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A Reuvista Fitos Eletrénica (RFE), lancada em agosto de 2014, publica artigos relativos a Plantas Medicinais que
contribuam para PD&I (Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagdo) de medicamentos nas seguintes areas do
conhecimento: Agroecologia, Botanica, Etnofarmacologia, Farmacologia, Inovacédo (Gestéo e CT&l em Saulde)

e Quimica.

Neste numero, a Fitos traz artigos predominantemente nas areas de Agroecologia, Farmacologia e Inovacgao
(Gestédo e CT&I em Saude).

Dois artigos, com focos bastante distintos, constam da sessdo de Agroecologia que, segundo o Marco
Referencial em Agroecologia da Embrapa, publicado em 2006, é definida como um campo de conhecimento
transdisciplinar que contem os principios teéricos e metodoldgicos basicos para possibilitar o desenho e o
manejo de agroecossistemas sustentaveis e, além disso, contribuir para a conservag¢édo da agrobiodiversidade
e da biodiversidade em geral, assim como dos demais recursos naturais e meios de vida. (Coellho, 2011).

http://www.essentiaeditora.iff.edu.br/index.php/sMosaicoAmbiental/article/view/2191

Um deles trata da aplicacdo da Homeopatia na agricultura, tecnologia que, segundo os autores, do Centro
Universitario do Sul de Minas (UNIS), Varginha, MG, vem sendo aplicada com sucesso por agricultores nacionais
e de outros paises como Cuba, Inglaterra, Alemanha, Francga e ltalia.

No segundo artigo de Agroecologia, pesquisadores da UFBA e universidades estaduais da Bahia relatam
experimentos com Schinopsis brasiliensis Engl. (Anacardiaceae) na avaliagdo da atividade antimicrobiana in
vitro contra alguns fitopatdgenos de interesse na agricultura, com resultados positivos. Neste caso, é
interessante ressaltar que a espécie em questédo, conhecida como bralna ou baratna, é endémica, tipica da
Caatinga, e de reconhecida agdo contra cepas resistentes deStaphylococcus aureus e que, mais uma vez se

observa o potencial de aplicacdes de plantas medicinais em outras areas, como a agricultura.

Na sessdo de Farmacologia encontram-se trés artigos. Um deles, de pesquisadores da Universidade do Vale
do Itajai — UNIVALI, SC, relata experimentos de toxicologia em que se investiga a acdo do 6leo de alho em
tubulos seminiferos de camundongos. Sua importancia esté relacionada ao uso, as vezes exacerbado do alho

e a caréncia de informacdes quanto a toxicidade e os efeitos, em especial, sobre o sistema reprodutor masculino.

Pesquisadores da FIOCRUZ, RJ, apresentam uma revisao sobre aspectos botanicos, empregos ndo medicinais,
fitoquimica e agbes farmacolégicas da Bauhinia forficata Link (Fabaceae), uma planta medicinal da

biodiversidade brasileira.

O terceiro artigo se refere a avaliacdo das atividades antioxidante e antimicrobiana de frutos do pau-
ferro, Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz (Leguminosae), uma planta brasileira encontrada nas regides

norte e nordeste do Brasil.

O artigo de Nascimento, Maldonado e Arnébio, da FIOCRUZ, em que se analisa 0 Desempenho Comercial dos

Insumos Farmacéuticos Vegetais sob a Otica do Comércio Exterior, no periodo de janeiro de 2002 a dezembro


http://www.essentiaeditora.iff.edu.br/index.php/sMosaicoAmbiental/article/view/2191

de 2014, coloca em numeros uma realidade da qual temos alguma consciéncia, a dependéncia externa do Brasil
na area farmacéutica, mas que, quando focada nos insumos farmacéuticos vegetais, é simplesmente chocante
para um pais que tem uma das maiores biodiversidades do planeta e o uso de plantas medicinais é consideravel.
Um aspecto positivo € que as exportacdes cresceram 222% no periodo considerado, mas as importacdes
tiveram aumento semelhante mas deficits marcantes foram registrados em 2013 e 2014. Estes e outros dados
relevantes foram alvo de andlises e reflexdes valiosas pelos autores. Todos estes artigos contribuem, portanto,
para o avan¢go em PD&I de medicamentos a partir de plantas medicinais e aplicagdes destas em &reas nao

menos importantes como, por exemplo, a agricultura.

Aproveitamos 0 momento para agradecer a todos os autores que tiveram seus artigos publicados na RFE em

2015 e desejamos que os leitores se sintam estimulados a contribuir para o sucesso da RFE em 2016.

Alaide Braga de Oliveira
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro da planta Schinopsis brasiliensis contra
alguns fitopatégenos de interesse na agricultura. Extratos etandlicos foram obtidos e ensaiados contra o fungo
Fusarium solani e bactérias do género Xanthomonas, Pectobacterium, Ralstonia e Acidovorax. Os resultados
mostraram, em geral, um bom desempenho destes extratos contra as bactérias ensaiadas, com valores de
concentragao inibitéria minima entre 312,5 e 10.000ug.mL*. Além disso, um triterpeno (glutinol) e um pirocatecol
sdo relatados como constituintes quimicos desta espécie. Conclui-se que S. brasiliensis apresenta potencial
para ser usado no controle de doencas de plantas causadas pelas bactérias pertencentes aos géneros
Xanthomonas, Ralstonia e Acidovorax.

Palavras-chave: fitopatdgenos; Schinopsis brasiliensis; glutinol; pirocatecol; Artemia salina; agricultura.

Abstract

The aim of this work was to evaluate the in vitro antimicrobial activity of Schinopsis brasiliensis against certain
phytopathogens of agricultural interest. Ethanolic crude extracts were obtained and assayed against Fusarium
solani and bacteria pertaining to the genera Xanthomonas, Pectobacterium, Ralstonia and Acidovorax using the
broth micro-dilution technique. The results demonstrated a good aptitude of S. brasiliensis extracts to inhibit growth
of the majority of the evaluated phytopathogenic bacteria, with MIC values in the range from 312.5 to
10,000ug.mL1. Moreover, triterpene glutinol and a pyrocatechol are shown to be the chemical constituents of S.

brasiliensis. The results suggest that S. brasiliensis has the potential for agricultural use to control plant diseases
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caused by phytopathogenic bacteria belonging to the genera Xanthomonas, Ralstonia and Acidovorax.

Keywords: phytopathogens; Schinopsis brasiliensis; glutinol; pyrocatechol; Artemia salina; agriculture.

1. Introducéo

Recent estimates indicate that the world’s population
is expected to expand from the current 6.7 billion to 9
bilion by 2050 (Ronald, 2011). Global food
production is not increasing fast enough to support
this rapidly growing population; therefore, it is
believed that world agricultural production needs to
increase 50% by 2030 to accommodate this higher
demand for food (Ronald, 2011; Davies et al., 2009).
Diseases of crop plants are among the most
important constraints in the production of adequate
guantities of food, committing up to a third of the world
production (Khan, 2008; Agrios, 2005). Therefore, a
reduction in the losses of crops to pests and
phytopathogens is understood to be equivalent to
creating more land and more water to increase real
agricultural production (Ronald, 2011).

Pesticides are widely used to control plant diseases
around the world (Khamna, Yokota and Lumyong,
2009). Although the use of such products has a
positive short-term effect for the producer, their long-
term employment has many negative effects for
society and the environment, such as the pollution of
soil and water, deposition of agrochemical residues
on food and the emergence of resistant pathogens,
among others (Khamna, Yokota and Lumyong, 2009;
Stangarlin et al., 1999; Kimati et al., 1997).

To reduce the negative effects of pesticides, natural
alternatives are being searched for the control of
phytopathogens. Within this context, there is an
intense and increasing current search for new

antimicrobial agents from plants as a result of the

growing resistance of pathogenic microorganisms to

synthetic products (Amaral and Bara, 2005).

