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Resumo

O presente estudo teve como objetivo realizar uma ampla reviséo bibliografica sobre a familia Araceae. Esta
revisdo enfocou os géneros Pistia, Philodendron e Montrichardia com alegacéo popular de uso medicinal. A
pesquisa foi realizada em diferentes bases de dados, periddicos e livros especializados sobre o tema. A familia
Araceae é constituida por espécies ornamentais, toxicas e medicinais. Pistia stratiotes conhecida popularmente
como erva-de-santa-luzia, repolho-d’agua, alface-d’agua e golfo, € usada como diurético, antifebrifugo, para
tratamento de estranguria, hematuria, diabetes, hemoptise, hidropsia, artrite, afec¢cdes hepaticas e escorbuto.
Entretanto, estas alegagbes populares carecem de estudos de validagdo. Em termos quimicos, foram isolados
esteroides. O género mais estudado desta familia, em termos de atividades biolégicas, € o Montrichardia, sen-
do avaliadas suas atividades antiplasmddica, antibacteriana, antifungica e antinociceptiva. Entretanto, existe
uma caréncia de estudos fitoquimicos deste género. Para Philodendron, as principais alega¢des populares
sdo tratamento da mordida de serpentes, analgésica, purgante, hemostatica e vermifuga. Estudos fitoquimi-
cos levaram ao isolamento de sitosteol e outras substancias. Estudos biolégicos confirmaram atividades em
Trypanossoma cruzi e Trichomonas vaginalis, porém os mecanismos envolvidos na toxicidade ainda ndo estéo
completamente elucidados. Em sintese, esta familia possui diferentes espécies com potencial terapéutico,
sendo urgentes estudos que validem os usos medicinais descritos.

Palavras chave: Plantas medicinais; Araceae; Montrichardia; Pistia; Philodendron;
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Abstract

The present paper reports a broad literature review on the Araceae family, focusing the genera with popular alle-
gation of medicinal use. The review was carried through different databases, specialized periodicals and books.
The Araceae family comprises ornamental, toxic and medicinal plants. Species with allegations of popular use
against serpent bites and scurvy, as well as vermifuge, laxative, and hemostatic, among other uses, are descri-
bed. The Pistia genus includes P. stratiotes, popularly known as santa-luzia with, repolho-d’agua, alface-d’agua
and golfo, with popular allegations of activity as diuretic, antipyretics, stranguria, hematuria, diabetes, hemop-
tysis, hydropsy, arthritis, liver affections, and treatment of scurvy. However, these popular allegations lack of
validation studies. Phytochemically, steroids have been isolated from this species. Certainty the mostly studied
genus of this family in terms of biological activities is Montrichardia that has been evaluated for antiplasmodial,
antibacterial, antifungal, and antinociceptive activities. Another genus of this family with allegation of popular use
is Philodendron, with the following allegations: treatment of serpent bites and pain killer, laxative, hemostatic
and vermifuges. Phytochemical studies led to the isolation of sitosteol and other substances. Biological studies
confirmed activities against Trypanosoma cruzi and Trichomonas vaginalis, but the mechanisms involved in
toxicity are still not completely elucidated. In summary, this family includes different species with therapeutical

potential that deserve validation studies.

Keywords: Medicinal plants; Araceae; Montrichardia; Pistia; Philodendron

1. Introdugao

Muitas espécies vegetais brasileiras tém um longo
histérico de uso popular, porém, apesar de avangos
cientificos na area de validagao cientifica, ocorridos
no Brasil nas ultimas décadas, € grande o nimero
de plantas com alegacao de uso popular que carece
de estudos que confirmem sua atividade bioldgica,
bem como os principios ativos relacionados (Luna
et al., 2005; Amarante et al., 2011a). Os estudos das
plantas medicinais brasileiras ocorreram de forma
assimétrica sobre varios aspectos. O primeiro as-
pecto foi o regional, isto &, plantas de alguns biomas
foram mais estudadas em termos quimicos e de
atividade. Outro aspecto relevante foi a priorizagdo
de estudos fitoquimicos e de atividades de espécies
arbodreas, sendo negligenciados os arbustos e as
plantas aquaticas utilizados na medicina tradicional
(Lorenzi, 2002).

Araceae Jussieu, nom. cons. (APGIII, 2009), é um
exemplo de familia que carece de estudos fitoquimi-
cos, farmacolégicos e toxicoldgicos. Algumas espé-
cies sdo utilizadas popularmente para o tratamento
de mordidas de serpentes (Amorozo e Gély, 1988;
Ottobelli et al., 2011), ou como vermifugas (Noelli,
1998), entre outros usos terapéuticos. Porém, os es-
tudos dessas sao preliminares ou ausentes. Dessa
forma, estudos que sumarizem estes resultados
podem contribuir para a orientacdo de pesquisas
futuras. A presente revisdo descreve os aspectos
botanicos e etnobotanicos dessa familia, dando én-
fase aos estudos fitoquimicos e farmacoldgicos das
espécies com alegacao popular de uso medicinal.
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2. Metodologia

Foram consultadas diferentes bases de dados,
como Pubmed, Web of Science ISI, Scielo, entre
outras. Além disso, foram pesquisadas literaturas
especializadas brasileiras e de outros paises. Os
seguintes descritores foram utilizados: Araceae,
Pistia, Philodendron, Montrichardia e Anthurium.
Os trabalhos que relatavam resultados de estudos
botanicos, etnobotanicos, fitoquimicos e biolégicos,
entre estes farmacoldgicos e toxicoldgicos, foram
incluidos na presente revisdo. Devido ao carater
qualitativo das informagdes nao foi possivel realizar
analises estatisticas.

3. Resultados

3.1. Araceae

A familia Araceae é constituida por 110 géneros
(Cronquist, 1981) e representam 2500 a 3000 espé-
cies de angiospermas monocotiledéneas (Grayum,
1990). Cronquist (1981) afirma que, provavelmente,
pelo menos metade das espécies dessa familia per-
tence a quatro géneros: Anthurium Schott (500 espé-
cies), Philodendron Schott (250 espécies), Arisaema
Mart. (mais de 100 espécies) e Amorphophallus
Blume ex Decne (aproximadamente 100 espécies).
Os géneros com maior numero de espécies sdo
Anthurium e Philodendron (Souza e Lorenzi, 2005;
Ottobelli et al., 2011). Sua distribuicdo natural é
cosmopolita (Judd et al., 1999), exceto na Antartica
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(Grayum, 1990), ocorrendo predominantemente em
regides tropicais (Grayum, 1990; Judd et al., 1999),
em especial em florestas tropicais umidas (Mayo,
Borgner e Boyce, 1997). Também ocorre em regides
temperadas (Judd et al., 1999), sendo descritas ape-
nas 10 géneros nestes locais (Grayum, 1990).

De acordo com Cronquist (1981), a classificagdo
taxondmica de Araceae é a seguinte:

» Divisdo: Magnoliophyta
» Classe: Liliopsida

* Ordem: Arales

» Familia: Araceae

No sistema APGIII (2009) esta familia se inclui
entre as angiospermas, sendo uma monocotiledd-
nea, clado Alismatales. Sdo distribuidas em sete
subfamilias: Gymnostachydoideae, Orontioideae,
Lemnoideae, Monsteroideae, Pothoideae, Lasiodeae,
Zamioculcadoideae, Aroideae que diferem de siste-
mas de classificagao anteriores.

Segundo Temponi (2006), ha, contudo, controvér-
sias sobre as subfamilias da familia Araceae. Outros
estudos recentes discutem com base na filogenia
molecular, uma nova classificagdo para as subfa-
milias de Araceae (Cabrera et al., 2008; Cusimano
et al., 2011), ambos os resultados sendo coerentes
com (Mayo et al., 1997).

Segundo Almeida (2006), Araceae pode ser o inicio
de uma linhagem divergente entre as proprias mo-
nocotiledéneas, no qual Alismataceae é sua irméa
remanescente (Dahigren, Clifford e Yeo, 1985).
Gongalves (2002) considera que as Araceae podem
ter divergido precocemente das monocotiledoneas,
onde a classificacdo intrafamiliar para as Araceae
ainda é um assunto controverso. Em Araceae séo
encontrados laticiferos articulados nos tecidos pa-
renquimatosos e nos feixes vasculares (Cronquist,
1981). Dahlgren e Clifford (1987) citam a ocorréncia
de tais laticiferos como exemplo da relagao filoge-
nética desta familia com a Alismataceae. Araceae ¢é
considerada monofilética, com base na morfologia e
sequéncia de DNA (Judd et al., 1999). Hahn (1997)
comenta a problematica em torno do posicionamen-
to filogenético das monocotiledoneas dentro das
angiospermas, especialmente de alguns grupos com
caracteristicas bastante divergentes, como no caso
de Alismatanae e Aranae.

No Brasil, ocorrem 35 géneros e cerca de 400 es-
pécies de Araceae (Souza e Lorenzi, 2005), sendo
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a maior diversidade encontrada na Mata Atlantica
(Mayo, 1990). Vale ressaltar que este bioma foi
0 primeiro conjunto de ecossistema brasileiro a
sofrer o impacto da exploragéo irracional (Moura,
2006) e continua sofrendo constante desmatamento
(Fundagédo SOS Mata Atlantica/INPE, 2013). Neste
contexto, varias espécies vegetais, incluindo as es-
pécies de Araceae, podem entrar em extingdo antes
de serem identificadas e estudadas.

A familia Araceae possui uma longa histéria
evolutiva, sendo que a maioria dos fésseis foram
registrados a partir de latitudes médias e altas. No
Norte da Coldmbia, foram encontrados folhas fés-
seis do periodo Paleoceno e graos de pdlen. Duas
das espécies de folhas fésseis apresentaram mor-
fologia foliar semelhantes ao Anthurium, porém
ainda nao foi estabelecida uma relagédo definitiva
entre estes. Ainda no Norte da Colémbia, um tipo
de folha fossil da Cerrejon, foi identificada como
pertencente ao género Montrichardia. Vale ressal-
tar que este foi o primeiro registro fossil para este
género. Estes fésseis foram encontrados em uma
floresta costeira que existiu a cerca de 60 milhdes
de anos atras, em habitat semelhante ao ocupado
por exemplares das atuais espécies de Araceae
(Herrera et al., 2008).

Em geral, s&o ervas perenes ou sazonais; caules aé-
reos eretos, trepadores, reptantes ou subterraneos,
rizomatosos ou tuberosos, entrends com raizes ad-
venticias. Chama a atengao seus frutos, constituidos
por varias bagas parcialmente isoladas ou sincarpi-
cas; sementes com ou sem endosperma, testa fina a
espessada (Temponi et al., 2006).

Em termos econbmicos, espécies pertencen-
tes a esta familia sdo utilizadas como plantas
ornamentais, possuem potencial terapéutico e
algumas sado relatadas como toxicas (Vianna,
Soares e Appezzato-da-Gloria, 2001). Dentre
as espeécies ornamentais destaca-se o género
Dieffenbachia. No Brasil, a espécie mais utilizada
é a Dieffenbachia picta Schott, conhecida como
“aninga-do-Pard” ou  “comigo-ninguém-pode”
(Schutz, 1968). Outra espécie utilizada como
planta ornamental é Pistia stratiotes, popularmen-
te conhecida por alface-d’agua (Kissmann, 1997;
Lorenzi, 2000). E uma macréfita aquatica, nativa
da regido sul do continente americano, que se dis-
seminou rapidamente para outras regides, sendo
densa e extensa sua colonizagdo. Uma consequ-
éncia, devida sua alta capacidade competitiva,
é a reducdo da biodiversidade (Cilliers, Zeller e
Strydo, 1996; Winton e Clayton, 1996), prejuizos
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a esportes nauticos, entupimento de tubulagdes
em hidrelétricas e canais de irrigagdo e prejuizos
a producao de energia em usinas hidrelétricas,
sendo considerada uma das principais plantas da-
ninhas de ambiente aquatico no Brasil (Cavenaghi
et al.,, 2003; Cardoso et al., 2005; Cicero et al.,
2007).

3.1.1. Pistia stratiotes

P. stratiotes pertence a ordem Alismatales R. Br. ex
Bercht. & J. Presl e familia Araceae Juss. (Engler,
1878). Este género possui apenas uma espécie,
Pistia stratiotes, sendo o unico género aquatico da
familia Araceae (Bezerra e Franga, 1999) para a
qual sdo conhecidas varias sinonimias. Esta espécie
apresenta algumas variedades, entre elas podemos
citar: Pistia stratiotes var. cuneata Engl., Pistia stra-
tiotes var. linguiformis (Blume) Engl., Pistia stratiotes
var. obcordata (Schleid.) Engl. e Pistia stratiotes var.
spathulata (Michx.) Engl.

Esta espécie é encontrada em quase todas as regides
tropicais e subtropicais do mundo (Stalcup, 2000). No
Brasil é conhecida pelos seguintes nomes populares:
erva-de-santa-luzia, repolho-d’agua, alface-d’agua e
golfo. Morton (1982) e Stalcup (2000) definem em ter-
mos botanicos, sendo uma erva aquatica ou enraiza-
da em lama, estolonifera; frutos como baga elipsoide
ou ovoide; sementes numerosas.

As folhas de P. stratiotes s&o utilizadas como emo-
liente e para fins oftdlmicos (Toursarkissian, 1980).
O decocto de folhas frescas é utilizado contra infla-
magoes, especialmente hemorroidas, enquanto que
0 po das folhas é usado para o tratamento da sifilis
(Lahitte et al., 1998). A planta completa tem sido uti-
lizada como diurético (Silva Filho e Brandao, 1992),
antifebrifuga (Liu et al., 2008), estranguria e hema-
turia, diabetes, expectoragdo sanguinea, hidropsia,
artritismo e afec¢des hepaticas (Stalcup, 2000).

Esta espécie, apesar de diferentes usos populares,
carece de estudos de validagéo e sao poucos o0s es-
tudos fitoquimicos. Ayyad (2002) relata o isolamento
de (22E, 24R)-ergosta-7,22-dieno-3f3,5a,6B-triol (1),
7B-hidroxisitosterol (2), sitoindosideo (3), cerebro-
sideo (4), luteolina (5), crisoeriol-4-glicopiranosideo
(6), B-sitosterol (7) e daucoterol (8) (Figura 1).

A maioria dos estudos quimicos realizados com P.
stratiotes avaliou a presencga de oxalato de calcio e
seus efeitos. Outros estudos avaliaram a exposigéo
do vegetal a diferentes metais e as consequéncias
em seu metabolismo.
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P. stratiotes foi exposta a varias concentragbes de 8
metais pesados (Ag, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb e Zn) por
21 dias. Os metais pesados aumentaram a atividade
da catalase, peroxidase e superéxido dismutase. No
geral, o zinco (Zn) tem a menor indugéo de enzimas
antioxidantes, enquanto o mercurio (Hg) teve o
maior incentivo (Odjegba e Fasidi, 2007).

3.1.2. Montrichardia linifera

Montrichardia linifera (Arruda) Schott € uma macrdfita
aquatica anfibia que apresenta a seguinte posigao
taxondmica: familia Araceae, subfamilia Lasiodeae,
tribo Montrichardiae, género Montrichardia Criiger
(Engler, 1911). M. linifera ainda possui como sinoni-
mia Arum linifera Arruda, Caladium liniferum (Arruda)
Ness e Philodendron cyclophyllum K. Krause.
(Coelho, 2013).

Esta espécie é herbacea, com 4-6 m de altura, de
caule aéreo com evidentes nds, entrends e dilatado
na base. Ainfrutescéncia de M. linifera € de cor verde
a verde-amarelada, e inteiras; ndo exalam nenhum
aroma e, externamente, assemelham-se ao abacaxi.
Os frutos (fruticulos) caracterizam-se por apresentar
forma coénica de coloragdo amarelo-palida na parte
interna, que exala aroma adstringente, persistente
e desagradavel ao olfato. Estes frutos destacam-se
da infrutescéncia semelhantes a gomos, geralmente
com uma semente dentro (Amarante et al., 2011b).

M. linifera é conhecida popularmente como anin-
ga, aninguagu e aningaiba (Medina, 1959; Pulle e
Lanjouw, 1968). E uma macrdfita aquatica, ocorre
nas regides tropicais (Mayo, Borgner e Boyce, 1997)
e que se desenvolve em solos cobertos por agua ou
saturados por agua, sendo distribuida nas varzeas
amazonicas (Lins e Oliveira, 1994). Pode ainda ser
encontrada em diversos ecossistemas inundaveis
como: os igapds, margens de rios, furos e igarapés.
Ha também registros de sua ocorréncia na margem
do baixo Rio S&o Francisco, no Estado de Sergipe
(Holanda et al., 2005), Piaui, Rio de Janeiro, Sudeste
do Brasil, Suriname (Macedo et al., 2005). Também
foi descrita sua ocorréncia em ambas as entradas,
do Atlantico e do Pacifico, no Canal do Panama
(Panama, 2004).

Os ribeirinhos amaz6nicos consideram a Montri-
chardia linifera como venenosa, porque sua seiva
causa queimaduras na pele e pode causar cegueira
(Amarante et al., 2009). A irritagdo causada na pele
pode ser atribuida a presenca de cristais de oxala-
to de calcio (Genua e Hillson, 1985) presentes na
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Figura 1 - Estruturas de substancias isoladas de Pistia stratiotes.
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forma de drusas e rafides nas folhas (Macedo et al.,
2005) e nas raizes (Lins, 1994).

Essa espécie € usada na medicina tradicional por
sua propriedade cicatrizante (Amarante, 2011b), an-
tirreumatica (Macedo et al., 2005), hemoptise (Silva
et al., 2009), expectorante (Lins, 1994), tratamento
de tosses persistentes (Rodrigues, 2007), diurético,
anti-inflamatoério (Piedade, Schongart e Junk, 2005),
antiulceroso (Plowman, 1969), diabetes, tuberculose
(Andel, 2000) e impingens (Amarante et al., 2009).
Também é utilizada em compressas e emplastos no
tratamento de abscessos no local de lesdes provo-
cadas por ferroada de arraia e mordidas de serpen-
tes (Amorozo e Gély, 1988). Essas compressas e
emplastos séo, também, utilizados no tratamento de
tumores (Matos, 2000).

Em relagdo as atividades biolégicas de extratos,
fragbes e substancias isoladas de M. linifera pou-
cos estudos foram realizados, sendo que, a maioria
destes avaliou a atividade antimicrobiana e anti-
parasitaria. A atividade antimicrobiana foi avaliada
frente as espécies Escherichia coli, Candida albicans,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus,
de diferentes tipos de extratos obtidos de M.linifera.
A técnica utilizada nesta avaliagédo foi a difusdo em
agar, a concentracdo de 500 pg/disco de cada ex-
trato. Apds 24h de exposigao para bactérias e 48h
para fungos, ndo foram observados halos de inibigao
(Amarante, 2010).

Outro estudo determinou a Concentracao Inibitéria
Minima (CIM) do extrato metandlico seco (EMS), do
extrato metandlico fresco (EMF), do extrato etandli-
co seco (EES) e do extrato etandlico fresco (EEF)
de M. linifera, em 6 linhagens bacterianas, sendo
3 Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC
29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Enterococcus faecalis ATCC 29212) e 3 Gram ne-
gativas (Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia
coli ATCC 35218, Pseudomonas aueraginosa ATCC
27853). Os resultados mostraram que EMS apre-
sentou CIM de 400 pg/mL para as linhagens S. au-
reus e S. epidermidis € 200 pg/mL para E. faecalis.
Para EMF e EES foram determinados CIM de 2.000
pg/mL(S. aureus e S. epidermidis) e 250 pg/mL (E.
faecalis). Ja para EEF nao se observou inibigdo con-
tra estas linhagens bacterianas nas concentracdes
testadas. Nao foi observada nenhuma inibicao das
linhagens Gram negativas, nas concentragoes testa-
das (Miranda, Rocha e Andrade, 2013). Os autores
ndo deixam claro qual a metodologia utilizada, se o
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teste de difusdo em Agar ou a microdiluigdo para a
determinacao da CIM.

Estes dois trabalhos (Amarante, 2010; Miranda,
Rocha e Andrade, 2013) mostraram que esta planta,
nas condi¢des testadas, ndo foi ativa contra bacté-
rias Gram negativas. Em relacéo a atividade antifun-
gica, os dados foram escassos, somente Amarante
(2010) relatou resposta negativa para uma cepa de
Candida. Como ¢ atribuida, popularmente, atividade
antimicética a esta espécie, sugeriu-se que novas
avaliagdes sejam realizadas.

A primeira avaliagdo da atividade antiplasmodica do
extrato etandlico obtido das folhas de M. linifera utili-
zou um clone de P. falciparum resistente a cloroquina
(W2) (Costa et al., 2009), pelo microteste tradicional
(Dolabela, 2007). Nestas condicdes, o extrato etand-
lico mostrou-se moderadamente ativo (CI50= 11,7+
1,17 ug/mL) (Costa et al., 2009). Este resultado justi-
fica a realizacéo de estudo fitoquimico biomonitorado
para isolamento e identificagdo de substancias ativas.

A atividade antiplasmodica foi, também, avaliada
para o extrato hexanico obtido das folhas de M.
linifera, utilizando o mesmo clone e a mesma me-
todologia descritos anteriormente por (Costa et al.,
2009). Neste caso, observou-se que, nas concentra-
¢oes 100 e 50 pg/mL, houve intensa hemdlise, en-
quanto que na concentragao de 25 yg/mL a inibigao
do crescimento do parasito foi inferior a 50%. Em
sintese, este extrato n&o foi ativo para o clone W2
de P. falciparum (Silva et al., 2011a).

Um terceiro estudo avaliou a atividade antiplasmo-
dica em clone resistente a cloroquina e sulfadoxina
(Dd2). Neste, o extrato hexanico mostrou-se inativo,
enquanto que o extrato etandlico apresentou uma
CI50 entre 10 a 100 pg/mL. O extrato etandlico foi
fracionado e suas fragdes diclorometanica e meta-
nodlica foram ativas neste clone (CI50< 10 pg/mL)
(Amarante et al., 2011c).

Em sintese, a atividade antiplasmddica foi observa-
da para o extrato etandlico e suas fragbes dicloro-
meténica e metandlica, sugerindo que esta atividade
pode estar relacionada a presenca de compostos
fendlicos. Em relagéo a atividade da fragao dicloro-
metanica, estudos fitoquimicos visando o isolamento
dos principios ativos estdo sendo realizados pelos
autores do presente artigo.

Em relagéo a toxicidade, a maioria dos estudos uti-
lizou o teste de citotoxicidade em Artemia salina. O
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extrato etandlico apresentou baixa toxicidade para
Artemia salina (CL50> 5.000 pg/mL) (Costa et al.,
2009). Em outra avaliagdo, este se mostrou altamen-
te citotdxico (CL50= 60,35 + 1,15 pg/mL; Amarante
et al., 2011c,d). Como os extratos foram submetidos
a prospecgao fitoquimica e apresentaram os mes-
mos constituintes quimicos, provavelmente o teor
destes pode ter sido diferente, o que pode explicar
a diferenga na toxicidade. Também foi avaliada a
toxicidade, em Artemia salina, do extrato e fragdes
obtidos do caule da M. linifera. Os extratos hexanico
e etandlico, e as fragdes hexanica e diclorometanica
mostraram-se muito tdxicas para este organismo,
com CL50 < 31 pyg/mL. A fracdo acetato de etila
apresentou uma toxicidade moderada (CL50= 155,4
+ 1,6 yg/mL), enquanto que para a fracdo metandlica
nado foi observada toxicidade (CL50 > 500 pg/mL;
Amarante et al., 2011c). Ja para os extratos hexa-
nico e diclorometanico de folhas observou-se uma
toxicidade alta, com CL50 de 42,5 + 2,5 uyg/mL e
47,15 + 2,15 yg/mL, respectivamente, enquanto que
para a fragdo metandlica nao foi observada toxicida-
de (CL50 > 500 pg/mL; Amarante, 2010).

Quando se correlacionam os resultados da atividade
antiplasmaodica com a toxicidade em Artemia salina,
pode-se sugerir que a fragdo metandlica possui
alto potencial antimalarico, visto apresentar alta
atividade inibitéria para o P. falciparum e baixa cito-
toxicidade. Recomenda-se o refracionamento desta
e identificacdo da(s) substancia(s) responsavel(is)
pela atividade antiplasmddica observada.

Dois tipos de estudos quimicos sao descritos para a
M. linifera. Alguns estudos avaliaram o teor de me-
tais (micronutrientes e macronutrientes) nesta planta
e outros investigaram os metabdlitos secundarios
presentes em seus extratos.

Folhas de M. linifera foram coletadas na margem
direita do Rio Guama, em dois periodos (chuvoso
e estiagem), e submetidas a analises por espec-
troscopia de absorgao atdmica de chama. Elevadas
concentragdes de ions Ca+2 e Mg+2 foram determi-
nadas, sendo observadas variagdes sazonais. Tal
fato pode estar relacionado a influéncia das marés
oceanicas deste rio, que recebe constantemente
sedimentos da baia do Guajara, com suas aguas
barrentas e, temporariamente, salobras no veréo.
As concentragbes de manganés (Mn+2) foram
consideradas toxicas. Os micronutrientes (Fe+2,
Cu+2 e Zn+2) mostraram-se em menor concentra-
¢do e nao sofreram a influéncia da sazonalidade
(Amarante et al., 2009).
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Em um outro estudo, as folhas de M. linifera form
cletadas no periodo chuvoso, nas margens do rio
Murucupi, Barcarena-PA, Brasil. Nesta cidade esta
localizada uma grande empresa que produz alumi-
nio e seus despejos sao tratados e descartados nos
rios da regido. O cobre (Cu+2) ndo estava presente
nas amostras em concentragdes consideradas toxi-
cas. A média das concentracdes de ferro (Fe+2) foi
relativamente mais baixa que a obtida no estudo das
folhas coletas a margem do Rio Guama no Campus
da UFPA, Belém-PA (Amarante et al., (2009). A con-
centragdo média de aluminio (Al+2) estava dentro
dos limites recomendados (Silva et al., 2011b).

As folhas senescentes de M. linifera foram coletadas
no Rio Guama (Belém, PA, Brasil) e no Igarapé Furo
do Boto (Rio Maratauira, Abaetetuba, PA, Brasil) e
avaliadas quanto a concentragdo de metais nestas
e em seus chas. As folhas senescentes, obtidas de
ambas as regides, apresentaram praticamente a
mesma composigao quimica, principalmente em ter-
mos dos teores elevados de macronutrientes (Ca+2
e Mg+2), com variagdes significativas em termos
de teores de micronutrientes (Cu+2, Fe+2, Mn+2 e
Zn+2). Também foi observado o mesmo comporta-
mento com relagdo a transferéncia desses minerais
para os chas de folhas secas. Menores teores de
metais foram observados no cha obtido com as fo-
Ihas in natura (Amarante et al., 2011a).

Amostras de M. linifera, agua e sedimentos foram
coletados no lago do Museu Paraense Emilio Goeldi
(Belém, PA, Brasil) e na Universidade Rural da
Amazbnia (Belém, PA, Brasil). As amostras de mate-
rial vegetal foram separadas em raiz, caule, bainha,
peciolo e folhas, sendo submetidas a secagem e
moagem. O cadmio (Cd+2) foi determinado por es-
pectroscopia de absorgdo atdbmica de chama, apds
digestéo acida. Constatou-se que M. linifera é capaz
de acumular Cd+2, uma vez que mais de 90% deste
elemento foi encontrado em sua biomassa e apenas
cerca de 5% no sedimento e agua. As partes da plan-
ta que parecem acumular mais Cd+2 sdo a bainha e o
peciolo, enquanto menores teores foram encontrados
nas folhas (Pantoja, Amarante e Lins, 2013).

As concentragdes totais de Ca+2, Mg+2, Fe+2,
Cu+2, Mn+2 e Zn+2 nas folhas de M. linifera e M.
arborescens (L.) Schott foram avaliadas. Estas es-
pécies foram coletadas as margens do rio Guama
(Belém, PA, Brasil) e do Igarapé Anani (Belém, PA,
Brasil). Os resultados mostraram que as espécies
acumularam quantidades significativas de Ca+2,
Mg+2 e Mn+2. Dos seis elementos quantificados,
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cinco apresentaram teores similares para as duas
espécies (M. linifera e M. arborescens), apenas o
Fe+2 foi observado em maior teor na M. arborescens
(Amarante et al., 2013).

Os resultados destes estudos (Amarante et al,
2009; Silva et al., 2011b; Pantoja, Amarante e Lins,
2013; Amarante et al., 2013) sugerem que M. linifera
é uma planta promissora como bioindicadora de
poluicdo ambiental dos ecossistemas de varzea da
Amazoénia.

O extrato etandlico obtido de folhas de M. linifera
(coleta: abril de 2007 no Campus Universidade
Federal do Para - UFPA, Belém, PA) foi submetido
a abordagem fitoquimica (Matos 1997; 2000) sendo
detectados alcaloides, flavonoides, taninos, esteroi-
des e triterpenoides. Saponinas e antraquinonas nao
foram detectadas neste extrato (Costa et al., 2009;
Amarante et al., 2011d). Mesmo resultado foi obtido
quando se avaliou o extrato metandlico das folhas
(Amarante, 2010).

