, unisseriados e pluricelulares, e glandulares sésseis, com mais frequéncia na regiao
da nervura central, e glandulares peltados e capitados. O peciolo, em vista transversal, tem sec¢édo cdncavo-
-convexa; epiderme unisseriada, cuticula lisa e delgada. Na epiderme superior, foram observados numerosos
tricomas tectores unisseriados, uni a tricelulares, e glandulares, com pedicelo e glandula capitada unicelulares.
O feixe vascular colateral em forma de arco raso aberto; e os elementos de vaso do metaxilema e protoxilema
estao enfileirados, com poucas fibras esclerenquimaticas. Os caracteres observados complementam as infor-
magdes para a espécie, descrevendo dados inéditos para o cultivar, possibilitando uma diagnose mais acurada
e eficiente.
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Abstract

The botanical control of species especially anatomical is necessary for the pharmaceutical and spices industries.
Nevertheless, there are few species that had their characteristics analyzed. Among these aim Ocimum species,
which have a complexity because of the widespread occurrence of varieties and cultivars. This work aimed to
characterize anatomically the leaves of Ocimum basilicum L. *Genovese’. Leaves of plants grown at UNITAU,
Taubate, SP, were collected and subjected to the usual techniques of histology. The leaves blades have in front
view, epidermal cells sinuous anticlinal walls on both sides, amphistomatic, with diacytic stomata; uniseriate and
multicellular trichomes, and sessile glandular trichomes, most frequently in the midrib region, and peltate and
capitate glandular trichomes. The petiole, in transverse view, has a concave-convex section, uniseriate epidermis,
cuticle smooth and thin, and at the upper epidermis numerous uniseriate trichomes were observed, as well as
uni-tricelular and glandular trichomes with unicellular pedicel and unicellular capitate glands, collateral vascular
bundle is present in the form of shallow open arc with few sclerenchyma fibers. The set of anatomical characters
observed in this study complement the information for the species Ocimum basilicum, describing unpublished

data to the cultivar. This enables a more accurate and efficient diagnosis of the cultivar.

Introducgao

Para o controle de qualidade de uma espécie utilizada
na industria de farmacos e condimentos € imprescin-
divel que seja feito pelo menos uma das etapas da
analise farmacogndstica, a caracterizagao das amos-
tras vegetais (organoléptica, macroscopica e micros-
copica), as quais podem auxiliar nas determinacdes
da autenticidade dos produtos e também podem ser
determinantes para diferencia-la de outras espécies,
inclusive as que sao semelhantes externamente ou
botanicamente proximas.

Conforme Mentz e Bordignon (2004), as pesquisas
que fornecem caracteristicas botanicas comparativas
contribuem para a detecgdo de espécies adulteran-
tes. (Leite et al. 2007), trabalhando com Echinodorus
macrophyllus (Kunth) Micheli (Alismataceae), obser-
vam que os estudos que realizaram, relacionados a
anatomia vegetal desta espécie, contribuiram para
ampliar e aprofundar as informagdes contidas nas
Farmacopeias Brasileiras (1929, 1959), acrescentan-
do que as caracteristicas estruturais contribuem para
a identificagéo da espécie e fornecem parametros que
poderdo ser aplicados, futuramente, no controle de
qualidade e farmacognéstico.

Apesar da importancia desses estudos, ainda s&o pou-
cas as plantas medicinais ou condimentares, de alto
valor econémico, que tiveram suas caracteristicas ana-
tébmicas analisadas, como, por exemplo, as espécies do
género Ocimum L., pertencente a familia Lamiaceae.

Com relagdo a esse género Ocimum, (Blank et al.
2010) apontam que compreende em torno de 3.200
espécies, originarias do sudeste asiatico e da Africa
Central, e que se adaptaram muito bem aos solos
brasileiros. Dentre os cultivares e as variedades do
género Ocimum, de maior aplicagdo nas industrias,
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encontra-se o Ocimum basilicum L. “Genovese”, o
manijericao-italiano, que, apesar de ser um dos cultiva-
res de maior importancia econémica, carece de infor-
magoes relevantes sobre seus aspectos anatdmicos.

A identificacdo botanica das espécies de Ocimum é
extremamente complicada, devido a ampla ocorrén-
cia de variedades, além de diferengas na composigao
quimica de seus 6leos essenciais (Ehlert et al., 2006).
(Labra et al. 2004) justificam que, devido a interferén-
cia do homem com o cultivo, a selegéo e a hibridagao,
no género, ocorre grande variagdo morfolégica entre
as suas diferentes espécies.

Estudos sobre a anatomia desta espécie trardo con-
tribuicdes para diferenciar ou auxiliar na comprovagao
das identificagdes das espécies, dos cultivares ou das
variedades do género Ocimum. Portanto, objetivou-
-se, no presente estudo, a caracterizagao anatémica
das folhas de Ocimum basilicum L. “Genovese”.

Material e Métodos

Para a analise foram coletados, na Fazenda Expe-
rimental do Departamento de Ciéncias Agrarias da
Universidade de Taubaté, Taubaté - SP, 10 exempla-
res do cultivar “Genovese”, em pleno florescimento.
Essas plantas foram cultivadas a partir de sementes
importadas da lItalia, cadastrada no Ministério da Agri-
cultura, Pecuaria e Abastecimento no Registro Nacio-
nal de Cultivar (RNC) sob o numero 09704.

Para o estudo anatémico foram analisadas folhas do
manjericéo-italiano no Laboratério de Botanica da Fa-
culdade Oswaldo Cruz, em Sao Paulo, SP.

Apods a coleta, as folhas frescas, retiradas do 2°.e 3°.

nés, do manjericao-italiano foram colocadas em solu-
¢ao de FAA (formaldeido: acido acético: alcool etilico
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70%, 2:1: 18, vlv), de acordo com Johansen (1940),
por 48 horas e, posteriormente, transferidos para
etanol 70%.

Com o auxilio de isopor e com uma lamina de ago ino-
xidavel, foram realizadas secgdes transversais a mao
livre na regido mediana do limbo e do peciolo. Em se-
guida, as secgdes foram clarificadas em solugdo de
hipoclorito de sodio a 30% (Kraus e Ardium, 1997), la-
vadas com agua destilada e, imediatamente, fez-se a
coloragdo em solugéo alcodlica de azul de alcian a 1%
e solugdo alcodlica de fucsina basica a 1% (Luque,
Souza e Kraus, 1996). As secgdes foram montadas
em laminas temporarias com glicerina a 50% (Purvis,
Collier e Walls, 1964).

Cortes paradérmicos de ambas as faces do limbo, na
regido mediana, foram realizados a mao livre, para a
observagao de estdmatos, seguindo o mesmo proce-
dimento de clarificagéo e coloragéao.

As laminas foram analisadas ao microscopio fotonico,
e as imagens obtidas no microscépio binocular Cole-
man, acoplado a camara clara (modelo XSZ-107 BN),
e as fotos na maquina Minolta a 507 SI, Asa 100, am-
bos com projecéo de escala micrométrica. A descricao
seguiu as convengdes estabelecidas em Metcalfe e
Chalk (1979).

Resultados e Discussao

A folha de Ocimum basilicum L. “Genovese”, em vista
frontal, apresenta células epidérmicas, com paredes
anticlinais sinuosas, nas faces adaxial e abaxial. As
folhas sdo anfiestomaticas, com estdmatos do tipo
diacitico (figura 1), com mais abundancia na face aba-
xial. Segundo Metcalfe e Chalk (1979), folhas anfies-
tomaticas é uma caracteristica comum as Lamiaceae.
Darrah (1974) relata que, com relagdo a presencga de
estdmatos na espécie O. basilicum, estes sado distri-
buidos em ambas as faces da folha, enquanto que,
nas espécies O. sanctum, O. canum e O. kilimands-
charicum, sdo encontrados somente na face abaxial.

Quantoaotipo, Ogunkunle e Oladele (1997), em estudo
sobre o complexo estomatico de espécies nigerianas
de Ocimum basilicum, observaram estdmatos dos
tipos diacitico, anisocitico e anfidiacitico. (Martins et
al., 2009) observaram, em O. gratissimum, estdmatos
do tipo anomocitico. Porém, Olowokudejo e Pereira-
Sheteolu (1988) apontam que o tipo caracteristico do
género Ocimum é o anfidiacitico.

Na superficie sdo observados numerosos tricomas
tectores, podendo ser unisseriados e pluricelulares,
além de tricomas glandulares sésseis encontrados
com mais frequéncia na regido da nervura central (fi-
gura 3), e tricomas glandulares peltados e capitados.
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Conforme citado por Metcalfe e Chalk (1979), é co-
mum entre as espécies dessa familia, a presenga de
varios tipos de tricomas na folha, sendo considerada
uma caracteristica de grande valor para a identifica-
¢ao taxondmica, como ja observada em estudos com
espécies de Mentha (Martins, 2002; Deschamps et
al., 2006) e com espécies de Cunila (Toledo, Alquimi e
Nakashima, 2004; Xifreda e Mallo, 2006).

(Werker et al., 1993) observaram, em O. basilicum,
tricomas glandulares de dois tipos, os capitados, que
sd0 pequenos, com uma célula na base, uma no pe-
dunculo e uma ou duas constituindo a cabega; e pel-
tados com base e pedunculo semelhantes ao anterior,
mas com a cabega formada por 4 células. Com relagao
aos numerosos tricomas glandulares, Hay e Svoboda
(1993) observaram que s&o os responsaveis pelo ar-
mazenamento e a sintese dos compostos terpénicos.

Youngken (1951) observa que os elementos mais
importantes para o reconhecimento de O. basilicum
sdo os tricomas ndo glandulares uni ou bicelulares,
com ampla base, extremidade pontiaguda e cuticula
finamente verrugosa, assim como os glandulares com
cabegas composta por 2 a 4 células.

A lamina, em secgao transversal, apresentou epider-
me unisseriada, constituida de células retangulares,
periclinalmente muito compactadas (figuras 2 e 3),
recobertas por uma cuticula lisa e extremamente del-
gada em ambas as faces. O mesofilo é dorsiventral,
constituido por uma a duas camadas de parénquima
palicadico e duas a quatro camadas de parénquima
lacunoso (figuras 2 e 3).

Na regido da nervura central, ha um feixe colateral,
em forma de arco (figura 2); e constataram-se 3 a
4 camadas de colénquima angular (figura 3). Satil e
Kaya (2007) e Satil, Unal e Hopa, (2007) observaram
organizagdo anatdmica semelhante para outras espé-
cies de Lamiaceae.

O peciolo, em vista transversal, tem secc¢do céncavo-
-convexa; epiderme unisseriada, constituida por cé-
lulas muito pequenas e compactadas em relagédo as
demais, com formato isodiamétrico; e, na epiderme
superior, foram observados numerosos tricomas tec-
tores unisseriados, uni a tricelulares, e tricomas glan-
dulares (menos frequentes), com pedicelo unicelular e
glandula capitada unicelular; e ndo foram observados
na epiderme inferior (figura 4), portanto, a face abaxial
é glabra.