According to Di Piero, Novaes and Pascholati (2010)
one valid alternative is to exploit the biological activity
of secondary metabolites available in crude plant
extracts and essential oils from medicinal plants of
native flora. In this connection, some examples can
be found in the literature, from which we select three
ones: 1. In vitro control of the fungi Colletotrichum
gloeosporioides, C. musae and Fusarium
subglutinans f. sp. ananas by the essential oils of
Cymbopogon nardus, C. citratus and Eucalyptus
citriodora (Alves et al., 2003); 2. Control of
anthracnose in guava fruit (Psidium guajava L.) by the
aqueous extract and essential oil of cloves (Syzygium
aromaticum) (Rozwalka et al., 2008); 3. Control of
common bacterial blight in bean plants by bushy
matgrass (Lippia Alba) and pepper-rosmarin (Lippia
sidoides) tinctures and the essential oils of rosemary
cinnamon

(Rosmarinus officinalis) and

(Cinnamomum zeylanicum) (Vigo et al., 2009).

Schinopsis brasiliensis Engl. (Anacardiaceae) is the
most important species representing the genus
Schinopsis native to Brazil (Saraiva et al., 2011;
Albuquerque et al., 2007). An endemic tree popularly
known as “brauna” or “barauna” (Albuquerque et al.,
2007; Cardoso, David and David, 2005), it is typical
of the Caatinga and of high economic value to the
Northeast region (Albuquerque et al., 2007). The
antibacterial activity of baralna extracts against
resistant strains of Staphylococcus aureus has been
reported (Saraiva et al., 2011). Furthermore, few
phytochemical studies have been conducted with this

Antibacterial activity of Schinopsis brasiliensis against phytopathogens of agricultural interest
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plant, of which we highlight the isolation of a few alkyl
and alkenyl phenols, among other components
(Cardoso, David and David, 2005).

Schinopsis  brasiliensis  extracts have shown

antibacterial action against microorganisms
pathogenic to human beings and are considered to be
a plant species with a potential use in phytopathogen
control. As no research until this moment has
described the antimicrobial effect of this plant against
phytopathogenic microorganisms, the purpose of this
work was to assess the antimicrobial activity of
Schinopsis brasiliensis extracts against some
phytopathogenic agents with important economic
value for agriculture. Therefore, the S. brasiliensis
extracts were tested against the fungus Fusarium
solani, a causative agent of root rot of potatoes and
beans; as well as against the phytopathogenic
Xanthomonas bacteria: Xanthomonas campestris PV
(pv). Campestris and Xanthomonas campestris pv.
viticola, which causes black rot in crucifers and
canker in

bacterial grapevines,

In addition, the

respectively.
phytobacteria
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
which causes soft rot in greenery; Ralstonia
solanacearum, which causes bacterial wilt in banana
trees and green peppers; and Acidovorax avenae
subsp. citrulli, responsible for bacterial spot in
melons were also assayed. At last, the ecotoxicity
potential of S. brasiliensis extracts was assessed
by means of brine shrimp lethality (BSL) bioassay

against Artemia salina.

2. Material and Methods

2.1. Plant material collection and extract

preparation

The leaves, bark and secondary roots of Schinopsis
brasiliensis were collected at the Caatinga Grande
ranch, municipal area of Malhada de Pedras,
southwest region of Bahia, during the month of June,

Revista Fitos, Rio de Janeiro, Vol, 9(3), 161-252, Jul-Set 2015

2011. An exsiccate was deposited at the UESB
herbarium, in Vitéria da Conquista city, Bahia state,
Brazil, under the code HUESBVC 4124. The different
parts were dried separately in a forced air circulation
oven at 50°C for 48 hours. The dried plant material —
leaves, bark and secondary roots — was milled and
exhaustively extracted with 96% ethanol by
maceration to give, after concentration in a rotary
evaporator, the corresponding ethanolic extracts of
the leaves (EEL, 12.90g), stems (EES, 11.26g) and
roots (EER, 5.58g).

2.2. Isolation of compounds 1 and 2 from EEL

A part of the crude ethanolic leaf extract of Schinopsis

brasiliensis (EEL, 9.0g) was chromatographed on a
silica gel column and eluted with increasingly polar
solvent systems, resulting in eleven fractions of
500mL each: two from hexane (Frs. 1-2), four from
dichloromethane (Frs. 3-6), four from ethyl acetate
(Frs. 7-10) and one from methanol (Fr. 11). Fraction
3 (294mg) was rechromatographed on the silica gel
column and eluted with increasingly polar mixtures of
hexane and ethyl acetate, resulting in forty-six sub-
fractions of 10mL each. Sub-fraction 11, eluted with
hexane-ethyl acetate (8:2), afforded substance 1
(10mg), TLC and
spectroscopic analysis. This substance was identified

which  was pure under
as triterpene glutinol on the basis of the IR, 'H and
13C NMR data that were identical to those described

in the literature (Tuan, Hung and Chien, 2005).

The initial fractionation of EEL was repeated to obtain
a larger quantity of the dichlorometanic fractions,
which were grouped (1.0g) and submitted again to
column chromatography on silica gel, employing
increasingly polar mixtures of hexane and ethyl
acetate as eluents to afford seventy-seven fractions
30mL each. Fraction 54, eluted with hexane-ethyl
acetate (7:3), provided compound 2 (44mg), which
was identified as a pyrocatechol whose IR and
NMR data were very similar to those reported for
Z,Z-4-
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(heptadeca-8,11-diennyl)-benzene-1,2-diol (Sargent,
Wangchareontrakul and Jefferson, 1989).

Glutinol (1). IR, Vmax (cmt): 3445, 3391, 2930, 2850,
1454, 1361, 1180. 'H NMR (CDCl3, 500 MHz, 5): 5.63
(m, 1H), 3.47 (s, 1H), 1.16 (s, 3H), 1.14 (s, 3H), 1.04
(s, 3H), 1.09 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), 0.95
(s, 3H), 0.85. (s, 3H). 13C NMR (CDCls, 125 MHz, §):
18.2 (C-1), 27.8 (C-2), 76.3 (C-3), 40.8 (C-4), 141.6
(C-5), 122.0 (C-6), 23.6 (C-7), 47.4 (C-8), 34.8 (C-9),
49.7 (C-10), 34.6 (C-11), 30.3 (C-12), 39.3 (C-13),
37.8 (C-14), 32.1 (C-15), 36.0 (C-16), 30.1 (C-17),
43.1 (C-18), 35.1 (C-19), 28.2 (C-20), 33.1 (C-21),
38.9 (C-22), 28.9 (C-23), 25.4 (C-24), 16.2 (C-25),
19.6 (C-26), 18.4 (C-27), 32.0 (C-28), 34.5 (C-29),
32.3 (C-30).

Pyrocathecol 2. IR, vmax (cm™): 3375, 3008, 2924,
2854, 1604, 1518, 1462, 1373, 1280, 1192, 1114,
956, 864, 786, 721. *H NMR (CDCIs, 500 MHz, 8):
6.76 (d, J=8.0, 1H), 6.69 (t, J= 2.0, 1H), 6.59 (dd, J
=2.0, 8.0; 1H), 5.35-5.14 (m, 4H), 2.77 (m, 2H), 2.48
(t, J=8.0, 2H), 2.06-2.01 (m, 4H), 1.55 (m, 2H), 0.89
(t, J=7.0, 3H). 13C NMR (CDCls, 125 MHz, §): 141.31
(C-1"), 143.43 (C-2), 115.44 (C-3’), 136.10 (C-4),
120.61 (C-5'), 115.16 (C-6’), 35.23 (C-1), 31.88 (C-2),
29.68 (CH2), 29.40 (CH2), 29.30 (CH2), 27.20 (CH2),
130.11 (CH), 127.92 (CH), 25.62 (CH2), 128.00 (CH),
130.20 (CH), 29.23 (CHz), 31.57 (CHz), 22.66 (CH>),
14.09 (CHs).