Prospecgéao fitoquimica, por cromatografia em ca-
mada delgada de silica (CCD), foi realizada com
extratos obtidos de folhas e caules de M. linifera os
quais foram obtidos por percolagdo com solventes
de polaridades crescentes. No extrato hexanico
das folhas foram detectados esteroides, enquanto
que no extrato diclorometanico foram detectados
flavonoides, esteroides e cumarinas. No extrato me-
tanolico foram detectados apenas flavonoides. Nos
extratos hexanico e etandlico obtidos dos caules foi
observada a presenga de flavonoides, sendo que no
extrato hexanico foram ainda detectados esteroides
(Amarante, 2010).

A premissa inicial do estudo de Amarante (2010) foi
que a atividade antiplasmddica observada estaria
relacionada aos flavonoides e que, quanto maior
este teor, maior seria atividade. Neste contexto, foi
realizada a dosagem dos flavonoides dos diferen-
tes extratos obtidos do caule, folhas e de frages.
Verificou-se que, no caso das folhas, quanto maior a
polaridade do solvente utilizado no processo extrati-
vo, maior foi o teor de flavonoides. Estes resultados
corroboram a premissa inicial, porém, até o pre-
sente, ndo foi isolado o marcador para a atividade
antiplasmadica.

Para o caule, a maior concentragéo de flavonoides
encontra-se no extrato hexanico. O fracionamento
do extrato etandlico obtido dos caules por re-extra-
¢éo com solventes orgénicos levou a obtencdo de

86

quatro fragdes, sendo que as maiores concentra-
¢bes de flavonoides foram encontradas nas fragdes
diclorometénica e acetato de etila (Amarante, 2010).
Vale ressaltar que as folhas sofrem uma maior expo-
sicdo a radiagao solar que os caules, o que parece
contribuir positivamente para a sintese de flavonoi-
des. Outra possibilidade é que a sintese de flavo-
noides esteja relacionada a uma resposta quimica
de adaptagdo a este agente ambiental (Amarante,
2010). Johann (2003), explica que essa adaptagao
dos flavonoides possa ser pela capacidade de filtrar
raios ultravioletas.

Aos flavonoides tém sido atribuidas atividades antii-
nflamatdria e antinociceptiva (Meotti, 2006). Visando
verificar o potencial antinociceptivo, Amarante
(2010) avaliou essa atividade do extrato etandlico
obtido dos caules, sendo observado efeito inibitorio,
sobre as contor¢gdes abdominais induzidas por acido
acético, de 90,6% (dose de 400mg/kg de camundon-
go) (Amarante, 2010). O extrato metandlico obtido
das folhas de M. linifera, rico em flavonoides, ainda
nao foi submetido a esta avaliagao.

O extrato etandlico obtido de caules de M. linifera foi
submetido ao fracionamento em cromatografia em
coluna, utilizando-se silica gel como fase estacio-
naria e solventes de polaridades crescentes como
fase moével. Desta coluna foi obtida uma substancia
pura (Figura 2) que deve tratar-se, provavelmen-
te, do p-hidroxibenzaldeido (9) (Amarante et al.,
2011c). Apesar de extensa revisdo de literatura,
nao foram encontrados outros relatos sobre isola-
mento e identificagdo de metabdlitos secundarios
de M. linifera.

Figura 2 - Estrutura quimica do p-hidroxibenzaldeido
isolado do caule de Montrichardia linifera

CHO
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3.1.3. Philodendron scabrum e
Philodendron bipinnafitidum

O género Philodendron € constituido pelos subgéne-
ros Meconostigma, Philodendron e Pteromischum,
e cada subgénero possui seu padrao morfolégico,
anatémico e distribuicdo geogréafica. O subgénero
Meconostigma parece constituir um téxon distinto,
com bastante variagdo morfologia do gineceu,
apresentando formas mais simples em espécies da
regido Sudeste brasileira e mais elaborada em es-
pécies amazodnicas. Os subgéneros Philodendron e
Pteromischum surgiram posteriormente, e sdo cons-
tituidos por plantas epifitas. Estes se distribuem,
principalmente, em florestas Umidas do Nordeste da
Ameérica do Sul (Mayo, 1988).

As espécies do subgénero Pteromischum podem ser
morfologicamente caracterizadas por uma bainha
foliar bem desenvolvida e crescimento simpodial
(Grayum, 1996). A sua elevacdo a subgénero se
apoiou em estudos anatémicos (Mayo, 1989) e filo-
genéticos (Gauthier, Barabé e Bruneau, 2008). Este
subgénero ocorre na América Central e na Amazénia
Ocidental (Grayum, 1996).

Philodendron scabrum K. Krause (Araceae), conhe-
cida popularmente como “cipé ambé” e “banana
ambé”, é utilizada para o tratamento da mordida de
serpentes e como analgésico (Ottobelli et al., 2011),
enquanto que a raiz de Philodendron bipinnatifidum
¢ utilizada como purgante, hemostatica e vermifuga
(Noelli, 1998). Dieffenbachia picta Schott & consi-
derada uma planta téxica (Gardner, 1994). Assim
como, relatada pelos indios guaranis, Anthurium
sp, também é considerado como uma planta toxica
(Noelli, 1998). Levantamento realizado no Hospital
das Clinicas de Ribeirdo Preto/SP- Brasil, demons-
trou que esta espécie é a principal responsavel pelos
casos de internagdo por intoxicagdo em criangas
(Oliveira, Godoy e Costa, 2003). Historicamente,
esta planta foi utilizada por senhores de escravos
jamaicanos, visando sua esterilizagdo e nos judeus
nos campos de concentragdo (Gardner, 1994). O
mecanismo exato da intoxicagao por D. picta ainda
é controverso, sendo a possibilidade mais aceita
de que ocorra somente irritagdo mecanica devido a
acao das rafides, seguida da penetragéo de agentes
quimicos presentes nas fendas e farpas das rafides,
capazes de provocar inflamagéo (Sakai, Hanson e
Jones, 1972).

A partir de extratos obtidos de diferentes partes de
espécies pertencentes a esse género foram isolados
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(Figura 3) o poliisoprenoide hexaprenol (10), B-sis-
tosterol (7) e 6B-hidroxi-estigmast-4-en-3-ona (11),
miristoleato de etila, a-bisabolol (12), isopalmitato de
etila, 3-octadecenil-fenol (13) e o componente ma-
joritario palmitato de etila (14) (Feitosa et al., 2007).

Alquil e arilresorcinois, isolados deste género, sdo
0s responsaveis pela dermatite alérgica ocasionada
por estas plantas (Ponchet et al., 1980; Knight et al.,
1996). Aiingestao de plantas pertencentes ao género
pode ocasionar o desenvolvimento de irritagéo inten-
sa das membranas mucosas, resultando em inchaco
da lingua, dos labios e do palato (Mrvos, Dean e
Krenzelok, 1991).

Apesar de numerosos relatos de toxicidade, ha
poucos relatos de casos que fundamentam uma
relacdo de causa - efeito entre a ingestéo e a sin-
tomatologia resultante. Revisdo retrospectiva em
um Centro de Informacéo identificou 188 casos de
intoxicacdo por Philedendron (67,5% dos casos) e
Dieffenbachias (32,5 %). Em 72,8% dos casos, esta
intoxicagao envolveu criangas de 4-12 meses, sendo
que apenas 2,1% apresentaram sintomas. Em todos
0s casos, os sintomas ocorreram em menos de 5
minutos apos a exposi¢ao e foram de curta duragéo,
nao sendo observadas complicagdes (Mrvos, Dean
e Krenzelok, 1991).

Estas espécies e seus marcadores quimicos, em
especial 1-hexadecanoil-2,6-diidroxibenzeno (15),
devem ser submetidos a estudos que investiguem
0 mecanismo envolvido na toxidade bem como as
suas possiveis aplicagdes farmacoldgicas (Ottobelli
etal., 2011).

No dleo essencial obtido dos cipds de P. scabrum
foram detectados 6xido de cariofileno, a-copaeno,
B-bisaboleno, a-zingibereno, a-bergamoteno, a-cur-
cumeno, 6xido de humuleno, a e B-pineno, 6xido de
cariofileno, limoneno e B-bisaboleno (Ottobeli et al.,
2011).

Visando avaliar a potencial atividade do extrato
de Philodendron imbe Schott contra a doenca de
Alzheimer, a enzima acetilcolinesterase foi exposta
in vitro, a diferentes concentragdes desse extrato.
Nas concentragbes utilizadas nédo foi observada
inibicdo significativa dessa enzima (Trevisan e
Macedo, 2003).

Atividades contra Trypanossoma cruzi e Trichomonas

vaginalis, de extratos de varias espécies, foram re-
alizados destacando-se Philodendron bipinnatifidum
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Figura 3 - Estruturas quimicas de substancias isolados do género Philodendron.
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Figura 4 - Estrutura quimica do 1-hexadecanoil-2,6-diidroxibenzeno isolado de Philodendron scabrum.
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Schott (Muelas-Serrano et al., 2000). A atividade
bactericida do Philodendron amurense foi atribuida
a presencga de limonoides (Santos, 2011).

4. Consideragoées finais

Dentre as espécies da familia Araceae que pos-
suem alegacado de uso medicinal, destacam-se P.
stratiotes e P. scabrum que carecem de estudos de
investigacdo sobre os mecanismos envolvidos na
sua toxicidade. Enquanto que para M. linifera, ainda
sendo escassos os estudos fitoquimicos visando o
isolamento e identificagdo dos constituintes micro-
moleculares, ja existam alguns estudos de avaliagao
das atividades bioldgicas.

Outro aspecto que merece um estudo mais aprofun-
dado ¢ a atividade da M. linifera como bioindicadora
de poluicao ambiental em ecossistemas de varzeas,
em especial na regido Amazdnica.
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Resumo

No presente estudo foi avaliada a ag&o antimicrobiana in vitro do extrato da casca do caule e da vagem de jucé
frente a microrganismos da cavidade bucal. Tratou-se de um estudo experimental laboratorial, no qual foi avaliada a
atividade antimicrobiana dos extratos aquosos a 7,5% em diluigdes variando de 1:1 a 1:512, através da técnica de
difusdo em agar. Foram utilizadas cepas padrao de Streptococcus salivarius (ATCC 7073); Streptococcus mutans
(ATCC 25175); Streptococcus oralis (ATCC 10557), Lactobacillus casei (ATCC 7469) e a Candida albicans (INCQS
40040). A clorexidina 0,12% foi utilizada como controle positivo. Os resultados da difusdo em agar demonstraram
que quando avaliado frente ao L. casei, o extrato da vagem mostrou-se mais efetivo, com CIM em 9,3 mg/ml compa-
rado a CIM da casca que foi 37,5 mg/ml. Quando o extrato da vagem foi testado frente aos S. oralis e S. mutans os
valores de MIC foram iguais e o dobro, respectivamente, quando comparados com os valores obtidos com o extrato
da casca do caule. Em relagéo a C. albicans, o valor de MIC para o extrato da vagem e da casca do caule foi 18,7
mg/ml. Enquanto que frente a S. salivarius o extrato da casca do caule teve valor de MIC 37,5 mg/ml e o extrato da
vagem nao apresentou atividade. Pode-se concluir que o extrato da casca do caule de juca apresentou atividade
antimicrobiana satisfatoria frente aos patégenos da cavidade bucal e superior ao extrato da vagem.

Palavras-chave: Libidibia ferrea L; Biofilme; Fitoterapia.

Abstract

In the present study was evaluated in vitro antimicrobial activity of the extract of the stem bark and fruit juca against
microorganisms of the oral cavity. This was an experimental laboratory study in which was evaluated the antimicrobial
activity of aqueous extracts 7.5% in dilutions ranging from 1:1 to 1:512, using the technique of agar diffusion. Standard
strains used were: Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus oralis (ATCC 10557), Lactobacillus casei
(ATCC 7469), Candida albicans (INCQS 40040) and Streptococcus salivarius (ATCC 7073). Chlorhexidine 0.12
% was used as a positive control. The results of the agar diffusion showed that when assessed against L. casei,
extract of the fruit was more effective, and with MICs 9.3 mg/mL compared to stem bark was 37.5 mg/mL. When the
fruit extract were tested against S. oralis and S. mutans MIC values were the same and twice, respectively , when
compared with values obtained with the extract of the stem bark . With respect to C. albicans, the MIC value for the
extract of the fruit and stem bark was 18.7 mg/mL. While against S. salivarius extract of the stem bark had MIC value
of 37.5 mg/mL and the extract of the fruit was inactive. It can be concluded that the extract of the stem bark of juca
showed satisfactory antimicrobial activity against pathogens of the oral cavity and superior to the extract of the fruit.

Key words: Libidibia ferrea L; Biofilm; Phytotherapy.
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Introducgao

Na regiao Amazobnica, existe uma grande biodiver-
sidade de plantas medicinais utilizadas de maneira
empirica, porém com indicagbes consolidadas por
séculos de interagdo cultural. Dentre muitas plantas
medicinais se destacam aquelas utilizadas como
anti-inflamatério e antimicrobiano (Borras, 2003).

Libidibia ferrea é uma planta utilizada na medicina
popular e seus frutos possuem agéo contra diabetes
e anemia (Oliveira, 2008); além de atividade anti-
cancerigena (Nakamura et al., 2002). Por outro lado,
a casca do caule é utilizada para emagrecimento,
como descongestionante em casos de enterocolite
e diarreia, possivel beneficios no sistema cardio-
vascular (Oliveira, 2008) e no tratamento de feridas
cutaneas (Sampaio et al., 2009).

Desde que obtido adequadamente, o extrato vegetal
reduzido a p6 apresenta inimeras vantagens frente
a forma fluida, tais como, menor espago necessario
para o armazenamento do produto, melhor estabi-
lidade, facilidade de manuseio e padronizagdo dos
principios ativos presentes (Senna et al., 1997).

Através de estudo fitoquimico preliminar do extrato
hidroalcodlico da casca e das folhas de juca foi verifi-
cada a presencga de flavonoides, saponinas, taninos,
cumarinas, esteroides e compostos fendlicos (Silva,
2008). Taninos sdo os compostos majoritarios do
extrato e podem ser considerados os responsaveis
pela atividade antidiabética (Souza et al., 2006). No
caule, Gonzalez, Barros e Bacchi (2004), também
identificaram a presenca de flavonoides, taninos,
cumarinas, esteroides e derivados antracénicos.

Com relagao a sua atividade, estudos comprovaram
agdo antimicrobiana sobre microrganismos do bio-
filme dental em modelo experimental com células
plancténicas e multiespécie (Sampaio et al., 2009) e
sobre cepas de Staphylococus aureus, Escherichia
coli e Enterobacter gergoviae (Pereira et al., 2006).

Biofilme dental é o termo utilizado para descre-
ver comunidades de microrganismos ligados a
superficie do dente, tendo o Streptococcus mitis
e o Streptococcus sanguis como bactérias pio-
neiras. A presenga do Streptococcus mutans e do
Streptococcus sobrinus, € mais prevalente nas eta-
pas iniciais da carie. O Lactobacillus casei & encon-
trado na evolugéo da cavitagéo (Buischi, 2000). Este
biofilme é constituido de uma estrutura altamente
organizada, na qual as espécies microbianas estao

unidas umas as outras, formando conglomerados
em uma matriz de polissacarideos e, assim, criando
um sistema altamente protetor para as espécies que
nele residem (Walker, 2004).

Neste sentido, o presente estudo avaliou a atividade
antimicrobiana dos extratos aquosos da vagem e da
casca do caule de Libidibia ferrea L. a fim de obter
uma matéria-prima para formulagdo de um produto
de uso tépico para mucosa bucal.

Materiais e métodos

Material vegetal

A casca do caule e a vagem da espécie vegetal
Libidibia ferrea L. foram coletadas na cidade de
Manaus em locais e datas indicados na Tabela 1. A
identificagdo botanica foi realizada no Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazdnia (INPA) recebendo o cédi-
go de registro de numero 228.022. Em seguida, as
matérias-primas foram processadas na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas (FCF/UFAM) de acordo com a
metodologia descrita por (Melo et al. 2010).

Tabela 1 - Regides e tempos de coleta.

Regido 1 Regido 2 | Regido 3 Regido 4
Regides INPA, INPA,
de INPA BR-174, BRAM 104 | BR-174,
coleta KM 42 KM 42

Data 21/12/2010 | 27/01/2011 | 27/01/2011 | 20/09/2010

INPA = Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia.

Preparagao do extrato

O fruto e a casca do caule da espécie Libidibia ferrea
L. foram, separadamente, submetidos a secagem,
seguindo-se a preparagao do extrato. Tal escolha,
quanto as partes da planta utilizadas no estudo,
seguiu a orientagdo do modo de uso da medicina
popular, e a fim de eliminar a dependéncia da sazo-
nalidade do fruto, a casca do caule possibilitou uma
nova opgao de matéria-prima disponivel durante
todo o ano. Para a preparagdo do extrato foram
utilizados os principios de assepsia para que fosse
preservada a qualidade do material.

O material vegetal, apds coleta, foi colocado para se-
car a temperatura ambiente por 48 horas, a sombra,
em lugar seco e arejado. Em seguida, todo o material
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foi submetido a secagem em estufa de ar circulante,
a temperatura de 40 °C + 2 °C, até estabilizagdo da
umidade residual. Apés a secagem, os farmacégenos
foram submetidos a moagem em moinho de facas, a
fim de obter a matéria-prima vegetal (MPV).

O extrato da vagem foi obtido através da técnica de
decocgao, sob-refluxo, por um periodo de extracao de
15 minutos em uma relagdo droga: solvente de 7,5%
(m/V). O extrato da casca do caule, por sua vez, foi
obtida por infusdo a partir da MPV, por 15 minutos,
numa relagéo droga: solvente de 7,5:100 (m/v). Ambos
utilizaram agua destilada como liquido extrator.

O material extraido foi resfriado e filtrado em um
baldo volumétrico de 1000 ml, completando-se o
volume com agua destilada. As solugdes extrativas
de juca foram levadas para o aparelho Spray Dry
para que fosse obtido o extrato seco por asperséo,
visando reduzir a p6 e manter a estabilidade.

Avaliacdo da Concentragao Inibitoria
Minima (CIM) do extrato da vagem e da
casca de Libidibia ferrea L.

Microrganismos testes e preparagao de
inoculos

Os microrganismos utilizados para a determinagéo
da CIM foram: Streptococcus salivarius (ATCC
7073); Streptococcus mutans (ATCC 25175);
Streptococcus oralis (ATCC 10557); Lactobacillus
casei (ATCC 7469) e a Candida albicans (INCQS
40040). As cepas bacterianas foram fornecidas pelo

Laboratério de Microbiologia Bucal da Universidade
Federal da Paraiba e INCQS / FIOCRUZ.

Para obtengao do indculo os microrganismos foram
reativados em caldo nutritivo de BHI (Brain Heart
Infusion — DIFCO) em tubos de ensaios de 10x150mm,
incubados a 37° C por 48 horas para Streptococcus
mutans e os demais microrganismos por 24 horas, em
aerofilia para o L. casei e em microaerofilia para os
demais microrganismos. No caso da Candida albicans,
foi reativado em caldo BHI e incubada a 37° C por 48
horas (Mattigati et al., 2012). Em condigbes assépticas
foram retiradas aliquotas das bactérias e leveduras,
inoculadas em 5 ml de caldo BHI, estéril, em tubo de
ensaio de 10x150mm. As suspensdes foram turbilho-
nadas em agitador de tubos (MARCONI, MA — 162)
até se tornarem homogéneas. Os indculos foram pa-
dronizados pela escala de McFarland (PROBAC) com
turbidez compativel a 0,5, a fim de fornecer um padréo
de 108 UFC/ml (Sampaio et al., 2009).

Solugao teste

Para a obtenc&o da solugédo teste 0,2 g de extrato
em po do fruto e da casca de juca foram diluidos em
20 ml de agua destilada. Foi levada ao agitador mag-
nético (MARCONI — MA 085) a fim de obter solugbes
homogéneas.

Determinagao da atividade antimicrobia-
na do extrato da vagem e da casca de
Libidibia ferrea L. em meio sélido

A atividade antimicrobiana foi determinada, inicial-
mente, segundo metodologia proposta por Bauer
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e colaboradores (1966) modificados, através da
difusdo em meio sdlido (Figura 1). Para tanto, as
linhagens foram cultivadas em caldo nutritivo BHI
(Brain Heart Infusion — DIFCO®), incubadas a 37°C
por 24 horas.

Os meios para crescimento dos microrganismos
foram preparados 24 horas antes do procedimento.
Para melhor crescimento de S. mutans foram pre-
paradas placas de Agar Brain Heart Infusion (BHI —
DIFCO®) suplementadas com 10% de sacarose; para
C. albicans foram preparadas placas de Sabouraud
Dextrose (DIFCO®) e placas de Agar Mueller Hinton
(DIFCO®) para as demais bactérias. Apos o controle
de esterilidade, as placas foram inundadas com 10
ml solugdo salina inoculada com seus respectivos
microrganismos do overnight, padronizados com a
escala 0,5 de Mc Farland, em uma concentragao de
10" ml e no intervalo de 30 minutos de secagem em
estufa, foram confeccionados orificios padronizados
de aproximadamente 6 mm de didametro.

Em cada placa foram confeccionados cinco orificios
que receberam numeragdes que variaram de 1 a 10,
correspondendo a duas placas por ensaio de cada
microrganismo. As numeragdes corresponderam
ao numero da diluigdo da substancia teste em agua
destilada (1:1 até 1:512) como representada na
Tabela 2, sendo o extrato puro a 75 mg/ml.

Apds a colocagdo de 50uL dos extratos nos pogos
confeccionados, as placas foram incubadas em
estufa bacteriolégica a 37°C por 48 horas para
Streptococcus mutans e Candida albicans e 24 horas
para os demais microrganismos, a fim de permitir o
crescimento microbiano e verificar a agdo do extrato
testado por meio da formagéo de halos de inibigcao.
Cada ensaio foi realizado em duplicata frente a cada
linhagem selecionada. O mesmo procedimento foi
utilizado para o controle positivo, o digluconato de
clorexidina de 0,12% (Periogard®).

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi a me-
nor concentragdo da substancia capaz de inibir
completamente o crescimento bacteriano, ou seja,
presenga de halo maior ou igual de 12 mm (Bauer
et al., 1969).

Resultados e discussoes

O uso de fitoterapicos tornou-se crescente nos ulti-
mos tempos devido a adesdo da populagéo aos pro-
dutos de origem natural e a insatisfagdo com relagao
ao custo e a seguranca da medicina convencional
(Marques, 1992). Desta forma, novas pesquisas
objetivando o desenvolvimento de formulacgbes far-
macéuticas a partir de matérias-primas vegetais que
tenham eficacia e seguranca comprovadas, tém sido
desenvolvidas por varios pesquisadores (Gil, 2007).

A arvore adulta de juca é descrita como vegetacéo
pequena a mediana de até 10 metros de altura, mui-
to predominante na vegetacdo da caatinga, sertdo
nordestino com abundéancia nos estados do Ceara e
Bahia e introduzida na regido amazdnica a partir de
imigrantes (Prance e Silva, 1975). Seus frutos s&o
verdes enquanto imaturos e marrom apds matura-
¢ao, medindo em média 8,3 x 1,8 x 0,8 cm ele é de
formato longo, levemente achatado e sinuoso com
sutura ventral saliente, além de possuir base arre-
dondada a curvada e apice arredondado (Galdino,
Mesquita e Kossmann, 2007).

A frutificagao ocorre no final da estagdo seca e se
prolonga por toda a estacdo chuvosa, possuindo
flores amarelas e em cachos, o juca apresenta alta
producdo de frutos em determinada época do ano
(Galdino, Mesquita e Kossmann, 2007). A casca do
caule, por sua vez, apresenta-se como matéria- pri-
ma disponivel pra coleta durante todo o ano, elimi-
nando uma fator critico de sazonalidade inerente ao
processo de frutificagdo da espécie Libidibia ferrea L.

O estudo utilizou o extrato aquoso da vagem e da
casca do caule de juca obtidos a partir do método de
decocgéo e infusao, respectivamente. A metodologia
diferente daquela descrita por Marreiro (2011), que
utilizou a solugao extratora de etanol (96°C) através
da técnica de decocgao e relata que a escolha do
etanol foi pelo fato de ndo se tratar de um alcool toxi-
co (Carvalho, 2001). Difere também da metodologia
descrita por Conde (2006), na qual a extracao dos
marcadores quimicos foi feita através de percola-
¢ao a temperatura ambiente e utilizando o metanol
(80%v/v) como extrator. Porém ao comparar os

Tabela 2 - Concentracédo dos extratos da vagem e da casca do caule de juca em diluigdo logaritmica.

Concentragao do Extrato (mg/ml)

Eﬁtrr;t(c;s) 1:2(37,5) |1:4(18,7) [1:8(9,3) 1:16 (4,6) |1:32(2,3) |1:64(1,1) |[1:128(0,5) | 1:256 (0,2) | 1:512 (0,1)
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liquidos de extracdo, (Spagolla et al. 2009) relata-
ram que o metanol é mais eficiente na extragéo de
compostos fendlicos.

Dessa forma, os extratos aquosos da vagem e da
casca do caule de juca foram testados contra pato-
genos orais através do método de difusdo em agar.
Os resultados com extratos da vagem, da casca do
caule e clorexidina estdo apresentados nas Tabelas
3,4 e 5 e Figuras 2, 3 e 4, respectivamente. Quando
avaliada a atividade frente ao L. casei, o extrato da
vagem mostrou-se mais efetivo, com CIM em 9,3
mg/ml comparado a CIM da casca que foi 37,5 mg/
ml (Figuras 2A e 3B). Quando o extrato da vagem foi
testado frente aos S. oralis e S. mutans os valores

de MIC foi igual e o dobro, respectivamente, quando
comparados com os valores obtidos com o extrato
da casca do caule. Em relagdo a C. albicans, o valor
de MIC para o extrato da vagem e da casca do caule
foi 18,7 mg/ml. Enquanto que frente a S. salivarius o
extrato da casca do caule teve valor de MIC 37,5 mg/
ml e o extrato da vagem nao apresentou atividade
(Tabelas 3 e 4).

Ao analisar os resultados do método de difusdo
em agar, observa-se que houve sensibilidade dos
microrganismos testados frente aos extratos da
casca do caule e dos frutos de L. ferrea, exceto em
relagdo ao S. salivarius, o qual ndo apresentou halo
de inibi¢do superior a 12 mm com o extrato do fruto.

Tabela 3 - Média dos diametros dos halos de inibicdo (mm) do extrato da vagem de Libidibia ferrea.

Extrato da Vagem (mg/ml)

MICRORGANISMOS

EP (75) 1:2 (37,5) 1:4 (18,7) 1:8(9,3) 1:16 (4,6)
Streptococcus oralis 13,5 11,5 1 0 0
Streptococcus salivarius 11 10 9,5 0 0
Lactobacillus casei 18,5 17 15,5 13 10,5
Candida albicans 21 19,5 18,5 0 0
Streptococcus mutans 12 10 0 0 0

Figura 2 - Halos de inibigdo do extrato da vagem de Libidibia ferrea (Jucd) frente ao Lactobacillus casei (A) e

Candida albicans (B).
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Tabela 4 - Média dos diametros dos halos de inibigdo (mm) do extrato da casca do caule de Libidibia ferrea.

Extrato da casca do caule (mg/ml)

MICRORGANISMOS

EP (75) 1:2 (37,5) 1:4 (18,7) 1:8 (9,3) 1:16 (4,6)
Streptococcus oralis 14,5 13,5 10,5 0 0
Streptococcus salivarius 13,5 12 10,5 0 0
Lactobacillus casei 24,5 13 10 9,5 0
Candida albicans 21,5 17 14,5 0 0
Streptococcus mutans 13 11 9 0 0

Figura 3 - Halos de inibigao do extrato da casca do caule de Libidibia ferrea (Jucd) frente ao Streptococcus oralis

(A) e Lactobacillus casei (B).

O controle positivo de clorexidina a 0,12% apresen-
tou atividade frente aos microrganismos testados
(Tabela 5; Figura 4). Tal resultado sugere a atividade
antimicrobiana de juca frente a diversas cepas de
microrganismos.

Quanto a avaliagdo da atividade antibacteriana,
Marreiro (2011) utilizaram o extrato hidroetandlico
e um enxaguatorio de Libidibia ferrea L. frente a
cepas do meio oral, tais como Streptococcus mu-
tans, Streptococcus oralis, Streptococcus salivarius
e Lactobacillos casei e avaliou sua agao antibacte-
riana através do método de micro diluicdo em mi-
croplacas para determinagédo da CIM (CLSI, 2002;
Andrews et al., 2001; Sampaio et al., 2009). Seu
estudo mostrou que o extrato de Libidibia ferrea L.
a 0,6% apresentou atividade antibacteriana frente

a S. mutans, S. oralis e L. casei nas concentragdes
de 4,375 pg/ml; 3,750 ug/ml; 4,375 ug/ml, respec-
tivamente. Tanto o extrato quanto o enxaguatorio
foram eficazes frente a L. casei, S. oralis e S.
mutans. Entretanto, frente a S. salivarius nem o
extrato nem o enxaguatério de juca apresentaram
atividade antimicrobiana.

Tais resultados corroboram com os resultados do
presente estudo, onde o extrato aquoso dos frutos
de Libidibia ferrea L. ndo apresentou atividade frente
a S. salivarius no método de difusdo em agar. Tal
resultado direcionou o foco para o extrato aquoso
da casca do caule, uma vez que o S. salivarius
representa um dos microrganismos de colonizagédo
inicial em mucosa e tem participagdo na formagéo
de biofilme (Marsh e Martins, 2005).
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Por outrolado, Sampaio e colaboradores (2009) ao ava-
liarem a atividade antimicrobiana de extrato metandlico
de frutos de L. ferrea contra patégenos orais, Candida
albicans, Streptococcus mutans, Streptococcus saliva-
rius, Streptococcus oralis e Lactobacillus casei através
do método de micro diluigdo para células plancténicas
e em um modelo de biofilme in vitro, obtiveram ativida-
de antimicrobiana. E frente a S. salivarius o valor de
MIC encontrado foi 100 pg/ml.