Logo abaixo da epiderme foram encontradas de 2 a 3
camadas de colénquima angular; o cortex do peciolo
é constituido por parénquima homogéneo isodiamé-
trico, com meatos (figura 4); ndo foram observados
cristais de oxalato de calcio.
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O feixe vascular colateral se apresenta em formato de
arco raso aberto; e os elementos de vaso do metaxi-
lema e protoxilema estao enfileirados (figura 5), com
raios parenquimaticos, formados por 1 a 2 fileiras de
células, em intervalos regulares (figura 5), com pou-
cas fibras esclerenquimaticas.

As caracteristicas observadas de modo geral séo
muito semelhantes aquelas descritas por (Costa et
al., 2009), para Ocimum gratissimum, e de Duarte e
Lopes (2007), para Plectranthus neochilus. Segundo
Metcalfe e Chalk (1979), a estrutura vascular do peci-
olo também apresenta importancia taxondémica.

Figuras 1-5. Sec¢oes foliares de Ocimum basili-
cum L. "Genovese’. 1 — vista frontal da epiderme
da face abaxial evidenciando os estomatos diaci-
ticos; 2 a 5 — secgbes transversais, 2 - limbo; 3
— nervura central; 4 — peciolo; 5 — detalhe do feixe
vascular do peciolo.

Consideragoes Finais

As comparagbes das descrigbes anatdbmicas obtidas
ficam comprometidas, pois ndo foram encontradas
referéncias especificas sobre a espécie Ocimum
basilicum L. “Genovese”. O conjunto de caracteres
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anatdbmicos observados no presente trabalho
complementam as informagbes para a espécie
Ocimum basilicum, descrevendo dados inéditos para
Ocimum basilicum L. *Genovese’. Isto possibilita uma
diagnose mais acurada e eficiente desta cultivar. A
atribuicdo da relevancia desses caracteres, como
valor taxondémico para este cultivar, requer estudos
estruturais adicionais, relativos a uma investigagédo
ultraestrutural em microscopia eletrénica de varredura
da superficie e a comparagao com outras cultivares e
variedades de Ocimum basilicum L.
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Resumo

As folhas de Arrabidaea chica sdo empregadas popularmente no tratamento de cdlica intestinal, diarreia, ane-
mia, inflamacgéao uterina e de feridas cutdneas como cicatrizante. Tradicionalmente sdo usadas também na pro-
dugdo de matéria corante devido a presenga de 3-desoxiantocianidinas, constituintes quimicos caracteristicos
da espécie. A. chica é descrita no presente trabalho em termos de botanica, farmacognosia, farmacologia e
toxicologia com vistas ao desenvolvimento de um fitoterapico.

Abstract

The leaves of Arrabidaea chica are popularly used in the treatment of intestinal pain, diarrhea, anemia, uterine
inflammation and for the healing of skin wounds. Traditionally they are also used to produce a red pigment derived
from the 3-deoxyanthocyanidines, characteristic of the species. A. chica is here described in terms of its botany,
pharmacognosy, pharmacology and toxicology, with a view to developing a phytherapeutic medicine.

Arrabidaea chica (Bonpl.) B. Verl. Fotografia de A. Gentry,
do acervo de plantas tropicais do Missouri Botanical Garden
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Taxonomia

Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) B. Verlot perten-
ce a familia Bignoniaceae, que compreende cerca
de 100 géneros e 800 espécies predominantemente
neotropicais (Fischer et al., 2004). Taxonomicamente,
a espécie foi classificada por Cronquist (1981) como
pertencente a divisdo Magnoliophyta, classe Magno-
liopsida, subclasse Asteridae, ordem Scrophulariales,
familia Bignoniaceae, género Arrabidaea.

Sinonimia

Adenocalyma portocalymma A. Stahl; Arrabidaea
acutifolia A. D C; Arrabidaea cuprea (Charm.) Bornm.;
Arrabidaea larensis Pittier; Arrabidaea rosea D C; Big-
nonia chica Humb. & Bonpl.; Bignonia cuprea Cham.,
Bignonia erubescens S. Moore; Bignonia triphylla
Willd. Ex D C; Lundia chica (Humb. & Bonpl.) Seem.;
Temnocydia carajura Mart. Ex D C.; Vasconcellia acu-
tifolia C. Mart. Ex D C.

Nomes comuns

Crajiru, carajiru, carajuru, cajuru, crejeru, carajunu,
chica, china, cip6-cruz, coa-piranga, cuica, guajuru,
guajuru-piranga, guarajuru, oOajuru, oajuru-piranga,
pariri, paripari, crejer (Mors et al., 2002; Van den Berg,
1993; Von-Poser, 2000; Corréa, 1984).

Descricao botanica
Descrigao macroscopica

A espécie apresenta-se como uma liana lenhosa,
arbustiva ou arborea e também trepadeira (Joly,
1993). Possui folhas compostas, bi ou trifolioladas,
penaticompostas do tipo imparipenadas, de foliolos
glabros, oblongo-lanceolados, com glandulas espar-
sas e com fitotaxia tipo oposta distica. Sua cuticula
€ estriada e os estdbmatos sdo anisociticos. As flo-
res sdo campanuladas réseo-lilacinas dispostas em
paniculas terminais, medindo entre 18 e 20 cm de
comprimento. O fruto tem o aspecto de uma capsula
linear, alongada, aguda em ambos os lados, glabra
e castanho-ferruginea, com uma nervura média sa-
liente nas valvas e sementes ovéides (Albuquerque,
1980; Corréa, 1984; Sandwich, 1974; Vazquez-Yanes
& Segovia, 1993; Vieira & Silva, 2002). A fixacdo ao
substrato é feita através de folhas modificadas deno-
minadas gavinhas, consideradas 6rgaos de suporte
do vegetal (Corréa, 1984). O caule apresenta estrutu-
ragéo reticulada de parénquima e esclerénquima jun-
to aos tecidos condutores e aos cristais prismaticos
na medula (Puhl et al., 2007).
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Descrigdo microscépica

De acordo com Alves (2008), o corte transversal do
caule evidencia as porgdes da casca e cilindro central
em estrutura secundaria. Ambos apresentam-se envol-
tos por uma periderme que contém algumas lenticelas
em sua superficie além de um felogénio bem carac-
teristico e feloderme. Estao presentes ainda algumas
fibras isoladas e calotas de fibras no parénquima cor-
tical externo, enquanto o parénquima cortical interno
apresenta faixas esclerenquimaticas continuas entre
as células do parénquima. O floema secundario apre-
senta-se estreito, comprimido entre o parénquima cor-
tical interno e o xilema secundario. O cambio vascular
mostra grande diferenciagéo entre o floema e a cama-
da mais externa de crescimento do xilema. As folhas
em corte transversal apresentam peciolo com forma-
to plano-convexo ou levemente cdncavo-convexo em
toda a sua extensao, epiderme uniestratificada apre-
sentando tricomas e cuticula delgada. O colénquima
angular é observado subjacente a epiderme em toda
a extenséo do peciolo. As folhas s&o hipoestomaticas
e dorsiventrais, com mesdfilo heterogéneo, formado
por dois estratos de parénquima paligadico abaixo da
epiderme adaxial e por seis estratos de parénquima
lacunoso abaixo da epiderme abaxial.

Variedades

A espécie apresenta diversas variedades, algumas
descritas na literatura. Sao estas: acutifolia (Arrabida-
ea acutifolia DC., Arrabidaea rosea DC., Temnocydia
carajuru M., Vasconcellia acutifolia M.) de folhas
maiores (até 15 cm de comprimento), com reticulado
purpureo e corola menor (até 2cm); angustifolia, de
porte menor, folhas lanceoladas e menores (até 5cm
de comprimento); cuprea (Bignonia cuprea Cham.),
de folhas menores, estreitas, curto-obtuso-acumina-
das, com reticulado cor de cobre na pagina inferior;
thyrsoidea (Bignonia chica HBK., Bignonia. thyrsoidea
DC.), de folhas maiores, agudissimas (até 10 cm de
comprimento e 6 cm de largura), panicula maior e co-
rola de 3cm (Corréa, 1984).

Distribuicao geografica

Os principais centros de distribuicdo geografica de Ar-
rabidaea chica sdo o continente africano (Von Poser
et al., 2000) e as Américas Central, desde o México,
Belize, Guianas, Porto Rico e Trinidad e Tobago, e do
Sul, destacando-se o Peru e Brasil Central, com pre-
valéncia desde a Regido Amazdnica até o Rio Grande
do Sul, incluindo regides de Cerrado e de Mata Atlanti-
ca (Lorenzi et al., 2002; Paulleti et al., 2003; Sandwich
& Hunt, 1974).
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Parte usada

Folhas (frescas ou secas)

Propriedades organolépticas

Coloragédo résea a avermelhada, sabor levemente
adstringente.

Uso popular e tradicional

As folhas de Arrabidaea chica sdo empregadas po-
pularmente no tratamento de cdlica intestinal, diarréia
com sangramento, anemia, inflamagao uterina e de
feridas cutédneas como cicatrizante. Na medicina tra-
dicional sdo usadas também no tratamento de enfer-
midades da pele como psoriase, impingem, Ulceras
e piodermites. Segundo relatos, algumas tribos indi-
genas faziam uso do infuso das folhas no tratamento
da conjuntivite aguda e sob a forma de cataplasma
contra o ataque de insetos. A. chica é utilizada na
Amazonia como anti-inflamatéria, adstringente e na
desinfecgdo das partes intimas da mulher (Borras,
2003; Chapman et. al, 1927; Corréa, 1984; Oliveira et
al., 2009; Kalil Filho et al., 2000). No Maranh&o, é usa-
da no controle da presséo arterial (Rego, 1995). As
folhas de A. chica, ricas em pigmentos de coloragédo
vermelho-escuro a vermelho-tijolo, produzem matéria
corante empregada no tingimento de fibras artesa-
nais, enfeites, utensilios e vestuarios, bem como para
fazer tatuagens, como repelente de insetos e protetor
solar. Também usada por comunidades indigenas na
sua pintura corporal. Os pigmentos obtidos das folhas
de A. chica tiveram alto valor comercial em épocas
anteriores. Atualmente, varios cosméticos e produtos
contendo esses pigmentos s&o industrializados e co-
mercializados, principalmente na regido do norte do
Brasil. Tais produtos exploram a cor vermelho-acasta-
nhada dos extratos das folhas da espécie, bem como
as suas propriedades anti-infectante e adstringente
(Schiozer, 2012).

Quimica

O género Arrabidaea é conhecido como fonte de fla-
vonoides, particularmente antocianidinas. Arrabidaea
chica, por exemplo, caracteriza-se pela ocorréncia de
3-desoxianticianidinas. Na espécie foram identificados
também outros fendlicos, antraquinonas, esteréides,
triterpenos e saponinas (Harborne, 1967; Takemura et
al., 1995; Zorn et al., 2001; Alcerito et al., 2002; Devia
et al., 2002; Pauletti et al., 2003).