2.3. Antifungal assay

For the antifungal evaluation of the extracts, the
fungus Fusarium solani isolated from passion fruit
trees and kept at the UESB Phytopathology
Laboratory at the Vitéria da Conquista campus was
used. Fusarium solani colonies were grown on 90-
mm Petri dishes containing potato-dextrose-agar
(PDA) culture medium (Merck). The dishes were

placed in Biochemical Oxygen Demand (BOD)

incubation at 25°C for seven days to allow the fungus

to colonize the entire diameter of the dish.

Extracts EEL, EES and EER (200mg each) were
separately diluted in acetone (5mL) and topped with
off distilled, autoclaved water (20mL), resulting in
solutions each with a 10mg.mL"? concentration. To
arrive at the desired concentrations of 0.001; 0.005;
0.01; 0.02; 0.05; 0.1; 0.25; 0.5 and 1mg.mLY, the
solutions obtained from the extracts in PDA were
proportionally diluted and placed on Petri dishes. For
the negative control without extracts (Omg.mL™1), only
PDA medium, distilled and autoclaved water (20mL)
and acetone (5mL) were used.

Following solidification of the culture medium on the
Petri dishes containing the concentrations mentioned
above, 5-mm discs containing 8-day-old Fusarium
solani mycelium were minced to the center of each
dish, which were then sealed with plastic film and
placed randomly into the incubation chamber at 25°C.
The lowest concentration of extract that inhibited the
growth of the test microorganisms was determined to
be the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
(Ostrosky et al., 2008). This analysis was conducted
by measuring the diameters of the colonies (the mean
out of two diametrically opposed measurements)
every two days, beginning after 48 hours of incubation
and lasting for seven days, i.e., until the moment
when the control treatment fungus had colonized the
entire surface of the culture medium. Potassium

phosphite (K2HPOz) was used as the positive control.

2.4. Antibacterial assay

To evaluate the antibacterial activity of the S.
brasiliensis extracts through the broth micro-dilution
technique, the following standard bacterium strains
were utilized, which were supplied by the Cultures
Collection of the Phytopathology Laboratory, Rural
Federal University of Pernambuco, with the

respective cultures from where they were isolated:
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Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc56)
from cabbage leaves; Xanthomonas campestris pv.
viticola (Xcv112) from vine branches; Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum (Pcc23) from
lettuce leaves; Ralstonia solanacearum (Race 1)
(CGH12) from fresh pepper stems; Ralstonia
solanacearum (Race 2) (B19) from bananas; and
Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aacl.12) from

yellow melon.

2.4.1. Preparation of inoculum

The inoculum was prepared by emulsifying the
overnight colonies from an agar Mueller Hinton by
diluting a broth culture (Suffredini, Varella and
Younes, 2007). A 0.5 McFarland standard (Andrews,
2001) was used for visual comparison to adjust the
suspension to a density equivalent to approximately
(CFU/mL).
Alternatively, the inoculum could be adjusted

108 colony-forming units per mL

photometrically. The suspensions of the organisms
were diluted in 0.85% saline or broth to give
108CFU/mL. The plates were inoculated within 30min
of standardizing the inoculum to avoid changes in the

inoculum density.
2.4.2. Microdilution broth assay

The extracts were tested using the microdilution broth
assay (MDBA) in sterile conditions, according to the
Clinical and Laboratory Standards Institute (2009)
(CLSI, 8" Ed.). The assay was adapted for high-
throughput conditions using Maueller-Hinton broth
(MHB) medium (Difco™) in 96-well microplates. The
inoculum was adjusted to 1x108CFU/mL with fresh
colonies grown on sterilized Mueller-Hinton Agar
(MHA) medium (Difco™). The bacterial suspensions
at the different concentrations were prepared in MHB
from the 1x108CFU/mL stock. A 10uL aliquot of the
bacterial suspension was dispensed into the wells
containing MHB medium (45puL) and a 45-pL aliquot
of the extract at different concentrations (20; 10; 5;
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2.5; 1.25; 0.63; 0.31 and 0.16mg.mL?). The
microplates were incubated at 25°C for 24h. The
inhibition of bacterial growth was assessed using
0.01% Resazurin (7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-one-
10-oxide, Sigma-Aldrich®) solution to verify the
presence of microbial growth (Suffredini et al., 2004).
A pink or red color after the addition of the Resazurin
solution indicated the presence of growing viable
cells, and a blue color indicated a lack of microbial
growth. MIC was determined to be the lowest
concentration visually analyzed to effect total growth
inhibition. Gentamicin was used as the positive

control.

2.5. Brine Shrimp Lethality Bioassay

The toxicity bioassay against Artemia salina was
conducted according to the procedure described
recently (Batista et al., 2009). Brine shrimp eggs were
hatched in artificial seawater (40g/L, sea salt). After
24 hours of incubation at warm room temperature (27-
30 °C) under artificial light, the nauplii were collected
with a Pasteur pipette and maintained for an
additional 24 hours under the same conditions to
reach the metanauplii stage. We prepared the
solutions by diluting 50mg of each extract in 1mL of
dimethylsulphoxide (DMSO). Working in triplicate
12.5, 25 and 50pL aliquots of these solutions were
diluted in 5mL of previously prepared sea salt solution
containing A. salina larvae (10-20 metanauplii),
thereby obtaining concentrations of 125, 250 and
500pg/mL of EEL, EES and EER extracts. A negative
control was prepared with DMSO sea salt solution
with only A. salina larvae (10-20 metanauplii), and
lapachol was used as the positive control. Twenty four
hours later, the number of survivors was counted, and
the lethal concentration 50% (LCso), defined as the
sample concentration that causes the death of 50%
of the larvae, was calculated using Probit analysis

with 95% confidence intervals (Finney, 1971).
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3. Results and Discussion

The antifungal, antibacterial and brine shrimp lethality
activities of Schinopsis brasiliensis extracts EER,
EES and EEL were
corresponding results are shown in TABLE 1. As

evaluated, and their

noted, the EER, EES and EEL extracts were inactive
against Fusarium solani, displaying MIC values

above 1mg/mL.

TABLE 1 also presents the Minimum Inhibitory
Concentrations (MIC) of the S. brasiliensis ethanolic
extracts obtained by the broth micro-dilution method
against six phytopathogenic bacteria, displaying MIC
values in the range from 312.5 to 10,000ug.mL™. The
leaf extract exhibited a lower MIC against three of the
microorganisms tested: Ralstonia solanacearum
(Race 2, B19), A. avenae subsp. citrulli (Aac1.12) and
X. campestris pv. campestris (Xcc56). The stem
extract was efficient against only the bacteria R.
solanacearum (Race 1, CGH12), having a MIC of
312.5ug.mL1. The leaf, stem and root extracts were
equally efficient against X. campestris pv. campestris
(Xcc56).
carotovorum subsp. carotovorum (Pcc23) was the

From all the bacterias tested, P.

most resistant, having a MIC between 5,000 and
10,000ug.mL* for all three of the S. brasiliensis
extracts assayed. This result allowed us to consider
EER, EES and EEL to be inactive against this
bacterium according to the criteria established by
Tegos and collaborators (2002). The root extract
displayed a MIC of 625ug.mL"1 against the bacteria X.
campestris pv. campestris (Xcc56) and A. avenae
subsp. citrulli (Aac1.12), and of 1,250ug.mL™* against
the bacteria X. campestris pv. viticola (Xcv112) and
R. solanacearum (Race 1, CGH12). We also noted
that the stem extract presented the highest MIC
values against the majority of the assayed bacteria,
with the exception of X. campestris pv. campestris
(Xcch56) and R. solanacearum (Race 1, CGH12),
against which the extract reached a MIC value of 625

and 312.5ug.mL%, respectively. Additionally, the S.

brasiliensis leaf extract presented the best
performance, being capable of inhibiting the growth of
the microorganism A.
(Aacl.12), with a MIC value of 312.5ug.mL?. In

general, these results demonstrate the good aptitude

avenae subsp. citrulli

of S. brasiliensis extracts to inhibit the growth of the

evaluated phytopathogenic bacteria.