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios re-
alizados, foi possivel concluir que o extrato da casca
do caule de juca apresentou atividade antimicrobiana
satisfatoria frente aos patégenos da cavidade bucal e
superior ao extrato da vagem quando testados atra-
vés do método de difusdo em agar. Dessa forma, o
extrato da casca do caule tornou-se o mais indicado
para a formulagao de uso tépico em mucosa oral.
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Resumo

Os fitoterapicos constituem uma modalidade de terapia complementar diante das necessidades de saude. Seu
uso tem crescido na populagao de diversos paises, inclusive o Brasil, no qual o governo federal estimula a
utilizagdo de tratamentos com fitoterapia no sistema Unico de saude. Tendo em vista o atual cenario da busca
por tratamentos naturais, este estudo objetivou caracterizar a utilizagdo de fitoterapicos nos municipios de
Volta Redonda e Barra Mansa/RJ. A expectativa € que as informagdes levantadas venham a auxiliar agbes
municipais que visem a implantagao da fitoterapia na rede publica de saude. Observou-se que a maioria dos
fitoterapicos comercializados € vendida sob prescricdo médica. A aquisi¢cdo se concentra em monodrogas com
agao ansiolitica, estando a Passiflora incarnata L. presente em 14,29% das formulagdes mais comercializadas.
As bulas dos fitoterapicos de maior vendacontém os dizeres legais regulamentados pela ANVISA. Entre os
usuarios entrevistados, 70% declararam utilizar fitoterapicos, sendo a maioria do sexo feminino (68%), sem
haver um padrdao econdmico especifico faixa etaria entre 19 e 30 anos, com grau de escolaridade superior
completo ou incompleto. Destes, 31% utilizam fitoterapicos por prescrigdo médica ou por automedicagdo e
acreditam que os fitoterapicos ndo séo toxicos, podem fazer bem a saude.

Palavras Chave: Plantas medicinais, fitoterapia, medicina complementar.

Abstract

Herbal constitute a form of complementary therapy on health needs. Their use has grown in population in
several countries, including Brazil, where the federal government encourages the use of herbal treatments in
the public health system. Given the current scenario of the search for natural treatments, this study aimed to
characterize the use of herbal medicines in the districts of Barra Mansa and Volta Redonda/RJ. The expectation
is that the information gathered will assist municipal actions for the implementation of herbal medicine in public
health. It was observed that most herbal medicines marketed is sold by prescription. The acquisition focuses on
monodrogas anxiolytic action, with the Passiflora incarnata L. present in 14,29 % of the marketed formulations.
The inserts of the highest-selling herbal medicines contain legal wording regulated by ANVISA. Among the users
interviewed, 70% reported using herbal medicines, mostly female (68%), without having a specific economic
pattern, aged 19 and 30 years, with a degree of complete or incomplete higher education. Of these, 31% use
herbal or prescription for self medication and believe that herbal medicines are not toxic, can make good health.

Keywords: Medicinal plants, herbal medicine, alternative medicine.
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Introducgao

A utilizagao da fitoterapia, que significa o tratamento
pelas plantas, vem desde épocas remotas. A re-
feréncia mais antiga que se tem conhecimento do
uso das plantas data de mais de sessenta mil anos.
As primeiras descobertas foram feitas por estudos
arqueologicos em ruinas do Ird. Também na China,
em 3.000 a.C., ja existiam farmacopéias que compi-
lavam as ervas e as suas indicagdes terapéuticas. A
utilizagao das plantas medicinais faz parte da histéria
da humanidade, tendo grande importancia tanto no
gue se refere aos aspectos medicinais, como cultu-
rais (Lainetti e Brito, 1980; Rezende e Cocco, 2002)

No Brasil, o surgimento de uma medicina popular
com uso das plantas, deve-se aos indios, com con-
tribuicbes dos negros e europeus; ha época em que
era colénia de Portugal, os médicos restringiam-se
as metrépoles e na zona rural e/ou suburbana a
populagéo recorria ao uso das ervas medicinais. A
construgéo desta terapia complementarsurgiu da ar-
ticulagado dos conhecimentos dos indigenas, jesuitas
e fazendeiros. Este processo de miscigenagéo gerou
uma diversificada bagagem de usos para as plantas
e seus aspectos medicinais, que sobreviveram de
modo marginal até a atualidade (Araujo, 1989).

Supde-se que mais de 70% dos medicamentos
derivados de plantas foram desenvolvidos com
base no conhecimento popular. Nos anos 80, o
desenvolvimento da pesquisa cientifica resultou na
identificagdo de 121 compostos de origem vegetal,
provenientes de 95 espécies de plantas. Grande
parte deles se inclui na atual terapéutica dos paises
ocidentais. Atualmente, metade dos 25 medicamen-
tos mais vendidos no mundo tem sua origem em
metabolitos secundarios de origem vegetal (Alves,
2001).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude - OMS
(2000), a situacdo legislativa referente as prepa-
ragbes fitoterapicas,varia de um pais para outro.
Alguns paises fazem uma distingdo entre produtos
“oficialmente aprovados” e “oficialmente reconheci-
dos”, que podem ser comercializados sem avaliagao
cientifica por parte das autoridades.

De acordo com a prépria OMS, no caso de medica-
mentos herbarios e produtos que ndo estejam regis-
trados nem controlados por érgdos normativos, ha
necessidade de um sistema especial de concessao
de licengas que permitam as autoridades de saude
identificar os ingredientes e exigir testes de qualida-
de antes da comercializagdo.
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No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) tem o papel de regulamentar todos os me-
dicamentos, incluindo os fitoterapicos, e fiscalizar as
industrias produtoras de medicamentos controlando
a producéo, a liberagao para registro e acompanhan-
do a comercializagdo dos medicamentos, podendo
retird-los do mercado caso seu consumo apresente
risco para a populagdo.O registro de fitoterapicos
segue o disposto na Lei n° 6.360/76 regulamentado
pelo Decreto n® 79.094/77. Tem como regulamentos
especificos a Resolugdo - RDC n° 14/10, comple-
mentada pelas seguintes: IN n° 5/10 (Lista de refe-
réncias bibliograficas para avaliagdo de seguranga
e eficacia), Resolugédo - RE n°® 90/04 (Guia para a
realizagdo de estudos de toxicidade pré-clinica),
Resolugéo - RE n° 91/04 (Guia para realizagdo de
alteragbes, inclusdes, notificagbes e cancelamentos
pos-registro) e a IN n° 2/14 (Lista de medicamentos
fitoterapicos de registro simplificado, lista de produ-
tos tradicionais fitoterapicos de registro simplificado
(Brasil, 2010a, 2010b, 2013a, 2014).

Em 2006, por meio da Portaria GM/MSn° 971 de 3 de
maio de 2006, o Governo Federal aprovou a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS), a qual,
em carater nacional, recomenda a adogdo pelas
Secretarias de Saude dos Estados, do Distrito Federal
e dos Municipios, da implantagdo e implementagéo
das agdes e servigos relativos as Praticas Integrativas
e Complementares,com tratamentos como fitoterapia,
homeopatia, acupuntura e com outros que fazem parte
da medicina complementar. O estimulo da utilizacdo
de fitoterapicos objetiva o tratamento de enfermidades
com um menor custo a populagéo e aos servigos publi-
cos de saude, visto que os medicamentos obtidos por
sintese quimica, comparativamente aos fitoterapicos,
séo, em geral, mais caros, devido as patentes tecno-
l6gicas envolvidas.Novas acdes e diretrizesna area
foram publicadas por meiodo Decreto n° 5.813, de 22
de junho de 2006, o qual aprovou a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos no pais e pela
Portaria Interministerial n° 2.960, de 9 de dezembro de
2008, que aprovou o Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos e criou o Comité Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (Brasil, 2006a;
2006b; 2006c; 2008a).

O mercado mundial de fitoterapicos movimenta
cerca de US$ 22 bilhdes por ano. Em 2000 o setor
faturou US$ 6,6 bilhdes nos EUA e US$ 8,5 bilhdes
na Europa. No Brasil estima-se que o comércio de
fitoterapicos seja da ordem de 5% do mercado total
de medicamentos, avaliado em mais de US$ 400
milhdes (Pinto et al., 2002).

Utilizagao de Fitoterapicos em Volta Redonda e Barra Mansa/RJ
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Os dados obtidos em levantamento realizado pelo
Departamento de Comércio Exterior demonstraram
que, em 1998, nosso pais exportou oficialmente
2.842 toneladas de plantas medicinais. De 1999
para 2000, as vendas de fitoterapicos aumentaram
15%, contra 4% dos medicamentos sintéticos € ja
atingem US$ 260 milhdes/ano (Agenda 21, 2003)

Alguns fatores poderiam explicar o aumento do uso
de fitoterapicos pela populagao brasileira, como os
avangos ocorridos na area cientifica que permitiram o
desenvolvimento de fitoterapicos reconhecidamente
seguros e eficazes, e também uma forte tendéncia de
busca pela populagédo, por terapias menos agressivas
destinadas ao atendimento primario a saude (Yunes,
Pedrosa e Cechinel Filho, 2001). Embora a procura
por esse tipo de medicamento tem crescido, algumas
informagdes a respeito deles sdo escassas tanto para
farmacéuticos e médico como para pacientes. (Grauds,
1996 apud Bello, Montanha e Shenkel, 2002)

O principal material informativo dos medicamentos
fornecido aos pacientes é a bula. Alegislagdo que
estd em vigor para regulamentar bulas de medica-
mentos € a RDC n° 47 de 8 de setembro de 2009,
republicada em 19 de janeiro de 2010, que revogou
a Portaria MS n°. 110/97 e a Resolugéo - RDC n°
140/03. A resolugéo estabelece regras para elabo-
ragdo, harmonizagdo, atualizagdo, publicagdo e
disponibilizagcéo de bulas de medicamentos para pa-
cientes e para profissionais de saude. A Resolugao
RDC n°95, de 11 de Dezembro de 2008,atualizada
em 07 de maio de 2013, regulamenta o texto de bula
de medicamentos fitoterapicos. A padronizagéo das
informagdes contidas nas bulas auxilia na redugao
de tempo para analises técnicas futuras envolvendo
o registro de medicamentos e um facilitador de du-
vidas em caso de tratamentos com medicamentos
semelhantes, facilitando o acesso da populagéo e do
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria as informa-
¢oes (Brasil, 2008b, 2010c, 2013b)

A informacao sobre o perfil de usuarios auxilia a im-
plantacdo de determinadas politicas que subsidiam
a construgdo da saude local e orientagdo do modelo
de atencdo. Tais politicas dependem de um conjun-
to de informagbes essenciais, onde é importante
conhecer como as pessoas vivem seus valores,
suas crengas e seus costumes, ja que esses fatores
podem interferir em suas vidas. Sendo assim, cons-
titui-se uma importante estratégia para a melhoria da
qualidade de vida da populagao.

A regido sob influéncia do rio Paraiba do Sul, onde
estdo localizados os municipios de Barra Mansa e
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Volta Redonda, no estado do Rio de Janeiro, era,
em sua origem, coberta pela Floresta Atlantica,
constituida em sua maior parte por mata de encosta.
Teve sua exploragao iniciada no século passado
com a retirada de madeiras consideradas nobres.
Posteriormente, o cultivo de café em grandes ex-
tensoes, de outras culturas como o milho e a cana-
de-agucar em menor escala, e também a pecuaria
levaram a descaracterizagdo da maior parte de sua
cobertura vegetal. Em 1941 com inicio o ciclo de
industrializagdo a regido foi escolhida como local
para instalacdo da Usina Companhia Siderurgica
Nacional (CSN), marcando as bases da industriali-
zagao brasileira (PMVR, 2011).

A regido que hoje compreende os dois municipios
pertencia a Barra Mansa, Volta Redonda de distrito,
passou a ser independente em 1954, este fato faz
com que suas histérias tenham a mesma origem, ja
foram bergo de nagdes indigenas como a dos Puris e
Acaris, tiveram a presenca de grandes exploradores,
barbes do café, escravos, barqueiros e agricultores, e
cederam, em sua historia, lugar aos operarios vindos
das mais diversas regides do Brasil (PMVR, 2011).
Toda esta histérica miscigenacéo de racas tras con-
sigo o costume popular de tratamento com plantas
medicinais e remédios caseiros, que permanecem e
se ampliam por meio do consumo de fitoterapicos.

Diante ao exposto, o presente projeto objetiva a rea-
lizagdo de uma pesquisa para identificar a utilizagdo
de fitoterapicos nos municipios de Volta Redonda
e Barra Mansa/RJ, cidades vizinhas situadas na
microrregido do Vale do Paraiba dentro da mesorre-
gido Sul Fluminense.

Especificamente objetiva-se tragar o perfil destes
usuarios, quantificar os medicamentos mais usados
e os fins de sua utilizagdo como forma de fonte de
informagéo de potencial de mercado e para o poder
publico municipal, de forma a auxiliar nas decisdes de
implantacdo de politicas municipais de saude assim
como analisar se as bulas disponiveis desses medi-
camentos estdo de acordo com a legislagéo vigente.

Material e Métodos

Para a realizagao do estudo, foi feito um levantamen-
to dos estabelecimentos farmacéuticos e lojas de
produtos naturais nos municipios de Volta Redonda
e Barra Mansa que comercializam fitoterapicos.

A coleta dos dados em todos esses estabelecimen-
tos foi realizada por meio de entrevistas diretas com
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os consumidores de fitoterapicos e para se obter
uma melhor precisao da quantidade de medicamen-
to vendido, optou-se também entrevistar os respon-
saveis por cada nucleo de venda.

Para auxiliar na elaboragédo do questionario que foi
aplicado nas farmacias e lojas, fez-se uma reviséo
bibliografica a fim de que um conjunto de pergun-
tas relevantes para que o estudo fosse montado. O
questionario aplicado para entrevistar os responsa-
veis por cada nucleo de venda,continha variaveis
relacionadas aos fitoterapicos mais comercializados,
tais como: nome do produto vendido, fins e formas
de uso. Para a coleta de dados dos consumidores
de fitoterapicos o questionario aplicado continha
variaveis relacionadas ao individuo, tais como sexo,
idade, escolaridade e variaveis relacionadas aos
fitoterapicos, tais como nome do produto adquirido,
fins e forma de uso.

Feito esse levantamento, foram identificados os
seguintes dados sobre as especialidades farmacéu-
ticas mais vendidas: fabricante, forma farmacéutica,
duragéo do uso, origem da prescri¢gao/indicagao e o
local de obtencdo. Remédios feitos em casa, como
chas, ervas, raizes e remédios homeopaticos néo
serao investigados.

O questionario aplicado para a coleta dos dados
foi testado em fase piloto em cinco farmacias de
fitoterapicos para avaliacdo.Apés a analise das
dificuldades na fase piloto realizaram-sealgumasal-
teragdes no questionario no sentido de agilizar seu
preenchimentopelas pessoas dos estabelecimentos
selecionados.

Além de analisar os medicamentos mais comercia-
lizados pelos estabelecimentos consultados, foram
analisadas a suas bulas, através de comparagdes
envolvendo os critérios estabelecidos pela ANVISA
por meio daRDC n° 47 de 8 de setembro de 2009e
a Resolugdo n° 95, de 11 de dezembro de 2008,

atualizada em 07 de maio de 2013, que regulamen-
ta o texto de bula de medicamentos fitoterapicos.
Sendo analisadas as seguintes varidveis: forma
farmacéutica, via de administragdo, composic¢ao, no-
menclatura oficial, familia, parte da planta utilizada,
como funciona o medicamento, indicagdo, modo de
usar, contra indicagédo, quais os males, superdosa-
gem, armazenamento, posologia, uso em idosos,
criangas e grupos de risco, interagbes medicamen-
tosas, adverténcias e dizeres legais. Sendo estas
separadas por categorias, uso adulto, informacdes
ao paciente e informacgdes técnicas aos profissionais
de saude.

Resultados e Discussao

Foram obtidos 49 questionarios respondidos pelos
responsaveis de diferentes estabelecimentos farma-
céuticos sendo 32 em Volta Redonda e 17 em Barra
Mansa, dos quais obteve-se o total de 36 fitoterapi-
cos considerados mais vendidos, correspondendo a
15 diferentes indicagbes terapéuticas.

Observa-se na Tabela 01 a maior procura por ansio-
liticos (51,49%) dos quais 42,65% s&o vendidos por
prescricdo médica com 88,24% na forma de com-
primidos, dos quais s&o representados na regido
por 14 diferentes laboratérios. O termo ansiolitico é
sinbnimo de sedativo ou sedante, nome que se da
aos medicamentos capazes de diminuir a atividade
do cérebro, principalmente quando este fica em
estado de excitagdo acima do normal. O resultado
obtido, apesar de tratar de fitoterapicos, vem de en-
contro com o levantamento realizado pela ANVISA
(Brasil, 2012), sobre o consumo de medicamentos
de 2007 a 2010, no qual os ansioliticos lideraram
a lista de remédios controlados mais vendidos no
Brasil. E conhecimento comum que cada vez mais
as pessoas tém recorrido aos tranquilizantes para
enfrentar o estresse e as dificuldades da vida cotidia-
na, da mesma forma que alguns medicamentos de

Tabela 01 - A indicagao, sua forma de uso, venda com prescrigao médica e laboratérios fabricantes dos fitoterapicos
mais comercializados nos municipios de Barra Mansa e Volta Redonda/RJ.

Indicagao (%) Forma (%) Prescricdo médica Quantidade de Laboratérios
Ansiolitico 51,49 Comprimidos 87,50 42,65% 14
Afecgdes Broncopulmonares 11,94 Xaropes 100 87,50% 4
Cognitivo 11,94 Comprimidos 62,50 62,50% 7
Diurético 6,72 Encapsulados 55,56 22,22% 3
Laxante 5,97 Encapsulados 62,5 25% 5

106

Utilizagao de Fitoterapicos em Volta Redonda e Barra Mansa/RJ
Ana Paula Martinazzo; Luiz Carlos C. Filho; Débora A. Rosa; Carlos Eduardo S. Teodoro, Kallyanne Karla Tomazellie



efeito ansiolitico tém sido indicados por profissionais
de diversas areas da medicina.

Ainda de acordo com a Tabela 01 observa-se que
apds os ansioliticos com porcentagem semelhante
de venda (11,49%) vem os fitoterapicos para afec-
¢Bes broncopulmonares e cognitivas,seguido dos
diuréticos e laxantes.

A diferenga entre a primeira indicagdo mais vendida
e as seguintes é significativa, porém observa-se
maior indicagdo de prescrigdo médica para fitotera-
picos para afecgdes broncopulmonares e memdéria
em relagao aos demais. Da mesma forma, o niumero
de laboratdrios da primeira indicagao para os demais
se destaca.

Constatou-se que dentre os fitoterapicos mais uti-
lizados, apenas um era composto por associagao
de mais de uma espécie vegetal, sendo os demais
compostos por apenas uma planta, também deno-
minados como monodrogas, medicamentos formu-
lados com apenas uma substancia ativa. O mesmo
foi observado por Amaral e colaboradores (2007)
ao analisar as bulas de medicamentos fitoterapicos
comercializados no municipio de Jequié, Bahia
constataram que 80% dos medicamentos eram
representados por apenas uma droga vegetal. Da
mesma forma, Ribeiro, Leite e Dantas-Barros (2005)
em estudo sobre o perfil de utilizagdo de fitoterapi-
cos em farmacias comunitarias de Belo Horizonte,
observaram um elevado percentual de fitoterapicos
monodrogas, atribuindo a maior comercializagao
destes pelo fato da menor exigéncia por parte do
governo, no registro destes fitoterapicos em relagao
aos que contemplam duas ou mais drogas vegetais,
ja que a literatura cientifica disponibiliza referén-
cias de estudos realizados com drogas vegetais
individuais.

Separando os fitoterapicos mais vendidos na Tabela
01 de acordo com a espécie vegetal, obteve-se
num total de 39 plantas utilizadas, dentre as quais

a Passiflora incarnata L. corresponde 14,29% das
formulagdes mais vendidas, seguida pela Crataegus
oxyacantha L.(7,94%), Salix Alba L. e Hedera helix
L.(6,35% cada) e Valeriana officinalis L.(4,76%). A
Tabela 02 apresenta as cinco espécies de plantas
medicinais mais utilizadas nos principais fitotera-
picos comercializados com seu respectivo nomes
populares e se constam na Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus)
(Brasil, 2009).

Das cinco primeiras espécies medicinais utilizadas
nas formulagdes com maior comercializagao, ape-
nas duas, Passiflora incarnata L.e Salix Alba L.,sdo
plantas medicinais que apresentam potencial para
gerar produtos de interesse ao SUS. A finalidade da
Renisus é orientar estudos e pesquisas que possam
subsidiar a elaboracdo da relagdo de fitoterapicos
disponiveis para uso da populag&o, com seguranca e
eficacia para o tratamento de determinadas doengas
(Brasil, 2009). Observa-se que tanto a P. incarnata L.
como a S. Alba L. ndo tem origem brasileira, sendo
consideradas espécies exoticas. Da mesma forma,
Ribeiro, Leite e Dantas-Barros, (2005) constataram
que das 10 drogas vegetais adquiridas em farmacias
comunitarias de Belo Horizonte apenas 3 espécies
séo nativas ou domesticadas no Brasil.

Segundo Brito (2010), a disputa entre plantas medi-
cinais nativas e plantas medicinais exoéticas, ocorre
devido as exigéncias da atual legislagdo que dificul-
tam o registro dos medicamentos fitoterapicos que
utilizam como base plantas nativas, e que de alguma
forma, acabam privilegiando as plantas estrangei-
ras. Este fato dar-se pela da falta de estudos sobre
as plantas medicinais brasileiras e por esse motivo
poucas sdo as plantas medicinais nativas inclusas
na Farmacopeia Brasileira.

A Passiflora incarnata L.¢ nativa dos Estados
Unidos, onde é cultivada e conhecida como wild
passion flower, ou como “maracuja-vermelho”
(Souza e Meletti, 1997). E uma planta considerada

Tabela 02. Espécies medicinais utilizadas nas formulagdes com maior comercializagao.

Planta Medicinal Indicagao na Renisus Nome Popular
Passiflora incarnata L. Sim Maracuja
Crataegus oxyacantha L. Nao Pilriteiro
Salix albal. Sim Salgueiro Branco
Hedera helixL. Nao Hera-inglesa
Valeriana officinalis L. Nao Valeriana
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medicinal onde seu extrato composto pelas folhas
tem efeito sedativo e ansiolitico. Em sua constituicao
tem fragbes alcaloidicas, derivadosdo indol, como
harmana, harmina; e porgdes flavonoidicas, vitexina,
isvitexina (Brasil, 2004).

A espécie Salix Alba L., cujo nome popular é salguei-
ro branco, tem origem geogréafica na Europa, Asia
e norte da Africa, apresenta agéo antiinflamatoria,
antitérmica e analgésica (Brasil, 2004).

Em relagéo a bula médica, observou-se que todos
os medicamentos citadosa possuiam. Ao contrario
do obtido por Bello, Montanha e Shenkel (2002) que
ao analisarem bulas de medicamentos fitoterapicos
comercializados em Porto Alegre, RS, constataram
que 51% dos 65 produtos analisados ndo a pos-
suiam, ilustrando um descaso pelas informagées
nos medicamentos.

Na Tabela 03 sdo mostrados os percentuais de
frequéncia de frases obrigatérias exigidas pela
ANVISA segundo a RDC 47/09, a qual institui roteiro
para texto de bula de medicamentos. Foi possivel
observar que trés das nove frases obrigatérias, apa-
recem em100% das bulas analisadas.

Analisando a presenga de informagdes especificas,
foi constatado que apenas duas informagdes nao
estavam contidas nas bulas avaliadas, sendo essas:
“Informagédo sobre interrup¢gdo do tratamento” e
“Ingestdo concomitante com outras substancias”. Na
Tabela 04 é mostrada a frequéncia das informacgdes
especificas presentes na bula.

Da mesma forma, foi analisada a presenca de di-
zeres legais conforme a RDC n° 95/2008, no qual
regulamenta o texto de bula de medicamentos fitote-
rapicos. Observou-se que todas as bulas analisadas

Tabela 04 - Percentual das informagdes especificas presentes nas bulas pesquisadas.

Informacgobes especificas Percentual (%)
“Acéo esperada do medicamento” 100
“Cuidados de armazenamento” 100
“Prazo de validade” 100
“Gravidez e lactagao” 100
“Cuidados de administragao” 100
“Informagdes sobre interrupgédo do tratamento” 60
“Informagdes sobre reagdes adversas” 100
“Ingesté@o concominante com outras substancias” 80
“Informagdes sobre contra-indicagbes e precaugdes de uso” 100

Tabela 03 - Percentual relacionado com a presencga de frases obrigatérias nas bulas analisadas, exigidas pela

portaria 110/97 da ANVISA.

Frase Obrigatéria Percentual (%)
“Todo medicamento deve ser mantido fora do alcance das criangas” 100
“Informe seu médico a ocorréncia de gravidez na vigéncia do tratamento ou apds o seu término” 60
“Informar ao seu médico se estd amamentando” 80
“Nao deve ser ingerido durante gravidez e lactagao” 60
“Siga a orientagdo do seu médico, respeitando sempre os horarios, as doses e a duracéo do tratamento” 60
“Nao interromper o tratamento sem o conhecimento do seu médico” 60
“Informe seu médico o aparecimento de reagdes desagradaveis” 100
“Informe seu médico sobre qualquer medicamento que esteja usando, antes do inicio, ou durante o tratamento” 100
“Nao tome remédio sem o conhecimento do seu médico pode ser perigoso para a saude” 40
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continham os dizeres como numero de registro no
Ministério da Saude, farmacéutico responsavel e
inscricdo profissional, nome da empresa, endereco
e telefone de SAC. De acordo com a RDC, uma das
causas do estabelecimento de regras é devido ao
fato de que as bulas encontradas no mercado nao
sdo uniformes e trazem informagdes distintas e, as
vezes, até conflitantes, fazendo com que o medica-
mento registrado com base no mesmo derivado de
droga vegetal apresente indicagdes diferentes de
acordo com a empresa que o comercializa.

A RDC 14/2010 que dispde sobre o registro de me-
dicamentos fitoterapicos, determina a presenga de
informacgdes sobre o principio ativo e origem da plan-
ta utilizada. A Tabela 05 apresenta as informacdes
necessarias sobre a espécie vegetal e o percentual
de bulas que cumprem o estipulado, observa-se que
apenas a nomenclatura botanica oficial estava pre-
sente em todas as bulas.

Em relacdo aos consumidores de fitoterapicos, fo-
ram realizadas 100 entrevistas por meio de questio-
narios nos quais 32% séo do sexo masculino e 68%
do sexo feminino. Dos entrevistados, 70% alegaram
que utilizam remédios fitoterapicos sendo 23% ho-
mens e 77% mulheres. Observa-se que a maioria
que utilizam esse tipo de remédio é do sexo feminino
0 que esta de acordo com outros estudos referentes
a utilizagdo desse tipo de medicamento como tam-
bém de alopaticos. Um estudo realizado por Silva e
colaboradores (2006) mostrou que 85,4% dos con-
sumidores de fitoterapicos eram do sexo feminino.

Bertoldi e colaboradores (2004) mostram que as mu-
Iheres sobressaem na utilizagdo de medicamentos
alopaticos por serem as responsaveis de cuidar da
saude da familia. Para a terapia complementar ob-
serva-se também uma grande aceitabilidade pelas
mulheres em responder questionarios a respeito da
utilizagcao de remédios que também pode ser obser-
vado em estudo feito em um municipio do Sul do
Brasil, onde 87% dos entrevistados eram mulheres
(Schwamback e Amador, 2007).

Na tabela 06 sdo apresentados os motivosmais
comuns para os consumidores a utilizaram os fito-
terapicos onde observa-se que a maior procura foi
por ndo fazer mal a saude e também por indicagido
médica,seguido por tradicdo familiar. Martinazzo
e Martins. (2004) observaram que no municipio
de Cascavel/PR, 46,8% dos entrevistados utilizam
plantas medicinais por tradigdo familiar seguido por
néo fazer mal a saude (30,2%).

A Tabela 07 apresenta a percentual do grau de es-
colaridade dos entrevistados onde se pode observar
que 76% dos entrevistados que disseram que utili-
zam fitoterapicos estdo concentrados no ensino su-
perior completo ou incompleto e apenas 11% s6 com
0 ensino médio completo.O que sugere que com a
maior escolaridade aumenta o uso de remédios fi-
toterapicos, sendo este um fator determinante. De
forma semelhante, Ribeiro, Leite e Dantas-Barros,
(2005), em estudo sobre o perfil de utilizagcdo de
fitoterapicos em farmacias comunitarias de Belo
Horizonte, constataram que mais da metade dos

Tabela 06. Motivos para os consumidores a utilizarem remédios fitoterapicos.

Motivos Percentual (%)
Mais Barato 7
Tradigdo familiar 27
Indicagdo Médica 31
N&o faz mal a satde 31
Outras 4

Tabela 05 - Informagdes sobre a planta utilizada.