3-desoxiantocianidinas

Chapman e cols. (1927) foram os primeiros a estudar
as folhas de Arrabidaea chica, isolando dois pigmen-
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tos denominados carajurina (1) (6,7-diidroxi-5,4’-di-
metoxiflavilio) e carajurona (2) (6,7,4’-triidroxi-5-meto-
xi-flavilio), cuja estrutura foi completamente elucidada
por Zorn e cols. (2001), como os principais responsa-
veis por conferir coloragcado avermelhada caracteristica
dos extratos deste vegetal. Harbone (1967) e Scogin
(1980) propuseram que a ocorréncia na familia Big-
noniaceae destes pigmentos raros era provavelmente
restrita a espécie A.chica. A partir de suas folhas, Zorn
e cols. (2001) isolaram e caracterizaram espectrome-
tricamente quatro antocianidicinas (Figuta 1): cara-
jurina; carajurona; 6,7,3’-triidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio
(3) e 6,7,3',4'-tetraidroxi-5-metoxiflavilio (4). O isola-
mento das 3-desoxiantocianidinas 1, 3 e 4, sua deter-
minagao estrutural, incluindo a analise de carajurina
por cristalografia de raios-x, também foi efetuado por
Devia e cols. (2002).

Figura 1. Estruturas quimicas das substancias 1 a 4.
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HO o’
AN R,
HO =
OCH,
R R1
1 CH3 H
2 H H
3 CH3 OH
4 H OH
Flavonas

Takemura (1993) isolou das folhas de Arrabidaea
chica o flavonéide thevetiaflavona (5) (4’,7-diidroxi-5-
-metoxiflavona) e, posteriormente, carajuflavona (6)
(6,7,3',4’-tetraidroxi-5-metoxiflavona) e luteolina (7)
(Takemura et al., 1995). Barbosa e cols. (2008) rela-
taram o isolamento de 4 -hidroxi-3,7-dimetoxi-flavona
(8) e vicenina-2 (9) e Zorn e cols. (2001) determina-
ram a presenca de acacetina (10).
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Flavonois

Kaempferol (11) foi também isolado das folhas de Ar-
rabidaea chica (Barbosa et al., 2008)
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Farmacologia
Atividade antianémica

Embora a Arrabidaea chica seja utilizada pela po-
pulagdo como antianémica, os trabalhos de Oliveira
e cols. (1995) mostraram que esta acéo terapéutica
ainda nao foi totalmente comprovada cientificamen-
te. Um estudo realizado em ratos Wistar demonstrou
que apos a administragédo diaria por via oral do ex-
trato por um periodo de 60 dias, os animais apre-
sentaram aumento dos valores de micro-hematdcrito
(11,3%), hemoglobina (22,4%), hematimetria (14,4)%
e leucometria (38,9%) em relacdo aos mesmos pa-
rametros medidos antes do tratamento. Estes valo-
res, no entanto, diminuiram significativamente apos
a interrupcao do tratamento. Desta forma é possivel
concluir, de acordo com Arakian (1998), que o fer-
ro presente nas folhas de A. chica nao é assimilavel
(Cartagenes, 2009).

Atividade anti-hipertensiva
Estudos in vitro

Os testes in vitro realizados em modelo de artérias
mesentéricas de ratos Wistar demonstraram o efeito
anti-hipentensivo e vaso-relaxante do extrato etandli-
co a 70% (v/v) das folhas de Arrabidaea chica (10-500
pg/mL). Os resultados sugerem que este efeito deve
ser mediado por uma via independente de endotélio
que parece envolver o blogueio de influxo de calcio
(Ca+2) na membrana citoplasmatica com atividade
sobre os receptores de rianodina (Cartagenes, 2009).

Estudos in vivo

Ratos Wistar espontaneamente hipertensos foram uti-
lizados na comprovagao da atividade anti-hipertensi-
va do extrato etandlico a 70% (v/v) das folhas de Arra-
bidaea chica (10-500 ug/mL). A atividade observada,
segundo a autora, deveu-se a diminui¢cao da resistén-
cia vascular periférica com provavel envolvimento do
influxo de Ca+2 através dos canais tipo L operados
por voltagem (Cartagenes 2009),

Atividade anti-hepatotoxica
Estudos in vitro

O efeito do extrato das folhas de Arrabidaea chica
(0,25-1,25 mg/mL) no metabolismo hepatico, avaliado
por De Souza e cols. (2009), mostrou ser o de inibir a
respiracdo acoplada a fosforilagdo de ADP, que pro-
move um aumento na hidrolise de ATP na mitocon-
dria, efeito caracteristico de drogas antiinflamatérias
nao esteroidais.
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Estudos in vivo

Ao avaliar o efeito do extrato etandlico a 70% (v/v)
das folhas de Arrabidaea chica em ratos Wistar,
Medeiros e cols. (2011) demonstraram que a admi-
nistragao oral do extrato nas doses de 300, 500, ou
600mg/kg durante sete dias foi capaz de inibir os da-
nos hepaticos causados por tetracloreto de carbono.
Verificou-se uma diminuigdo nos niveis séricos das
enzimas transaminase glutamico-piruvica (TGP), de
85,3%, 88,6% e 93,7% respectivamente, e transami-
nase glutamico-oxaloacética (TGO) de 56,9%, 65,3%
e 68,9%, respectivamente. Os niveis séricos de bi-
lirrubuna apresentaram redugéo de 83,8%, 83,1% e
84,1% respectivamente. Tais valores foram similares
aos obtidos com o farmaco padrdo, silimarina, na
dose de 35 mg/kg.

Atividade antioxidante

Amaral e cols. (2012) avaliaram, mediante a capa-
cidade sequestrante do radical livre DPPH (1,1-dife-
nil-2-picrilidrazila), a atividade antioxidante do extrato
etanodlico das folhas de Arrabidaea chica e de suas
particbes em hexano, diclorometano, acetato de etila
e butanol nas concentragdes de 5, 10, 25, 50, 125, e
250 pg/mL. Os resultados deste estudo demonstra-
ram que a fragdo diclorometanica foi a mais eficaz,
0 que pode ser atribuido a alta concentragéo de lu-
teolina presente nesta fragédo, corroborando os estu-
dos previamente realizados por Jorge (2008), quando
apontou uma atividade antioxidante moderada do ex-
trato metandlico das folhas de A. chica.

Atividade antitumoral
Estudos in vitro

Lima e cols. (2010) avaliaram o potencial anticarcino-
génico de Arrabidaea chica mediante ensaios de ati-
vidade antiproliferativa em cultura de células tumorais
humanas. Foram utilizadas 10 linhagens de células
tumorais: U251 (SNC), UACC-62 (melanoma), MCF-
7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario com fenétipo de re-
sisténcia a multiplas drogas), 786-0 (rim), NCI-H460
(pulmao), PC-3 (préstata), OVCAR-03 (ovario), HT29
(colon) e K562 (leucemia). O extrato bruto metandlio
das folhas ndo apresentou atividade anticarcinogéni-
ca in vitro nas células tumorais avaliadas. Entretanto,
o extrato obtido apés tratamento com xilanase, que
libera as agliconas, apresentou atividade com sele-
tividade para as células NCI-460 (pulm&o) e MCF-7
(mama). A concentracdo de carajurina no extrato ob-
tido apds o tratamento aumentou significativamente
(ca. 59%) quando comparada a sua concentragdo no
extrato obtido sem o tratamento (ca. 37%).
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Atividades citotoxica e proé-apoptotica em
linhagens de células tumorais leucémicas e
mamarias in vitro

As atividades citotdxica e pro-apoptotica dos extratos
aquoso, metandlico e etandlico das folhas de Arra-
bidaea chica, bem como de fragbes destes extratos,
foram avaliadas por Ribeiro (2012). Foi realizada uma
triagem farmacoldgica utilizando-se modelos in vitro
de células leucémicas humanas das linhagens Jurkat
(leucemia linféide), HL60 (leucemia mieléide) e MCF-
7 (carcinoma mamario). Os extratos etanolicos foram
0s que apresentaram maior potencial citotoxico en-
quanto que os extratos aquosos e o extrato metandli-
co ndo apresentaram atividade citotdxica significativa
contra as células estudadas. A autora sugere que a
atividade pro-apoptética esteja relacionada ao conte-
udo de kaempferol, cuja presencga foi caracterizada
no extrato por analise de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

Estudos in vivo

As atividades antitumoral e imunomoduladora do ex-
trato etandlico, e sua fragdo aquosa, obtido das folhas
de Arrabidaea chica foram avaliadas por Ribeiro e
cols. (2012). Neste experimento foi utilizado um mo-
delo in vivo de inflamagdo em camundongos Swiss
com os extratos administrados por via oral na dose
de 30 mg/kg por um periodo de 10 dias. Ambos os
extratos mostraram-se eficazes na redugéo do desen-
volvimento do tumor sélido de Erlich, no entanto, os
mecanismos que conduziram a este efeito pareceram
distintos. O efeito da fragdo aquosa parece estar re-
lacionado a atividade anti-inflamatdria, antiangiogéni-
ca e imunomoduladora, enquanto o extrato etandlico
apresenta atividades pré-apoptoética, anti-inflamatoéria
e antiangiogénica. Segundo os autores, tais mecanis-
mos podem ser explicados pelo fato de que a fragao
aquosa promove uma redugado das células NK e de
linfécitos TCD3+ no tecido, associada a diminuigdo de
células TCD8+, sem, no entanto, promover alteragdes
nos linfécitos TCD4+. No sangue, a fragdo aquosa le-
vou a uma reducgdo nos niveis de TCD4+, sem alterar
outros tipos celulares. Ja o extrato etandlico parece
atuar na diminuicdo percentual de linfécitos TCD4+
sem modificar a populagao de células mononucleares
no microambiente tumoral.

Atividade antifiingica

Barbosa e cols. (2008) demonstraram o potencial do
extrato etandlico das folhas de Arrabidaea chica na
inibicdo do crescimento total do fungo Trichophyton
mentagrophytes, quando avaliado na concentracéo
de 3,1 mg/mL. O efeito observado foi associado a pre-
sencga de quinonas e flavondides no extrato. Ribeiro
(2008) avaliou a atividade antifungica do extrato eta-
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nolico das folhas de Arrabidaea chica frente a leve-
dura Candida albicans, determinando a concentragao
inibitéria de 500 mg/mL.

Ativividade antibacteriana

Ribeiro (2008) avaliou a atividade antibacteriana do
extrato etandlico das folhas de Arrabidaea chica fren-
te a Staphylococcus aureus, determinando a concen-
tracdo inibitoria de 62,5 mg/mL, e Pseudomonas ae-
ruginosa, que nao se mostrou ativo.

Atividade anti-inflamatoéria
Estudos in vitro

O extrato lipofilico (200 pg/mL) das folhas de Arrabi-
daea chica mostrou agéo anti-inflamatoéria in vitro pelo
método que avalia a capacidade de inibicao do fator
de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB, do inglés,
nuclear factor-kB), um mediador central da resposta
imune em seres humanos, que regula a transcri¢céo
de genes que codificam varias citocinas pré-inflama-
térias, entre outros, e enzimas inflamatoérias, como
INOS, COX-2, 5-LOX e fosfolipase A2 citosolica. Ca-
rajurina foi capaz de inibir completamente o NF-xB a
500 uM, concentragdo inibitéria correspondente a do
flavondéide quercetina (Zorn et al., 2001).