EEL was the most active extract against the
phytopathogenic bacteria assayed. It was submitted
to a phytochemical study aiming to identify the
chemical entity(ies) responsible for its antibacterial
activity. This extract was fractionated on a silica gel
column, which provided triterpene glutinol (1) and a
pyrocatechol 2 (FIGURE 1), whose structures were
determined by comparison of their IR, 'H and 3C
NMR data with those available in the literature (Tuan,
Hung and Chien 2005; Sargent, Wangchareontrakul
and Jefferson, 1989). To the best of our knowledge,
this paper is the first to report the occurrence of both
natural products 1 and 2 in Schinopsis brasiliensis.
When compounds 1 and 2 were assayed against the
same phytopathogenic bacteria, neither was found to
be active, with MIC values above 5,000ug.mL?
(TABLE 1). These results indicate that the most
potent antibacterial activity observed for EEL is not
attributed to these isolated compounds, although they
may take part in a likely synergism or potentiation
when present in this extract, and thus deserve further
studies to clarify this possibility. Furthermore, Saraiva
and collaborators (2011) and Chaves and collaborators
(2011) attributed the antimicrobial activity of Schinopsis
brasiliensis to the high concentration of phenolic
compounds, such as tannins and flavonoids, which
could not be isolated from EEL in our attempts

described in this present paper.
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FIGURE 1. Chemical structures of compounds glutinol (1) and pyrocatechol 2 isolated from Schinopsis brasiliensis leaves.

The preliminary results (data not shown) suggest that
all of the extracts from Schinopsis brasiliensis might
be acting as bacteriostatic agents. From the point of
view of their potential application in agriculture, these
findings are important results because apart from
disease

controlling  the caused by the

phytopathogens, they also have a lower

environmental impact due to the lack of more toxic

residues that would rest on the agricultural products.
The presence of bactericidal antibiotic substances
would damage the local biodiversity and the health of
the consumers of these products. As an example,
copper sulfate, which is also a bacteriostatic agent, is
largely used to control phytopathogens in agriculture
and has low toxicity compared to other pesticides
(Legaspi and Zenz, 1994).

TABLE 1. Antimicrobial and brine shrimp lethality (BSL) activities of Schinopsis brasiliensis extract EER, EES and EEL, and

substances 1 and 2 against some phytopathogens and Artemia salina.

Fungus * Bacteria (MIC, ug/mL) *# )
Sample F. solani , . f (Légofﬁg?niL)
(MIC, mg/mL) | X.c.(D*  X.c.(Il) R.s. (I) R.s. (Il) © A.a.
EER? >1.0 625 1,250 5,000 1,250 2,500 625 > 1000
EES? >1.0 625 2,500 10,000 3125 10,000 2,500 > 1000
EEL? >1.0 625 1,250 5,000 625 1,250 312.5 > 1000
1 > 5,000
2 > 5,000 > 5,000 > 5,000 > 5,000 > 5,000 > 5,000
KzHPO3 0.001
Gentamicin 0.250 0.031 0.031 0.031 > 4.00 0.031
Lapachol 68.1

* Using the mycelial growth inhibition method in dishes; # Using the broth micro-dilution technique.

Phytopathogenic bacteria: @ Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc56); ® Xanthomonas campestris pv. viticola

(Xcv112); © Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc23); ¢ Ralstonia solanacearum (Race 1) (CGH12); ©

Ralstonia solanacearum (Race 2) (B19); f Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac1.12).

1 Ethanolic extract of roots; 2 Ethanolic extract of stems; ® Ethanolic extract of leaves.
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Papadopoulos and collaborators (2004) reported the
presence of glutathione S-transferase (GST) as an
detoxification

internal system in the three

development phases (24h, 48h and adults) of Artemia

salina, which are affected by a number of internal or
external factors, therefore changing the organism’s
susceptibility to various environmental contaminants.
For this reason, this micro-crustacean is a valid model
to evaluate the toxicity of xenobiotics against

vertebrates and invertebrates (Brophy et al., 1989;

Grant and Matsumura, 1988) and can be used as a

valid tool to evaluate the ecotoxicity of antimicrobial

agents and plant extracts (Nunes et al., 2006). When
the ecotoxicity of S. brasiliensis extracts was
evaluated using the BSL bioassay against A. salina,
the LCsp values were above 1,000ug/mL for all of the
extracts and there were no deaths of the

microcrustacean’s larvae up to the highest
concentration assayed, indicating that these extracts
are non-toxic for A. salina (TABLE 1) and potentially

non-toxic to the environment.

Our results indicate the potential application of
Schinopsis brasiliensis for agricultural use as a
botanical agent to control plant diseases caused by
phytopathogenic bacteria pertaining to the genera
Xanthomonas, Ralstonia and Acidovorax. Further
studies are still needed to confirm the in vivo
antibacterial activity of these extracts.

4. Conclusions

This work reports the in vitro antibacterial activity of
Schinopsis brasiliensis extracts against five strains of
phytopathogenic bacteria and shows that such
extracts are potentially non-toxic to the environment.
Moreover, the triterpene glutinol and a pyrocathecol
are described here for the first time as the chemical
constituents of S. brasiliensis. The results suggest
that this plant has potential for agricultural use to
control plant diseases caused by phytopathogenic

bacteria belonging to the genera Xanthomonas,

Ralstonia and Acidovorax.
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Resumo

A peletizacdo de sementes vem sendo caracterizada como uma importante forma de maximizagéo nos custos
de producdo de mudas pelo fato de reduzir o trabalho e méo de obra de distribuicio manual de sementes,
reduzindo ainda a pratica do desbaste de plantas excedentes. No entanto, o interesse comercial pelo
encapsulamento de semente avangou apds a semeadura mecanizada, pratica de plantio direto e, principalmente,
pela possibilidade de insercao de nutrientes, reguladores de crescimento e aplicagdo de agrotdxicos como forma
de constituir melhorias na sanidade das plantas. Nesse sentido, objetivou-se avaliar a producdo de mudas de
alface (Lactuca sativa L. c.v. Grand Rapids) oriundas de sementes peletizadas com preparados homeopaticos
submetidas a cobertura de homeopatia de Phosphorus 30CH. Os resultados apontam que a utilizacdo de
homeopatia de Sulphur 6CH e Nux vomica 6CH sao capazes de propiciar mudas sadias e vigorosas quando

comparadas com a testemunha.

Palavras-chave: agroecologia; homeopatia; Lactuca sativa L.

Abstract

The seed pelleting has been characterized as an important way of maximizing the seedlings production costs
because of lower labor and manpower manual seed distribution, while reducing the practice of surplus plants
thinning. However, the commercial interest in seed encapsulation advanced after mechanized seeding, tillage
practice and especially the possibility of inclusion of nutrients, growth regulators and pesticides application as a
way to provide improvements in the health of plants. In this sense, the objective was to evaluate the production
of lettuce seedlings (Lactuca sativa L. cv. Grand Rapids) arising from pelleted seeds with homeopathic
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preparations submitted homeopathy coverage Phosphorus 30CH. The results show that the use of Sulphur 6CH

homeopathy and Nux 6CH are able to provide healthy and vigorous seedlings when compared to the control.

Keywords: agroecology; homeopathy; Lactuca sativa L.

Introducéo

A homeopatia vem se fundamentando como opgédo
de tratamentos de seres abidticos e bidticos no intuito
de reordenar a energia vital do organismo, bem como
no equilibrio de sintomas (Arruda et al., 2005). Desde
a Instrugdo Normativa n° 007, de 17 de maio de 1999
e, mais recentemente por intermédio da Instrugdo
Normativa n°. 046, de outubro de 2011 (BRASIL,
2011), 0s
(homeopatia) sdo recomendados tanto para o

preparados  altamente  diluidos
controle fitossanitario como para o reequilibrio
fisioldgico das plantas de acordo com o enunciado do
criador da Homeopatia, Samuel Hahnemann (1755-
1843) e, ainda destacada como Tecnologia Social,
conforme a UNESCO e a Fundagé&o Banco do Brasil,

em 2003 (Bonfim et al., 2012).