Informagoes Percentual (%)
Nomenclatura botanica oficial 100
Familia botanica 60
Parte utilizada da planta 80
Composigédo do medicamento 80
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usuarios de fitoterapicos possuiam escolaridade
superior.

Considerando o salario minimo vigente, observa-se
na Tabela 08 que a populagdo com até 7 salarios
minimos procuram mais fitoterapicos representando
79% dos entrevistados, mostrando que o uso destes
medicamentos ndo esta ligado a um padrao econd-
mico especifico.

Em relagédo a faixa etaria dos entrevistados, bus-
cou-se realizar a pesquisa com pessoas das mais
variadas idades. ATabela 09 apresenta a idade dos
usuarios.

Os dados da Tabela 9 mostram que a maior parte
dos entrevistados usuarios de fitoterapicos (47%)
estdo na faixa de 19 a 30 anos e 24% de 31 a 40

anos. Observa-se ainda que a medida que avanga a
faixa etaria ha uma queda no percentual de uso de
medicamentos fitoterapicos. As entrevistas levaram a
suposicdo que muitos idosos tenham preferéncia pelo
uso direto de plantas, principalmente na forma de cha.

Conclusao

Observou-se que a maioria dos fitoterapicos comer-
cializados na regiéo € vendida sob prescricao médi-
ca. A aquisigao por parte dos usuarios se concentra
em monodrogas com agdo ansiolitica, estando a
Passiflora incarnata L. em todas as formulagbes
comercializadas nos estabelecimentos pesquisados.

A analise das bulas dos fitoterapicos de maior co-
mercializagdo constatou-seque a maioria continha

Tabela 07 - Grau de escolaridade dos usuarios de fitoterapicos.

Escolaridade

Percentual (%)

Ensino Fundamental Completo 1,0
Ensino Médio Incompleto 3,0
Ensino Médio Completo 11,0
Ensino Superior Incompleto 37,0
Ensino Superior Completo 39,0
Pés Graduado 9,0

Tabela 08 - Renda familiar dos usuarios de fitoterapicos.

Renda familiar

Percentual (%)

Até 3 salarios minimos 29
3-5 salarios minimos 26

5-7 salarios minimos 24

8-9 salarios minimos 6
Acima de 9 salarios minimos 14

Tabela 09 - Faixa etaria dos usuarios de fitoterapicos.

Faixa Etaria Percentual (%)
0-18 4
19-30 47
31-40 24
41-50 20
51 -60 4
61-70 1
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as frases obrigatérias exigidas, os dizeres legais
regulamentado, além da presenga de informagdes
sobre o principio ativo e origem da planta utiliza,
conforme estipulado pela ANVISA, porém, por ser
uma obrigatoriedade, o correto é que todos os medi-
camentos estejam dentro das normas, sendo neces-
sario empenho das empresas visando cumprir a lei,
garantindo seguranga aos pacientes e profissionais
de saude, pois informagdes incorretas, ou nao atuali-
zadas, podem induzir a prescri¢gao e ao uso incorreto
do medicamento.

Em relagdo aos usuarios, os resultados indicam
grande aceitagcdo da populacdo no tratamento com
uso de fitoterapicos em especial entre as mulheres
e que ndo ha um padrao econdmico especifico.
Observou-se ainda, que a maioria dos entrevistados
utilizafitoterapicos por indicagdo médica, tradigdo
familiar e por acreditarem nao fazer mal a saude, en-
contrando-se na maioria, na faixa etaria de 19 a 30
anos com grau de escolaridade superior completo e
incompleto.
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Resumo

Estudos discutem as bromélias como criadouros do Aedes aegypti L., vetor da dengue. Avaliou-se a toxidade
de extratos brutos de Aechmea fasciata (Lindley) Baker (Bromeliaceae) e Neoregelia compacta (Mez) LB Smith
(Bromeliaceae) em larvas de A. aegypti. Folhas de N. compacta trituradas com etanol e agua destilada, hexano
e acetato de etila, resultaram nos extratos hidroalcodlico, hexanico e de acetato de etila. Das flores e folhas
de A. fasciata, maceradas em acetato de etila, obteve-se o extrato de acetato de etila. Os bioensaios foram
realizados com aplicagéo desses extratos no meio de criagédo das larvas (L3) de A. aegypti. Neste estudo foram
avaliadas a viabilidade larval e pupal, a emergéncia e a mortalidade. Os resultados dos bioensaios apontaram
para a alta toxidade (DL50 = 39,4 ug/mL) de A. fasciata e (DL50 = 23 ug/mL) de N. compacta. Os dados
sugerem estas bromeliaceas como fonte de bioprodutos ativos na busca de um fitoproduto larvicida no controle
do mosquito vetor da dengue.

Palavras-chave: atividade larvicida; Bromeliaceae; Aedes aegypti; dengue.

Abstract

Several studies have discussed bromeliads as breeding grounds for Aedes aegypti L., a dengue vector. The
toxicity of crude extracts of Aechmea fasciata (Lindley) Baker (Bromeliaceae) and Neoregelia compacta (Mez)
LB Smith (Bromeliaceae) on A. aegyptilarvae was evaluated in this study. Leaves of N. compacta were ground
up with ethanol and distilled water, hexane and ethyl acetate to produce hydro alcoholic, hexane and ethyl
acetate extracts. Flowers and leaves of A. fasciata were macerated in ethyl acetate to obtain an ethyl acetate
extract. The bioassays were performed with application of these extracts to the breeding medium of L3 larvae
of A. aegypti. In this study, larval and pupal viability, emergence and mortality were evaluated. The results from
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the bioassays indicated that these extracts were highly toxic: LD50=39.4ug/mL for A. fasciata and LD50= 23 ug/
mL for N. compacta. The data suggest that, within the search for larvicidal phytoproducts, these bromeliads are
sources of active bioproducts for dengue vector mosquito control.

Keywords: larvicidal activity; Brom aegypti; dengue.

Introducgao

As plantas sdo fontes ricas de substancias farma-
cologicamente ativas, e algumas delas apresentam
atividade larvicida e inseticida (Silva et al., 2003;
Siddiqui et al., 2004) no que diz respeito ao controle
de insetos nas culturas agricolas (Morandi Filho et
al., 2006) e na saude publica (WHO, 2009).

Afamilia Bromeliaceae, a que pertencem as espécies
Noeregelia compacta (Mez) L.B. Smith e Achemea
fasciata (Lindley) Baker, apresenta grande represen-
tatividade no Brasil (Manetti, Delaporte e Laverde
Junior, 2009). As bromélias sdo importantes devido
aos seus recipientes fitotelmatas, permanentes e
ricos em micro e macro floras e faunas associadas,
da qual podem participar formas imaturas de mos-
quitos da familia Culicidae, incluindo-se o Aedes.
Mas, poucos sédo os estudos referentes a quimica
e farmacologia de N. compacta e A. fasciata. Na
literatura observou-se que os principais compostos
ja isolados e identificados de bromélias sdo perten-
centes as classes dos triterpendides e flavonoides.
Em menor nimero encontram-se os esterois, diter-
penos, acidos cinamicos, glicerdis, lignanas, entre
outros (Williams, 1978; Manetti, Delaporte e Laverde
Junior, 2009; Fabri e Costa, 2012). A ocorréncia
de flavonoides na familia bromeliacea evidencia a
importancia quimica dos mesmos como possiveis
agentes farmacologicos e possibilita considera-los
como potenciais quimiotaxonémicos. Manetti e co-
laboradores (2010), que identificaram flavonoides,
taninos e saponinas, sugerem que a sua atividade ci-
totdxica esta relacionada provavelmente a presenca
de saponinas. Manetti, Delaporte e Laverde Junior
(2009) relacionam a larga variedade de atividades
fisiologicas aos diterpenos isolados de Bromeliacae.

Neoregelia compacta (Mez) L.B. Smith pertence a
familia Bromeliaceae, subfamilia Bromelioideae,
nativa do Brasil e endémica nos estados do Rio de
Janeiro e Espirito Santo (Silva e Gomes, 2003). Com
poucos dados encontrados na literatura, entre os
compostos derivados do metabolismo secundario do
género Neoregelia hd aqueles compartilhados com
a familia Bromeliaceae. Yano (2003) cita trés este-
roides e uma substancia pura 3,4-dimetoxicinamato
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de 1’-glicerila dos extratos hexanicos de folhas de
N. cruenta e P. flammea. Os extratos com diferentes
preparagdes (hexanicos, metandlicos, aquosos) de
folhas, rizomas, sementes e de frutos destas espé-
cies mostraram atividades antineoplasica, antifungi-
ca, antibacteriana e antioxidante.

O género Aechmea (Ruiz & Pav) é o maior e um dos
mais complexos géneros de Bromeliaceae (Forzza
et al., 2012). Originaria do Brasil, onde se encontram
60% de suas espécies, o género Aechmea reune
cerca de 240 espécies (Luther, 2008) endémicas
do Estado do Rio de Janeiro (Sousa e Wanderley,
2000).

Aedes aegyptiL., vetor do virus da dengue, é encon-
trado em areas urbanas, e apresenta importancia
médica (Silva et al., 2004), por ser responsavel por
epidemias frequentes causadas pela migracao dos
quatro sorotipos nas Américas (WHO, 2009). A sua
grande capacidade de adaptagcdo a condigdes ad-
versas, tais como periodos de quiescéncia de ovos
em ambientes indspitos (Barrera, 1996; Silva e Silva,
1999; Varejao et al., 2005; Serpa et al., 2006) e o
crescimento normal em aguas poluidas (Beserra et
al., 2009; Beserra et al., 2010), faz com que o con-
trole deste vetor seja muito dificil. O mosquito parece
ter preferéncia por ambientes com riqueza de mi-
crorganismos e de matéria organica (Barrera, 1996),
especialmente os encontrados em Bromeliaceae. A
Unica forma de controle destes insetos ainda é apli-
cacao de inseticidas e larvicidas.

Varios estudos tém chamado a atengéo para os pro-
dutos naturais com atividade larvicida que poderiam
ser Uteis no controle de diversos vetores (Consoli
et al., 1988; Park et al., 2002; Silva et al., 2003),
incluindo A. aegypti (Cabral et al., 2009; Maleck et
al., 2013).

Quando da epidemia de dengue no Rio de Janeiro
em 2001/2002 foi levantada a possibilidade de bro-
mélias domésticas serem criadouros de larvas de A.
aegypti (Mocellin et al, 2009). Segundo Bermudez-
Monge e Barrios (2011) os efeitos quimicos resul-
tantes do metabolismo desses vegetais interferem
na abundancia e diversidade da fauna em seus
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reservatorios. A necessidade de seu estudo se torna
primordial (Cunha et al., 2002) quanto a possibilidade
de possuir e eliminar nos seus reservatérios subs-
tAncias com atividades larvicidas para A. aegypti e
a desmistificagdo como seus provaveis criadouros.

Este estudo teve como objetivo avaliar a interferén-
cia sobre o desenvolvimento de formas imaturas de
A. aegypti e a toxicidade dos extratos de A. fasciata
e N. compacta sobre as mesmas, tendo em vista en-
contrar-se na literatura referéncias divergentes para
o fato de as bromélias serem ou n&o criadouros de
mosquitos.

Material e Métodos

Material vegetal

Endémica do Estado do Rio de Janeiro (Sousa e
Wanderley, 2000), A. fasciata apresenta folhagem
rigida, com estrias verticais, rosuladas, em forma de
roseta aberta até tubular; bainha em geral alargada,
ldminas com margens serradas ou serrilhadas - es-
pinhos nas bordas - e marmorizadas de verde com
escamas cinza prateadas, principalmente quando
jovem; a inflorescéncia, duravel e rigida, € formada
por bracteas cor-de-rosa vistosas a inconspicuas,
com espinhos nas bordas e flores roxas delicadas,
com dois apéndices petalinos internos; sépalas
livres a conatas, em geral assimétricas e mucrona-
das; pétalas roseas e lilases; seis estames, inclusos
na corola, livres ou os do segundo ciclo adnatos as
pétalas; ovario infero; fruto baga; sementes sem
apéndices conspicuos; rizoma conspicuo; escapo
bem desenvolvido (Sousa e Wanderley, 2000).

Também nativa do Brasil, endémica nos Estados do
Rio de Janeiro e Espirito Santo, a N. compacta é
um vegetal epifito caracterizando-se por ser acaule,
rizomatosa, de roseta bem aberta, com até 0,40 m
de didmetro, com folhas largas, rijas e coriaceas,
nas cores verde ou variegada. A inflorescéncia for-
ma-se em uma depressao no centro da planta, pela
modificagcdo das folhas internas a roseta (bracteas)
nas cores vermelho-viva, protegendo flores brancas
e discretas e originando um receptaculo achatado
para recolher agua. As folhas que rodeiam as inflo-
rescéncias sdo brilhantes e coloridas. Propaga-se
por separagdo de rebentos ou por sementes (Silva
e Gomes, 2003).

Dentre bromélias de origem brasileira, para este
estudo foram escolhidas as espécies Aechmea
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fasciata (Lindley) Baker e Neoregelia compacta
(Mez) L.B. Smith. Os representantes de bromé-
lias usados neste estudo localizavam-se em area
periurbana do Municipio de Miguel Pereira, RJ,
regido serrana do Estado do Rio de Janeiro, em
altitude de 640m, com temperatura média de 24°C
e indice pluviométrico de 1.750mm? (PMMP, 2011).
As bromélias encontravam-se dispostas no solo,
entre as coordenadas 22°28'30.77"S e 43°29'35.51”
O, e em galhos de arvores, entre as coordenadas
22°, 28 30. 49"S e 43°29’ 35. 23”’0. Os espécimes
utilizados foram classificados por Carlos Amaral e
as suas exsicatas estdo depositadas no Herbario
da Universidade Severino Sombra, Vassouras, RJ,
Brasil sob os numeros HUSSBRO-001(N. compacta)
e HUSSBRO-002 (A. fasciata).

Extracao

Folhas e caules de N. compacta e A. fasciata foram
lavadas em agua destilada e secas em temperatu-
ra ambiente. Apds a secagem, o material vegetal
foi fragmentado e triturado para a preparacdo dos
extratos.

As folhas de N. compacta (38g) foram maceradas,
separadamente, utilizando diferentes solventes
com polaridade crescente: em hexano (Isofar) (400
mL), em acetato de etila (Quimex) (370 mL) e em
etanol (Vetec) e agua destilada (400 mL; 1:1), ob-
tendo-se os extratos hexanico, de acetato de etila e
hidroalcodlico.

As flores (23g) e folhas secas (60g) de A. fasciata
foram maceradas em 230 mL e 600 mL acetato
de etila. Todos os materiais foram preparados em
frasco de vidro escuro, sob agitacdo ocasional de
duas vezes por semana, durante 20 dias. Apds a
maceragao, o material vegetal foi filtrado e evapo-
rado em rotavapor a 40°C, armazenado em frasco
de vidro escuro, e mantido em geladeira a 12°C e
25% de UR. Para a utilizagdo nos bioensaios, os
extratos hidroalcodlico e de acetato de etila foram
diluidos em dimetilsulféxido (DMSO), devido a sua
menor toxicidade perante aos demais solventes, e o
extrato hexanico foi dissolvido em acetona, devido a
sua polaridade.

Bioensaios
Os ovos de A. aegypti foram obtidos no Nucleo

de Apoio e Pesquisa de Vetores—NapVE/Parceria
DIRAC-IOC-VPAAPS/FIOCRUZ e mantidos no
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laboratério de Insetos Vetores/USS, Vassouras, RJ.
Para os bioensaios, os ovos foram colocados em um
recipiente (4,0 cm x 4,5cm) contendo agua mineral.
Apés 1h foi adicionado a este meio, alimento de ra-
¢ao de peixes (Alcon Guppy) (0,3 mg/larva) (WHO,
1970; Cabral et al., 2009) para incubagdo dos ovos
e desenvolvimento das larvas (Cabral et al., 2009;
Narciso, 2009; Leite et al., 2012). Apds a ecloséo,
as larvas de terceiro estadio (L3) foram separadas
e colocadas (20 larvas por grupo) em recipientes de
vidro, contendo agua mineral (20 mL). Apés 1h foi
adicionado a este meio de criagao larval, alimento
de ragdo de peixe conforme citado acima, para a
realizagdo dos testes bioldgicos.

Para avaliagéo da atividade larvicida, os extratos de
folhas e flores de N. compacta e A. fasciata foram
aplicados ao meio de criagao larval nas concen-
tragdes de 10, 100 e 200 ug mL"', e submetidos a
investigacdo de atividade bioldgica sobre formas
imaturas (L3) de A. aegypti.

Os bioensaios compreenderam grupos testes, grupo
controle (controle sem solvente de diluigdo) e con-
trole testemunho (com solvente de diluicao). Todos
os experimentos foram realizados em triplicata e
trés repeticdes. Os bioensaios foram mantidos em
camara climatizada a 27+ 1°C, 70 = 10% UR e foto
periodo de 12h.

As observagdes foram realizadas durante 30 dias, e
os resultados analisados quanto ao periodo de de-
senvolvimento, a viabilidade e a mortalidade, além
de avaliagdo morfoldgica das larvas mortas através
de microscopia optica.

Analises Estatisticas

Os resultados foram tratados pela analise de varian-
cia F- ANOVA (Sokal e Rohlf, 1979), a significancia
estatistica foi determinada pelo teste Tukey sendo
considerado como significante P< 0,05 e o erro padrao
calculado através da média dos experimentos, através
do programa Graphpad Instat 3.05 (Motulsky, 1999) e
BioEestat 5.0 (Ayres et al., 2007), e o teste x2 com nivel
de significancia de P < 0,01. Os desvios padrédo foram
calculados utilizando a média dos experimentos e ana-
lise de Trimmed Spearman-Karber para determinar a
DL, (Hamilton, Russo e Thurson, 1977).

Resultados

Da extragdo vegetal foram obtidos 0,155g de ex-
trato hexanico, 1,927 g de hidroalcodlico, 274 g de
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acetato de N. compacta e 179 mg de acetato de etila
de A. fasciata.

O extrato hidroalcodlico de N. compacta estendeu
a fase larval (L3-adulto) de A. aegypti em 3 dias
em concentragao de 10ug mL"(8-24) e diminuiu na
concentragdo de 200 ug mL" de L3-adulto (13-23)
se comparado ao grupo controle (8-21) (Tabela 1A).
O mesmo extrato de 200ug mL"'apresentou 4,7 +2,6
de mortalidade para L4. Nas concentragdes de 100

e 200Jg mL"a mortalidade de pupas foi de 5,0 + 0,6
para a concentragdo de 100ug mL" e 4,0 + 1,5 para
a de 200ug mL"' quando comparadas a nido ocor-
réncia de mortalidade de pupas no grupo controle
(Tabela 1C).

A viabilidade de adultos foi de apenas de 5,0 £ 0,0 a
6,3 +£4,0 (200 e 100ug mL™"), em comparacéo a 18,3
+ 2,1 e 18,7 £ 2,3 de adultos dos grupos controles
(Tabela 1B).

Na concentragdo de 100ug mL"' as larvas L3
duraram 4 dias, as L4 duraram 9 dias e as pupas
sobreviventes duraram 11 dias, com mortalidade de
33% em 200ug mL-'. As larvas L3 sobreviveram, as
L4 duraram 10 dias com 25% de mortalidade e as
pupas duraram 10 dias com 32% de mortalidade.

O extrato hexanico (200ug mL") reduziu o periodo
de desenvolvimento de larvas (L3) a adulto (15,0 +
4,2) (P< 0,001) quando comparado aos controles
(19,3 £ 3,7) e (20,0 + 4,5) e aumentou o periodo de
desenvolvimento larval na concentragdo de 100ug
mL" em 2 dias (2-11) em relagdo ao controle (2-9)
(Tabela 2A). As concentragdes de 100 (13,0 + 3,5)
(P=<0.001) e 200ug mL"(12,0 + 4,4) (P=<0.001)
aumentaram o periodo de desenvolvimento de pupa
em dois dias se comparado ao grupo controle. O
desenvolvimento de L3-adulto diminuiu em 2 dias na
concentragdo de 10ug/mL" (16,3 + 3,7) (P=<0.01),
1 dia na concentragdo de 200ug mL" (15,0 £ 4,2)
(P=<0.001) e aumentou este periodo em 1 dia na
concentragdo de 100ug mL*(15,3 £4,1) (P=<0.001).

A mortalidade larval (L4) 5,3 +2,0;6,7+3,0e 8,3+
2,3 ocorridaem 10, 100 e 200ug mL-"'respectivamen-
te, de extrato hexanico, nao foi registrada no grupo
controle (Tabela 2C) e, reduziu significativamente
(8,7 £ 1,5) (P=<0.001), (11,0 £ 2,0) (P=<0.001) e
(9,0 £1,0) em 10,100 e 200ug mL'a emergéncia em
relagéo ao controle (19,0 £ 1,7) (Tabela 2B).

O extrato de acetato de etila (AcoEt) de N. compacta

reduziu entre 1 a 2 dias o periodo de desenvolvi-
mento de A. aegypti, na concentragédo de 10ug mL"
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Tabela 1 - Duragdo do desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de larvas de Aedes aegypti tratadas
em 3° estadio (L3) no meio de criagdo com extrato hidroalcodlico de N. compacta.

Tratamento Larval (dias) Pupal (dias) L3 — adulto (dias)
A X +DP v X +DP \% X+DP v
Controle 3,540,5a (3-4) 14,8+3,1a (6-19) 17,0£3,3a (8-21)
DMSO 3,740,47a (3-4) 16,7+2,8b (10-21) 19,0£3,1b (12-24)
10pgmL-! 2,740,5b*** (2-5) 14+3 5ac*** (6-20) 16,045,4ac* (8-24)
100pgmL-* 3,4+0,5ac* (3-4) 13,742, 7ac*** (8-21) 18,8+4,5a (10-22)
200pgmL- 3£2b*** (3-4) 15,2+2,5ab (8-19) 19,8+4ad (13-23)
L3-L4 L4-pupa Pupa-adulto L3 — adulto
8 X DP % X+ DP % X *DP % X+ DP %
Controle 20,0+0 100 20,010 92 18,312,1a 100 18,312,1a 92
DMSO 20,0+0 100 20,0+0 93 18,7+2,3a 100 18,7+2,3a 93
10pgmL’ 20,0+0 95 19,0+1,0 74 14,0£2,0a 82 5,3+4,0b** 27
100pgmL-! 20,00 100 20,00 72 14,3+3,0a 55 6,3+4,0b™* 32
200pgmL’ 20,0+0 97 19,3%1,1 62 12,0£3,0a 45 5,0+0b** 25
L3 L4 Pupa
C
X *DP 1\ % X +DP % X +DP v %
Controle 0 0 0 1,721 (6-14) 8 0 0 0
DMSO 0 0 0 1,3+2,3 (9-14) 7 0 0 0
10ugmL- 1,01,0 3-3 5 23:2,1 | (4-24) 12 0,7+1,1a | (10-12) 5
100pgmL™* 0 4-4 0 2,3+15 | (6-15) 12 5,0£0,6b** | (10-21) | 33
200pgmL-! 0,7£1,1 0 3 47426 | (4-14) 25 4,0+1,5¢* | (11-21) | 32

Experimentos com 20 larvas (L3) de A. aegypti, para cada grupo teste e controle, em triplicatas e com 3 repeticdes. Média e desvio padréo (X + DP).
Intervalo de Variagao (IV). Valores seguidos da mesma letra ndo possuem diferengas significativas. Niveis de significancia por teste de Tukey, represen-
tados como *** P< 0.001; **P = <0.01; *P<0.1 vs controle de DMSO (testemunho).
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Tabela 2 - Duragdo do desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de larvas de Aedes aegypti tratadas
em 3° estadio (L3) no meio de criagdo com extrato hexanico de Neoregelia compacta.

Tratamento Larval (dias) Pupal (dias) L3 — adulto (dias)

A X +DP v X £ DP v X+ DP v
Controle 4,217 (2-9) 16,0+4,0a (7-22) 19,3%3,7a (9-23)
Acetona 4,0£2 (2-7) 17,045,0a (1-4) 20,0+4,5a (9-24)
10pgmL? 4,424 (2-9) 15,0%4,6a (1-15) 16,3%3,7bd** (9-21)

100pgmL" 4,3+2,1a (2-11) 13,0£3,5ac*** (1-17) 15,3+4,1¢*** (7-22)
200pgmL’ 4,0£1,8 (2-8) 12,014 ,4bc*** (1-17) 15,014,2¢*** (8-21)
L3-L4 L4-pupa L3 - adulto Pupa-adulto

8 X*DP % X *DP % X *DP % X*DP %
Controle 20,0+0a 95 19+1,7a 100 19,0%1,7a 100 19,0%1,7a 95
Acetona 20,0+0a 100 20,0+0a 97 19,3+0,6a 100 19,3+0,6a 97
10pgmL-1 20,0+0a 100 20,0+0 63 12,7+0,6b** 68 8,7+1,5b*** 43

100pgmL-1 20,0+0a 97 19,3+0,6 67 12,3+2b** 85 11,0+2,0b*** 55
200pgmL-1 20,0+0a 97 19,3+1,0 55 10,7+1,5¢*** 81 9+1,0b*** 43
L3 L4 Pupa
C
X = DP v % X *DP v % X *DP v %
Controle 1,0+1,7a (3-5) 5 0 0 0 0 0 0
Acetona 0 0 0 0,7+0,6a (4-4) 3 0 0 0
10pgmL~* 0 0 0 5,3+2a (11-22) 27 0,3+0,6a | (14-14) 2
100ugmL" | 0,740,6a (2-8) 3 6,7+3b* (3-19) 32 1,0#1,0a | (11-21) 8
200pgmL’ 0,7t1a (1-7) 3 8,3+2,3b* (2-20) 42 0,7+0,6a (10-20) 6

Experimentos com 20 larvas (L3) de 4. aegypti, para cada grupo teste e controle, em triplicatas e com 3 repeti¢des. Média e desvio padréo (X + DP). Intervalo de Variagdo
(IV). Valores seguidos da mesma letra ndo possuem diferencgas significativas. Niveis de significancia por teste de Tukey, representados como *** P< 0.001; **P = <0.01;
*P<0.1 vs controle de acetona (testemunho).
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Tabela 3 - Duragdo do desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de larvas de Aedes aegypti tratadas
em 3° estadio (L3) no meio de criagdo com extrato bruto de acetato de etila de Neoregelia compacta.

L3-L4 L4-pupa Pupa-adulto L3 - adulto

B
X +DP % X+DP % X *DP % X +DP %
Controle 20,0+0a 100 20,0+0a 98 19,610,6a 100 19,6+0,6a 98
DMSO 20,0+0a 100 20,0+0a 93 18,6+1,5a 100 18,6+1,5a 93
10pgmL-’ 20,0+0a 100 20,0+0a 87 17,343,0a 67 11,6+3,0b*** 58
100pgmL- 20,0+0a 0 0 0 0 0 0 0
200pgmL-* 20,0+0a 0 0 0 0 0 0 0

L3-L4 L4-pupa Pupa-adulto L3 - adulto

B
X +DP % X *DP % X *DP % X +DP %
Controle 20,0+0a 100 20,0+0a 98 19,610,6a 100 19,6+0,6a 98
DMSO 20,0+0a 100 20,0+0a 93 18,6%1,5a 100 18,6+1,5a 93
10pgmL? 20,0+0a 100 20,0+0a 87 17,343,0a 67 11,6+3,0b*** 58
100pgmL 20,0+0a 0 0 0 0 0 0 0
200pgmL-* 20,0+0a 0 0 0 0 0 0 0

L3 L4 Pupa

C
X +DP 1\ % X +DP \% % X *DP \% %
Controle 0 0 0 0,3%0,6a 13-13 2 0 0
DMSO 0 0 0 1,3+1,5a 6-11 7 0 0

10pgmL? 0 0 0 2,742,8a 5-11 13 5,6+2,8 3-9 32,7

100pgmL-! 20,0+0a 4-4 100 0 0 0 0 0
200pgmL-* 20,0+0a 4-4 100 0 0 0 0 0

Experimentos com 20 larvas (L3) de 4. aegypti, para cada grupo teste e controle, em triplicatas e com 3 repeti¢des. Média e desvio padrdo (X + DP). Intervalo de Variagdo
(IV). Valores seguidos da mesma letra ndo possuem diferencas significativas. Niveis de significancia por teste de Tukey, representados como *** P<0.001; **P = <0.01;
*P<0.1 vs controle de DMSO (testemunho).
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Tabela 4 - Duragdo do desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de larvas de Aedes aegypti tratadas
em 3° estadio (L3)no meio de criagdo com extrato bruto de acetato de etila de A. fasciata.