Estudos in vivo

A atividade antiedematogénica do extrato aquoso das
folhas de Arrabidaea chica foi avaliada no modelo de
edema de pata induzido por venenos de serpentes dos
géneros Bothrops atrox e Crotalus durissus ruruima
em camundongos Swiss (Oliveira et al., 2008). Este
estudo demonstrou a inibigdo do edema apenas quan-
do o extrato foi administrado pelas vias intraperitoneal
(2,5 g/kg) e subcutanea (10,6 g/kg), nao apresentando
efeito quando administrado por via oral. Os resultados
sugerem que as substancias responsaveis por esse
efeito inibitério ndo séo absorvidas por via oral, ou que
as mesmas passem por alteragdes no trato intestinal,
e/ou no figado, alterando com isso a sua fungéo ini-
bitéria. Os dados observados corroboram os estudos
realizados por Oliveira e cols. (1995) que haviam de-
monstrado a atividade dos extratos de A. chica no mo-
delo de pleurisia induzida por zimozan e no modelo de
ativagéo in vivo de linfocitos em camundongos.

Atividade anti-inflamatoéria e antiangiogénica

Ribeiro (2012) avaliou a atividade do extrato etané-
lico, e sua fragdo aquosa, obtido das folhas de Arra-
bidaea chica sobre a angiogénese e a migragao de
células inflamatérias em modelo murino de implante
de esponja. As esponjas de poliuretano-poliéster fo-
ram implantadas no dorso de camundongos Swiss
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que entdo foram tratados por via oral durante 10 dias
com o extrato etandlico (30 ou 300mg/kg/dia) ou sua
fracdo aquosa (300mg/kg/dia). Apds esse periodo de
tratamento, tanto o extrato etandlico quanto a fragao
aquosa foram capazes de reduzir a neoformagao vas-
cular, contudo sem alteragées nos valores do fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), além de
uma redugdo no numero de neutrdfilos infiltrados na
esponja, avaliados pela atividade de mieloperoxida-
se (MPO). O estudo demonstrou também que o tra-
tamento com os extratos da A. chica ndo exerceu
influéncia no peso umido nem no recrutamento de
macrofagos, avaliada pela atividade de N-acetilglico-
saminidase (NAG) nos implantes de esponja. Tam-
bém ndo houve alteragdes nos perfis de proteinas
séricas, nem nas concentragdes das citocinas Th1/
Th2. Conclui-se, portanto, que o extrato etandlico, e
sua fracdo aquosa, obtido de A. chica apresentam
atividade anti-inflamatoria, ao interferir na atividade
de neutrdfilos e na atividade antiangiogénica, sem
alterar a concentragao local de VEGF ou os valores
circulantes das citocinas Th1/Th2. A agao antiangio-
génica do extrato aquoso bruto de A. chica ja havia
sido demonstrada por Garrido (2006), quando foi em-
pregado como alternativa para o tratamento da quei-
madura ocular em coelhosl. O resultado evidenciou
que a formacgao vascular na cérnea foi inibida pelo
uso do extrato, porém ndo suprimida. Esse efeito ini-
bitério foi semelhante ao apresentado pela dexame-
tasona, utilizada como controle positivo.

Atividade cicatrizante
Estudos in vitro

Jorge e cols. (2008) avaliaram a atividade cicatrizante
do extrato metandlico das folhas de Arrabidaea chica
a partir da dosagem de hidroxiprolina, para analise da
sintese de colageno in vitro. Os resultados evidencia-
ram que a dose de 250 pg/mL do extrato foi capaz
de aumentar a produgéo de colageno de forma seme-
Ihante a vitamina C (25 pg/mL) e alantoina (250 ug/
mL), utilizados como controle positivo.

O efeito do extrato metandlico das folhas de Arra-
bidaea chica sobre o crescimento de fibroblastos
também foi avaliado, empregando alantoina como
controle positivo (Jorge et al., 2008). O extrato de
A. chica e alantoina (0,25-250 ug/mL) estimularam
de forma dose-dependente o crescimento de fibro-
blastos com CE50 de 30 pyg/mL para A. chica e CE,
de 2 pg/mL para alantoina. O valor da CE,, repre-
senta a concentragao efetiva em que 50% do efeito
maximo é observado; neste caso, a concentragao
necessaria para aumentar em 50% a concentragéo
de fibriblastos iniciais.
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Estudos in vivo

Os testes in vivo realizados por Jorge e cols. (2008)
avaliaram a eficacia do extrato metandlico das folhas
de Arrabidaea chica em modelo de cicatrizacao de fe-
ridas cirurgicas de ratos Wistar. Este estudo demons-
trou que o extrato foi capaz de reduzir as lesdes na
pele em aproximadamente 13%, em apenas dois dias
de aplicagao tépica. Ao final de 10 dias de tratamento,
o grupo tratado com o extrato de A. chica apresentou
96% de cicatrizagdo das feridas, enquanto o grupo
controle, tratado apenas com salina, apresentou so-
mente 36% de cicatrizagdo. Ja o grupo controle posi-
tivo, tratado com alantoina, apresentou 87% de cica-
trizacdo, mostrando que o extrato foi mais eficaz que
o controle positivo. Jorge (2008) considerou que a ati-
vidade cicatrizante pudesse ter correlagao tanto com
o efeito estimulante da proliferacdo de fibroblastos e
da sintese de colageno, quanto com a atividade antio-
xidante das antocianinas. Entretanto, Taffarello (2009)
demonstrou, mediante ensaio in vitro de indugao de
crescimento de fibroblastos, que o maior teor da agli-
cona carajurina é inversamente proporcional a agéo
cicatrizante. Extratos obtidos sem tratamento enzima-
tico apresentaram maior ag&o cicatrizante (CE,  de 35
ug/mL) do que aqueles obtidos com o tratamento, que
libera as agliconas.

A atividade cicatrizante do extrato metandlico das
folhas de Arrabidaea chica (500 mg/kg e 1000 mg/
kg) administrado por via oral foi avaliada em modelo
de ulcera induzida por etanol em ratos (Jorge, 2008),
reduzindo em 76% e 90%, respectivamente, o indice
de lesdes ulcerativas, enquanto que carbenoxolona
(200 mg/kg), empregada como controle positivo, foi
capaz de reduzir o indice em 96%. A determinagao
da DE,, (dose efetiva em que 50% do efeito maximo &
observado) foi efetuada mediante construgdo de uma
curva dose-resposta nas concentragdes de 100, 300
e 1000 mg/Kg, com valor de DE,, de 453 de mg/Kg.

Atividade diurética

A atividade diurética do extrato etandlico das folhas de
Arrabidaea chica e de suas fragdes obtidas com hexa-
no, diclorometano, acetato de etila e butanol, respec-
tivamente, bem como do flavondide isolado luteolina,
foi avaliada em ensaios in vivo com ratos. Os extratos
e a luteolina foram administrados nas doses de 25,
50, 10 e 200 mg/kg, com furosemida como controle
positivo (50 mg/Kg). Apods o tratamento, os volumes
de urina foram medidos por um periodo de 6 horas
com coletas a cada 2 horas. A fragdo hexanica, na
dose de 100 mg/kg, foi eficaz em aumentar o volu-
me urinario em 79%, quando comparado ao controle
negativo (agua). Ja o tratamento com a luteolina de-
monstrou um aumento de 94% quando administrada
na mesma dose (Amaral et al., 2012).
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Toxicologia

As toxicidades aguda e cronica do extrato aquoso de
Arrabidaea chica foram determinadas por Oliveira e
cols. (2008), indicando um valor para a DL50 em ca-
mundongos acima de 2 g/kg por via intraperitoneal e
6 g/kg via oral. Nos ensaios de toxicidade cronica nao
foram observadas alteragdes histopatoldgicas signifi-
cativas para o extrato aquoso, o que sugere baixa to-
xicidade. Ao avaliar o efeito da administragdo oral dos
extratos etandlico (30 e 300mg/kg) e aquoso (300mg/
kg), por periodo experimental de 10 dias, Ribeiro
(2012) demonstrou que os animais tratados com os
extratos ndo apresentaram sinais de toxicidade, tais
como diarreia, perda de peso ou alteragdes na ativi-
dade motora dos animais. As fungdes hepética e renal
também n&o foram alteradas significativamente pelo
tratamento com os extratos na dose de 300 mg/kg.

Cartagenes (2009) demonstrou que o extrato etandli-
co a 70% (v/v) das folhas de Arrabidaea chica quando
administrado por via oral em ratos, em doses de até
3.5g/kg, e por via intraperitoneal em camundongos,
em doses de até 2g/kg de peso, ndo apresentou si-
nais de toxicidade por um periodo de 14 dias apds
administragédo do extrato. No entanto, a dose de 5g/kg
foi capaz de provocar diarreia nos ratos apenas nos
primeiros dias de administracdo. Amaral (2012), cor-
roborando os resultados j& publicados por outros au-
tores, demonstrou que o extrato etandlico das folhas
de A. chica e suas particdes em n-hexano, diclometa-
no, acetato de etila, n-butanol, assim como luteolina
isolada, ndo apresentaram efeitos toxicos, no modelo
de toxicidade de Artemia salina.

Consideragoes finais

A introdugao no mercado de um novo produto medici-
nal, que se baseia no uso tradicional de uma planta,
pode ter seu trajeto abreviado, a partir da validagao
cientifica desta evidéncia. Arrabidaea chica compde a
Relagado Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao Sistema Unico de Satde (Renisus) publicada pelo
Ministério da Saude em 2009 (Brasil, 2009). Tal fato
evidencia a importancia do estudo de seu perfil quimi-
co, a padronizagdo de seus extratos e a comprovagao
de suas propriedades farmacolégicas e avaliagéo do
seu carater de toxicidade. A partir das informagdes
aqui reunidas, esperamos contribuir para a difusdo do
conhecimento cientifico sobre a espécie e o desenvol-
vimento de produtos fitoterapicos padronizados que
possam suprir as demandas de saude publica.
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Resumo

A Echinodorus macrophyllus (Kunth.) Mich., é uma planta de habitos aquaticos, popularmente conhecido no
Brasil como “chapéu de couro”, sendo utilizada no tratamento do reumatismo e outras afec¢des, comodiurético e
antissifilitico.O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito antinociceptivo do 6leo essencial de Echinodorus
macrophyllus (OEEm), obtido através da hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger modificado. A analise de seu
perfil cromatografico por cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) possi-
bilitou a identificacdo de 21 componentes, sendo trés majoritarios (dilapiol, 2-tridecanona e 6xido de cariofileno).
Para a avaliagdo da atividade antinociceptiva do OEEm foi empregado o modelo de hiperalgesia induzido por
injecao intraperitoneal (i.p.) de acido acético. Camundongos Swiss Webster (SW) machos, que foram tratados
com OEEm, por via oral (v.0.) nas doses de 50 e 100 mg/kg apresentaram inibigao significativa das contorgées
induzidas por acido acético de 65% e 59%, respectivamente, em relagao ao grupo controle. Esta atividade possi-
velmente esta relacionada a inibicdo de receptores especificos da nocicepgao, promovendo assim, a analgesia.