Em plantas, as experiéncias com uso da homeopatia,
vém sendo realizadas por agricultores nacionais e de
outros paises (Cuba, Inglaterra, Alemanha, Franga,
Itélia), com resultados surpreendentes na
minimizagdo de ataques de insetos, pragas (Almeida
et al., 2003), germinacao de sementes (Bonfim et al.,
2012), aumento de compostos secundarios (Duarte,
2007), fisiologia de plantas (Bonato, 2007) e

producao de mudas sadias (Arruda et al., 2005).

Em sistemas vegetais horticolas a ciéncia da

ultradiluicho é aplicavel, pois o0s principios
fundamentais da homeopatia sdo coerentes com as
leis da natureza, sao imutaveis e pertinentes a todos
0s seres vivos. Casali, Castro e Andrade (2002),
dissertam que a escolha do preparado homeopatico

a ser utilizado no vegetal deva ser pontuada pelas

possibilidades de analogia com a matéria médica
humana e animal; pelo “similimum” do elemento
quimico nutricional de maior hierarquia na familia,
género, espécie ou variedade, e também por

utilizacdo da isopatia.

No aspecto medicamentoso e, de acordo com o
conhecimento tradicional, Lactuca sativa é utilizada
em diversos tratamentos, incluindo a insdnia, tosse
seca, dores reumaticas, ansiedade (Harsha e
Anilakumar, 2012), também confere protecdo contra
estresse oxidativo, possivelmente pela atividade das
vitaminas C e E, polifendis e carotenoides (Harsha e
Anilakumar, 2013). Além disso, o teor de nutrientes
deste vegetal inclui quantidade apreciavel de alguns
minerais, como calcio e ferro (Romani et al., 2002).

O negécio de hortalicas multiplicadas por sementes
movimentou no varejo durante 2010/2011 a quantia
de R$ 40,60 bilhdes. A alface contribui com R$ 7,79
bilhGes, representando a segunda principal hortalica
comercializada, sendo a alface tipo crespa com
nacional

aproximadamente 53% do mercado

(Absem, 2011).

A pratica de revestimento de sementes como forma
de protec¢do de plantas é remota sendo originada no
século XVIII onde ha relatos de utlizacdo de
salmoura no controle de pragas (Costa, 2003).
Atualmente, com avang¢o das doencas e pragas, a
peletizagcdo de sementes tornou-se um fator
importante para determinacéo do stand vegetativo
comercial no campo, sendo utilizados diversos
materiais tais como:

fungicidas, nutrientes,
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pesticidas, polimeros, corantes de identificagdo

dentre outros.

Diante das diversas limitagBes impostas pelos meios
biodticos e abibticos no estabelecimento de plantulas
e pela necessidade de desenvolver meios de
sobrevivéncia do tegumento sem a utilizacdo de
insumos ndo permitidos em sistemas orgéanicos de
produgdo, objetivou-se verificar a influéncia de
diversas

peletizagdes homeopaticas no

desenvolvimento inicial de alface.

Material e Métodos

O experimento foi realizado em condi¢Bes de cultivo
protegido na é&rea de experimento do UNIS-MG,
Varginha-MG. As sementes de alface, utilizadas no
experimento, foram aquénios convencionais, da
marca HORTICERES, cultivar GRAND RAPIDS,
origem: E.U. A; porcentagem de germinacéo de 98%
e pureza de 99%.

O delineamento experimental foi no modelo em
blocos ao acaso (DIC), em esquema fatorial 5 x 3,
sendo quatro tratamentos homeopéticos além da
testemunha - 4gua destilada e dois tipos de cobertura
de plantas: agua destilada e homeopatia de
Phosphorus 30CH, perfazendo 15 tratamentos x 3
repeticBes, em que cada parcela é representada por
cinquenta células da bandeja, sendo os tratamentos

discriminados como:

1. Sementes peletizadas/ Talco + Carbo
vegetabilis 6CH

Sementes peletizadas/ Talco + Nux vomica 6CH
Sementes peletizadas/ Talco + Sulphur 6CH

Sementes peletizadas/ Talco + Arnica montana 6CH

o b~ 0N

Sementes peletizadas/ Talco + agua

(testemunha)

o

Cobertura com Phosphorus 30CH

Cobertura com agua destilada

Revista Fitos, Rio de Janeiro, Vol, 9(3), 161-252, Jul-Set 2015

As sementes tratadas de alface foram plantadas em
bandejas descartaveis de 200 células, preenchidas
com substrato de fibra de coco sendo disposta a 1m

de altura do chéo e irrigadas duas vezes ao dia.

A solucdo homeopéatica Phosphorus 30CH
determinada como cobertura foi aplicada por
aspersdao (pulverizador manual tipo spray) nas folhas
das mudas de alface ap6s a semeadura com
repeticéo a cada trés dias, até o final do experimento.
Utilizou-se um papel cartolina objetivando proteger
os demais tratamentos da deriva do Phosphorus

30CH no momento da pulverizagao.

Os preparados homeopéticos foram adquiridos de

farmacia de manipulagdo de medicamentos
homeopéaticos (Bioética Ltda. — Varginha-MG) em
forma liquida (etanol 70%). O processo de
revestimento das sementes, ou seja, a peletizacdo
seguiu a metodologia de Bonfim e colaboradores
(2012), respeitando a relagéo peso/volume, sendo: um
grama de p6 para um mL de adesivo. O insumo
utilizado foi talco farmacéutico inerte, cuja composi¢éo
€ Mg3Si4010(0H)2, e o adesivo refere-se aos
tratamentos de solugBes homeopéticas (Carbo
Vegetabilis 6CH, Nux Vomica 6CH, Sulphur 6CH e
Arnica 6CH). Os preparados homeopaticos foram
impregnados no talco farmacéutico com auxilio de
placa de petri com intuito de formar um po semi

pastoso, integro, branco, o qual revestiu as sementes.

As caracteristicas analisadas foram: Massa fresca
(MFPA) e seca (MSPA) da parte aérea, Massa fresca
(MFR) e seca (MSR) da raiz e Comprimento da Raiz
(CR). A caracteristica (CR) foi determinada no final
do experimento, com auxilio de régua graduada
sendo o0s resultados expressos em mm. As
caracteristicas de massa fresca de parte aérea e raiz
foram definidas, separadamente, por intermédio de
pesagem em balanca eletrdnica de precisdo de
0,001g.
massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca de

Para a obtengcdo das caracteristicas de
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raiz (MSR), foi feita a embalagem (separados por
tratamentos e caracteristicas) em sacos de papel
Kraft, encaminhado a secagem em estufa com
ventilagdo forgada de ar, a 65 °C, até peso constante
e determinada a massa seca em balanca eletronica
de precisao de 0,01g.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e
as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade, no software ASSISTAT, versao 7.

Resultados e Discussao

De acordo com a andlise de variancia nao se verificou
interacdo entre peletizacdo e cobertura para as
estudadas,

caracteristicas permitindo a

comparagdo/discussdo dos fatores “homeopatia” e

“‘cobertura”,  separadamente. Para o fator
“homeopatia” somente a caracteristica de massa seca
de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz, para

“cobertura” resultaram em efeitos ndo significativos.

As diferengas apontadas pela estatistica (TABELA 1)
sustentam a hipétese de que o talco e a agua
possuem a capacidade de receber a informacgédo dos
preparados homeopaticos e, previamente, em
contato com outro biossistema retransmitir essa
(Bastide, 1995).

preparados

estrutura informacional Esses

resultados  apontam que os
homeopaticos foram capazes de provocar o sistema
biolégico da semente demonstrando a eficicia da
homeopatia e contrapondo-se aos argumentos de
efeito placebo, tdo comumente propagada pelos que

duvidam da ciéncia homeopética (TABELA 1).

TABELA 1. Resumo da andlise de variancia para massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA),
massa fresca da raiz (MFR), comprimento da raiz (CR) e massa seca da raiz (MSR), de mudas de alface c.v GRAND RAPIDS
provenientes de peletizacdo de sementes com homeopatias e submetidas a cobertura com preparado homeopatico de
Phosphorus 30CH. Varginha-MG, UNIS-MG, 2014.