Tratamento A Larval (dias) Pupal (dias) L3 — adulto (dias)
X+ DP 1\ X *DP v X*DP 1\
Controle 6,0+1,0a (4-7) 10,5¢2,3 a (5-14) 11,4+1,6a (7-15)
DMSO 5,0+0,4a (4-5) 9,0+3,0b (5-13) 10,1£2,6b (7-15)
10pgmL? 2,3+0,6b*** (2-4) 6,4+1,7¢c*** (5-11) 6,9+1,4c*** (7-13)
100pgmL" 2,0+0b*** (2-2) 7,0+2,1bc** (5-12) 7,2+1,6¢*** (7-14)
200pgmL 0 0 0 0 0 0
L3-L4 L4-pupa Pupa-adulto L3 — adulto
8 X+DP % X+DP % X+ DP % X £DP %
Controle 20,0+0a 100 20,0+0a 98 19,7+0,6a 100 19,7+0,6a 98
DMSO 20,0+0a 100 20,0+0a 93 18,7+1,5a 100 18,7+1,5a 93
10pgmL? 20,0+0a 100 20,0+0a 73 14,7+3,5a 75 11,0%4,0a 55
100ugmL" 20,0+0a 45 9,0+10b* 74 7,0+6,5bc* 95 6,3+6,0b** 32
200pgmL 20,0+0a 0 0 0 0 0 0 0
L3 L4 Pupa
Cc
X £ DP v % X £ DP v % X +DP v %
Controle 0 0 0 0,3+0,6a 13-13 2 0 0 0
DMSO 0 0 0 1,3%1,5a 6-11 7 0 0 0
10pgmL™ 0 0 0 5,3+3,5a 3-10 27 3,6+0,6b*** 5-10 25
100ugmL" 11,0¢10,1a 3-3 55 2,3+4,0a 3-10 12 0,3+0,6a 10-10 5
200pgmL* 20,0+0a 3-3 100 0 0 0 0 0 0

Experimentos com 20 larvas (L3) de A. aegypti, para cada grupo teste e controle, em triplicatas e com 3 repetigdes. Média e desvio padrao (X + DP). Intervalo de Variagdo
(IV). Valores seguidos da mesma letra ndo possuem diferengas significativas. Niveis de significancia por teste de Tukey, representados como *** P<(.001; **P = <0.01;
*P<0.1 vs controle de DMSO (testemunho).
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(9,0 £ 2,0) (P<0,001). Nao houve desenvolvimento
larval em 100 e 200ug mL". O periodo de desenvol-
vimento L3-adulto (9,0 £ 2,0) (P=<0.001) e de pupas
(7,2 £ 2,0) (P=<0.01) foi reduzido em 3 dias, na con-
centragdo de 10ug mL"' em relagédo ao controle 13,2
+ 1,7 € 10,6 £ 2, 3 respectivamente) (Tabela 3A). A
viabilidade de adultos foi de 11,6 + 3,0 em relagéo a
19,6 + 0,6 no controle. A viabilidade de L3 a adulto
(11,6 £ 3,0) (P=<0.001) foi reduzida, na concentra-
¢ao de 10ug mL', em relagdo ao controle (19,6 *
0,6). Devido a mortalidade n&o houve viabilidade em
100 e 200ug mL* (Tabela 3B).

O extrato de AcoEt mostrou toxidade larval (L3) em
100 e 200ug mL™", em 4 dias apds o tratamento, e
uma dose letal (DL,,) = 23ug mL™". Na concentragéo
de 10pug mL"a mortalidade de pupas foi de 5,6 + 2,8
em relagdo ao controle onde a mesma nao ocorreu
(Tabela 3C).

O estudo da atividade larvicida com o extrato de
AcoEt de A. fasciata alterou o periodo de desenvol-
vimento das larvas, nas concentracdes de 10 (2,3 £
0,6) (P< 0,001) e 100pg mL" (2,0 + 0,0) (P<0,001)
com redugao de 5 dias; e, de L3-adulto (6,9 + 1,4)
(P<0,001) e (7,2 + 1,6) (Tabela 4A).

Na concentragdo de 10ug mL" de AcoEt, a viabili-
dade de pupa para adultos foi 11,0 + 4,0 em relagéo
ao grupo controle (19,7 + 0,6). Na concentragéo de
100ug mL", o extrato bruto de AcoEt resultou em
mortalidade larval (L3), em 3 dias, e de 2,3 + 4,0
(L4), perfazendo um total de 67% de larvas mortas
num periodo de 10 dias. A mortalidade de pupas (3,6
+ 0,6) (P=<0.001) ocorreu em concentragao de 10ug
mL"* (Tabela 4C). A atividade larvicida foi obtida na
concentragdo de 200ug mL" com 100% de mortali-
dade larval em 3 dias apds a aplicagéo do extrato de
A. fasciata, e registrando uma DL, = 39,4ug mL".

Discussao e Conclusao

Espécies da familia Bromeliaceae vém sendo
estudadas quanto a identificacdo e isolamento e
atividades farmacolégicas de seus compostos orga-
nicos como triterpenos, esteroides, flavonoides, de-
rivados de acidos cindmicos, glicerdis etc. (Manetti,
Delaporte e Laverde Junior, 2009).

Em relagéo a atividade inseticida, citam—se os estu-
dos com Bromelia antiacantha, bromélia terrestre na-
tiva da Mata Atlantica, sobre o Hemiptera Oncopeltus
fasciatus Dallas (1852) (Hemiptera: Lygaidae)
(Santos et al. 2009). A toxidade dos extratos de B.
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antiacantha encontrada sobre o Hemiptera confirma
o alto indice de mortalidade (55 a 100%), mostrados
com os extratos de AcoEt (200ug mL") de N. com-
pacta e A. fasciata sobre as larvas de A. aegypti.
Em contrapartida o extrato hexanico de N. compacta
apresentou toxidade abaixo de 50% sobre as larvas
de A. aegypti. Estes dados mostraram que a ativida-
de larvicida foi obtida com o extrato de AcoEt tanto
para N. compacta como para A. fasciata.

Estudos de Candido (2011) com os 6leos vegetais
de R. communis (mamona) e C. phyllacanthus
(favela) sobre larvas L3 de A. aegypti demons-
traram que os Oleos vegetais daqueles vegetais
apresentaram toxidade ao larval (L3) (90%); o
estagio de pupa demonstrou ser susceptivel aos
extratos vegetais avaliados; que os tais extratos
causaram mortalidade significativa dos mosquitos;
que o aumento da exposigao aos produtos implica
na utilizacdo de menores concentragdes dos ex-
tratos vegetais para atividade pupicida de 100%;
que Oleos extraidos das sementes possuem maior
potencialidade no controle de larvas e pupas; que
concentragbes letais CL,, e CL, de C. phyllacan-
thus e R. communis alteraram o ciclo de vida do A.
aegypti, reduzindo o indice de emergéncia de adul-
tos tais como se obteve com extrato de AcoEt de
N. compacta em concentragdo de 10ug mL" (58%);
que os extratos de mamona atuam negativamente
em pelo menos algum estagio do ciclo de vida de
A. aegypti, semelhante a extratos de 100ug mL"
e 200pg mL'de N. compacta que foram letais a
larvas do 4° estadio (L4).

Estudada a ac&o de extrato hexanico de N. compac-
ta sobre larvas de terceiro instar (L3) de A. aegypti
pode-se acrescentar que este, nas concentragdes
de 10, 100 e 200 ug mL-" ndo apresentaram toxidade
sobre as larvas de 3° estadio (L3), as pupas e os
adultos de A. aegypti, além da viabilidade de 100%
entre L3-adultos no extrato dissolvido em acetona
(testemunho). O extrato hidroalcodlico de N. com-
pacta nas concentragdes utilizadas, de 10, 100 e
200ug mL", ndo apresentou toxidade significativa
sobre a viabilidade e o desenvolvimento larval (L3
e L4) e pupal.

O extrato bruto de acetato de etila de N. compac-
ta apresentou maior eficacia, nas concentragdes
de 100 e 200ug mL'sobre L3, L4 e pupas quando
comparado aos extratos hidroalcodlico e hexanico
da mesma espécie de bromélia.

Em extrato de acetato de etila de A. fasciata a efi-
cacia da concentragdo 200ug mL"' expressou-se
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semelhante ao extrato de acetato de etila de N.
compacta, eliminando as larvas L3 em menos
de um dia e consequentemente impedindo seu
desenvolvimento.

A toxidade do extrato de AcoEt de N. compacta
(200ug mL") sobre L4 foi de 100%. Tais resulta-
dos indicam o uso do extrato de N. compacta na
concentragdo de 200ug mL" no controle de formas
imaturas de A. aegypti, também confirmando a agéo
de extratos de fumo (Nicotina tabacum), inseticida
largamente estudado, que apresentou potencial
larvicida, mas ndo como ovicida em A. aegypti como
registrado por Quirino et al. (2009).

Consoli et al. (1988) utilizando extratos de vinte e
nove espécies vegetais, verificaram suas influén-
cias na sobrevida de larvas de que A. fluviatilis
(Lutz) (Diptera: Culicidae): que quando os extratos
sao diluidos em metanol e etanol ndo apresentam
influéncia na sobrevida de larvas; os extratos de
Anacardium occidentale, Agave americana, Allium
sativum, Coriandrum sativum, Nerium oleander,
Spatodea campanulata, Tibouchinas crobiculata e
Vernonias alzmanni reduziram a sobrevida larvaria
significativamente quando em concentragdo de
100ppm; ainda demonstraram agéo larvicida de A.
sativum na concentragdo de 1 ppm e A. occiden-
tale na concentragdo de 100 ppm., o que se pode
confirmar na concentragdo de 100ug mL-'de extra-
to de AcoEt de N. compacta e A. fasciata sobre as
larvas L3.

O periodo de desenvolvimento larval pelo extrato
de AcoEt de A. fasciata torna-se menor nas concen-
tracdes de 10ug mL-"e 100ug mL"(55% e 31,66%),
respectivamente, e inexistente em 200ug mL", o
que significa que maiores concentragbes aumen-
tam o efeito toxico sobre as larvas, se comparado
ao desenvolvimento do grupo controle (98%) e
ao grupo testemunho (93%), como demonstrado
para outras espécies de bromélias estudadas por
Consoli et al. (1988).

Os ensaios biolégicos com os extratos brutos de
A. fasciata e N. compacta, comparados ou nao
aos estudos encontrados sobre estas espécies de
bromélias, sugerem a necessidade da purificagéo
do extrato de acetato de etila na busca de uma fito-
produto natural com acao larvicida para A. aegypti.
Este estudo é pioneiro sobre a atividade larvicida
de extratos de N. compacta e A. fasciata sobre A.
aegypti e consequentemente podendo agir como
método alternativo sobre a populagdo do principal
mosquito vetor da dengue.
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Abstract

Xylophragma Sprague species (family Bignoniaceae Juss.) are climbing plants belonging to the tribe Bignonieae
Juss. and some species have a wide spectrum of traditional medicinal uses including remedies for the treatment
of infections. This paper reports the bioguided fractionation of an ethanol extract of X. myrianthum (Cham.)
Sprague stems (EEXMS) for antiviral effects against Human herpesvirus 1 (HSV-1), Dengue virus 2 (DENV-
2), murine Encephalomyocarditis virus (EMCV) and Vaccinia virus (VACV) that afforded XM-1 as an active
compound. Spectroscopic analyses allowed the identification of XM-1 as arjunic acid whose occurrence in the
Bignoniaceae and anti-DENV-2 activities are reported for the first time. X. myrianthum is revealed herein as a
source of an antiviral compound and fractions.

Key words: Triterpene; Arjunic acid; Dengue virus; MTT assay

Resumo

Espécies do género Xylophragma Sprague séo trepadeiras pertencentes a familia Bignoniaceae Juss. (tribo
Bignonieae Dumort.) e algumas tem um amplo espectro de usos medicinais, incluindo o tratamento de infec-
coes. No presente artigo relatamos o fracionamento do extrato etandlico de caules de Xylophragma myrianthum
(Cham.) Sprague biomonitorado por testes de atividade contra Human herpesvirus 1 (HSV-1), Dengue virus
2 (DENV-2), Encephalomyocarditis virus murino (EMCV) e Vaccinia virus (VACV), o que levou ao isolamento
de uma substancia ativa, XM-1. Anadlises espectroscopicas permitiram a identificagdo desta como sendo o
triterpeno acido arjunico, cuja atividade anti-DENV-2 e ocorréncia em Bignoniaceae s&o relatadas pela primeira
vez. X. myrianthum revela-se, portanto, como fonte de uma substancia e fragdes antivirais.

Palavras Chave: Triterpeno; Acido Arjunico; Virus Da Dengue; Ensaio do MTT
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Introduction

Xylophragma Sprague species are climbing plants
belonging to the family Bignoniaceae Juss. (tribe
Bignonieae Dumort.). Several representatives of the
Bignoniaceae have a wide spectrum of traditional
medicinal uses including remedies for the treatment
of infections. The family Bignoniaceae comprises
about 82 genera and 827 species that are distributed
mainly in tropical regions around the world (Gentry,
1992; Lohmann, 2006). This botanical family con-
sists of trees, lianas, and more rarely shrubs and
herbs. Brazil is an important center of diversity of
the Bignoniaceae family with the occurrence of 32
genera and about 390 species (Lohmann, 2014).
Ten species are recorded for the Xylophragma genus
according to The Plant List ( The Plant List, 2014). Of
the six species occurring in Brazil, three are ende-
mic, among them Xylophragma myrianthum (Cham.)
Sprague. No report was found on medicinal uses of
Xylophragma species. The scarcity of data on this
genus has motivated its inclusion in our project on
the antiviral activity of Bignoniaceae.

Plants belonging to the family Bignoniaceae are
used as timbers and ornamentals. Some species
have a traditional history of use as astringents and
in the treatment of inflammation, syphilis, intestinal
cramps, diarrhea, leucorrhea, anemia, leukemia,
skin disorders and gonorrhea in different countries
(Brandao et al., 2010a).

Several Bignoniaceae species have been investiga-
ted for their medicinal value including the treatment
of symptoms possibly related to viral infections
(Brandao et al., 2010a). Evaluations of the antican-
cer activity have revealed the presence of highly
cytotoxic naphthoquinones, mainly in the genus
Tabebuia Gomes ex DC. (Hussain et al., 2007).

Phytochemically, the Bignoniaceae family is charac-
terized by the presence of naphthoquinones such as
lapachol, a and B-lapachone, along with flavonoids
and their O- and C-glycosides plus several terpenes
(Barbosa et al., 2008; Oliveira et al., 1990; Pauletti
et al., 2003; Pauletti, Bolzani and Young, 2003). X.
harleyi (A.H. Gentry ex M.M. Silva & L.P. Queiroz)
L.G. Lohmann (synon. Arrabidaea harleyi A.H.
Gentry ex M.M. Silva & L.P. Queiroz) is the only
species previously investigated. From the bark of
this species a mixture of verbascoside and isover-
bascoside was isolated and was shown to be active
against Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus,
Bacillus subtilis, Bacillus mycoides, Enterecoccus

faecalis, Escherichia coli, Serratia marcensis and
Candida albicans (Lima et al., 2003).

Plants belonging to the family Bignoniaceae have
been investigated for antiviral activity. The naturally
occurring naphthoquinone B-lapachone and the se-
mi-synthetic derivative succinamidyl-B-norlapachone
have shown significant inhibition of echovirus type 19
(Pinto et al., 1987). Ethanol extracts of Markhamia
lutea (Benth.) K. Schum., a plant used in folk medi-
cine in Rwanda, showed prominent activity against
herpes simplex virus and moderate activities against
Coxsakie virus and polio virus (Vlientinck et al.,
1995); phenylpropanoid glycosides isolated from
this species were active against sincial respiratory
viruses (RSV) (Kernan et al., 1998).

Biologically active compounds from natural sources
have always been of great interest as sources of
potentially useful drugs against infectious diseases.
Viral infections are a current problem of industriali-
zed and developing countries, accounting for severe
damages in human health and economic losses in
livestock. The limited number of antiviral drugs in
clinical use explains the search for new drugs and/or
templates, and the plant chemical diversity might re-
present a source of novelty (Chattopadhyay and Naik,
2007). Within this context, the aim of the present stu-
dy was the bioguided fractionation of X. myrianthum
extracts and constituents against Human herpes-
virus 1 (HSV-1), Dengue virus 2 (DENV-2), murine
Encephalomyocarditis virus (EMCV) and Vaccinia
virus (VACV). The antiviral activity of X. myrianthum
against VACV-WR was first reported recently along
with the evaluation of the ethanol extract of eight
other species of the Bignoniaceae family (Brandao
et al., 2010b).

The four viral samples used in the present investiga-
tion represent virus of human and veterinary clinical
interest. HSV-1, an RNA virus, is a highly prevalent
pathogen causing primary infections which present
clinically as herpes labialis or as primary herpetic
gingivostomatitis. About 12% of primary HSV-1 in-
fections are associated with symptoms, e.g. epider-
mal lesions inside and around the mouth. Acyclovir
remains as the main antiherpetic drug although
drug resistant strains frequently develop following
therapeutic treatment of herpes virus (Whitley and
Roizman, 2001).

VACYV is a poxvirus (family Poxviridae), with a DNA
genome that can infect invertebrates and vertebrates
including humans as natural hosts. Re-emergence of
infections by human vaccinia virus (VACV) besides
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exanthematic VACV outbreaks have affected dairy
cattle and rural workers in Brazil and Asia causing
economic losses and affecting health services (Assis
etal., 2013).

EMCYV (Picornaviridae family) is associated to spora-
dic miocarditis and encephalitis in domestic swines,
several non-human primates and other mammals.
The infection is frequently fatal with sudden death.
Outbreaks of this virus have been recorded in capti-
ve livestock (Oberste et al., 2009).

Dengue virus is an arbovirus of the Flaviviridae fa-
mily with a RNA genome. With more than one-third
of the world’s population living in areas at risk for
infection, dengue virus is a leading cause of illness
and death in the tropics and subtropics. As many as
400 million people are infected yearly. No vaccine or
specific antiviral therapy currently exists to address
the growing threat of dengue. In Brazil, dengue is the
fastest growing disease with an increasing number
of dengue hemorrhagic fever cases (Teixeira, 2012).

Experimental section

Plant material

Aerial parts of X. myrianthum were collected in
Caratinga, state of Minas Gerais, Brazil. The species
was identified by Dr. J. A. Lombardi, Department of
Botany, Institute of Biosciences, UNESP, Rio Claro,
Brazil. Avoucher specimen is deposited in the BHCB/
UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil, under
the number 24760.

Extraction, isolation and
chromatographic analyses

After drying at 40 °C for 72 h, plant leaves (133.8 g)
and stems (268.4 g) were ground and exhaustively
extracted by percolation with 96% EtOH at room
temperature. The solvent was removed in a rotatory
evaporator under vacuum at 50 °C, giving a dark
residue (EEXML, 28.9 g and EEXMS, 18.1 g), whi-
ch was kept in a disseccator until constant weight.
A portion of EEXMS (10.0 g) underwent filtration on
a column of silica gel eluted successively with 1:1
n-hexane-CH,CI,, CH,Cl,, 1:1 CH,CI,-EtOAc, EtOAc,
1:1 EtOAc-MeOH, MeOH and 8:2 MeOH-H,O. The
elution was monitored by TLC observing the plates
under UV (254 and 365 nm) and visible light, befo-
re and after spraying with sulfuric p-anisaldehyde.
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Partial concentration of the ethyl acetate fraction
afforded a white solid which was recrystallized in
ethanol, giving XM-1 (52.8 mg).

Structure determination

Structure determination was accomplished by spec-
tral analysis and comparison with literature data. 'H
NMR, *C NMR, NOESY, TOCSY, HSQC, and HMBC
spectra were obtained in DMSO-d, with TMS as inter-
nal standard and were recorded on a Bruker Advance
DPX400 equipment. Chemical shifts are given as
d (ppm). LC-MS were obtained by electrospray io-
nization mass spectrometry (ESI-MS) on an UPLC
Acquity (Waters) with Argon as the collision gas, and
the collision energy was set at 40 eV. Analysis was
performed on a quadrupole instrument fitted with an
electrospray source in the positive mode. lon spray
voltage: -4 kV: orifice voltage -60 V.

Spectral data

Arjunic acid (XM-1): White amorphous solid. IR:
u,. 3386, 2933, 1688 cm™. 'H NMR (400 MHz,
DMSO-d,): d = 5.23 (m, 1H, H-12), 5.14 (m, 1H, OH-
19), 4.47 (d, J = 4.0 Hz, 1H, OH-2), 3.4 (bl, H-2),
292 (bl, 1H, H-18), 3.11 (dd, J = 8.0 and 4.0 Hz,
1H, H-19), 2,74 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-3), 1.09 (s,
3H), 0.92 (s, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.88 (s, 3H), 0.84 (s,
3H), 0,71 (s, 3H), 0.67 (s, 3H). *C NMR (100 MHz,
DMSO-d,): See TABLE 2. ESI-MS: found m/z 489.5
[M+H]; calculated for C, H, O, m/z 489.4.

30° 4975

Conditions

A LiChrospher 100 RP-18 column (5 ym, 250 x 4
mm i.d.) (Merck) was employed at a temperature
of 40 °C, flow rate of 1.0 mL/min and detection at
wavelengths of 220, 280 and 350 nm. The injection
volume was 10.0 yL. Elution was carried out with a
linear gradient of water (A) and acetonitrile (B) (from
5% to 95% of B in 60 min).

Sample preparation

To an aliquot (10.0 mg) of dried EEXMS, HPLC gra-
de MeOH was added. The mixture was dissolved by
sonication in an ultrasound bath for 15 min, followed
by centrifugation at 10,000 rpm for 10 min. The su-
pernatant was filtered through a Millipore membrane
(0.2 um) before injection.

127



Cell culture and virus

Vero cells (ATCC CCL-81) and LLCMK, cells were
cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) at 37 °C, in 5% CO, atmosphere, supplemen-
ted with 5% fetal bovine serum, 50 pg/mL gentamicin,
100 U/mL penicillin and 5 pg/mL amphotericin B. HSV-
1 was a clinical isolate of human herpes virus type
1 (HSV-1) obtained in the Virus Laboratory, UFMG,
Belo Horizonte, Brazil. Dengue virus 2 (DENV-2),
encephalomyocarditis murine virus (EMCV) and the
Western Reserve strain of vaccinia virus (VACV-
WR) were kindly donated by Dr. L. Figueiredo (USP,
Ribeirdao Preto, Brazil), Dr. . Kerr (London Research
Institute, London, UK) and Dr. C. Jungwirth (University
of Wirzburg, Germany), respectively.

Cytotoxicity assay

Vero and LLCMK, cell monolayers were trypsinized,
washed with culture medium and plated in a 96-well
flat-bottomed plate with 6.0 x 10* cells per well. After
24 h incubation, the diluted extracts, fractions and
compound (500 — 0.125 pg/mL) were added to the
wells and the plates were further incubated for 48 h
and 72 h at 37 °C in a humidified incubator with 5%
CO,. The supernatants were removed from the wells
and 28 pL of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide (MTT) (Merck, 2 mg/mL solution
in PBS) were added to each well. The plates were
incubated for 1.5 h at 37 °C and DMSO (130 pL) was
added to the wells to dissolve the resulting formazan
crystals. The plates were placed on a shaker for 15
min and the optical density was determined at 492
nm (OD,,,) on a multi-well spectrophotometer (Stat
Fax 2100) (Kumar and Das, 1996). The results were
obtained from four replicates with at least four con-
centrations of each sample. Cytotoxicity (percentage
inhibition of cell growth) was calculated using the
equation 100x(A - B)/A, where A and B are the OD,,,
values of untreated and treated cells, respectively.

Antiviral assays

The viral samples were titrated by the tissue culture
infectious dose (TCID) microculture assay and the ti-
ter was expressed as the virus dilution which causes
a 100% cytopathic effect in a cell monolayer after 48
h of incubation for HSV-1 and EMCV and 72 h for
VACV-WR (Rodriguez et al., 1990). The determined
titers were 2.5 x 10%, 1.0 x 10°and 1.0 x 10° TCID, ./
ml, 1.0 x 10%, respectively, for HSV-1, EMCV, VACV-
WR and DEN-2 virus.

The antiviral activity of the extracts and isolated
compounds were evaluated by the MTT colorime-
tric assay (Betancur-Galvis et al., 1999). Vero cell
monolayers were grown in 96 well microtiter plates.
Dilutions of the extracts and compounds in non-cy-
totoxic concentrations were added to the wells after
viral infection. The plates were incubated at 37 °C
in humidified 5% CO, atmosphere for a period of 48
and/or 72 h. Controls consisted of untreated infec-
ted, treated non-infected and untreated non-infected
cells. Positive controls (acyclovir, Calbiochem, USA;
a-2a interferon, Bergamo, Brazil) were also em-
ployed in each assay. Cell viability was evaluated by
the MTT colorimetric method as described above for
the cytotoxicity assay.

The 50% cytotoxic concentration (CC, ) of the as-
sayed samples is defined as the concentration that
reduces the OD,,, value of treated uninfected cells
to 50% of that of untreated uninfected cells. The 50%
antiviral effective concentration (EC, ) is expressed
as the concentration that achieves 50% protection of
treated infected cells from the cytophatic effect of the
virus. The percentage of protection is estimated by
the equation [(A-B)/(C - B)] x 100, where A, B and
C are the OD,,, values of treated infected, untreated
infected and untreated uninfected cells, respectively.

CC,, and EC,, values for each sample were obtained
from dose-effect curves and are the average of four
assays carried out with four different concentrations
within the inhibitory range of the samples. The selec-
tivity index (SI) is defined as CC, /EC,.

Results and Discussion

Bioguided fractionation of the ethanol
extract from Xylophragma myrianthum
stems (EEXMS)

Confirming previously published results (Brandao et
al., 2010b), the ethanol extract from the stems of X.
myrianthum (EEXMS) has shown a moderate anti-
viral activity against VACV-WR (36.4 + 3.7 ug/mL)
and was inactive against the other assayed virus.
An aliquot of this extract (10.0 g) was submitted to
bioguided chromatographic fractionation through a
silica gel column employing as eluents: 1:1 n-hex-
ane-CH,Cl,, CHJCL, 1:1 CH,CL-EtOAc, EtOAc,
1:1 EtOAc-MeOH, MeOH and 8:2 MeOH-H,0). 1:1
CH,CI,-EtOAc and EtOAc fractions inhibited the rep-
lication of HSV-1, VACV-WR and DENV-2. The EC,
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value for the 1:1 CH,CI,-EtOAc fraction was 30.6 *
1.7 pg/mL against HSV-1 while the EtOAc fraction
was active against HSV-1 (EC,; 29.1 £ 2.4 pg/mL),
VACV-WR (EC,, 9.8 £ 0.4 pug/mL) and DENV-2 (EC,;
<12.5 yg/mL). The EtOAc fraction afforded a precip-
itate whose recrystallization from ethanol led to the
isolation of XM-1 that exhibited activity only against
DENV-2 (EC,, 24.8 + 0.8 ug/mL). No test sample in-
hibited the multiplication of EMCV. Extract (EEXMS)
and 1:1 n-hexane-CH,Cl,, 1:1 EtOAc-MeOH, MeOH
and 8:2 MeOH:H,0 fractions were not cytotoxic to
LLCMK, and Vero cells (CC,, > 200 ug/mL) while all
the other fractions have generally shown low cyto-
toxicity against Vero cells (CC,, from 46.6 + 1.6 to
67.0 £ 4.0 yg/mL). XM-1 showed moderate cytotox-
icity to Vero cells (CC,, 20.4 + 2.4 uyg/mL) and was
less cytotoxic to LLCMK, cells (CC,,> 40 ug/mL).
Selectivity indexes (SI = CC,,/ EC, ) were calculated
and ranged from 1.6 to 13.7 (TABLE 1).

Structural identification of XM-1

Fractionation of EEXMS afforded XM-1 which was
identified as arjunic acid (Fig. 1) by spectrometric
analyses (UV, IR, MS, 1D and 2D NMR).

XM-1 was isolated as a white solid, melting point
278.6 - 280.4 °C, showing one purple spot in TLC

when sprayed with the Liebermann-Burchard rea-
gent that is a positive result for triterpenes (Wagner,
Bladt and Zgainsky, 1984). The IR spectrum disclo-
sed a wide band for O—H stretching (3386 cm'), an
intense band for C=0 stretching (1688 cm™); bands
at 1031-1048 cm™ are related to C-O in alcohols and
no signals were registered at 1600 and 1500 cm"'
confirming the aliphatic character of XM-1 (Siverstein
and Webster, 2000).

The TH-NMR spectrum (400 MHz, DMSO-d,, TABLE
2) was typical of a triterpene exhibiting more intense
signals in the range of d 0.6 to 1.6 with seven sin-
glets for seven methyl groups linked to quaternary
carbons. A multiple at d 5.23 was assigned to an
olefinic hydrogen. The signals at d 3.11 (dd, J = 8.0
and 4.0 Hz, 1H) and d 2.74 (d, J = 8.0 Hz, 1H) should
be related to two carbinolic hydrogens located at C-3
and C-2, respectively. Considering that H-3 is in an
axial position, as it is in most of the oleanenes, H-2
must be also in an axial position and, therefore, the
hydroxy groups at C-2 and C-3 are in a trans-diequa-
torial relationship, as is confirmed by the coupling
constant between these hydrogens (JH,H, = 8.0 Hz).
The hydroxy groups exhibited signals at d 5.14 (m,
1H) and d 4.47 (d, J = 4.0 Hz, 1H). The multiplicity of
these signals is explained by the use of DMSO-d, as

Table 1 - Cytotoxicity and in vitro antiviral activity of stem ethanol extract (EEXMS), fractions and pure compound

(XM-1) from Xylophragma myrianthum.