Abstract

Echinodorus macrophyllus (Kunth.) Mich. is a plant of aquatic habits popularly known in Brazil as “chapéu
de couro”, being used for the treatment of rheumatism and other inflammatory diseases, as a diuretic and
antisyphilitic. The aim of this study was to evaluate the antinociceptive effects of essential oil of Echinodorus
macrophyllus (EOEm), obtained through hydrodistillation for two hours, in Clevenger-type modified apparatus.
The EOEm chromatographic profile analyses on gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS)
allowed the identification of 21 components which three are majority (dillapiole, 2-tridecanone and caryophyllene
oxide). The evaluation of the antinociceptive activity of EOEm, was done using the hyperalgesia model induced
by intraperitoneal (i.p.) injection of acetic acid. Swiss Webster (SW) male mice were orally (p.o.) treated with
EOEm with 50 and 100 mg/kg EOEm doses (p.0.), showed significant inhibition of acetic acid-induced contortions
by 65% and 59% respectively, compared with the control group. This activity possibly is related to the inhibition of
nociception-specific receptors, thereby, analgesia.
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Introducgao

O uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem de
forma relevante para a divulgagao das virtudes tera-
péuticas dos vegetais. Desta forma, usuarios de plan-
tas medicinais de todo o mundo, mantém em voga a
pratica do consumo de fitoterapicos, tornando validas
informacgdes terapéuticas que foram sendo acumula-
das durante séculos. De maneira indireta, este tipo de
cultura medicinal desperta o interesse de pesquisado-
res em estudos envolvendo areas multidisciplinares,
como por exemplo, botanica, farmacologia e fitoqui-
mica, que juntas enriquecem os conhecimentos sobre
a inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial
(Maciel et al., 2002; Cragg e Newman, 2013).

O Brasil, porém, nao faz usosatisfatério desua biodi-
versidade econhecimento popular, necessitando de
mais pesquisas sobre o assunto, para o desenvolvi-
mento deagentes fitoterapicos (Calixto, 2005).A sus-
tentabilidade de um pais depende essencialmen-te
de uma politica consistente de educagao, ciéncia,
tecnologia e ino~vagao, sustentada na preservagao
da natureza, na diversidade biolégica e na exploragao
racional de fontes naturais necessarias para alimen-
tacdo, avango social e econémico (BrazFilho, 2010).
Neste contexto, a espécie Echinodorusmacrophyllus
(Kunth.)Mich., planta de habitos aquaticos e conheci-

» o«

da popularmente por “chapéu-de-couro”, “cha-minei-
ro”’, “erva-de-pantano”, “erva-de-bugre”, “congonha-
-do-campo” e “erva-do-brejo” (Ferrari, 1961; Correa,
1974; Cronquist,1981; Rego, 1988), pertence a fami-
lia Alismataceae (Rataj, 1978), que é constituida de 11
géneros e aproximadamente 75 espécies, nativas de
zonas temperadas e tropicais (Haynes e Holm-Niel-
sen, 1994). Echinodorus e Sagittaria sdo os géneros
neotropicais desta familia, que apresentam maior di-
versidade de espécies (Fasset, 1955; Rogers, 1983).

As folhas de E.macrophyllusséo utilizadasno tratamento
dasifilis, do reumatismo, comodiurético(Coimbra,1994) e
em outras afecgdes.A toxicidade in vitroe in vivo, de seu
extrato aquoso foi analisada porLopese colaboradores
(2000),em experimentos com camundongos, sem efeito
genotdxico. E.macrophyllus esta listada na Farmacopeia
Brasileira(em 1926 e 1959), havendo necessidadede pro-
movera pesquisa paraa sua utilizagdo,como medicamen-
tofitoterapico, (Flor et al., 2011). A fitoquimica parcial da-
espécie detectou a presenca de polifendis,flavonoidese
diterpenos(Kobayashiet al., 2000; Pimenta et al.,
2000;Shigemoriet al.,2002; Silva et al., 2012).

Os o6leos essenciais sdocompostosvolateis do meta-
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bolismo secundario dos vegetais epor meio do modod
eextracdo,principalmentedestilagdo(vaporouhidrodest
ilacdo) é possivel obter uma variedade de moléculas-
volateis, tais comoterpenose terpenoides, componen-
tes derivados dofenolaromaticos e componentes alifa-
ticos.Os ensaiosfisico-quimicos in vitro caracterizam a
maioria destes compostos como antioxidantes(Bakkali
et al., 2008),apresentando propriedades antimicrobia-
nas, anti-inflamatérios e analgésicos(Pattnaick et al.,
1997; Siani et al., 1999; Santos e Rao, 2000; Medei-
ros et al., 2003; Salud Pérez et al., 2011).

A dor é uma experiéncia consciente, uma interpreta-
¢ao da entrada no ciceptivain fluenciada pelas me-
moérias, emocionais, fatores patoldgicos, genéticos e
cognitivos. A dor resultante ndo esta necessariamente
relacionadalinearmentepara a unidade de percep-
¢ao nociceptiva e nem temexclusivamente afungao
vitalde protegdo. A dor &, portanto, uma experiéncia
altamentesubjetiva, como ilustrado pela definicdo
dadapela Associagaolnternacional parao Estudo da
Dor(Merksey eBogduk, 1994): "Uma experiénciasen-
sorial e emocional desagradavelassociada ao dano
tecidualreal ou potencial, oudescrito em termos detal
dano”.Esta patologia afetacerca de 20%da populagao
adulta, especialmente mulheres e idosos (Breivik et
al., 2006). Entre os brasileiros a dor cronica acomete
30 a 40% da populagéo e constitui a principal causa
de absenteismo, licengas médicas, aposentadorias
por doenga, indenizag¢des trabalhistas e baixa produ-
tividade no trabalho (Ministério da Saude (BR), Ato
Portaria N° 19/GM, 2002).

Apesar do uso popular de infusdes de folhas de E. ma-
crophyllus no alivio da inflagéo, ndo ha relatos quanto
a atividade analgésica. O presente estudo tem como
objetivo avaliar o potencial analgésico do 6leo essen-
cial proveniente de suas folhas em modelo experi-
mental de nocicepgao induzida por estimulo quimico.
O ¢leo essencial de E. macrophyllus foi analisado por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectro-
metria de massas e por cromatografia em fase gasosa
acoplada a detector por ionizagéo de chamas e 70,8%
de seus compostos foram identificados.

Material e Métodos

Material vegetal

A planta Echinodorusmacrophyllus (Kunth.)
Micheli(Alismataceae) foi adquirida no distribui-

dor de Plantas Medicinais (Alcantara — Rio de
Janeiro), tendo sido coletado em Nova Friburgo,
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Rio de Janeiro, seguido de posterior secagem e
trituragdo. O material foi entdo, ensacado e man-
tido em freezer a — 5°C. A planta foi identificada
no Herbario Bradeanum da UERJ (Rio de Janeiro
— Brasil), onde uma exsicata foi depositada sob o
numero HB84807.

Animais

Foram utilizados neste estudo camundongos machos
da linhagem de Swiss Webster (SW), de 3-4 meses,
pesando 25-35 g criados no Biotério do Departamento
de Bioquimica da Universidade do Estado do Rio de
Janeiroou doados pelo Instituto Vital Brazil, e manti-
dos em caixas plasticas apropriadas, em temperatura
controlada (240C), com ciclo de luminosidade de 12
h sendo alimentados com agua e ragéo ad libitum A
higiene e desinfec¢do das caixas foram realizadas em
dias alternados, com hipoclorito de sédio, sendo utili-
zada maravalha estéril.Os experimentos foram reali-
zados seguindo os padrdes éticos para o uso de ani-
mais de experimentagao e aprovado pelo Comité de
Etica do IBRAG-UERJ segundo Protocolo 05/2009.

Obtencdo do 6leo essencial de Echinodorus ma-
crophyllus (OEEm)

Para a extragédo do dleo essencial de E. macrophyllus
(OEEm), 50 g de partes aéreas (secas) de E. ma-
crophyllus foramreduzidas a pequenos fragmentos
e submetidas a hidrodestilagédo, por duas horas, em
aparelho de Clevenger modificado.A fragao volatil foi
extraida da agua de coobacgdo por particdo liquido-
-liqguido com diclorometano, sendo a fragdo orgéanica
submetida a secagem com sulfato de sdédio anidro.

Analise por cromatografia com fase gasosa (CG-DIC)

Analise quantitativa do OEEm foram realizadas em
cromatégrafo CP-3380-FID Varian usando coluna ca-
pilar de gel de silica fundida CP-SIL 8 CB, CP 8752,
Varian (30m x 0,32mm x 0,25um). A programagéao de
temperatura usada foi: injetor 260°C, detector 290°C
e coluna aquecida de 50°C até 290°C (3°C/min). O
OEEm foi solubilizado em diclorometano, sendo inje-
tado 1 pg/uL. Hidrogénio e ar sintético foram usados
como gases de arraste, com fluxo de 1,0 mL/min.

Analise por Cromatografia com fase gasosa aco-
plada a espectrometria de massas (CG-EM)

A analise qualitativa do OEEm foi efetuada em equi-
pamento Shimadzu 17A - Shimadzu QP 2010 Plus,
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usando coluna capilar de gel de silica fundida Rix-
-5MS, da marca Restek (30 m x 0,32 mm x 0,25 ym),
sob as mesmas condi¢des citadas para a analise por
CG-DIC.

Identificagdao das substancias do 6leo essencial

A identificagdo dos componentes do 6leo essencial
de partes aéreas de E.macrophyllus foi realizada pela
comparagéo dos seus indices de retengao e espectros
de massas (MS) com dados da literatura publicados e
com a biblioteca WILEY 275 e NIST 3.0, fornecidas
pelo sistema CG-EM (Shimadzu 17A - Shimadzu QP
2010Plus). Os resultados também foram confirmados
comparando a ordem de eluigdo dos compostos com
seus indices de retengao relativo relatados na literatu-
ra (Adams, 2001). Os indices de retengao foram calcu-
lados para todos os componentes volateis utilizando os
dados de retencao de n-alcanoslineares com C9-C30,
conforme descrito por Holler e colaboradores (2009).

Modelo de hiperalgesia induzida por inje¢ao intra-
peritoneal (i.p.) de acido acético

Com objetivo de avaliar o efeito antinociceptivo doO-
EEm, foi realizado o modelo de contorgdo abdominal.
Os animais foram previamente tratados com OEEm
(v.0.) 1 h antes da injecéo i.p. de acido acético 0,6%
v/v (HAc; 10 pL/g peso corporal (p.c.)) de acordo
com Koster e colaboradores (1959). As contorgdes,
definidas como uma sequencia que se inicia com o
arqueamento do lombo, contragdo do abdémen, con-
torcdo do tronco e/ou pélvis, terminando geralmen-
te com a extensdo dos membros foram observadas
apos 5 min da inje¢do do acido, por um periodo de
10 min (Loro et al., 1999).