QUADRADO MEDIO

MFPA MSPA MFR CR MSR

F.V GL
(@ @ (@ (cm) (@)

Peletizacédo 4 0,008599** 0,000028 " 0,009323* 705,33* 0,000012**
Cobertura 1 0,179189* 0,000270* 0,050262* 1435,90* 0,000007 "™
Peletizacdo*Cobertura 4 0,001607 " 0,000101 "™ 0,002880 ™ 241,30 0,000011 "™
Residuo 109 0,002973 0,000055 0,001331 191,79 0,000005
CV (%) 27,23 44,25 22,69 15,68 23,33
**Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
* Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade. " N&o significativo.
O comprimento de raiz foi a Unica caracteristica afetada de 88,33 mm. Moraes (2009) obteve resposta no

pela cobertura homeopéatica de Phosphorus 30CH,

resultando em resposta superior a média geral que foi

crescimento de raiz de eucalipto clone 3336 ao serem

submetidos as dinamizagdes 6 e 12CH de Phosphorus.
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A homeopatia de fosforo foi capaz de estimular o
de
demonstrando que essas plantas foram capazes de

metabolismo radicular das mudas alface,

reagir a presenca da homeopatia no substrato.

Em todas as homeopatias utilizadas observam-se

respostas  diferenciadas nas  caracteristicas
analisadas, escapando a linearidade dos estimulos,
apresentado pela significancia nas diferencas das
caracteristicas analisadas, excetuando a MSPA, bem
como, MSR com homeopatia Phosphorus 30CH em
cobertura (TABELA 2). Esse padrdo de resposta é

explicado como revelacdo da relagdo particular do

medicamento com o organismo (Silva, 2006),

confirmando que as ultradiluicdes possuem
frequéncia de onda prépria (Bonato, 2007) podendo
derivar na falta de relag@o proporcional entre o

estimulo e a resposta (Bellavite, 2003).

Ao ser submetido a homeopatia de Sulphur 6CH as
mudas de alface c.v  GRAND RAPIDS produziu
aumento de 0,0454 g planta * de massa fresca de
parte aérea (MFPA) em relacéo a testemunha (agua)
que apresentou 0,1790 g planta "t como o menor valor
(TABELA 2).

TABELA 2: Massa fresca (MFPA) e seca (MSPA) de parte aérea, massa fresca (MFR) e seca (MSR) de raiz e comprimento

da raiz (CR) de mudas de alface c.v GRAND RAPIDS, peletizadas com homeopatia expostas a cobertura de preparado
homeopatico de Phosphorus 30CH. Varginha-MG, UNIS-MG, 2014.

Caracteristicas analisadas

Homeopatia

MFPA () MSPA (g) MFR (g) CR (mm) MSR (9)
Agua (testemunha) 0,1790 b 0,0163 0,1621 ab 88,56 ab 0,0093 ab
Carbo vegetabilis 6CH 0,2137 ab 0,0181 0,1382 b 79,95 b 0,0082 b
Sulphur 6CH 0,2242 a 0,0159 0,1807 a 94,30 a 0,0095 a
Arnica montana 6CH 0,1987 ab 0,0172 0,1400 b 87,29 ab 0,0086 ab
Nux vomica 6CH 0,1853 ab 0,0152 0,1785 a 91,57 a 0,0100 a
Cobertura com Homeopatia MFPA (9) MSPA (g) MFR (g) CR (mm) MSR (Q)
Agua (testemunha) 0,2388 a 0,0181 a 0,1798 a 84,87 b 0,0089
Phosphorus 30CH 0,1615b 0,0151 b 0,1389 b 91,79 a 0,0093
CV(%) 27,23 44,25 22,69 15,68 23,33
Média Geral 0,2002 0,0168 0,1607 88,33 0,0091

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo se diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Em estudos realizados por Bonato e Silva (2003)

ficou comprovado a influéncia do preparado

homeopatico Sulphur 5CH no aumento da produgédo
de matéria seca da parte aérea de rabanete,
diferentemente deste experimento onde a mesma
caracteristica nao diferiu

(massa  seca)

Revista Fitos, Rio de Janeiro, Vol, 9(3), 161-252, Jul-Set 2015

estatisticamente entre os tratamentos. Resultados

semelhantes foram apresentados por Bonato,
Proenca e Reis (2009) que ao utilizar homeopatia de
Sulphur 6CH obtiveram incrementos na massa fresca
de plantas de Mentha arvensis, bem como o0 aumento

no contelido de 6leo essencial.
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Nas caracteristicas inerentes a raiz (MFR, CR e
MSR) nota-se que a homeopatia de Carbo vegetabilis
6CH resultou em reducéo significativa
comparativamente ao preparado homeopatico de
Sulphur 6CH que proporcionou as melhores médias
no sistema radicular das mudas de alface. Esse
resultado é semelhante a pesquisa de Pulido e
colaboradores (2014) que obtiveram o mesmo
padrao estatistico, ou seja, melhores resultados
utilizando Sulphur 6CH e piores usando ultradiluigao
de Carbo vegetabilis 6CH nas variaveis: matéria seca
de raiz e longitude da maior raiz de plantulas de

repolho hibrido Fuyutoy.

Os aspectos estatisticos na resposta de Nux vomica
6CH nas caracteristicas da raiz de mudas de alface
c.v. GRAND RAPIDS,
tratamento com Sulphur 6CH. Moreno (2000) e
(1994)
homeopatias de Sulphur e Nux vomica como o0s

assemelharam-se ao

Brunini e Sampaio caracterizam as
principais policrestos da matéria médica, cuja
patogenesia é extensa e com 0s mais diversificados
sintomas. Efeito constatado em plantas de alface c.v.
Regina por Queiroz (2015), que comprovou aumento
nas médias das caracteristicas MFF (massa fresca
das folhas), NF (nimero de folhas) e MSF (massa
seca das folhas) submetidas ao preparado de Nux
vomica 6 CH quando comparado ao tratamento

controle (Agua destilada).

Preparado homeopatico de Sulphur manifesta-se
fortificando a reag&o orgéanica e “jogando fora” aquilo
gue se enquadra como prejudicial a sua vitalidade.
Sendo indicado em casos de intoxicagcdo, que se
externaliza na superficie do corpo, bem como em
supressdes que causam sintomas variaveis e
alternantes, dadas as alteragbes do meio (Voisin,
1987). Por outro lado, a ultradiluicio de Nux vomica,
tem sido maximizada como grande descontaminador
de plantas intoxicadas por agrotéxico e por adubos
quimicos sintéticos sollveis, agindo nos tecidos das

plantas e também no solo, propiciando-lhes a

homeostase (Cupertino, 2008).

Possivelmente as respostas significativas das
ultradiluigbes de Nux vomica e Sulphur possam ter
contribuido para com toda a potencialidade reagdo
aos fatores externos cumprindo com a busca inerente
pela sobrevivéncia e pela auto regulacdo (Andrade,
2004) das sementes de alface c.v. GRAND RAPIDS
que estavam tratadas de forma convencional
(inseticida e fungicida), antes da peletizacdo com

preparados homeopaticos.

As respostas positivas das acBes homeopaticas
condizem com a teoria de Schembri (1992) e
Vithoulkas (1980). Os pesquisadores investigaram o0s
preparados homeopéaticos em baixas dinamizacdes,
que por serem densos e moleculares, sdo mais

eficazes no corpo fisico como no caso dos vegetais.

Arenales (1999) evidencia que o Carbo vegetabilis é
0 medicamento da geada, pois a geada queima os
tecidos vegetais pelo frio, assim como o fogo queima
o vegetal pela agcdo do calor. Com relagdo as
exigéncias de clima, as plantas de alface tém
preferéncia por climas amenos, tolerando geadas
leves. Por esse aspecto a preparagdo homeopética
Carbo vegetabilis ndo possui similitude com mudas
de alface, podendo-se inferir que as respostas
Carbo

caracteristicas de raiz de mudas de alface c.v.

negativas de vegetabilis 6CH nas
GRAND RAPIDS, séo sinais artificiais (patogenesia),
denominada segundo Kent (1996) de agdo primaria
do ser submetido aos estimulos de preparados

ultradiluidos.