FE:::::S Vero cells "';‘;I"I"s'(z HSV-1 | . | VACVWR | o | GEMCV DENV-2 | o,
Compound,s CC,,mg/mL cC,, mg/mL EC,, mg/mL EC,, mg/mL EC,, mg/mL | EC,, mg/mL
EEXMS > 500 88.2+4.1 NA 36.4+3.7 |>13.7 NA NA
1:1 Hex-CH.CI, > 200 NT NA NA NT NT
CH.CI, 46.6+1.6 NT NA NA NT NT
1:1 CH,CI,-EtOAc | 49529 NT 30617 1.6 NA NA NT
EtOAc 67.0+4.0 80.2+0.8 291+24 23 9.8+04 6.8 NA <125 >6.4
1:1 EtOAc-MeOH > 200 NT NT NA NT NT
MeOH > 200 NT NT NA NT NT
2:1 MeOH-H,0 > 200 NT NT NA NT NT
XM-1 20424 > 40 NA NA NA 248+08 |>16
Acyclovir 340
a-2a Interferon 2.5 x 102 1.5 x 10? 2.5 x 103

SI, selective index; "viral titer TCID, /mL 2.5 x 10° in 48 h; ?viral titer TCID,/mL 1.0 x 10°in 48 h; 3viral titer TCID,/mL 1.0 x 10° in 48 h; “viral titer TCID,/mL
1.0 x 10* in 72 h; NA, no activity in the assayed concentrations; NT, no text; 280 to 100% inhibition of cytopathic effect; "concentration in 1U/mL; °calculation
based on the values of CC, in Vero cells; ‘calculation based on the values of CC,; in LLCMK, cells
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Table 2 - C NMR (100 MHz) data for arjunic acid and XM-1 in DMSO-d,

Position Arj‘f:gcafcid f\é'; *Multiplicity
C-1 47.1 47.1 CH,
c-2 67.2 67.2 CH
c-3 82.2 82.3 CH
C-4 38.8 38.9 C
Cc5 54.8 54.9 CH
Cc6 16.9 18.1 CH,
c7 324 324 CH,
c-8 38.9 454 CH
c9 472 473 CH
c-10 385 46.7 c
c-11 23.0 232 CH,
c-12 122.6 122.2 CH
c-13 143.4 1435 c
c-14 41.9 414 c
c15 284 284 CH,
c-16 24.0 24.1 CH,
c-17 46.6 447 c
c-18 43.1 432 CH
c-19 80.0 80.1 CH
c-20 36.9 37.8 c
c-21 284 27.9 CH,
c22 34.8 34.9 CH,
c23 27.1 28.8 CH,
c-24 16.8 17.0 CH,
c-25 16.1 16.2 CH,
Cc-26 16.9 16.9 CH,
c27 28.7 28.1 CH,
c-28 179.0 179.2 c
c-29 28.7 245 CH,
C-30 24.4 24.1 CH,

PDelgado, Da Silva and Fot (1984)in C,D,N (100 MHz). "Assigned according to *C NMR DEPT 135 experiment.

solvent what slows down the chemical exchange of
such protons and the coupling is established.

The *C NMR spectrum of XM-1 (100 MHz, DMSO-d,)
exhibited signals of olefinic carbons at d 143.54 (C)
and d 122.21 (CH) whose multiplicity was given by
a DEPT 135 experiment and that were assigned to
C-12 and C-13 in a 12-oleanene triterpene skeleton
(Mahato and Kundu, 1994). The presence of a car-
boxyl group in XM-1 was indicated by the signal of a
carbonyl group at d 179.19 that is in agreement with
the IR spectrum that showed a band for a carbonyl

group. Three signals were registered for carbinol
carbons (d 67.2, 80.1 and 82.3) and the DEPT 135
experiment showed that they correspond to methine
carbons of secondary alcohols. It should be noticed
that the '"H NMR spectrum had shown signals for only
two carbinol hydrogens at d 3.11 (dd, J= 8.0 and 4.0
Hz, 1H) and 2.74 (d, J = 8.0 Hz, 1H). The presence
of a third secondary alcohol in the structure of XM-1
was then inferred from 2D hetronuclear NMR exper-
iments that have shown correlations between the
carbon signal at d 80.1 (C-19) and a hydrogen signal
at d 3.11 (H-19) in a HSQC experiment, besides a
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long distance correlation (HMBC) between H-19 and
C-17 (d 44.7). Previous examination of the 'H NMR
spectrum of XM-1 had shown that the signal for this
carbinolic hydrogen was not observed and it was
assumed that it would be superimposed on the wide
band of water that is present in the DMSO-d, The
assignment of the signals at d 67.2 and 82.3 to C-2
and C-3, respectively, was confirmed by heteronu-
clear correlations (HSQC) with 'H signals at d 2.74
(H-2) and 3.11 (H-3). Further long distance couplings
were registered for H-3 with C-24 (d 17.0) and C-4 (d
38.9) by HMBC experiments (TABLE 3).

XM-1 has a molecular mass of 488 u as inferred from
the molecular ion adduct at m/z 489.34 (M + H) that
was determined by LC-MS/ESI. No fragmentation
was observed for the M + H ion. This molecular mass
is in agreement with the structure of a dihydroxy de-
rivative of oleanolic acid in which one hydroxy group
is located at C-2, as already discussed. The other
hydroxy group should be located at C-19 on the ba-
sis of 2D NMR data (HSQC and HMBC). The H-19
signal at d 3.11 exhibits correlations with the C-19
signal atd 80.1 ('J *C, HSQC) and with C-17 (d 44.7,
2J 3C, HMBC) as shown in TABLE 3.

The spectroscopic data allowed the identification of
XM-1 as arjunic acid by comparison (TABLE 2) with
previously reported *C NMR data (Delgado et al.,
1984). Some discrepancies are certainly due to the
use of different solvents: DMSO-d, and C,D_N. Up
to now, arjunic acid is described mainly in the family
Combretaceae and discloses a wide spectrum of
biological activities (Eldeen et al., 2008).

XM-1 is responsible for the peak at Rt 33.2 min in
the HPLC-DAD profile of EEXMS (FIGURE 2) and its
UV spectrum registered online shows only a terminal
absorption curve that is coherent with the structure of
arjunic acid. Importantly, EEXMS exhibited moderate

activity against VACV (EC,, 36.4 £ 3.7 mg/ml, IS =
13.7) but was inactive against DENV-2. This result is
an indication of the low content of XM-1 in EEXMS.
The AcOEt fraction was more potent than XM-1 dis-
closing an EC,; of 12.5 pg/mL and IS > 5 against
DENV-2 that may be related to possible synergism
with other compounds present in this fraction. The
presence of other antiviral compounds in the AcOEt
fraction can be inferred from its activity against VACV
and HSV-1 while XM-1 has shown no effect against
these viruses (TABLE 1).

Figure 1 - Chemical structure of arjunic acid (XM-1).
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Triterpenes as antivirals

There are few reports on the antiviral activity of triter-
penes. Recently, Brandao and Collaborators (2013)
reported the antiviral activity of ursolic acid against
HSV-1 and dengue virus 2 (DENV-2) with EC,,
values of 6.2 and 3.2 ug/mL, respectively.

Arjunic acid was firstly isolated from Terminalia arju-
na (Roxb. ex DC.) Wight & Arn. and occurs in several

Table 3 - Heteronuclear correlations observed in the HSQC and HMBC contour maps for XM-1 ('H 400 MHz; *C 100

MHz; DMSO-d,)

H (5) 1J8C (5) 2J G (5) 34 13C (5)
H-2 (3.40) C-2 (67.2)
H-3 (2.74) C-3(82.3) C-24 (17.0)
C-4 (38.9)
C-2 (67.2)
H-12 (5.23) C-12 (122.2) C-14 (41.4)
H-18 (2.92) C-18 (43.2)
H-19 (3.11) C-19 (80.1) C-17 (44.7)
19-OH C-19 (80.1) C-18 (43.2)
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other plant species (Verma et al., 2012). Triterpenes
are a class of natural products that exhibit a broad
spectrum of biological activities including anti-in-
flammatory, antimicrobial, anti-cancer, antimalarial
and other activities (Lucetti et al., 2010; Manzano et
al., 2013; Wu et al., 2013). Several triterpenes have
shown antiviral activity (Cos et al., 2004; Jassim and
Naji, 2003; Khan et al., 2005). The highly oxygena-
ted triterpenes ganoderiol F and ganodermanontriol
have been isolated from the fruits of Ganoderma luci-
dum and are active against HIV-1 (Et-Mekkawy et al.,
1998). Another triterpene with activity against HIV-1
is lancilactone C that inhibited the replication of this
virus with an EC,; value of 1.4 pg/mL and a thera-
peutic index greater than 71.4 (Chen et al., 1999).
Chiang and Collaborattors (2005) reported the broad
spectrum antiviral activity of Ocimum basilicum L.,
the sweet basil of Indian and Chinese medicine,
against diverse virus families. Aqueous and ethano-
lic extracts afforded ursolic acid that showed strong
activity against HSV-1, adenovirus 8 (ADV-8), CVB1
and enterovirus 71 (EV71) with EC,, values of 6.6,
4.2, 0.4 and 0.5 pg/mL, respectively. The antiviral
activity of ursolic acid against CVB1 and EV71 is evi-
dent during the infection process and the replication
phase, indicating that ursolic acid can be a potential
candidate against these RNA viruses, what deserves
further investigation (Chiang et al. 2005).

Zhou and Collaborators (2010) reported two new
antiviral triterpenes, shion-22-methoxy-20(21)-en-
3-one and shion-22(30)-en-3,21-dione, isolated from
the rhizomes of Aster tataricus. These compounds
showed inhibitory effects against hepatitis B surface
antigen (HBsAg) with EC, values of 0.89 and 4.49

Mg/mL, respectively. Shion-22-methoxy-20(21)-en-3-
one inhibited hepatitis Be antigen (HBeAg) with EC_
value of 0.83 pg/mL, and shion-22(30)-en-3,21-dione
showed inhibitory activity on hepatitis A (HAV) with
an EC,, value of 11.2 pg/mL. Moronic acid which
was isolated from Rhus javanica L. has shown ac-
tivity against acyclovir-resistant, thymidine kinase-
deficient and wild-type HSV-1 strains with EC,; of
1.6, 2.0 and 3.9 pg/mL, respectively. The betulonic
acid isolated from this same species exhibited acti-
vity against wild-type HSV-1 (EC,, 2.6 ug/mL). Oral
administration of moronic acid to cutaneously HSV-1
infected mice significantly retarded skin lesions and/
or prolonged the mean survival times of infected
mice without toxicity. It can be considered a potential
anti-HSV agent with a different mechanism of action
than acyclovir, the main anti-herpes drug (Kurokawa
et al, 1999).

The chloroform extract of Eriobotrya japonica
(Thunb.) Lindl. contains some triterpene esters. Only
3-O-trans-caffeoyltormentic acid reduced rhinovirus
infection. This compound was ineffective towards
HIV-1 and sindbis virus replication (Tommasi et al.,
1992).

Ursolic, oleanolic and betulinic acids and their deriva-
tives occur frequently and sometimes abundantly in
many plants and inhibit HIV-1 protease and the stabi-
lity of the gp120/gp41 complex (Matthe’e; Wright and
Konig, 1999; Labrosse, Treboute and Alizon, 2000;
Cos et al.,, 2003; Yogeeswari and Sriram, 2005).
Betulinic and oleanolic acids were isolated from
Syzigium claviflorum (Roxb.) Wall. ex A.M. Cowan et
Cowan. and exhibited anti-HSV and anti-HIV activity.

Figure 2 - RP-HPLC-DAD fingerprint for the crude ethanol extract of Xylophragma myrianthum stems (EEXMS).
Detection: 220 nm. UV spectra on line, Rt = 33.2 min (XM-1 = arjunic acid). Chromatographic conditions: see

Experimental Section.
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Betulinic acid is more active with an EC,; value of
1.4 uM (lkeda et al, 2005; Chattopadhyay and Naik,
2007). Dihydrobetulinic acid has an EC,; of 0.9 uM,
while the esterification at C-3 hydroxyl of those
acids resulted in the more potent antiviral compou-
nd 3-0-(3,3’-dimethylsuccinyl) betulinic acid (DSB)
with an EC_ < 3.5 x 10* uM. DSB can block a key
step in the processing of a viral core capsid protein
(Kashiwada et al. 1996) and is very active against
drug-resistant virus, effective in an animal model of
HIV infection and suiTABLE for use in combination
therapy and is under phase Il clinical trial.

Pavlova and Collaborators (2003) reported antiviral
properties of betulin, betulinic and betulonic acids
in cell cultures infected with HSV-1, influenza FPV/
Rostock and ECHO 6 viruses. All the evaluated
triterpenes were active against HSV-1. Betulin, and
especially betulinic acid, also suppressed ECHO 6
virus replication.

Oleanolic acid isolated from many plants, in-
cluding Xanthoceras sorbifolium Bunge wood
(Sapindaceae), inhibits herpes and HIV virus re-
plication, but oxidation at the C-3 hydroxyl position
resulted in 3-oxotirucalla-7,24-dien-21-oic acid with
improved antiviral activity (EC,, 0.0039 pg/mL)
and also block HIV protease with an IC_; of 10 ug/
mL (Labrosse, Treboute and Alizon et al., 2000;
Yogeeswari and Sriram, 2005). Ursolic acid isolated
from Crataegus pinnatifida Bunge leaves showed
potent action against HIV-1 protease activity at
100 pg/mL (Kashiwada et al., 1996). Maslinic acid
isolated from Geum japonicum Thunb. can inhibit
HIV-1 protease at EC_, 17.9 pg/mL while moronic
acid extracted from Myrceugenia euosma (O. Berg)
D. Legrand showed significant anti-HIV activity with
therapeutic index greater than 186 (Ito et al. 2001;
Xu et al., 1996). The protostanes, garcisaterpenes
A and C, isolated from Garcinia speciosa Wall.,
showed significant inhibitory activities against HIV-1
RTase and in the syncytium formation assay, while
a secocycloartene triterpenoid, nigronoic acid, from
Schisandra sphaerandra Stapf, inhibits the RTase of
both HIV-1 and HIV-2 (Rukachaisirikul et al. 2003;
Sun et al., 1996).

Conclusion

The presently reported results identified the ethanol
extract of X. myrianthum stems as a source of anti-
dengue and anti-vaccinia virus compounds. Finally,
our findings are in line with the traditional use of
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Bignoniaceae species as antiviral agents in different
South American countries. To the best of our knowle-
dge, the occurrence of arjunic acid in Bignoniaceae
and the anti-DENV-2 activity are reported here for
the first time.
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Resumo

Aliteratura de quimica e farmacologia sobre Geissospermum é revisada. Pau-pereira ou pao pereira (G. laeve (Vell.)
Miers; G. vellosii Fr. All. € sinonimio) é a mais conhecida de aproximadamente seis espécies de Geissospermum.
A casca de pau-pereira é usada principalmente por sua amargura e propriedades medicinais. E usada para tratar
dor, doengas de figado, febres, perda de apetite, mal-digestao, tontura, prisdo de ventre e malaria, entre outras
enfermidades. A outra espécie de Geissospermum tem usos tradicionais semelhantes. Pau-pereira é fonte de
alcaloides inddlicos monoterpenoidicos isolados e extratos e fragdes enriquecidos nesses alcaloides que séo
utilizados na clinica médica para o tratamento do cancer de préstata (flavopereirina) e HIV-AIDS (flavopereirina).
Também, os extratos de G. vellosii exibem atividade antinociceptiva em animais (talvez devido a 12-metoxi-1-me-
tilaspidospermina). Amnesia induzida em camundongos é reduzida por extratos de pau-pereira e geissospermina
que também possuem atividade anticolinesterase e aplicagdo potencial contra o mal de Alzheimer. Extratos de
G. argenteum Woodson exibem atividade antibacteriana. Extratos de trés espécies de Geissospermum e os al-
caloides isolados aspidocarpina, flavopereirina e geissolosimina inibem fortemente o parasito da malaria humana
Plasmodium falciparum Welch in vitro. Duas espécies de Geissospermum inibem Plasmodium yoelii em roedores
e exibem toxicidade. Os extratos de Geissospermum e alcaloides inibem P. falciparum, Leishmania infantum
Nicolle e Trypanosoma cruzi Chagas e merecem estudos futuros como agentes terapéuticos.

Palavras-chave: pau-pereira; anticancer; anti-HIV; anti-Leishmania; anti- Trypanosoma; antimalarico.

Abstract

The chemistry and pharmacology literature on Geissospermum is surveyed. Pau-pereira or pao pereira (G. laeve
(Vell.) Miers; G. vellosii Fr. All. is a synonym) is the best known of approximately six Geissospermum species. Pau-
pereira bark is mainly used for its bitterness and medicinal properties. It is used to treat pain, liver ailments, fevers,
appetite loss, indigestion, dizziness, constipation and malaria, among other ailments. The other Geissospermum
species have similar traditional uses. Pau-pereira provides monoterpenoid indole alkaloid rich extracts and frac-
tions and pure isolates that comprise formulations used in clinical practice for the treatment of prostate cancer
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(flavopereirine) and HIV-AIDS (flavopereirine). Also, G. vellosii extracts exhibit pronounced antinociceptive ac-
tivity in animals (perhaps due to 12-methoxy-1-methylaspidospermine). Induced amnesia in mice is reduced by
pau-pereira extracts and geissospermine which also have anticholinesterase activity and potential application
against Alzheimer’s Disease. G. argenteum Woodson extracts exhibit in vitro antibacterial activity. Extracts of
three Geissospermum species and isolated alkaloids aspidocarpine, flavopereirine, and geissolosimine strongly
inhibit the human malaria parasite Plasmodium falciparum Welch in vitro. Two Geissospermum species inhibit
Plasmodium yoelii in rodents and exhibit toxicity. Geissospermum extracts and alkaloids inhibit P. falciparum,
Leishmania infantum Nicolle and Trypanosoma cruzi Chagas and deserve further study as therapeutic agents.

Keywords: pao pereira; anticancer; anti-HIV; anti-Leishmania; anti- Trypanosoma; antimalarial.

Botanic aspects of
Geissospermum Allemao

According to (Ribeiro et al., 1999), this genus is com-
prised of trees with alternate leaves, furrowed trunk
and little or no latex. Lorenzi (2002) reports that this
genus produces latex in the fruit and the extremities
of the branches. The trees of this genus exhibit heavy,
yellowed sapwood, differentiated from the darker he-
artwood; regular and irregular grain, fine texture, indis-
tinct smell and bitter taste. The Plant List (TPL, 2014)
recognizes six Geissospermum species all of which are
native to Brazil (Table 1). They occur in the terra firme
woods of the Amazon region, mainly in Amazonas and
Para States and also in the northeast, southeast and
south of Brazil (Forzza, 2010) and in other countries of
the Amazon region (WCSP, 2014). Importantly, G. lae-
ve is the accepted name and G. vellosii is a synonym
however the species cited in each work surveyed was
maintained throughout the text.

Chemistry of Geissospermum species

Studies on the chemical composition of
Geissospermum species began at the end of the 19th
century in Brazil and Europe. G. vellosii (synonym

for G. laeve), known as pau-pereira, was the first
species of this genus to undergo studies on chemical
composition. From this species, many alkaloids were
isolated. Fewer chemical studies have been perfor-
med on the other 5 species of Geissospermum.

Alkaloids of G. laeve

The most important alkaloid isolated from G. laeve
is geissospermine (1) (Figure 1). Isolated for the first
time by O. Hesse in 1877 (Puiseux et al., 1959), 1
(isolated from G. vellosii) was subjected to acid hydro-
lysis and yielded cleavage products geissoschizine
(2), apogeissoschizine (3) and geissoschizoline (4)
(Rapoport et al., 1958). The structure of 2 was pro-
posed by (Rapoport et al., 1958) and confirmed by
(Puiseux et al., 1959). The structures of the cleavage
products 2 and 3 together with a partial structure of 1
were later proposed (Rapoport et al., 1960). The ste-
reochemistry of 1 was established by X-ray crystal-
lography and by NMR methods (Chiaroni et al., 1976;
Goutarel et al., 1978). Chiaroni and Riche (1979)
isolated 1 from G. laeve and re-confirmed that acid
hydrolysis of 1 provided 2 and 4. Recently, alkaloids
1, 2 and 4 were found to be the main components
of G. vellosii bark, with other classes of compounds
(Werner et al., 2009).

Table 1 - Accepted Geissospermum species names, synonyms and geographical distributions.

Accepted Name' Synonym’

Distribution??®

G. argenteum Woodson

N. South America: N. Brazil (AM, AP, RO) to Venezuela, Guianas

G. fuscum Markgr.

S. Venezuela to N. Brazil

G. martianum Miers
G. vellosii Fr. All.
Tabernaemontana laevis Vell.

G. laeve (Vell.) Miers

N. South America: Guianas to Brazil (AP, PA, AM, MA, BA, DF,
MG, ES, RJ)

G. reticulatum A. H. Gentry

S. Venezuela, Peru, N. Brazil (AC, RO) to N. Bolivia

G. sericeum Benth. & Hook. f.

N. South America: Guianas, Brazil (AP, AM, AC, RO, MA)

G. urceolatum A. H. Gentry

N. Brazil (PA, AM)

TPL (2014); 2WCSP (2014); 3Forzza (2010).
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Pereirine (5) (Figure 1) was the first alkaloid iso-
lated in Brazil. It was obtained as a mixture from
pau-pereira by the pharmacist Ezequiel Corréa dos
Santos. However, this isolation of 5 was not recog-
nized in Europe (Almeida et al., 2009). Bertho and
Koll (1961) determined the structure of 5 isolated
from pau-pereira.

(Bejar et al., 1957) and Hughes and Rapoport (1958)
independently isolated the strong base flavoperei-
rine (6) (cited species were G. laeve and G. vellosii,

respectively) and elucidated its structure (Figure 1).
Ban and Seo (1961) reported methods for the syn-
thesis of 6 and other B-carboline derivatives. Later,
Wenkert and Kilzer (1962) synthesized 6 using then
novel methods in indole alkaloid synthesis such as
mercuric acetate oxidation and palladium-induced
conversion.

Rapoport and Moore (1962) isolated three monoter-
penoid indole alkaloids from G. vellosii: vellosimine
(7), vellosiminol (8) and geissolosimine (9) (Figure

Figure 1 - Structures of alkaloids found in Geissospermum species.

23 R=CHjs; R1=R2=H
24 R=CHs; R1=H;R2=0CH3s
25 R=CH2CH:CHs; R1=R2=H
26 R=CHj3; R1=OCHjs; R2=H
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1) through fractionation of the alkaloid-rich pH 7 frac-
tion (Manske and Harrison, 1965). In 1973, geiss-
ovelline (10) was isolated from G. vellosii (Moore
and Rapoport, 1973). Recently, high performance
counter-current chromatography (HPCCC) and
electrospray ionization tandem mass spectrometry
(ESI-MS ) techniques were applied to the isolation of
1, 4, 8 and 9 and geissoschizone (11) from G. vellosii
stem bark crude methanol extract. The electrospray
ionization mass spectrometry fragmentation behavior
of these alkaloids was also established (Mbeunkui,
Grace and Lila, 2012; Mbeunkui et al., 2012). Werner
and collaborators (2009) isolated the alkaloid 12-me-
thoxy-1-methylaspidospermidine (12) from the bark
of G. vellosii. Pausperadine A (13) was isolated from
G. vellosii by Ishiyama and collaborators (2005).

Alkaloids of G. argenteum, G.
reticulatum and G. sericeum

Paccioniand Husson (1978) studied G. argenteum bark
and leaves collected in French Guiana. Chloroform
extraction, basification, followed by column chromato-
graphy led to the isolation of (-)-demethoxyaspidosper-
mine (14), (-)-aspidospermine (15), (+)-aspidoscarpine
(16) and (+)-demethylaspidospermine (17). Steele and
collaborators (2002) isolated 4, 6, geissoschizoline N*—
oxide (18) and 1,2-dehydrogeissoschizoline (19) from
the water-methanol extracts of G. sericeumn bark (from
Roraima State, Brazil). Recently, aspidospermatan-
type monoterpene indole alkaloids 20-26 were isolated
from the leaves and bark of G. reticulatum (Reina et al.,
2012). The absolute configuration was established for
(+)-2R,7R,15R,17S,19S-10-demethoxy-12-hydroxy-
17,19-epoxygeissovelline (20) by vibrational circular
dichroism (VCD). The handedness of geissovelline
derivatives 21 and 22, geissospermidine (23) and
related geissospermidine derivatives 24-26 was de-
duced based on their connectivity, relative stereoche-
mistry, and the determination of skeletal chiral centers
2R,7R,15R of 20 (Gordillo-Roman et al., 2013). Also,
O-demethylaspidospermine  (27), geissosreticula-
tine (28) and 6 were isolated from G. reticulatum in
this work.

Names for Geissospermum species
and non-medicinal uses

Geissospermum species are known in different
parts of Brazil by the names: pau-pereira, quinara-
na (“false quinine”), quina-quina (a reference to the

bitterness of quinine), acari, acariquara, acariquara
branca, among other names. Plants of this genus
are known for their extreme bitterness. Acariquara
branca is used in civil construction for the manufac-
ture of posts and poles for the support of telephone
and power lines, supports for houses in inundated
areas and for the production of handles for different
tools and agricultural implements (hammers, hoes,
spades, shovels, etc.).

Ethnobotanic and other literature on
medicinally-useful Geissospermum
species

Besides these uses, the bark of Geissospermum
species is highly valued for its medicinal properties
(Lorenzi, 2002). Pau-pereira (G. vellosii) was con-
sidered by Gustavo Peckolt (1861-1923) to be one
of the ten most important Brazilian medicinal plants
(Santos, Pinto and Alencastro, 1998). The bark of
G. vellosii is frequently used to prepare traditional
remedies for the treatment of liver problems, fever,
malaria, dizziness, stomach disorders, appetite
loss, indigestion, constipation, pain and is used as
an aphrodisiac (Mufioz et al., 2000; Jacome, Souza
and Oliveira, 2003; Werner et al., 2009). Its curati-
ve powers are associated with its bitterness. G.
vellosii (pau-pereira) was cited in the first edition of
the Brazilian Pharmacopeia. Pau-pereira may be
suffering from diminished use (availability) and spe-
cies authenticity in medicinal plant markets in Brazil
(Brandéo et al., 2013). In their literature survey on
Brazilian medicinal plant research, Brito and Brito
(1993) reported that G. vellosii extracts are used as:
neuromuscular blocker, anticholinesterase agents
and hypotensives. The active principle cited for these
and other biological activities is flavopereirine (6).

Geissospermum species bark is generally cited in
the ethnobotanic literature for the treatment of ma-
laria. Brandao and collaborators (1992) performed a
field survey of traditionally used antimalarial plants
in locations in south Para and northeast Rondonia
State in the Brazilian Amazon region and found that
G. sericeum was used. Furthermore, Oliveira and
collaborators (2003) found G. sericeum to be among
the most important antimalarial plants in a survey
of 108 literature sources on ethnomedical uses of
plants. Also, G. sericeum was among the antima-
larial plants revealed by an ethnobotanic survey by
Milliken (1997) conducted among the indigenous
groups of the savanna and forest of Roraima State
in the northern Brazilian Amazon region. G. sericeum
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bark decoctions can cause abortions. Nevertheless,
they are used in the treatment of malaria by the
Wapixana, Wai-Wai, Macuxi, Taurepang and Xiriana
(Yanomami) peoples. G. sericeum was said by one
of the informants to be used in association with Citrus
aurantufolia roots (Rutaceae) in the prophylaxis of
malaria. Also, G. sericeum and other antimalarial
plants are used as abortifacients and plant choice is
based on the extremely bitter taste which may have
some relation to the toxicity.

An ethnopharmacological study in French Guiana reve-
aled the common use of 34 plant species as antimala-
rials in traditional preparations. Modern drugs were also
in regular use among the group studied. Many individu-
als combine modern drugs and traditional preparations
so as to guarantee a real cure. The plant is believed to
purify the blood and the liver. Geissospermum species
were said also to be used for the prevention (prophyla-
xis) of malaria (Vigneron et al., 2005).

Ethnopharmacology and biological
activity of Geissospermum species

There are a variety of medicinal uses for
Geissospermum extracts and isolated alkaloids.
This includes clinically-used standardized extracts in
anti-cancer formulations and an anti-HIV formulation
based on pure isolated substances. Geissospermum
extracts and or alkaloids exhibit in vitro and in vivo
anticholinesterase and antinociceptive, in vitro
antimicrobial, in vitro anti-Trypanosoma and anti
-Leishmania, and in vitro and in vivo (in mice) anti-
malarial activities. The literature on the pharmacolo-
gical activity of Geissospermum species extracts and
isolated alkaloids is surveyed in the next sections.

Anti-cancer activity and clinical
usefulness of pau-pereira (G. laeve)

Bemis and collaborators (2009) tested the in vitro
and in vivo effects of a G. vellosii extract against the
human prostate cancer LNCaP cell line. This extract
strongly inhibited the growth of cultures of LNCaP
cells in a dose-dependent manner and induced apop-
tosis. Extract was administered orally over 6 weeks to
immunodeficient mice xenografted with LNCaP cells.
Tumor growth was suppressed by up to 80% in some
groups compared with tumors in vehicle-treated mice
(controls). Lower doses (10 or 20 mg/kg/day), not hi-
gher ones, were best at inducing tumor cell apoptosis
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and in reducing tumor cell proliferation and xenograft
growth compared to controls.