Anidlise estatistica

O Teste One-way ANOVA seguido de Tukey foi utiliza-
do para analisar os dados. Valores de p < 0,05 foram
considerados significantes (Dawson-Saunders e Tra-
pp, 1994). Foram utilizados os programas Microsoft®
Office Excel e GraphPad Prism® 5 for Windows.
Resultados

Perfil cromatografico do OEEm por CG-EM

As substancias dilapiol, 2-tridecanona e oxido de ca-

riofileno foram identificadas como as maijoritarias do
Oleo essencial de E. macrophyllus (Tabela 1).
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Tabela 1 - Identificagdo dos constituintes do 6leo essencial de E. macrophylluspor CG-EM

© N O g b 0N =

10
1
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

Substancia Rt
2-undecanona 1296
B-cariofileno 1419
a-humuleno 1455
geranilacetona 1455
(E)-B-ionona 1489
2-tridecanona 1496
miristicina 1520
elimicina 1557
(E)-nerolidol 1563
acido dodecanoico 1567
6xido de cariofileno 1581

1,2-epéxido de humuleno 1608

dilapiol 1621
a-cadinol 1654
apiol 1680
heptadecano 1700
heptadecanal 1716
acido palmitico 1968
palmitato de etila 1993
octadecanol 2078
(Z)-fitol 2114

°IR HD%
1294 0,27
1419 1,49
1455 0,36
1457 0,94
1489 0,57
1498 14,57
1530 0,72
1563 0,50
1567 0,60
1572 0,75
1585 7,09
1611 1,15
1631 24,03
1659 0,41
1687 0,68
1701 5,45
1714 0,98
1971 6,52
1997 0,37
2086 2,16
2116 1,19

% Somatério das substancias identificadas: 70,8; 2IR": indice de retengdoda literatura (Adams, 2001); *IR: indice de reteng&o calculado; HD:

Hidrodestilacéo.

Modelo de hiperalgesia induzida por injegado intraperitoneal (i.p.) de acido acético

O tratamento com o OEEm apresentou inibigédo significativa no numero de contor¢des induzidas por acido acé-
tico de 65% e 59% nas respectivas doses de 50 e 100 mg/kg por peso corporal em relagdo ao grupo controle
(Figura 1).

Figura 1: Efeito do tratamento com OEEm no modelo de contorgdo abdominal induzido por acido acé-
tico. Foram administradas (v.0.) as doses de 5, 25, 50 e 100 mg OEEm/kg p.c. em camundongos machos SW
(n=5/grupo). Os resultados sao estatisticamente significativos quando comparados com o controle tratado com
veiculo e dipirona 50 mg/kg (v.0.) 60 min antes da injecdo de acido acético 0,6% (i.p.). *p <0,05, **p <0,01 e ***p

<0,001 em relagéo ao grupo controle (teste ANOVA seguido de Tukey).
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Discussao

A espécie Echinodorus macrophyllus, uma planta co-
nhecida popularmente como chapéu de couroapre-
senta atividade anti-inflamatdria sugerida pelo uso na
medicina popular. Castro (2004) relatou o potencial an-
ti-edematogénico e antinociceptivo do EAEm e Fernan-
des (2006) observou o potencial anti-inflamatério neu-
rogénico, o que serviu de base para o presente estudo.

O dleo essencial de Echinodorus macrophyllus (cha-
péu-de-couro) foi extraido das partes aéreas da plan-
ta, com rendimento de 0,01% a partir de 50 g de ma-
terial vegetal seco. A analise do OEEm por CG-EM
possibilitou a identificagdo de 21 componentes, totali-
zando 70,8% de substanciasidentificadas, sendo ma-
joritarios o dilapiol, a 2-tridecanona eo 6xido de cario-
fileno. Na literatura encontram-se descritos os efeitos
bioldgicos para tais substancias:o dilapiol, um arilpro-
panoide bastante conhecido, apresenta propriedade
inseticida e sinergismo com outras substancias (Fazo-
lin et al., 2005); a 2-tridecanona é um metabdlito es-
pecial secretado pelos tricomas glandulares de folhas
dos vegetais (Gilardon, et al., 2001). Suas funcdes
estao relacionadas com a sobrevivéncia da espécie:
a toxicidade e repeléncia, que sdo mecanismos de
defesa (herbivoria, predatismo e microrganismos) e a
atracéo de polinizadores (Maxwell e Jennings, 1980);
o 6xido de cariofileno é descrito na literatura por suas
atividades anti-inflamatdria, analgésica e anti-Ulcera
(Chavan et al., 2010; Lima et al., 2012).

Afim de comprovar o efeito biolégico do OEEm, utilizou-
-se 0 modelo decontorgdoabdominal induzida por acido
acético, adaptadode Koster e colaboradores (1959), o
qual é um meétodoutilizado rotineiramente e sensivel
para o screening da eficacia de agentesanalgésicospe-
riféricos e centrais (Collieret al., 1963). A hiperalgesia
causada pelo acido acéticoé explicada devido alibera-
¢ao eaumento do nivel devarios mediadores, como a
histaminae serotoninaque atuampor estimulagdo dos-
neurdnios nociceptivos periféricos(Cuiet al., 2010).

Para o tratamento com a dose 50 mg/kg de OEEm,
o efeito antinociceptivo neste modelo apresentou
65% de inibicdo das contorgdes, enquanto quea di-
pirona, escolhida como droga padréo, inibiu em mé-
dia 49%. Este resultado mostra-se relevante quando
comparado com dados da literatura em que, os 6leos
essenciais de “candeeiro” (Vanillosmopsisarborea)
e “sambacaita” ou “canudinho” (Hyptis pectinata (L.)
Poit), que também apresentam em sua composicéo
cariofileno,mostraram porcentagem de inibicdo de 31
e 48% respectivamente, observada para o tratamento
com a dose de 100 mg/kg (Leite et al., 2011; Raymun-
doet al., 2011), para o modelo de contorgdo abdominal
induzido por acido acético.
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Podemos sugerir que a atividade antinociceptiva ob-
servada no modelo de contorgbes abdominais pode
estar relacionadaa inibigdo daliberagéo de mediadore-
sem resposta ao agente de nocicepg¢éo quimica (aci-
do acético), como a bradicinina, SP,prostaglandinase
algumascitocinas comolnterleucina 1Beta (IL-1B),
Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) elnterleucina 8
(IL-8)(Correa et al., 1996; Ribeiro et al., 2000; lkeda et
al., 2001; Vanderlei et al., 2010).
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Resumo

Stifftia chrysantha J.C. Mikan é uma planta pertencente a familia Asteraceae cujo principal uso pela populagao
é o ornamental e atualmente se encontra sob risco moderado de extincdo. E sabido que a planta foi utilizada no
tratamento de afecgdes respiratérias por quilombolas. O objetivo deste estudo foi investigar o potencial efeito
antimicrobiano de diferentes extratos de S. chrysantha contra algumas espécies de micobactérias e formas pro-
mastigotas de duas espécies de Leishmania. Os testes foram realizados in vitro utilizando MTT ou Resazurina em
métodos colorimétricos, de acordo com o microrganismo avaliado. Os resultados mostraram baixa atividade dos
extratos contra as culturas de micobactérias. Por outro lado, um efeito inibidor do crescimento foi observado no
extrato metandlico das folhas e no extrato hexanico da casca contra as culturas de promastigotas de L. amazo-
nensis (Cl,, = 55,16 pg/mL extrato metandlico and 38,61 ug/mL extrato hexanico) and L. chagasi (Cl,, = 72,05 ug/
mL extrato hexanico). Novos estudos s&o necessarios para descobrir as substancias responsaveis pela inibicao
do crescimento das formas promastigotas.

* Correspondent author: andrefarmaciarj@yahoo.com.br

252 Revista Fitos ‘/Vol. 7 - n° 04 - outubro / dezembro 2012



Evaluation of in vitro antileishmanial and antimycobacterial
activities of Stifftia chrysantha J.C. Mikan extracts

Fitoquimica / Phytochemistry V

Abstract

Stifftia chrysantha J.C. Mikan is a plant that belongs to Asteraceae family, mainly used for ornamental purposes and
it is moderately endangered to die out nowadays. Itis known this plant has been used on the treatment of respiratory
affections by quilombo communities (Brazilian hinterland settliement founded by people of African origin). The aim of
this study was to investigate the potential antimicrobial effect of different extracts from S. chrysantha against some
species of mycobacterias and promastigote forms of two Leishmania sp. In vitro assays were performed using
colorimetric methods with 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide or Resazurin, according to
the microorganism evaluated. The results showed low activity of extracts against mycobacterial cultures. On the
other hand, a growth inhibitory effect was observed in the methanol extract from leaves and on the hexane extract
from bark against promastigote culture of L. amazonensis (IC,, = 55.16 ug/mL methanol extract and 38.61pg/mL
hexane extract) and L. chagasi (IC,, = 72.05 pg/mL hexane extract). New studies are necessary to discover the

substances that were responsible for the growth inhibition of promastigote forms.

Introduction

Stifftia chrysantha J.C. Mikan (Asteraceae) is popu-
larly known as diadem, fox tail or gold rain due to the
color and shape of its inflorescences. Brazilian popu-
lar names of the plant are: rabo-de-cotia, diadema,
pompom, flor-da-amizade, esponja, esponja-de-ouro,
jambeiro do-mato, pincel. Its main use by the popu-
lation is ornamental and it is moderately endangered
to die out nowadays, according to list annexed to the
Decree 19.149 published by the Rio de Janeiro Envi-
ronmental Protection Bureau (2000). It can be found
in Protected Areas such as the National Park of Tijuca,
Rio de Janeiro Botanical Garden and Grajau-Jacare-
pagué Road, in Rio de Janeiro, RJ, Brazil (Crespo et
al., 2010). Few studies on the chemical composition of
this plant have been reported. Oliveira (1999) descri-
bed flavonoids isolated from its flowers while Marques
(2012) found a significant predominance of methyl sa-
licylate in the volatile fractions from fruits ranging from
85% to 95% in the volatile mixture as well as such
presence in all aerial parts of the plant during all sea-
sons of the year.

The organic ester methyl salicylate seems to take part
in the attraction process of pollinators and in the de-
fense of the plant. Besides, the metabolic conversion
of methyl salicylate into salicylic acid and subsequen-
tly into acetyl salicylic could justify the ancient use of
the plant by quilombo communities for treatment of
flu, colds and respiratory affections (Marques et al.,
2005). This metabolic conversion from methyl sa-
licylate to salicylic acid is also important for the plant’s
defense system and for signaling against predators’
attacks. Salicylic acid is known as an important phyto-
alexin present in responses to physical and biological
stresses suffered by the plant (Durrant et al., 2004).
Employing a rapid radiometric method, Lall et al.
(1999) detected a significant inhibition of Mycobacte-
rium tuberculosis H37Rv exposing the bacteria to the
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extracts of Polygala myrtifolia (Polygalaceae), a plant
that shows high concentration of methyl salicylate.
The reported activity found in P. myrtifolia and the simi-
lar major compound content present in the aerial parts
of Stifftia chrysantha motivated the investigation about
the biological potential this native Brazilian endange-
red risk species S. chrysantha extracts and also to the
pure methyl salicylate against mycobacteria. We also
tested the activity of the extracts against promastigote
forms of leishmania. The diseases caused by myco-
bacteria and Leishmania sp. represent important di-
sorders for Public Health, since long times are needed
for effective treatment by using drugs that may cause
potential side effects (Almeida et al., 2005; Medeiros et
al., 2005; Coll et al., 2009; Sundar et al., 2007). Many
research works have been performed with the attempt
to identify new therapeutically potential drugs against
tuberculosis, mycobacteriosis and leishmaniasis. Such
studies have been characterized by the use of prelimi-
nary approaches with in vitro experiments, before in
vivo ones and clinical trials (Lahlou et al., 2004).