Conclusodes

A cobertura com homeopatia de Phosphorus 30 CH,
propiciou maior comprimento de raiz, quando

comparada com aplicagdo de agua (testemunha).
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As homeopatias de Nux vomica 6CH e Sulphur 6CH,

promoveram incrementos nas caracteristicas
condicionadas a raiz de mudas de alface c.v. GRAND
RAPIDS, quando confrontada com o tratamento

Carbo vegetabilis 6CH.

Todos o0s medicamentos homeopaticos foram
capazes de provocar maiores efeitos positivos e
incrementaram, a depender do tratamento, a massa
fresca de parte aérea.

de Carbo

vegetabilis 6CH reduziu, significativamente, as

As preparagcbes ndo moleculares

caracteristicas de raiz analisadas.
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Resumo

Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm. tem sido indicada na medicina popular brasileira para tratar
reumatismo, dor de cabeca e sinusite. Para avaliar o efeito de extratos e fracdes de flores de Alpinia zerumbet
(Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm., a fim de validar cientificamente o uso da planta para o tratamento de sinusite, foi
proposto este estudo. Os extratos e frages foram preparados e analisados por ensaios fitoquimicos. A atividade
antibacteriana contra 12 patégenos bacterianos associados com a sinusite foi avaliada empregando o método
de diluicao em agar. A fragdo hexanica apresentou o mais amplo espectro de atividade, inibindo 10 das 12
bactérias testadas, especialmente Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum e Fusobacterium
necrophorum. O menor valor de MIC foi observado para a fragdo em acetato de etila contra Streptococcus
pneumoniae (32 pgpL™?). Todos os extratos e fragdes testadas apresentaram atividade contra Prevotella
intermedia. Por outro lado, nenhum extrato ou fragdo exibiu efeito antibacteriano contra Streptococcus
agalactiae. A solucdo usada na medicina popular brasileira mostrou atividade inibitéria contra os micro-
organismos isolados a partir de pacientes com sinusite cronica e aguda. Este estudo demonstra promissora
atividade antibacteriana de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm. contra bactérias responsaveis pela

sinusite aguda e cronica e valida o seu uso pela primeira vez.

Palavras-chave: atividade antibacteriana; prospeccao fitoquimica; medicina popular; Zingiberaceae.
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Abstract

Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm. is indicated in Brazilian traditional medicine to treat rheumatism,
headache and sinusitis. To evaluate the effect of extracts and fractions of flowers from Alpinia zerumbet (Pers.)
B.L. Burtt & R.M. Sm. in order to provide a scientific rationale for the use of the plant for the treatment of sinusitis,
this study was realized. The extracts and fractions were prepared and analyzed by phytochemical investigation.
Antibacterial activity against 12 bacterial pathogens associated with sinusitis was evaluated by employing an
agar dilution method. The hexane fraction showed the broader activity spectrum inhibiting 10 out of the 12 tested
bacteria specially Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, and Fusobacterium necrophorum. The
lower MIC value was observed for the ethyl acetate fraction against Streptococcus pneumoniae (32 uguL™?). All
extracts and fractions tested expressed activity against Prevotella intermedia. On the other hand, none of them
exhibited antibacterial effect against Streptococcus agalactiae. The solution used in Brazilian traditional mediging
showed inhibitory activity against microorganisms isolated from acute and chronic sinusitis patients. This study
demonstrates the promising antibacterial activity of Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm. against
bacteria responsible for acute and chronic sinusitis and validates its use for the first time.

Keywords: antibacterial activity; phytochemical investigation; traditional medicine; Zingiberaceae.

treatment cost associated with the disease has been
Introduction estimated at $ 3.5 - 5.8 billion, including $ 1.8 billion

S ) . . . for children less than 12 years of age (Abzug, 2014).
Sinusitis is defined as an inflammation of the tissues

. . Conventional medical treatment of sinusitis includes
lining one or more of the paranasal sinuses

. . ) antibacterials and corticosteroids, with adjunctive
consequently to an upper respiratory tract infection,

care involving decongestants and antihistamines
(Helms and Miller, 2006).

an allergic reaction, or autoimmune problems.
Infectious sinusitis is a highly prevalent respiratory

condition associated predominantly with viruses. Antimicrobial resistance has become a global

However, bacterial sinusitis usually causes more . . .
concern, mainly due to the increasing rates of

severe symptoms and lasts longer than viral sinusitis multiresistant bacterial pathogens consequently to

(BeMuri and Wald, 2012). The most common bacteria the haphazard use of commercial antibacterial drugs

isolated from pediatric and adult patients with acute commonly employed for the treatment of infectious

sinusitis are Streptococcus pheumoniae, diseases. Medicinal plants offer the most suitable

Haemophilus influenza, Moraxella catarrhalis and . .
P alternative in the search for herbal and new

Streptococeus - pyogenes. - Staphylococcus - aureus antibacterial compounds of natural origin (Panda,

and anaerobic bacteria (Prevotella, Porphyromonas, 2014). As an example recently Noundou and

Fusobacterium, and Peptostreptococcus) are the collaborators (2014) reported the antibacterial activity

main microorganisms recovered from chronic
of the extracts of roots, stems, and leaves of

sinusitis patients (Brook, 2011). Alchornea floribunda Mill. Arg. a plant commonly

o . . found throughout Central, Western, Eastern, and
Sinusitis has also important implications from a

societal perspective. In the United States, the annual
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Southern Africa, used to treat urinary, respiratory, and

intestinal problems.

The growing use of phytotherapy as an integrating
medical practice in several countries has been
remarkable. The use of medicinal plants in Brazil is
facilitated by plant diversity and low cost associated
with therapeutics, which has called the attention of
health assistance programs and professionals
(Santos et al., 2011).

Based on this context, Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.
Burtt & R.M. Sm. (Zingiberaceae) has considerable
value. The genus Alpinia originated in East Asia, but
it is currently cultivated in various regions, as a
particular consequence of its ornamental and
therapeutic value (Victério, 2011). Alpinia zerumbet
(Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm. also known as A.
speciosa (Blume) D. Dietr is native of tropical China,
Japan, India, Cambodia, Thailand, Vietnam, and
Malaysia. It is widely cultivated and distributed in most
tropical and semi-tropical areas including the United
States, Peru, and Brazil (Thenmozhi, Sureshikumar
and Venugopalan, 2011). According to Victério
(2011) the rhizomes of members of this species
arrived in Brazil by accident, having been mixed in the
sand that served as ballasts for the Portuguese

caravels returning from the Indies.

Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm. is
among the most popular medicinal plants in different
regions of Brazil, and its use has been suggested by
Brazil's Unified Health System (UHS, in Brazil SUS —
Sistema Unico de Sadde (Brazil, 2009). The peasants
in the Ribeirdo Preto municipality (Sdo Paulo state,
Brazil) use the plant to treat rheumatism and heart
disease (Victorio, 2011). In Recife (Pernambuco,
Northeastern Brazil), where Alpinia zerumbet (Pers.)
B.L. Burtt & R.M. Sm. is called “colonia”, it is used for
the treatment of sinusitis (Albuquerque et al., 2007).
The antibacterial activities of crude extracts prepared

from flowers of Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt &
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R.M. Sm. by using solvents with a large range of
polarities against pathogens related to sinusitis was
evaluated for the first time in order to validate the use
of Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm. in
traditional treatments for the disease.

Materials and methods

Plant material

The flowers of Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt &
R.M. Sm. were purchased from Company of Natural
Plants and Flowers, Natureza Sao Francisco LTDA,
Italina municipality, Minas Gerais state, Southeastern
Brazil, in september 2013. The identification of the
plant material was confirmed by comparing with INCT
Herbarium - Virtual Herbarium of the Flora and Fungi
(INCT, 2013), and with a voucher specimen (BHCB
2290) deposited in the BHCB Herbarium, ICB, UFMG,
Belo Horizonte, Brazil.