A natural formulation was developed comprised of
pau-pereira (G. vellosii) bark extract and Rauwolfia
vomitoria Afzel extract (Apocynaceae) for the
prevention and treatment of prostate cancer. This
phytotherapeutic agent contains the B-carboline
flavopereirine (6) from pau-pereira and the alkaloid
alstonine from Rauwolfia vomitoria in the proportion
3-4:1, respectively. These alkaloids exhibit different
mechanisms of action in the prevention and control
of cancer. The mechanism of action of this natural
formulation is based on the induction of apoptosis
(programmed cell death) through the destabilization
of the DNA of cancerous cells. At proper formulation
doses, the mechanism is selective for neoplasic
cells. It is claimed that this natural medicine reduc-
es the levels of PSA (prostate specific antigen), an
important metabolic marker for this type of cancer. It
is also said to attenuate symptoms such as benign
prostatic hyperplasia (BPH). The preparation of this
formulation involves partial purification to remove
toxic compounds (Hall and Beljanski, 2005).

The Beljanski alternative cancer protocol based on
G. vellosii and R. vomitoria is recognized in medical
circles and is the subject of ongoing research to
establish the extent to which it can be used against
different forms of prostate cancer (Block, 2014).
Recently the effects of G. vellosii extracts on cas-
tration-resistant prostate cancer (CRPC) have been
examined in vitro. Pau-pereira (called pao-pereira
or pao) extracts induce cell growth arrest and apop-
tosis, partially through inhibiting NF-kB activation in
prostate cancer cells and may protect against CRPC
(Chang et al., 2014).

Pau-pereira extracts exhibit in vitro and in vivo cy-
totoxicity to ovarian cancer cells and also exhibit
synergistic effects when combined with the ovarian
cancer drug carboplatin. In vivo, pau-pereira extract
alone suppressed tumor growth in a mouse model of
preclinical ovarian cancer by 79% and decreased as-
cites by 55%. A pau-pereira-carboplatin combination
increased tumor inhibition to 97% and ascites were
completely suppressed. These extracts could en-
hance the effects of carboplatin and have potential in
ovarian cancer chemotherapy (Yu and Chen, 2014).

Anti-HIV activity of flavopereirine

A pharmaceutical composition was developed based
on flavopereirine (6) for the treatment of HIV (human
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immunodeficiency virus) infections. The formula-
tion consists of 250-500 mg orally administered or
200-600 pg intradermally injected active principle
(Beljanski, 1994; 2005).

Antinociceptive activity of G. laeve

In their survey of sources of Brazilian plants from
the 16th to 19th century with possible action on
the central nervous system (CNS), Giorgetti, Rossi
and Rodrigues (2011) revealed preliminary work
demonstrating the inhibition of serotonin capture by
alkaloids from G. laeve (Barros et al., 2006). Later,
Werner and collaborators (2009) demonstrated that
the crude ethanol extract and a chloroform fraction
obtained from G. vellosii Fr. All. exhibited pronou-
nced antinociceptive effects in chemical models of
nociception. These models involved induced pain
produced by acetic acid and formalin in mice. The
doses used (1, 10, 30 and 100 mg/kg of animal
weight) did not interfere with the locomotion of the
animals. The antinociceptive effect of the dichloro-
methane fraction involved an interaction with the
serotoninergic 5-HT1A system. The alkaloid that was
isolated and identified as being a participant in this
interaction was 12-methoxy-1-methyl-aspidospermi-
ne (12) which contributed to the explanation of the
antinociceptive properties of the plant extract.

Anticholinesterase activity
of G. laeve

Antiacetylcholinesterase activity of an alkaloid-rich
fraction from G. vellosii stem bark has been studied
(Lima et al., 2009). This fraction inhibited rat brain and
electric eel acetylcholinesterases, and horse serum
butyrylcholinesterase in a concentration-dependent
manner with median inhibition concentration (IC,,)
values of 39.3, 2.9 and 1.6 mg/mL, respectively. The
effect of this alkaloid fraction from G. vellosii trunk
bark on the memory of mice was also explored. The
main alkaloid in this fraction was geissospermine (1)
and it promoted reduction in scopolamine-induced
amnesia in mice. This model of cholinergic deficit
is validated for the development of drugs used in
the symptomatic treatment of Alzheimer's Disease.
Thus, 1 exhibits anticholinesterase activity and can
reverse cognitive deficits in models based on cho-
linergic hypofunction.

In follow up work, a docking study was performed on
1 in the active site of acetylcholinesterase (AChE).

This allowed predictions of optimal “bioactive” con-
formation and binding orientation for 1 that exhibited
a large number of interactions between specific func-
tional groups of geissospermine and AChE amino
acid residues (Araujo et al., 2011).

Antimicrobial activity of G.
argenteum

The antimicrobial activity of crude ethanol extracts
of 10 species of plants found in Amapa State in the
Brazilian Amazon forest was studied (Correia et al.,
2008). G. argenteum, known by the common name
quinarana-da-fruta-pequena, was one of the plants
collected. The diffusion in agar protocol was used to
evaluate antimicrobial activity. The procedure was
carried out by impregnating paper discs that are 6
mm in diameter with ethanol extracts and then eva-
porating the ethanol to obtain quantities of extract
of 80 to 1.25 ug on the paper discs. The extracts
were tested against ATCC (American Type Culture
Collection) and multi-drug-resistant strains obtained
from a hospital (clinical) collection. In this study, G.
argenteum exhibited activity against multi-drug-re-
sistant Staphylococcus aureus (minimum inhibitory
concentration (MIC) of 5 ug). In tests against ATCC
strains, these extracts exhibited activity against
Pseudomonas aeruginosa (MIC 20 ug) and against
S. aureus (MIC 80 pg).

In a more recent study, the antimicrobial activity of
extracts and fractions of G. argenteum collected in
Roraima State, Brazil was evaluated. The leaf wa-
ter and bark methanol extracts, as well as the ethyl
acetate fraction of the bark methanol extract and the
water-methanol fraction of the bark methanol extract
were found to be partially active against S. aureus.
Bark methanol extract and the hexane fraction of the
bark methanol extract were partially active against
S. mutans. Extracts and fractions tested were inac-
tive against Escherichia coli and Candida albicans
(Camargo, 2011).

Anti-Leishmania and anti-
Trypanosoma activities of G.
reticulatum extracts and alkaloids

G. reticulatum extracts and isolated alkaloids exhi-
bit inhibitory activity against protozoan parasites
(Reina et al., 2012). O-demethylaspidospermine
(27) was very active against Leishmania

142 Geissospermum Bioactivity and Chemistry - Bioatividade e Quimica de Geissospermum
Marlene Rodrigues Marcelino Camargo; Rodrigo César das Neves Amorim, Luiz Francisco Rocha e Silva,

Ana Lucia Basilio Carneiro, Marcos José Salgado Vital, Adrian Martin Pohlit



infantum (Concentration that inhibits cell grow-
th by 50%, Gl,, = 7.7 mg/mL) and less active
against Trypanosoma cruzi (Gly, = 41.7 mg/mL).
The toxicity of 27 against CHO cells (Gl , = 16.7
mg/mL) was lower than that of the reference
drugs amphotericin B and nifurtimox (Gl , = 10.3
and 13.9 mg/mL, respectively). N-Deacetyl-N-
butanoylgeissospermidine (25) moderately inhibi-
ted L. infantum (Gl , = 52.2 mg/mL).

Antimalarial activity of
Geissospermum extracts and
alkaloids

A survey of traditionally used antimalarial plants from
the Brazilian Amazon found that G. sericeum trunk
bark extracts were inactive against P. berghei in vivo
(Brandéo et al., 1992). In an independent study,
the bark methanol extract of G. argenteum was
considered to be highly active as it exhibited in vitro
antiplasmodial activity (IC,, = 4.6 ug/mL) against P.
falciparum K1 strain (Camargo, 2011). As discussed
above, aspidocarpine (16) is a component of the
bark extracts of G. argenteum (Paccioni and Husson,
1978). This compound (isolated from Aspidosperma
desmanthum (Henrique, Nunomura and Pohlit, 2010)
has been shown to exhibit high in vitro activity (IC,,
= 19 nM) against P. falciparum K1 strain (Andrade-
Neto et al., 2007).

In a study of antimalarial plants used traditionally by
a Chacobo Amerindian community in the Bolivian
Amazon, the G. laeve trunk bark ethanol-water ex-
tract exhibited good in vitro inhibitory activity against
the chloroquine-sensitive F32 strain (IC,, = 3.1 ug/
mL) and the chloroquine-resistant (IC,; = 2.0 pg/mL)
Indo strain of P. falciparum. G. laeve extracts were
evaluated in the 4-day suppressive test in P. vinckei
or P. berghei-infected mice and at doses of 50 mg/kg/
day, these extracts suppressed parasitemias by 41
or 36 %, respectively, versus controls. Also, G. laeve
extracts were toxic to rodents at doses of 100 mg/
kg. There is a need for phytochemical studies and
isolation of constituents to determine the antiplasmo-
dial and toxic compounds present in G. laeve polar
extracts (Mufioz et al., 2000).

In French Guiana, a study was performed on the
traditional preparations used in the treatment of
malaria. Thus, G. laeve bark (40 g) was placed in
cold water (1 L), then boiled (15 min) and allowed
to cool. In another preparation, G. laeve bark (40
g) was macerated in rum (250 mL) for 1 month).
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G. argenteum bark was similarly macerated in rum.
After total evaporation, G. laeve extract was found to
be inactive (no schizonticidal activity) in vitro against
chloroquine-resistant P. falciparum. This preparation
inhibited parasitemia in vivo against Plasmodium
yoelii versus controls by 35% at a dose of 23 mg/kg
in rodents. G. argenteum extract was not tested in
vitro. In vivo at a dose of 324 mg/kg this preparation
inhibited P. yoelii by 44.3%. G. argenteum extracts
were tested in the P. yoelii liver stage and exhibited
83% inhibition of the intra-hepatic cycle of the par-
asite, consistent with its use in malaria prophylaxis
(Bertani et al., 2005).

In vitro antiplasmodial tests were performed on G.
sericeum bark methanol-water extracts (90:10)
and on isolated alkaloids (Steele et al., 2002). In
these tests, the chloroquine-resistant K1 strain and
chloroquine-sensitive T9-96 strain of P. falciparum
were used. The crude extract exhibited IC,, = 1.78
+ 0.047 pg/mL against K1 strain. Geissoschizoline
(4) and geissoschizoline N*-oxide (18) were inactive
(IC,, > 40 uM) against both parasite strains. 1,2-de-
hydrogeissoschizoline (19) was inactive against K1
and T9-96 P. falciparum strains (IC,, = 27.26 + 10.9
and 35.37 + 2.36 uM, respectively). Flavopereirine
(6) exhibited IC,, = 11.53 £ 0.54 and 1.83 £ 0.10 uM
against K1 and T9-96 strains, respectively, and was
the most active compound tested.

G. vellosii bark methanol extract exhibited high in
vitro inhibitory activity (IC,, = 2.22 pg/mL) against
the chloroquine-sensitive P. falciparum D10 strain.
Geissospermine (1), geissoschizoline (4) geissolosi-
mine (9) and geissoschizone (11) were isolated and
exhibited a range of antiplasmodial activities (IC, =
0.96 - 13.96 uyM). Vellosiminol (8) was inactive (IC,;
= 157 uM). Geissolosimine (9) exhibited the highest
in vitro antiplasmodial activity (IC,; = 0.96 uM)
(Mbeunkui et al., 2012).

The search for active substances in Amazonian
medicinal plants is very promising, besides being a
strategy for the discovery of new antimalarial drug
leads (Andrade-Neto et al., 2007; Pohlit et al., 2013).
As shown above, several Geissospermum alkaloids
have high in vitro antiplasmodial activity. From in vivo
work on extracts, it is clear that the antimalarial and
toxic components of these extracts should be identi-
fied in future work. Thus, more work on the chemistry
and antimalarial activity of Geissospermum species,
especially on the in vivo antimalarial activity and toxi-
city of Geissospermum indole alkaloids is necessary.
Future work should focus on addressing the dearth
of in vivo studies on these alkaloids in animal models
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of malaria. Also, more compositional studies on G.
argenteum, G. reticulatum and G. sericeum are nee-
ded The chemical composition of G. urceolatum has,
to date, not been studied.
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Resumo

O mercado farmacéutico atual, volta sua atengéo para medicamentos de origem vegetal e suas inovagdes tec-
noldgicas. Neste contexto, inclui-se a espécie Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) popularmente conhecida
como neem, uma planta nativa da India, com ampla aplicacéo fitoterapica. Neste trabalho, aspectos quimicos
e farmacoldgicos desta planta séo discutidos, bem como sua propriedade antioxidante e métodos usados para
determinar micro e macronutrientes. Para tanto, obteve-se o extrato hidroalcodlico das folhas de A. indica (EAI)
e a propriedade antioxidante foi avaliada pelo método do fosfomolibdénio de aménio. O resultado obtido (26,5
%) foi relacionado com a propriedade antioxidante do acido ascoérbico, podendo ser justificado pela presenga
de compostos polares presentes no extrato EAI, com destaque para azadiractina, nimbina e salanina. Os re-
sultados obtidos para a determinagéo dos teores de umidade, cinzas e minerais (calcio, chumbo, cobre, cromo,
ferro, magnésio, manganés, niquel, potassio, sddio e zinco) nas folhas de A. indica, foram 68,0 % de umidade,
12,3 % de cinzas e dentre os minerais detectados, o calcio apresentou maior percentual (73,0 %), seguido de
potassio (15,0 %), magnésio (11,0 %), e sodio (1,0 %). Aspectos correlacionados com os teores de minerais e
suas importancias nos metabolismos dos vegetais, também sao objetos de discussao.

Palavras-chave: Azadirachta indica; Extrato Hidroalcodlico; Aspectos Quimicos e Farmacolégicos.

Abstract

The pharmaceutical industry turned its attention to medicines of plant origin, which include plant extracts. In this
context, it becomes significant to complete characterization of species for medical use, for example, Azadirachta
indica A. Juss. (Meliaceae) popularly known as neem, a native plant of India, with significant medicinal applica-
tions. In this work, chemical and pharmaceutical aspects of this plant are discussed and, an antioxidant property
and methods to determine micronutrients and macronutrients were applied to its leaves. The antioxidant property
evaluation was realized by analysis of the hydroalcoholic extract of the leaves of A. indica (EAI) using the phospho-
molybdenum method. Ascorbic acid was considered to be the maximal (100 %) antioxidant value. The obtained
result for EAl was 26 % of the antioxidant activity of ascorbic acid, which can be explained by the presence of
polar compounds such as azadirachtin, nimbin and salannin. The results for determination of humidity, ashes and
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minerals (calcium, lead, copper, chromium, iron, magnesium, manganese, nickel, potassium, sodium and zinc) in
leaves of A. indica, were 68.0 % humidity, 12.3 % of ashes and among the mineral contents calcium showed the
highest percentage (73.0 %), followed by potassium (15.0 %) magnesium (11.0 %), and sodium (1.0 %). Aspects
correlated to percentages of minerals and the importances to the metabolism of plants are also discussed.

Key words: Azadirachta indica; Hydroalcoholic Extract; Chemical and Pharmacological Aspects.

Introdugao

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza
muitas vezes o unico recurso terapéutico de muitas
comunidades e grupos étnicos localizados em todo o
mundo. Em um contexto abrangente, as plantas medi-
cinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados
populares e farmacias de manipulagédo e detém 25
% dos medicamentos do mercado farmacéutico. Nos
ultimos 20 anos, o progresso cientifico de pesquisas
com produtos naturais possibilitou avangos nos estu-
dos quimicos e farmacoldgicos de inumeras plantas
utilizadas para fins medicinais (Maciel et al., 2002).

Azadirachta indica A. Juss. (sinonimia Melia azadi-
rachta L.), conhecida no vernaculo como neem, é
amplamente distribuida na Asia, Africa e outras partes
tropicais do mundo. Esta planta vem sendo utilizada
na medicina indigena para o tratamento de varias
doengas humanas, especialmente contra enfermida-
des originarias de bactérias e fungos (Luo et al., 2000).
Estudos cientificos desenvolvidos por varios grupos de
pesquisa em todo o mundo possibilitaram o isolamento
e elucidagdo estrutural de mais de 100 metabdlitos de
A. indica, dentre eles destaca-se o metabdlito de maior
teor toxico denominado de azadiractina (FIGURA 1),
um tetranortriterpendide (Soon e Bottrell, 1994). Esta
substancia é encontrada em todas as partes da planta,
com maior teor nas sementes (Teixeira, 2012). Apesar
de Azadirachta indica ser conhecida pela presenca do
pesticida azadiractina, ndo se tem registros de toxicida-
de em humanos, pela ingestao desta espécie vegetal.
A avaliagédo do efeito toxico de azadiractina foi reali-
zada por Boeke e colaboradores (2004) e de acordo
com esta pesquisa, ndo se detectou efeitos adversos
para humanos e em outros trabalhos, ficou esclarecido
que este metabdlito por ser biodegradavel, ndo oferece
danos ao meio ambiente (Coats, 1994; Boeke et al.,
2004; Mossini e Kemmelmeier, 2005; Oliveira et al.,
2009). Devido a espécie A. indica ser considerada um
pesticida natural eficaz, a sua utilizagdo na pecuaria
€ uma alternativa para substituir compostos de natu-
reza sintética, rotineiramente utilizados no controle de
parasitos de animais (Oliveira et al., 2009). Mossini e
Kemmelmeier (2005) relataram que A. indica como ali-
mento de cabra, foi considerado uma excelente fonte
protéica, porém pode provocar a formagdo de micro-
célculos nos rins. No entanto, de acordo com Coats

(1994), os efeitos tdxicos desta planta em mamiferos
ocorrem apenas em doses elevadas.

De fato, na Africa e no Caribe, os usuarios desta
espécie medicinal, principalmente criangas, ingerem
seus frutos maduros como alimento. Na india, desde
os tempos mais remotos, as folhas de neem s&o con-
sumidas para o preparo de cha e em menor escala,
como alimento. Curiosamente, os animais domésticos
também se alimentam destas folhas (Teixeira, 2012).

Figura 1 - A estrutura quimica de azadiractina

Relatos da literatura mostram a ampla diversidade
de fungdes bioldgicas de Azadirachta indica, dentre
elas encontram-se as atividades antiinflamataria, an-
ticancer, hipolipidémica e hepatoprotetora (Mossini e
Kemmelmeier, 2005; Franco et al., 2011). Também
possui atividade anticarcinogénica supostamente
por auxiliar os sistemas de defesa antioxidantes
celulares (Biswas et al., 2002).

A cadeia transportadora de elétrons na membrana
mitocondrial é a principal fonte de ATP em células
de mamiferos, fato pelo qual a torna essencial a
vida. Durante a fosforilagdo oxidativa uma pequena
fracéo de todo o oxigénio consumido pela mitocondria
sofre redugdo incompleta gerando radicais livres que
podem atacar a propria organela, motivo pelo qual a
mitocondria € um excelente modelo para estudos de
estresse oxidativo (Lopes, Paiva e Rodrigues, 2009),
desequilibrio do organismo ocasionado pelo excesso
de radicais livres, que s&o, na maioria das vezes,
espécies reativas de oxigénio (ERO), que possuem
um elétron desemparelhado na ultima camada de
valéncia. Ao serem formadas, estas espécies reativas
reagem rapidamente com outro radical ou com outra
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molécula por varios mecanismos, sendo que a velo-
cidade e a especificidade dessas reagbes dependem
da concentracdo do radical, de sua reatividade e da
localizagéo do elétron desemparelhado (Valko et al.,
2007). Varias doengas sao frequentemente associa-
das com o estresse oxidativo, em que as biomolécu-
las, tais como proteinas, lipideos e acidos nucléicos,
séo atacadas por radicais livres, podendo originar
varios disturbios, como envelhecimento precoce,
processos inflamatérios, disfungdo cerebral, doengas
do coragéo, cancer e outros danos (Prieto, Pineda e
Aguilar, 1999).

Partindo destas informagées, e levando-se em con-
sideragdo que plantas sao ricas em minerais, que
podem contribuir para o equilibrio do organismo, e
quando em excesso, podem causar possiveis distur-
bios; no presente trabalho, relata-se a determinagao
da propriedade antioxidante, umidade, cinzas e
identificacdo de minerais e seus teores para a espé-
cie Azadirachta indica A. Juss.

Alguns minerais como o ferro, cobre, zinco, manganés
€ magnésio sdo considerados essenciais as plantas.
O magnésio presente na estrutura da clorofila é fun-
damental para absorgdo de energia solar do vegetal.
No entanto, quando sao absorvidos pelas plantas em
condi¢cbes desfavoraveis (adubagdo inapropriada, por
exemplo), podem alterar significativamente a formagéo
de metabdlitos secundarios de espécies vegetais, que
podem ser os agentes bioldgicos responsaveis pelas
suas atividades biologicas (Valmorbida et al., 2007).
Para animais em geral, a ingestdo de plantas pode
resultar na transferéncia de espécies metdlicas que se
acumulam em todos os tecidos vegetais, comprome-
tendo a qualidade da cadeia alimentar. Citando apenas
um exemplo, o chumbo, que pode ser absorvido pelo
organismo por via inalatéria ou oral, € extremamente
nocivo ao organismo animal, mesmo sendo ingerido em
pequenas quantidades. Em organismo humano, este
metal inibe a enzima que catalisa uma etapa essencial
na produgao de hemoglobina, causando a anemia cro-
nica, além disso, ndo apresenta nenhuma fungao biolo-
gica sendo, portanto, absorvido, distribuido e excretado
sem nenhuma agéo bioldgica saudavel (Bonato et al.,
1998; Maiga et al., 2005; Franco et al., 2011).

O solo em que a planta se encontra, é um fator im-
portante na absor¢ao de espécies metalicas, ja que
consiste em uma mistura de materiais minerais e
organicos que propiciam um ambiente fundamental
ao crescimento do vegetal (Malavolta et al., 2006).
Quando as quantidades dos minerais encontrados
nas plantas excedem aos valores recomendados pela
legislacao, isso pode ser indicio de contaminagéo do
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solo, agua, dentre outros. Recentemente, no Brasil
estabeleceu-se uma legislagéo nacional sobre teores
permissiveis de metais em solos. Os valores orienta-
dores para solos utilizados na agricultura, de acordo
com esta legislacdo (CONAMA, 2009), indicam que
o teor maximo permitido para os minerais chumbo
cobre, cromo, niquel, e zinco, sdo respectivamente:
180, 200, 150, 70 e 450 ppm. No que se refere a
ingestao de plantas e os seus riscos toxicoldgicos
em fungéo dos teores de minerais, a ingestao diaria
recomendada (IDR) para homens adultos estabele-
cidos pela ANVISA (1998), para os minerais: calcio,
cobre, cromo, ferro, magnésio, manganés e zinco,
sdo respectivamente: 800 mg, 3 mg, 200 pg, 14 mg,
300 mg, 5 mg e 15 mg.

Apesar dos avangos cientificos voltados para os
estudos com plantas medicinais e as exigéncias dos
o6rgéos fiscalizadores, os indices de fontes naturais
utilizadas empiricamente é significativo, com amplos
relatos de toxicologia que podem ser irreversiveis
(Maciel et al., 2002; Veiga Jr., Pinto e Maciel, 2005;
Viegas Jr., Bolzani e Barreiro, 2006). Neste contex-
to, analises de micro e macronutrientes vinculadas
ao controle de qualidade de minerais tornam-se
relevantes para a comercializagdo segura de fito-
terapicos em geral. Neste contexto, objetivando-se
contribuir com as pesquisas desenvolvidas com a
espécie medicinal Azadirachta indica, amplamente
comercializada em todo o mundo, realizaram-se
neste trabalho, analises que avaliaram os teores de
umidade, cinzas, minerais, e propriedade antioxi-
dante como se encontram descritos a seguir.

Materiais e Métodos

Material Vegetal: coleta, identificagao
botanica e secagem

As folhas de Azadirachta indica A. Juss. (FIGURA
2) foram coletadas no Campus da UFRN, Natal-RN,
em Fevereiro de 2011. A identificagdo botanica foi
realizada pelo Professor Dr. Jomar Gomes Jardim,
com exsicata de numero 6400, depositada no her-
bario da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte. As analises de umidade foram realizadas de
acordo com as Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Lutz (2008). Amostras (10 g, em ftriplicata) foram
secas em estufa com ventilagdo (Quimis Q314M) a
105°C, por 24h, com etapas subsequentes de aque-
cimentos e resfriamentos (a temperatura ambiente
em dessecador), com intervalos de 1 h, seguido de
pesagens (até massa constante).
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Figura 2: Fotografia representativa de folha de A. indica

Determinagao dos Minerais por ICP-OES
e Analise Estatistica

Para a determinagdo dos teores de minerais, 5 g de
folhas secas foram trituradas e calcinadas em forno
mufla (EDG 3P-S Tecnal 3000) a temperatura de
550°C durante 6h, até decomposi¢do de toda a ma-
téria organica. As cinzas obtidas foram solubilizadas
em 5 mL de acido nitrico P.A. tendo sido transferidas
para baldes volumétricos, completando-se o volume
de 100 mL com agua destilada. As solugbes obtidas
a partir das cinzas foram analisadas para os seguin-
tes minerais: calcio (Ca), chumbo (Pb), cobre (Cu),
cromo (Cr), ferro (Fe), magnésio (Mg), manganés
(Mn), niquel (Ni), potassio (K), sédio (Na) e zinco
(Zn), utilizando-se a técnica de espectroscopia de
emissao optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES) da marca Thermo Analitica modelo iCAP
6300, procedimento descrito em SW-846 USEPA
6010C (USEPA, 2007), com analises realizadas em
triplicata. Os limites de detecgdo (LD) e quantificagdo
(LQ) para cada mineral estdo descritos na TABELA 1.
A andlise estatistica para comparagao dos resultados
expressos em médias e desvio padrao () das médias
obtidas para as amostras avaliadas foi realizada utili-
zando-se ANOVA com teste t (LSD) p < 0,05.

Obtenc¢ao do Extrato Hidroalcodlico das
Folhas de A. indica (EAIl)

Para obtencéo do extrato hidroalcodlico (EAI), o ma-
terial vegetal (folhas) de Azadirachta indica (225,26
g), previamente seco (40°C) e triturado, foi subme-
tido a extragbes via percolagao (24 h), com etanol/
agua (7:3), sendo utilizados 5 litros de solvente. Ao
término, o extrato hidroalcodlico foi filtrado e concen-
trado em evaporador rotativo (Simdes et al., 2010).

Determinagdo da Propriedade
Antioxidante do EAI

Os ensaios para determinar o potencial antioxidan-
te do extrato hidroalcodlico das folhas e A. indica
(EAI) foram realizados utilizando-se o método do
fosfomolibdénio de amobnio, que consiste na for-
macao do complexo de fosfomolibdénio em meio
aquoso, com coloragdo amarela, quando oxidado,
e verde a medida que é reduzido por substancias
antioxidantes. A coloragado verde € mais intensa
quanto maior for a propriedade antioxidante da
amostra. Em comparacgéo, utilizou-se uma solugéo
padrdo de acido ascorbico (vitamina C) (Prieto,
Pineda e Aguilar, 1999).

A reacdo para formacgao do complexo fosfomolibdé-
nio requer o preparo de um reativo, que consistiu
em uma solugdo com fosfato de sédio 0,1 mol L™
(28 mL), molibdato de aménio 0,03 mol L' (12 mL)
e acido sulftrico 3 mol L (20 mL), sendo o volume
completado com agua para 100 mL. A solu¢do pa-
drdo de acido ascorbico, assim como as amostras,
foram preparadas na concentragdo de 200 ug mL™"
(Bianco, 2003).

A partir das solugbes preparadas de cada amostra
e do padrao (200 yg mL"), retirou-se uma aliquo-
ta de 0,4 mL, que foi transferida para um tubo
de ensaio e adicionaram-se 4 mL de reativo (a
solugédo descrita acima). Um branco foi constitu-
ido a partir de 0,4 mL de agua destilada e 4 mL
de reativo. As analises foram feitas em ftriplicata,
com os tubos hermeticamente fechados. Os tubos
foram incubados por 90 minutos a 95°C e depois
resfriados até temperatura ambiente. Apds isso,
procederam-se as leituras das absorbancias em
695 nm em espectrofotdbmetro de UV/Vis (Thermo
Electron Corporation/Nicolet Evolution 100). A agédo
antioxidante das amostras foi expressa em relagao
ao acido ascorbico, considerando que o valor de
sua absorbancia corresponde a 100 % de agado
antioxidante, de acordo com a FIGURA 3 (Prieto,
Pineda e Aguilar, 1999).

Figura 3 - Férmula utilizada para o célculo da
propriedade antioxidante

Aamostra=— Abranc
D/DAA — dImostra branco X 100
Apadrﬁﬂ— Apranco

Emque, A,
do brancoe A

padréo

€ a absorbéancia de cada amostra, A, | € a absorbancia

€ a absorbancia do padréo (acido ascdrbico).

150 Determinagdes da Propriedade Antioxidante e Teores de Minerais de Azadirachta indica
Denise P. Emerenciano; Angela Maria F. da Cruz; Joherbson Deivid dos S. Pereira; Maria de Fatima V. Moura; Maria Aparecida M. Maciel



Resultados e Discussao

A implementacéo de padrdes de qualidade organo-
Iépticas, fisico-quimicas, microbioldgicas e fitoquimi-
cas que venham a atender ao mercado consumidor
de fitoterapicos encontram-se inserida nos requisitos
estabelecidos pela ANVISA que é o 6rgédo nacional
que controla a comercializagdo de medicamentos
em geral (ANVISA, 1976). Em um contexto abran-
gente para as comercializagbes de plantas medici-
nais em feiras livres, por exemplo, ndo existem pa-
rametros estabelecidos que avaliem a qualidade do
vegetal (Braga et al., 2007). Os resultados obtidos
no presente trabalho encontram-se voltados para
o enriquecimento de informagdes sobre a espécie
medicinal Azadirachta indica que representa uma
espécie medicinal amplamente comercializada em
todo o mundo.