Material and Methods

Reagents: Dimethyl-sulfoxide (DMSO); 3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide
(MTT) and Methyl salicylate were purchased from Sig-
ma Chemical Co, St. Louis, MO, USA); Resazurin so-
dium salt powder was purchased from Acros Organic
N.V., Geel, Belgium).

Collection of aerial parts and roots of S. chrysantha:
Aerial parts and roots of S. chrysantha (leaves, flo-
wers, barks, branches and fruits) were collected under
supervision of botanist Roberto L. Esteves in the gar-
den of National Museum of Rio de Janeiro in Decem-
ber 2004. The voucher number is R208153. The plant
material was collected early in the morning from the
same chosen specimen and it was taken immediate-
ly to the laboratory and separately reduced into small
pieces. The powdered materials were air-dried.
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Preparation of S. chrysantha extracts: Air-dried and
powdered plant materials (509 of leaf; 30g of bark and
40g of flower) were separately extracted under static
maceration using hexane as solvent, and followed by
methanol. Removal of residual solvent under reduced
pressure was performed using a Buchi rotatory evapo-
rator, equipped with warm bath under controlled tem-
perature (400C). The same procedure was carried out
with methanol as solvent extractor.

Extracts used: hexane extract from leaves and bark
of S. chrysantha; and methanol extract from leaves
and fruits of S. chrysantha.

Methyl salicylate: methyl salicylate was used in the
experiments on mycobacteria at the following concen-
trations: 250upg/mL, 125pug/mL, 63ug/mL, 31ug/mL,
16pg/mL and 8ug/mL and using DMSO as diluent.

Leishmania sp. assays: promastigote forms of
Leishmania amazonensis (MHOM/Br75/Josefa) isola-
ted from a patient who had diffuse cutaneous form of
leishmaniasis) were cultured in Warren medium (BHI,
plus hemin and folic acid) and promastigote forms of
L. chagasi (MHOM/Br/74/PP75 isolated from patients
who had visceral form of leishmaniasis) were cultured
in 199 medium, both supplemented with fetal bovine
serum and maintained at 24°C during one week. Fe-
tal bovine serum (FBS) was purchased from Cultilab
(Campinas, Sao Paulo, Brazil). Brain heart infusion
(BHI) from Himédia (Mumbai, Indian). Hemin, folic
acid, and 199 medium were purchased from Sigma
Chemical Co (St. Louis, MO, USA). Biological activi-
ty against promastigote forms of L. amazonensis and
L. chagasi was determined using the MTT colorime-
tric method based on reduction of the salt by mito-
chondrial dehydrogenases (Mossman et al., 1983).
Promastigoste forms in logarithmic growth stage of
in vitro growth of both species were used in the ex-
periments. They were added to flat-bottomed 96-well
plastic tissue-culture plates at the concentrations 2.0
x 106cells/mL and 3.0 x 108cells/mL of L. amazo-
nensis and L. chagasi, respectively. After 1h and at
24°C, the parasites were exposed to different concen-
trations of extracts of S. chrysantha previously solu-
bilized in DMSO. Concentrations (C) of the extracts
were 250.0pug/mL, 125.0pg/mL, 62.5pug/mL, 31.3ug/
mL, 15.6ug/mL and 7.8ug/mL and each concentration
were performed in triplicate and in two independent
assays. The promastigote forms were exposed to
the extracts, to Amphotericin B (standard drug used
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as the positive control) and to the DMSO solution at
0.01% for 72h 24°C. The colorimetry was assessed
by absorbance using SPECTRAMAX 190, Molecular
Devices spectrometer and 570nm filter. For the results
analysis, GraFit (Erithacus Software Ltd., Horley, U.K)
software version 5 was used.

Experiments using rapidly and slow growing myco-
bacteria: the susceptibility tests for mycobacteria
using extracts were performed in 96-well plates
using the colorimetric test based on resazurin reduc-
tion following the procedure used by Palomino et al.
(2002). All experiments were performed in triplicates
and at least three repetitions. Concentrated solutions
(5mg/mL) of the extracts were prepared by initially
solubilizing the extracts in DMSO and subsequently
in sterile water. The total content of DMSO in each
well reached 10%, which did not inhibit mycobacterial
growth. In flat-bottomed 96-well plastic tissue-culture
plates, dilutions of the extract were prepared in Mi-
ddlebrook 7H9 broth (BD-lote.2112134-USA) culture
medium enriched with OADC (Becton-Dikinson) at
the following concentrations: 2500ug/mL; 1250ug/
mL; 625ug/mL; 313pg/mL; 156pg/mL and 78ug/mL
resulting in a final volume of 100uL in each well.
Next, 100uL of slow-growing mycobacteria (M. tu-
berculosis H37Rv — ATCC 27294, M. bovis — BCG
(Monroe) or rapidly growing mycobacteria (M. smeg-
matis — ATCC 14468, M. abscessus — ATCC 199777,
M. chelonae — ATCC 5752) suspension was added
to the extract solutions separately. The final concen-
trations of the extracts into the wells were: 1250ug/
mL; 625ug/mL; 313ug/mL; 156ug/mL; 78ug/mL and
39ug/mL. The suspensions were prepared in Midd-
lebrook 7H9 (Difco) culture medium enriched with
OADC (Becton-Dikinson) at 1:25 concentration from
the initial suspension and turbidity equivalent to 1.0
in McFarland scale. Standard drugs were used as
positive control for inhibition of mycobacteria growth,
such as rifampicin (3-(4-methylpiperazinyliminome-
thyl)- rifamycin — Lot 780773 — SIGMA) against slow-
-growing mycobacteria (M. tuberculosis and M. bovis)
and ciprofloxacin (ALDRICH Chemistry — Lot: 17850)
against rapidly growing mycobacteria (M. smegma-
tis, M. abscessus and M. chelonae) at the following
concentrations: rifampicin — 32 — 0.3 X 10-%ug/mL and
ciprofloxacin — 0.5 — 0.9 x 107ug/mL, considering a
serial dilution (1:2) for both drugs. The plates were
sealed and kept at 37°C for 7 days. On the seventh
day, in sterile environment, 10uL of resazurin 0.01%
(diluted in etylenglicol and sterile distilled water) was
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added (Resazurin Sodium Salt Powder Acros Orga-
nic N.V., Geel, Belgium). Extracts were considered
as active against mycobacteria when exhibited MIC
< 200ug/mL (Tosun et al., 2004).

Results and Discussion

The experiments performed in order to evaluate po-
tential antimycobacterial activity of extracts from di-
fferent parts of S. chrysantha did not show biological
activity against any of the mycobacteria tested. This
judgment is based on a criterion established by Tosun
et al. (2004), which considers a substance as active if
its MIC < 200ug/mL. However this limit is controver-
sial. Lima (2006) evaluated the antimicrobial activity
of extracts obtained from different Brazilian plant spe-
cies and verified antimycobacterial activity of metha-
nol extracts from leaves of Lafoensia pacari against
M. smegmatis (MIC = 1250pg/mL), M. fortuitum (MIC
=1250ug/mL) and M. phlei (MIC = 625ug/mL) not con-
sidering hence, the activity limits determined by Tosun
et al. (2004).

In our study, two MIC values were determined: one
against M. smegmatis which resulted from the me-
thanol extract from leaves (1125.1 + 0.13pug/mL) and
another against M. chelonae (312.5 + 0.16ug/mL), re-
lated to methanol extract from flowers, as shown in
Table 1. These found MIC values may indicate the
presence of substances capable of interfering with the
metabolism of M. chelonae and M. smegmatis. The
other evaluated plant products did not show antimyco-
bacterial activity even at higher concentration. It still
has to be discovered the active compounds in the S.
chrysantha extracts. It is known that the S. chrysantha
extracts contain considerable amounts of quercetin
an important flavonoid (Oliveira, 1999). As it is known,
several functions can be attributed to the flavonoids,
such as protection of the plants against insects, fungal
and bacterial colonization, viral infections as well as
attraction of pollinators due to the remarkable colors
of these compounds (Salvador et al., 2008). Boligon
(2012) studied antimycobacterial activity of quercetin
against slowly and rapidly growing mycobacteria and
they encountered a MIC > 200ug/mL that might indi-
cate that quercetin is one of the active compounds of
the S. chrysantha extract.

Seasonal evaluation of S. chrysantha volatile frac-

tions revealed methyl salicylate as the major consti-
tuent of flowers, fruits and leaves. The high content
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of this compound was observed mailing in the fruits
and flowers during the whole year, suggesting an im-
portance in the attraction process of pollinators, de-
fense system and/or for signaling against predators’
attacks (Marques et al., 2012). Methyl salicylate has
already been related to antimycobacterial activity by
Lall and co-workers (1999) that verified a significant
effect of Polygala myrtifolia (Polygalaceae) extract,
which contains great quantities of methyl salicylate. In
addition, methyl salicylate (83.8%, 89.1% and 97.8%)
was found as the main volatile constituent in roots of
the P. sabulosa, P. paniculata and P. cyparissia, res-
pectively (Pizzolati et al. 2009). Therefore, one might
surmise that this compound could be responsible for
antimycobacterial properties.

In our study, antimycobacterial activity of methyl sa-
licylate has been evaluated for the first time and the
results revealed no inhibitory activity on the mycobac-
terial growth (Table 1). The results suggests that the
significant inhibition of M. tuberculosis H37Rv found
by Lall (1999), is not due to the exclusive action of
methyl salicylate, the major compounds of that extract.
This preliminary screening against Mycobacterium tu-
berculosis, H37Rv was performed using acetone and
water plant extracts. The minimal inhibitory concentra-
tion of Polygala myrtifolia was 0.1 mg/ml, being also
active against the resistant strain at 0.1 mg/ml. Despi-
te of the good activity displayed by P. myrtifolia extract,
no phytochemical separation was performed in the
related study. A chemical investigation of the genus
Polygala showed the occurrence of a variety of secon-
dary metabolites, such as xanthones, saponins, oligo-
saccharides, flavonoids, coumarins and styrylpyrones
(Johannl et al. 2011). Some of these compounds are
enable to be extracted by the acetone and/or water
preparations and could be acting against the M. tuber-
culosis studied strain.

The hexane extract from the bark was active against
both Leishmania species (L. amazonensis: 1C50 =
38.61 £ 0.48ug/mL; L. chagasi: IC50 = 72.05 + 4.28ug/
mL), while the methanol extract from the leaves was
active only against L. amazonensis (IC50 = 55.16 +
5.08ug/mL). The other extracts did not reveal inhibi-
tory activity of promastigote forms growth, at least in
the range of experiments performed.
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Guided by the considerations concerning about anti-
mycobacterial activity one may guess that the leishma-
nicidal activity might also be related to the quercetin.
This hypothesis is supported by findings in the literatu-
re. For example, Sarkar and colleagues (2002) detec-
ted reduction of leishmanias in the spleen of hamsters
of this phytocompound. This reduction is probably due
to an interference of quercetin in the leishmania’s iron
metabolism (Sen et al., 2008).