Como parte inicial do trabalho avaliou-se o percen-
tual de umidade das folhas desta planta, tendo sido
evidenciado em fungéo do elevado teor de umidade
obtido (68,03 % + 0,02) que podem sofrer contami-
nagao por fungos e bactérias, portanto, devem ser
submetidas a processos de secagem adequados.
Este teor esta acima do obtido por Kashif e Ullah,
(2013) (10,30 % £ 0,28). Na sequéncia, utilizou-se
uma amostra (5,00 g £ 0,09) da massa seca resul-
tante (31,97% + 0,02) que apds procedimento de
calcinagao, apresentou um percentual de cinzas de
12,28 %, (0,61 g = 0,09), percentual € semelhante ao
encontrado para outras plantas, como por exemplo,
o percentual obtido para as folhas secas de Ipomoea

pes-caprae (L.) R.Br., 12,51 % (Barni, Cechinel Filho
e Couto, 2009). As cinzas em solugdes aciduladas
foram submetidas as analises de ICP-OES que
avaliaram os teores dos seguintes minerais: Ca, Pb,
Cu, Cr, Fe, Mg, Mn, Ni, K, Na e Zn. Na TABELA 1
encontram-se descritos os valores em mg 100 g
dos minerais identificados, tendo sido comprovado
um percentual maior para o calcio (73,0 %; 166,90
mg 100 g'+ 1,27), em comparacao, aos percentuais
minoritarios observados para o potassio (15,0 %;
35,65 mg 100 g'+ 0,42), magnésio (11,0 %; 24,34
mg 100g" + 0,69) e sédio (1,0 %; 2,38 mg 100 g' +
0,23) (FIGURA 4). Outros minerais, tais como Pb,
Cu, Cr, Fe, Mn, Ni e Zn apresentaram massas per-
centuais abaixo de 1,0 %.

Sahito e colaboradores (2003) determinaram os te-
ores dos minerais sddio, potassio, calcio, magnésio,
ferro, zinco, cobalto, cromo, niquel cobre, chumbo,
cadmio, bario e aluminio em folhas de A. indica, pelo
método de absorgao atémica, tendo sido observa-
do que os teores de chumbo (0,1270 mg 100 g*),
niquel (0,2950 mg 100 g'), sédio (1355,90 mg 100
g™"), calcio (1393,60 mg 100 g) e potassio (1415, 35
mg 100 g), encontram-se acima dos teores obtidos
no presente trabalho (TABELA 1). Em outro trabalho,
desenvolvido por Neves e Colaboradores(2013) de-
terminaram-se os teores de alguns minerais, e con-
cluiu-se que independente dos teores dos nutrientes
presentes nos solos analisados, Azadirachta indica
é uma espécie que absorve preferencialmente, ni-
trogénio, fosforo e calcio. No entanto, apenas para
0 potassio houve correlagdo positiva entre o teor

Tabela 1: Determinagéo dos teores de minerais encontrados nas folhas de A. indica

Minerais Média (mg 100 g-1) Desvio Padrao (*) LD* DQ**

Célcio (Ca) 166,9000 1,2728 0,3333 1,0000
Chumbo (Pb) 0,0077 0,0015 0,0033 0,0010
Cobre (Cu) 0,0304 0,0010 0,0033 0,0010
Cromo (Cr) 0,0199 0,0099 0,0033 0,0010
Ferro (Fe) 0,5243 0,0653 0,3333 1,0000
Magnésio (Mg) 24,3400 0,6879 0,3333 1,0000
Manganés (Mn) 0,0628 0,0002 0,0033 0,0010
Niquel (Ni) 0,0072 0,0004 0,0033 0,0010
Potassio (K) 35,6533 0,4203 0,3333 1,0000
Sodio (Na) 2,3777 0,2308 0,3333 1,0000
Zinco (Zn) 0,0797 0,0031 0,0033 0,0010

*LD - Limite de detecgdo em mg L-1, **LQ - Limite de quantificagdo em mg L-1
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Figura 4 - Gréfico representativo dos teores de minerais encontrados nas folhas de A. indica

Sédio
1,0 %

obtido no solo e o teor determinado nas folhas infe-
riores da parte média da planta. Também se verificou
que em fungéo do teor elevado de calcio (superiores
a 14,8 mg 100 g'; detectado nas folhas de espécies
provenientes de diferentes locais) A. indica € uma
espécie calcicola (medianamente as espécies apre-
sentam teores foliares de Ca na faixa 15,7 a 22,7
mg 100 g).

A andlise estatistica (ANOVA) foi empregada para
obtencdo do coeficiente de correlagdo de Pearson
(p), que indica a relagéo entre duas variaveis lineares
com valores 1 e -1. Nesta analise, os sinais positivos
e negativos indicam a direcdo e a dimensao que a
variavel informa sobre a forga de correlagdo. Valores
de p maiores que 0,70 (+ ou -) indicam correlagéo
significativa, valores entre 0,30 e 0,70 (+ ou -) indi-
cam correlagdo moderada e fraca correlagdo para a
faixa entre 0,00 e 0,30. Desta forma, a correlagao de
Pearson entre os metais avaliados, revelou correla-
¢ao positiva para Fe e K (0,31), Cu e Fe (0,99), Cue
Zn (0,98) e Cu e K(0,41) (TABELA 2).

A medida que a planta absorve um mineral, possi-
velmente carreia outro, como exemplo, ao absorver
0 potassio, a planta também absorvera Cu e Fe.
Correlagdes negativas foram observadas entre K e
Ca (-0,87) e K e Mg (-0,83). Dessa forma, no cultivo
de A. indica, o solo ndo pode ser rico em K, que em
percentuais elevados inibira as absorgdes de Ca e Mg.

Tracos (Pb, Cu, Cr,
Fe, Mn, Ni, Zn)
<1,0 %

Biondi e Colaboradores (2011) avaliaram os teores
dos minerais Fe, Mn, Zn, Cu, Ni e Co presentes em
solos de Pernambuco/BR, tendo sido observado
correlagéo linear de Pearson (p) entre teores dos
minerais e propriedades dos solos. De acordo com
os resultados obtidos, comprovou-se que ha um bai-
xo potencial de liberagdo de Cu, Co e Ni, dos solos
para plantas em geral, enquanto para Zn, Fe e Mn as
deficiéncias sdo menos provaveis.

Almeida Junior (2010) também avaliou por meio de
correlagdo de Pearson, o efeito da adubagao orga-
nica em solos e os teores de minerais em plantas.
Neste estudo, houve correlagdo positiva entre a
matéria seca da parte aérea da cana-de-agucar e 0s
minerais N, P, K, Cu, Zn e Al que estavam presen-
tes no solo. Uma correlagédo negativa foi observada
entre pH do solo da planta. Para a matéria seca da
raiz desta planta, ndo foram verificadas correlagbes
significativas.

O extrato hidroalcodlico obtido das folhas de
Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) (EAI)
apresentou o rendimento de extragdo de 36,7 %.
A propriedade antioxidante do EAI foi avaliada pelo
método do fosfomolibdénio de amoénio, comumente
utilizado para comparar a capacidade antioxidante
de diversos extratos, além de ser simples e de baixo
custo (Rocha et al., 2007; Morais et al., 2009; Negri,
Possamai e Nakashima, 2009; Nunes, 2011;).
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Tabela 2 - Coeficientes de correlagéo de Pearson observados nas folhas de A. indica

Metal/Metal* Ca Pb Cu Cr Fe Mg Mn Ni K Na Zn
Ca 1,00** - - - - - - - - - -
Pb -0,77 1,00 - - - - - - - - -
Cu -0,81 1,00 1,00 - - - - - - - -
Cr -0,93 0,95 0,97 1,00 - - - - - - -
Fe -0,74 1,00 0,99 0,94 1,00 - - - - - -
Mg 1,00 -0,81 -0,85 -0,96 -0,79 1,00 - - - - -
Mn -0,30 -0,38 -0,32 -0,07 -0,42 -0,23 1,00 - - - -
Ni -0,30 -0,38 -0,32 -0,07 -0,42 -0,23 1,00 1,00 - - -
K -0,87 0,35 0,41 0,62 0,31 -0,83 0,73 0,73 1,00 - -
Na -0,07 0,69 0,64 0,43 0,72 -0,14 -0,93 -0,93 -0,44 1,00 -
Zn -0,67 0,99 0,98 0,89 0,99 -0,72 -0,51 -0,51 0,20 0,79 1,00
*Todos os valores possuem um nivel de 95% de confianga
**Os valores em vermelho indicam forte correlagéo + entre os minerais
Figura 5 - Estrutura de limondides bioativos encontrados nas folhas de A. indica
CO,CH, _
O
—

Salanina

O resultado antioxidante obtido para o EAI apre-
sentou um percentual antioxidante de 26,50 %, que
pode ser justificado pela maior concentragdo de
compostos polares presentes no extrato, como é o
caso da azadiractina (FIGURA 1), nimbina, salani-
na, dentre outros (FIGURA 5) (Kraus et al., 1987;
Mouréo et al., 2004).

Conclusoes

O cultivo de plantas comestiveis ou de uso medicinal
deve ser rigoroso em fungao da quantidade de mine-
rais presentes no solo, ja que podem alterar os per-
centuais de metais presentes nas plantas, e ainda,
interferir em seus metabolismos, podendo interferir
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HCO,C

Nimbina

ainda, em suas atividades biolégicas (Amaral et al.,
2003; Braga et al., 2007; Franco et al., 2011; Santiago
etal., 2011).

Para a Azadirachta indica A. Juss. comprovou-se
quantidade majoritaria de calcio (73,0 %) seguida
dos minerais potassio (15,0 %), magnésio (11,0 %)
e sodio (1,0 %). Pela correlagdo de Pearson, ob-
servou-se que a medida que a planta absorve um
mineral (Fe, K, Cu, Zn e K) positivamente possibilita
o efeito sinérgico de absorgédo dos outros metais via
absorgao positiva. Para os metais K, Ca e Mg, obser-
vou-se correlagdes negativas, portanto, quando um
fertilizante rico em potassio for administrado para A.
indica, estima-se que haja redugéo na absorgéo des-
tes minerais. Desta forma, dependendo da finalidade
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da utilizagédo da planta, pode-se manipular o tipo de
fertilizante, favorecendo a absorgdo de nutrientes
especificos.

Em fungéo do elevado teor de umidade (68,0 %) as
folhas de A. indica devem ser comercializadas de
forma desidratada, objetivando-se a preservagao
dos seus metabdlitos especiais, evitando-se a proli-
feragao de fungos e bactérias que podem favorecer
a producéo de substancias toxicas, tornando o vege-
tal impréprio ao consumo.

A partir desta pesquisa foi possivel comprovar que o
extrato hidroalcodlico das folhas da espécie vegetal
Azadirachta indica apresentou potencial antioxidativo
significativo (26,5 %), quando comparado a outras
espécies vegetais, como por exemplo Maytenus ilici-
folia (espinheira-santa), em que para o0 mesmo mé-
todo, extrato bruto das folhas apresentou 30,0 % de
acao antioxidante (Pessuto, 2006; Negri, Possamai e
Nakashima, 2009). No entanto, o extrato aquoso das
cascas de Lafoensia pacari (dedaleiro), a propriedade
antioxidante (método de fosfomolibdénio de amdnio),
apresentou resultado muito inferior (5,0 %) (Campos
e Frasson, 2011). Levando em consideragdo este
resultado comparativo, bem como dados de atividade
biolégica atribuidos para A. indica, novas investiga-
¢Oes farmacolodgica estardo sendo realizadas com o
extrato hidroalcodlico obtido das folhas desta espécie.
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A revista Fitos publica artigos com elevado mérito
cientifico relativos a Plantas Medicinais, que contri-
buam para os campos tematicos: pesquisa, desen-
volvimento e inovagéo de medicamentos da diversi-
dade vegetal e para estudos e aprofundamentos de
temas e disciplinas afins.

A Revista publica trabalhos nas seguintes areas do
conhecimento:

» Agroecologia

» Botanica

» Etnofarmacologia

» Farmacologia

* Inovacgao (gestédo e CTl em saude)
* Quimica

Os autores devem ler atentamente as instrugdes
abaixo antes de submeterem seus artigos a Revista
Fitos.

1. A REVISTA FITOS aceita trabalhos para as se-
guintes segodes:

1.1 Revisao: revisdo critica da literatura sobre temas
pertinentes ao estudo de plantas medicinais; da gestao
da inovagdo e desenvolvimento de medicamentos da
biodiversidade brasileira e de temas e disciplinas afins;

1.2 Artigos: resultado de pesquisa de natureza empi-
rica, experimental ou conceitual;

1.3 Comunicagao Breve: relatando resultados
preliminares de pesquisa, ou ainda resultados de
estudos originais que possam ser apresentados de
forma sucinta;

1.4 Debate: artigo tedrico que se faz acompanhar de
cartas criticas assinadas por autores de diferentes
instituicdes, convidados pela equipe editorial, segui-
das de resposta do autor do artigo principal;

1.5 Férum: secéo destinada a publicagédo de 2 a 3
artigos coordenados entre si, de diferentes autores, e
versando sobre tema de interesse atual. Os interessa-
dos em submeter trabalhos para essa se¢ao devem
consultar o Conselho Editorial da Revista Fitos;

1.6 Perspectivas: analises de temas conjunturais, de
interesse imediato e sobre a importancia das plantas
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medicinais; da gestdo da inovacao e desenvolvimen-
to de medicamentos da biodiversidade brasileira e
de temas e disciplinas afins, em geral a convite da
equipe editorial;

1.7 Questdes Metodoldgicas: artigo completo, cujo
foco é a discussdo, comparagdo e avaliagdo de
aspectos metodoldgicos importantes para o campo,
seja na area de desenho de estudos, analise de da-
dos ou métodos qualitativos;

1.8 Resenhas: resenha critica de livro relacionado
aos campos tematicos da REVISTA FITOS, publica-
do nos ultimos dois anos;

1.9 Cartas: critica a artigo publicado em fasciculo
anterior da REVISTA FITOS;

2. Diretrizes para autores

2.1 AREVISTAFITOS publica somente artigos inédi-
tos e originais, e que nao estejam em avaliagdo em
nenhum outro periédico simultaneamente. Os auto-
res devem declarar essas condigdes no processo de
submissdo. Caso seja identificada a publicagdo ou
submissdo simultdnea em outro periédico o artigo
sera desconsiderado. A submissdo simultdnea de
um artigo cientifico a mais de um periédico constitui
grave falta de ética do autor.

2.2 Uma vez aceito, os direitos autorais de todos os
artigos, incluindo a sua reprodugao por qualquer meio,
seja eletrénico ou impresso, pertencera a Revista
Fitos. O autor devera preencher uma declaragéo de
cessao de direitos autorais enviada pela Revista Fitos.

2.3 Serdo aceitas contribuicbes de artigos escritos
em Portugués, Inglés, Francés ou Espanhol.

2.4 Todos os trabalhos envolvendo estudos em
humanos ou animais deverédo estar acompanhados
dos Pareceres dos Comités de Etica de Pesquisa em
Seres Humanos ou em Animais das instituicdes a
que pertencem os autores, autorizando tais estudos.

2.5 Qualquer conceito emitido nos trabalhos publica-
dos sera de responsabilidade exclusiva dos autores.

2.6 Os autores deverdo manter uma coépia dos

manuscritos em seu poder, em caso de eventual
extravio daquele enviado a revista.
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2.7 As figuras, tabelas, quadros, estruturas quimi-
cas, fotografias, graficos, desenhos etc. deveréo ser
inseridas pelos proprios autores nos locais adequa-
dos e numeradas consecutivamente em algarismos
arabicos. As respectivas legendas deverdo ser
claras, concisas, sem abreviaturas e localizadas na
parte superior das mesmas. As tabelas ndo podem
ser fechadas por linhas laterais.

2.8 Notas de rodapé nao serao aceitas.
2.9 Fontes de financiamento

2.9.1 Os autores devem declarar todas as fontes de
financiamento ou suporte, institucional ou privado,
para a realizagdo do estudo.

2.9.2 Fornecedores de materiais ou equipamentos,
gratuitos ou com descontos, também devem ser
descritos como fontes de financiamento, incluindo a
origem (cidade, estado e pais).

2.9.3 No caso de estudos realizados sem recursos
financeiros institucionais e/ou privados, os autores
devem declarar que a pesquisa nio recebeu finan-
ciamento para a sua realizagéo.

2.10 Conflito de interesses

2.10.1 Os autores devem informar qualquer po-
tencial conflito de interesse, incluindo interesses
politicos e/ou financeiros associados a patentes ou
propriedade, provisdo de materiais e/ou insumos e
equipamentos utilizados no estudo pelos fabricantes.

2.11 Formatacgao Inicial do Trabalho

2.11.1 Os originais deveréao ser redigidos na ortogra-
fia oficial e digitados em papel tamanho A4, espaco
duplo, fonte tipo Times New Roman, tamanho 12,
com texto justificado, margem de 2 cm em cada um
dos quatro lados, e perfazendo o total de, no maxi-
mo, 20 e, no minimo, 5 paginas, incluindo figuras,
tabelas e quadros.

2.11.2 Titulo e subtitulo: deverao estar de acordo com
o conteudo do trabalho, levando em conta o ambito
da Revista. Estes deverdo estar escritos em negrito
com a primeira letra da palavra em maiuscula, fonte
tipo Times New Roman, tamanho 14. Deverao também
estar em vers&o para a lingua inglesa, com as mesmas
caracteristicas, mas em fonte tamanho 12.

2.11.3 Autores: o primeiro nome de cada autor deve
vir abaixo do titulo, a esquerda. O nome e o ultimo
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sobrenome devem ser por extenso. Os demais so-
brenomes devem conter apenas a primeira letra
inicial (ex. José Carlos F. P. Oliveira.). No caso de
varios autores, seus nomes deverao ser separados
por ponto e virgula.

2.11.4 Filiagao dos autores: antes do nome de cada
autor devera constar um nimero arabico, sobrescri-
to, indicando seu local de trabalho, com enderego
completo (inclusive CEP) e devera aparecer logo
abaixo dos nomes dos autores, também a esquerda.
Deve-se assinalar o nome do autor principal com um
asterisco sobrescrito, para o qual toda correspon-
déncia devera ser enviada.

2.11.5 Resumo em portugués: devera apresentar
concisamente o trabalho, destacando as informa-
¢bes de maior importancia, expondo metodologia,
resultados e conclusdes. Permitira avaliar o interes-
se pelo artigo, prescindindo de sua leitura na integra.
Dever-se-a dar destaque ao Resumo como tépico do
trabalho, (maximo de 200 palavras).

2.11.6 Abstract: versdo do resumo para a Lingua
Inglesa. Evitar tradugdes literais. Quando n&o hou-
ver dominio deste idioma, consultar pessoas qualifi-
cadas. Providenciar também versao do titulo para a
lingua inglesa.

2.11.7 Palavras-chave: deverao identificar/represen-
tar o contetido do artigo. Observar o limite maximo
de 6 (seis). Sdo importantes para levantamentos
em banco de dados, com o objetivo de localizar e
valorizar o artigo em questéo. Deveréo vir separados
por ponto e virgula.

2.12 Formatagao do Trabalho

2.12.1 Introdugéo: devera estabelecer com clareza
0 objetivo do trabalho e sua relagcdo com outros
trabalhos na mesma &rea. Extensas revisbes da
literatura deverao ser substituidas por referéncias
as publicagdes mais recentes, onde estas revisdes
tenham sido apresentadas.

2.12.2 Materiais e Métodos: a descricao dos ma-
teriais e dos métodos usados devera ser breve,
porém suficientemente clara para possibilitar a
perfeita compreensdo e a reprodugéo do trabalho.
Processos e técnicas ja publicados, amenos que te-
nham sido extensamente modificados, deverdo ser
referenciados por citagéo.

2.12.3 Resultados: deverado ser apresentados com o
minimo possivel de discuss&o ou interpretagéo pessoal
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e, sempre que possivel, ser acompanhados de tabelas
e figuras adequadas. Os dados, quando pertinentes,
deverdo ser submetidos a uma analise estatistica.

2.12.4 Discusséo: devera ser restrita ao significado
dos dados obtidos e resultados alcangados, evitan-
do-se inferéncias ndo baseadas nos mesmos.

Obs.: Eventualmente, Resultados e Discussao po-
derdo ser apresentados num unico item.

2.12.5 Agradecimentos: Possiveis mengdes em
agradecimentos incluem instituicées que de alguma
forma possibilitaram a realizagdo da pesquisa e/ou
pessoas que colaboraram com o estudo, mas que
nao preencheram os critérios para serem coau-
tores. Este item & opcional e devera vir antes das
Referéncias.

2.13 Referéncias: baseadas nas normas da ABNT
2.13.1 Referéncia dentro do texto:

No inicio da citagdo. Nome do(s) autor (es) em
caixa baixa, seguido do ano entre parénteses. Ex.
‘Pereira (1999) descreveu a atividade ansiolitica de
Lippia alba’ . Quando houver dois autores, devera
obedecida a ordem alfabética dos autores e seguido o
seguinte padrdo: ‘Castro e Silva (1998) analisaram a
toxicologia do extrato de Psidium guajava’. Para trés
autores, a regra sera semelhante a anterior, sepa-
rando os dois primeiros autores por meio de virgula.
Por exemplo, ‘Amoroso, Costa e Soares (1997) des-
creveram a propriedade analgésica de toxicologia da
Lippia alba’ No caso de mais de trés autores, devera
ser mencionado apenas o0 nome do primeiro, seguido
de e colaboradores e do ano entre parénteses. Por
exemplo, Silva e colaboradores (1999) confirmaram o
efeito broncodilatador de Mikania glomerata.

No final da citagdo. Autor em caixa baixa seguido
do ano. Ex. (Silva, 1999). Quando houver dois auto-
res, estes deverdo ser separados pela particula ‘e’
e ser obedecida a ordem alfabética. Ex. (Castro e
Silva, 1998). No caso de trés autores, a regra sera
(Albuguerque, Lima e Sousa, 2000). Quando houver
mais de trés autores, devera ser mencionado apenas
o0 nome do primeiro, seguido de et al. e do ano. Por
exemplo, (Silva et al., 1999) ou (Silva et al., 1995a,b).

2.13.2 Citacao textual: colocar, também, a pagina.
Ex. (Silva, 1999, p.24)

2.13.3 As Referéncias no final do artigo deverdo
ser ordenadas alfabeticamente pelo sobrenome do
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primeiro autor, em caixa baixa e em ordem crescen-
te de data de publicagdo, com o ano de publicagao
sempre apos o nome do ultimo autor. Devem-se
levar em consideragéo as seguintes ocorréncias:

2.13.3.1 Livro com um autor:

Autor, ano, titulo do livro em italico, editora, cida-
de. COSTA, A.F. 1996. Farmacognosia. Fundagéo
Calouste Gulbenkian. Lisboa

2.13.3.2 Livro com dois ou mais autores:

Autores, ano, titulo do livro em italico, editora, cida-
de. SANTOS, I.F.; PEREIRA, F.L. 1995. Criando um
Novo Mundo. Atheneu, Sao Paulo.

2.13.3.3 Livro editado

Deveréo ser citados os nomes de todos os editores
ou organizadores. Editor(es) ou organizador(es),
ano, titulo do livro em italico, editora, cidade.

Simbdes, C.M.O.; Schenkel, E.P.; Gosman, G
Palazzo de Melo, J.; Mentz, L.A. e Petrovick,
P.R. (org.) 2003. Farmacognosia: da Planta ao
Medicamento. Editora da UFRGS/Editora da UFSC.
Porto Alegre/Floriandpolis.

Yunes, R.A e Calixto, J.B (ed.) 2001 — Plantas
Medicinais sob a Otica da Quimica Medicinal
Moderna. Editora Argos. Chapecé.

2.13.3.4 Capitulo de livro:

Autor(es), ano, titulo do capitulo, editor (ou organiza-
dor), titulo do livro em italico, paginas inicial e final,
editora, cidade.

Furlan, M.; Bergamo, D.C.B. e Kato. M.J. 2009
— Biossintese de Produtos Naturais: Atualidades
e Perspectivas no Desenvolvimento de Novos
Farmacos. In: Yunes, R.A. e Cechinel Filho, V. (org.),
Quimica de Produtos Naturais: Novos Farmacos e
a Moderna Farmacognosia, p. 83-102. Editora da
Universidade do Vale do ltajai. Itajai.

2.13.3.5 Tese ou Dissertagao:
Autor, ano, titulo da tese ou dissertagdo em ita-
lico, nome da Faculdade ou Instituto, nome da

Universidade, cidade.

Lima, N. 1991 - Influéncia da agao dos raios solares
na germinagao do nabo selvagem. Tese (Doutorado).
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Faculdade de Ciéncias Agrarias, Universidade
Estadual de Campinas.

2.13.3.6 Artigo de periddico:

Deverao ser citados os nomes de todos os autores,
ano, titulo do artigo, nome completo do periddico em
italico, volume, pagina inicial e final.

Carlini, E.A.; Duarte-Almeida, J.M. Rodrigues, E. e
Tabach, R. 2010 - Antiulcer effect of the pepper trees
Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira-da-praia) and
Myracrodruon urundeuva Allemao, Anacardiaceae
(aroeira-do-sertao). Revista Brasileira de
Farmacognosia, v.20, p.140-146.

2.13.3.7 Citagao indireta:

As duas citagdes devem ser mencionadas de ma-
neira completa, com autor, ano, titulo do livro ou do
periddico.

Carballo, S.A. 1995 - Plantas medicinales del
Escambray cubano. Apuntes cientificos. TRAMIL
VII. Isla San Andrés, Colémbia. apud Germosén-
Robineau, L. G., (ed) 1996 -Farmacopea Vegetal
Caribefa, p.127-130. Editions Emile Désormeaux,
Fort-de-France, Martinica.

Wax E.T .1977. Antimicrobial activity of Brazilian me-
dicinal plants. J Braz Biol Res 41: 77-82, apud Nat
Prod Abs 23, p.588-593, 1978.

2.13.3.8 Eventos cientificos (Congressos, Seminarios,
Simpdsios e outros):

Autor(es). Titulo do trabalho, ano, nome do evento,
n® do evento, identificagdo do trabalho ou resumo,
cidade de realizagéo do evento.

Oliveira, J.P.C.; Ferreira, E.L.F. e Chaves, M.H. 2009
— Fendis totais e atividade antioxidante e citotdxica
de extratos das folhas de Lecynites pisonis. 322
Reunido anual da Sociedade Brasileira de Quimica,
PN-003, Fortaleza.

2.13.3.9 Patentes: Devem ser identificadas confor-
me modelo abaixo.

Ichikawa, M.; ogura, M. e lijima, T. 1986. Antiallergic
flavone glycoside from Kalanchoe pinnatum. Jpn.
Kokai Tokkyo Koho JP 61,118,396, apud Chemical
Abstracts 105: 178423q.

2.13.3.10 Leis, Resolugbes e demais documentos

160

BRASIL 2003 — Decreto n° 4.946 de 31 de dezembro
de 2003. Altera, revoga e acrescenta dispositivos ao
Decreto no 3.945, de 28 de setembro de 2001, que
regulamenta a Medida Proviséria no 2.186-16, de 23
de agosto de 2001.

2.13.3.11 Banco/Base de Dados

BIREME. Centro Latino-Americano e do Caribe de
Informacéo em Ciéncias da Saude. Lilacs - Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude.
Disponivel em: <http://bases.bireme.br/cgibin/wxis-
lind.exeliah/online/?1sisScript=iah/iah.xis&base=LI-
LACS&lang=p>. Acesso em: 27 ago. 2009.

2.13.3.12 Homepage/Website

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). WHO
Guidelines for Pharmacological Management
of Pandemic (H1N1) 2009 Influenza and other
Influenza Viruses. 20 August 2009. 91 p. Disponivel
em: <http://www.who.int/csr/resources/publications/
swineflu/h1n1_guidelines_pharmaceutical_mngt.
pdf>. Acesso 28 ago. 2009.

2.14 Nomenclatura

Devem ser observadas as regras de nomenclatura
botanica e zooldgica, assim como abreviaturas e
convencgdes adotadas em disciplinas especializadas.

3. Submissao de Artigos

3.1 Os artigos deverao ser encaminhados para sub-
missao através do site http://revistafitos.far.fiocruz.br/,
comindicagéo da area do conhecimento a qual o artigo
pertence (Agroecologia, Botanica, Etnofarmacologia,
Farmacologia, Inovagéo, Quimica e Monografia).

3.2 Todos os manuscritos serdo submetidos a
apreciacao de consultores ad hoc, cujos nomes
permanecerao em sigilo absoluto, e que dispdem de
plena autoridade para decidir sobre a pertinéncia de
sua aceitagdo, podendo, inclusive, reapresenta-los
aos autores com sugestdes para que sejam feitas
as alteragbes necessarias e/ou para que 0s mesmos
sejam adequados as normas editoriais da Revista.
Os trabalhos que nao forem selecionados para pu-
blicacdo serdo devolvidos aos autores.

3.3 Os artigos aceitos para a publicagédo deverao ser
devolvidos ao Editor Coordenador com as recomen-
dagdes feitas pelos referees no prazo maximo de
dois meses, caso contrario a aceitagdo do mesmo
sera cancelada.

Instrugdes aos autores
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