In conclusion, the biological activities verified from the
extracts from different parts of S. chrysantha aggre-
gate a relevant value to the plant, once it was the first
time that the antimycobacterial and antileishmanial
potential activity has been evaluated. Despite the low
activity found against mycobacteria culture, the pro-
mastigote culture suffered a significant inhibition of its
growth. However, new studies are necessary in order
to elucidate which phytocompounds in the plant mate-
rial are responsible for the biological activity and how
they act against the Leishmania species exposed to
the products used in this study.
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Resumo

Produtos naturais identificados a partir do uso tradicional de plantas medicinais representam uma grande opor-
tunidade para o desenvolvimento de novos tipos de terapias. A doenga de Alzheimer (DA) é uma patologia neu-
rodegenerativa, progressiva, que afeta principalmente a populagéo idosa, responsavel por 50-60% dos casos
de deméncia em pessoas com mais de 65 anos de idade. Um dos mais promissores caminhos para tratar esta
doenca é aumentar o nivel de acetilcolina no cérebro usando inibidores da acetilcolinesterase (AChE). Este tra-
balho traz uma atual revisao de estudos envolvendo dleos essenciais como inibidores da AChE.

Abstract

Natural products identified from the traditional herbal use represent a significant opportunity for developing new
types of therapies. Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder, progressive, affecting mainly the
elderly population, accounting for 50-60% of dementia cases in people over 65 years of age. One of the most
promising approaches for treating this disease is to increase the level of acetylcholine in the brain inhibiting
acetylcholinesterase (AChE). This paper presents a review of current studies involving essential oils as inhibitors
of AChE.
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Introducgao

A acetilcolina (ACh) é encontrada em vertebrados e
artropodes e € um dos principais compostos pelos
quais, os impulsos elétricos sdo conduzidos por cé-
lulas nervosas, transmitidos para outras células ner-
vosas ou para musculos voluntarios e involuntarios.
Foi descoberta em 1867 como um composto sintético
e detectado em tecido humano em 1906 em extratos
de glandula supra-renal a partir da qual a adrenalina
havia sido removida (Hunt e Taveau, 1906). Dois ti-
pos principais de receptores sensiveis a ACh sao re-
conhecidos: muscarinicos e nicotinicos.

Os receptores muscarinicos sao principalmente as-
sociados ao sistema nervoso periférico e as mus-
culaturas lisa e cardiaca. O efeito de ligagdo com a
acetilcolina é geralmente associado com a estimula-
¢ao do sistema nervoso parassimpatico. Os sintomas
classicos da estimulagao parassimpatica sdo: diminui-
¢ao da frequéncia cardiaca e da pressao sanguinea,
constricdo dos brénquios, aumento da salivagéo, a
promocao da digestdo e aumento da motilidade intes-
tinal, a liberacao de liquidos da bexiga e acomodacao
dos olhos para visdo de perto, com a contragdo das
pupilas (Lanari et al., 2006).

Os receptores nicotinicos sao encontrados no sistema
nervoso central (SNC) e na extremidade das placas
motoras, que sdo as sinapses entre nervos e mus-
culo esquelético. No SNC, a estimulagdo da ACh nos
receptores nicotinicos parece estar associada com
0s processos cognitivos e memoéria, enquanto que
em musculos esqueléticos provoca a ACh contragao
(Lombardi et al., 2011).

ACh é armazenada nos terminais nervosos em es-
truturas chamadas vesiculas. O contedudo dessas
vesiculas é liberado a partir das terminag¢des nervo-
sas quando o terminal do nervo é despolarizado, e
a ACh liberada entra na sinapse e se liga ao recep-
tor. AACh que é liberada possui uma meia-vida muito
curta devido a presenga de grandes quantidades da
enzima acetilcolinesterase (AChE) que hidroliza a li-
gacao éster na molécula de ACh, levando a perda de
sua atividade estimuladora. A inibicdo da AChE, por-
tanto, resulta em um prolongamento da existéncia e
atividade da ACh. Este conceito tem sido empregado
na medicina para o tratamento de estados de doen-
¢a associados a niveis insuficientes de acetilcolina, e
na toxicologia, para causar intoxicagdo ou morte por
meio da estimulagdo colinérgica em excesso (Silman
e Sussman, 2005).

A doencga de Alzheimer (DA) é uma desordem neu-
rodegenerativa progressiva que afeta principalmente
a populagao idosa e é considerada como responsa-
vel pela maioria dos casos de deméncia em pessoas
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de 65 anos ou mais. Esta doenga é caracterizada por
varios sintomas como perda de memodria e disturbios
de linguagem, disfuncéo cognitiva e disturbios com-
portamentais (depressao, agitagéo e psicose), que se
tornam progressivamente mais graves. Devido a sua
natureza debilitante, gera problemas sociais e econd-
micos na sociedade (Brookmeyer et al., 2007).

O déficit de acetilcolina € uma caracteristica neuro-
quimica de pacientes com diagndstico clinico da do-
enca de Alzheimer. Usar inibidores da acetilcolines-
terase (AChE) para retardar a hidrolise catabdlica da
acetilcolina, visando compensar essa deficiéncia em
particular nos terminais sinapticos, tem sido sugerido
como um dos remédios mais diretos para o tratamento
DA. Até o momento, apenas trés inibidores da acetil-
colinesterase, rivastigmina, donepezil e galantamina,
foram aprovados pelo FDA (Food and Drug Adminis-
tration) dos EUA para a tratamento da DA. Atualmen-
te, ndo ha cura para o transtorno, assim, ha uma real
necessidade de novas pesquisas para o tratamento
DA (Racchi et al., 2004; Lanari et al. ,2006).

A atividade psicoativa de extratos obtidos de plantas
terrestres é utilizada pela humanidade ha milhares de
anos. Atuam sobre o nivel de consciéncia, cogni¢édo e
sobre aspectos emocionais, sendo usados com varios
fins na terapéutica, mas também em rituais espiritu-
ais e outros menos nobres. Estudos na farmacologia
de produtos naturais como neurotransmissores des-
tacam o papel de alcaldides e de terpenos, entre os
quais, varios sao compostos volateis oriundos de éle-
os essenciais (Loizzo et al., 2009).

Oleos essenciais sdo compostos obtidos de partes
de plantas principalmente, através de destilagdo por
arraste com vapor d’agua, bem como por processos
de prensagem (como por exemplo do pericarpo de
frutos citricos). Sdo constituidos de terpenos (princi-
palmente mono e sesquiterpenos) e fenilpropandides,
metabolitos estes, que conferem suas caracteristicas
organolépticas, devido ao seu baixo peso molecular
e alta pressado de vapor. Os terpendides sdo produ-
zidos pela natureza a partir do acido mevaldnico, do
qual se obtém a unidade isoprénica, o pirofosfato de
isopentenila. O encadeamento da unidade isoprénica
produz diversas classes de terpenos, entre os quais
0s monoterpenos, compostos com dez atomos de car-
bono e os sesquiterpenos, com 15 atomos de carbono
(Alves, 2001).

Flores, folhas, cascas, rizomas e frutos sdo matérias-
-primas para a obteng&o e a producdo de 6leos es-
senciais, a exemplo dos 6leos de rosas, euca-lipto,
canela, gengibre e laranja, respectivamente. Pos-
suem grande aplicagdo na perfumaria, cosmética,
alimentos e como coadjuvantes em medicamentos e
como o proprio medicamento. Sdo empregados prin-
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cipalmente como aromas, fragrancias, fixadores de
fragrancias, em composi¢des farmacéuticas orais e
tépicas, sendo comercializados na sua forma bruta
ou beneficiada, forne~cendo substéncias purificadas
como o limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e
safrol (Bizzo et al., 2009).

Terpendides como inibidores da AChE

Numerosos 6leos essenciais tém demonstrado ativi-
dade de inibicdo contra a AChE, incluindo Narcissus
poeticus L. (Okello et al., 2008), espécies de Melaleu-
ca (Mills et al., 2004), Acorus calamus L. (Mukherjee
et al., 2007), Eucalyptus camaldulensis Dehnh. (Sira-
mon et al., 2009), Marlierea racemosa Kiaersk. (Sou-
za et al., 2009), Cymbopogon schoenanthus Spreng.
(Khadri et al., 2008) e diversos 6leos da familia La-
miaceae (Dohi et al., 2009; Loizzo et al., 2008 e 2009;
Houghton et al., 2007).

Muitos dos constituintes destes 6leos tém sido identi-
ficados como inibidores da AChE incluindo monoter-
penos como neral, geranial e linalol (Dohi et al., 2009;
Picollo et al., 2008; Perry et al., 2000), sesquiterpe-
nos como 6xido de cariofileno e tumerona (Fujiwara
et al., 2010) e alguns fenilpropandides como eugenol
(Dohi et al., 2009).

Estudos sobre a relagdo estrutura-atividade entre
AChE e monoterpendides mostraram que os hidrocar-
bonetos apresentam forte inibigdo comparados a al-
coois e cetonas. A presencga do grupo funcional oxige-
nado diminui a for¢a de inibicdo da AChE (Miyazawa
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e Yamafuji, 2005). E mais recentemente, estudos de
estrutura-atividade com sesquiterpendides do tipo bi-
sabolano, por Fujiwara e colaboradores (2010) cons-
tataram que estes inibem a AChE na seguinte ordem
de poténcia: cetonas < alcoois < hidrocarbonetos.

Alguns o6leos essenciais e seus constituintes tém sido
investigados por seus efeitos potenciais nos disturbios
cognitivos. Esses estudos incluem principalmente os
6leos de Salvia officinalis L. e S. lavandulifolia Vahl.
(Lamiaceae), que inibem a AChE in vitro e influenciam
positivamente a fungao colinérgica e cognitiva in vivo
(Perry et al., 1996; Perry et al., 2002). As substancias
1,8-cineol e a-pineno sédo considerados os compo-
nentes inibitérios da AChE mais ativos do 6leo de S.
lavandulifolia Vahl. (a-pineno é também um compo-
nente anti-AChE do 6leo de S. potentillifolia Boiss. &
Heldr. ex Benth.), embora outros de seus constituintes
também possam inibir a AChE, provavelmente por si-
nergismo (Perry et al., 2000; Savelev et al., 2003).

O extrato das partes aéreas de outro membro das La-
miaceae, Teucrium polium L., é anti-amnésico in vivo
e inibe a AChE in vitro, mas os compostos responsa-
veis por essa atividade ainda nao foram determinados
(Orhan e Aslan, 2009). O limoneno e &lcool perilico,
componentes dos 6leos essenciais de Citrus (Rutace-
ae), melhoram o comprometimento da memdria indu-
zida por escopolamina, que é possivelmente devido a
inibicdo da AChE (observada in vitro). Os resultados
mais recentes envolvendo inibicdo da AChE por 6leos
essenciais estdo relatados na tabela 1.
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Conclusao:

O presente trabalho mostra que muitos 6leos essen-
ciais tém apresentado atividade inibidora da acetilco-
linesterase e podem ser considerados para estudos
posteriores no tratamento da doenga de Alzheimer
(DA). Em particular, as espécies que pertencem a fa-
milia Lamiaceae tém sido as mais estudadas. Os mo-
noterpenos 1,8-cineol e a-pineno apresentaram forte
atividade de inibicdo quando testados isoladamente.
Mais pesquisas sdo necessarias para seguir explo-
rando estes terpenos para a busca de tratamentos
promissores para DA.
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