Preparation of extracts and fractions

The plant material was dried, finely ground into
powder, and extracted for 120 h (hours) with
methanol at room temperature (75 g plant material/l
L solvent). After extraction, the methanol was
concentrated using a rotary evaporator and dried in a
fume hood, providing crude methanol extract (ME).
Approximately, 1/3 of the extract was sequentially
partitioned with hexane, dichloromethane, ethyl
acetate, and butanol. The fractions obtained from this
partition were concentrated using a rotary evaporator
until the total removal of the solvent, providing
fractions in hexane (HF), dichloromethane (DF), ethyl
acetate (AF), and butanol (BF), according to the
methodology proposed by Filho and Yunes (1998)
with modifications. The solution used in Brazilian
traditional medicine for treating sinusitis patients was
also prepared. The flowers were dried, extracted with

ethanol 92 % at room temperature, concentrated
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using a rotary evaporator, and dried in a fume hood,

providing the alcoholic extract (AE).

Phytochemical investigation

The screening of chemical constituents (steroids,
triterpenes, saponins, alkaloids and flavonoids) of the
extracts and fractions was performed using chemical
methods, according to the methodology previously
suggested by Wagner and Bladt (2001). The chemical
characterization was based on the addition of specific
reagents to decoction aliquots and observing the
changes in solution color or precipitate formation. The
following experiments were performed:
characterization of flavonoids (cyaniding reaction) and
saponins (the rate of spume) and testing for the
presence of triterpenes, steroids (Liebermann-
Burchard reaction), and alkaloids (precipitation

reactions with Dragendorff) (Wagner and Bladt, 2001).

Bacterial strains

The bacterial pathogens Porphyromonas gingivalis FDC
381, Prevotella ATCC 25611,
ATCC 27337,
Fusobacterium nucleatum ATCC 10953, Fusobacterium

intermedia
Peptostreptococcus  anaerobius
necrophorum ATCC 25586, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 33591,
Streptococcus agalactiae (clinical sample),
Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Streptococcus
pneumoniae (clinical

sample), a-hemolytic

Streptococcus  (clinical sample), and Moraxella
catarrhalis (clinical sample) were used as indicator of

biological activity of tested extracts and fractions.

Antibacterial activity of extracts and fractions against

sinusitis-causing bacterial pathogens

Antibacterial activity of the extract ME and its derived
fractions HF, DF and AF was determined by
employing an agar dilution method (CLSI, 2013). This
quantitative assay allows the determination of the
minimum inhibitory concentration of each tested
substance. Stock solutions of the specified extracts
(5120 pgmL?) were prepared in 10% dimethyl
sulfoxide (DMSO)/water. The solutions were then
added to melted solid culture media in order to obtain

concentrations ranging from 512 to 0.25 pgmL.

Bacterial inoculate were adjusted to match the 0.5
McFarland turbidity standard and spotted onto the
agar surface. To confirm the viability of the
organisms, two control plates containing culture
media without any extract were included in every
assay. One of them was the first plate to be inoculated
and the other one corresponded to the last plate.
Additionally, another control consisting of culture
media added with different concentrations of
chloramphenicol was also employed. It was also
confirmed that the final concentration of DMSO did
not inhibit bacterial growth.

The extract AE and the fraction BF were tested by
using an overlay method (Booth, Johnson and
Wilkins, 1977). An aliquot of 10 pL of pure AE and BF
(5210 pgmL?) were dropped onto the surface of
Tryptic Soy Agar. After allowing the surface of the
agar plates to dry, semisolid medium added with each
tested bacterial culture was poured onto the plate.
Ethanol 92 % employed to obtain the extract AE was

also tested and showed no effect on bacterial strains.

Information regarding culture media, bacterial
inoculates, and incubation conditions are described in

the TABLE 1. Both tests were performed in duplicate.
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TABLE 1. Cultivation conditions and bacterial inoculate employed for antibacterial activity testing of extracts and fractions

obtained from flowers of Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm.

Antibacterial activity testing
. . Incubation
Bacterial strains Overlay method e
Agar dilution conditions
(MIC?)
Media® Inoculate
Porphyromonas gingivalis, Prevotella o
intermedia, Peptostreptococcus anaerobius, . d Anaerobiosis
. ; BA BHI-S 150 pL
Fusobacterium nucleatum and Fusobacterium °
37°C,48h
necrophorum
. Aerobiosis,
gtseurc'j(?monas aeruginosa and MHe TSB! 10 L
aphylococcus aureus 37°C, 24 h
] Candle jar,
Streptococcus spp. And Moraxella catarrhalis MH-S¢ BHI-S 50 pL
37°C,48h

2 minimum inhibitory concentration; °, semisolid media (0.7 % w/v agar); ¢, Brucella Agar (Difco, Sparks, MD, USA) supplemented
with 0.05 mg/mL hemin, 0.01 mgmL™ menadione, and 5 % sheep blood; ¢, Brain Heart Infusion (Difco) supplemented with 0.5 %
yeast extract (Difco), 0.05 mgmL™* hemin (Inlab, Sdo Paulo, SP, Brazil), and 0.01 mg/mL menadione (Inlab); ¢, Mueller Hinton Agar
(Difco); f, Tryptic Soy Broth (Difco); 9, Mueller Hinton Agar (Difco) supplemented with 5 % sheep blood.

flowers employing methanol and ethanol and of the
Results and Discussion fractions originated from the partition of ME revealed

- . . . . the presence of five classes of secondary metabolites
Antimicrobial resistance is one of the most serious

. ) . as depicted in the TABLE 2. Triterpenoids were the
health threats worldwide with unpredictable

. most commonly found compounds, detected in all but
consequences. The spread of drug resistance among

- . . one fraction. On the other hand, steroids and
clinically relevant bacteria emphasizes the need for

. . . . saponins were observed in only one extract/fraction
searching for alternative antimicrobial agents. The

. . each. AF and AE, the extract employed in Brazilian
main advantage of natural products is that crude

. . . traditional medicine showed the higher diverse
extracts contain a mixture of compounds like phenols,

. . . composition represented by three secondary
acids, esters, aldehydes etc. differently from synthetic

. . . . . metabolites groups. Both of them presented
antimicrobial drugs that contain a single active

L . triterpenoids and flavonoids. In addition, alkaloids and
principle. This feature makes the development of

. . saponins were also observed in AF and AE,
resistance unlike to occur (Rao et al., 2010).

respectively.

The phytochemical screening of the extracts obtained
from Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm.
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TABLE 2. Groups of secondary metabolites in the extracts
and fractions of flowers from Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.
Burtt & R.M. Sm.

Extracts its fractions

Secondary
metabolites
AE ME HF DF AF BF

Steroids - - + - - -
Triterpenoids + + - + + +
Saponins + - - - - -
Flavonoids + - - - + +
Alkaloids - + - - + -

2 alcoholic extract; ®, methanol extract; ¢, hexane fraction; ¢,

dichloromethane; ¢, ethyl acetate fraction; f, butanol fraction.

Several reports on different Alpinia zerumbet (Pers.)
B.L. Burtt & R.M. Sm. extracts have been previously
published. A phytochemical investigation of aqueous
extract of leaves from the plant revealed the presence
of flavonoids (Mpalantinos et al., 1998). According to
Zoghbi and (1999), the major
component of the essential oil from the leaves and
flowers of Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M.

collaborators

Sm. was identified as terpinene-4-ol. The leaves also
showed limonene (25.1%) and terpinene (17.4%) and
in the flowers 1,8-cineole (23.1%) and sabinene
(14.5%) were also identified. The terpenes 1,8-
cineole, camphor, borneol, and methyl cinnamate
were reported as main constituents of essential oils of
Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm.
flowers, whereas the major components of seed oils
were alpha-cadinol, T-muurolol, alpha-terpinenol,
delta-cadinene, and terpinene-4-ol. The analysis of
phenolic composition indicated that p-hydroxybenzoic
acid, syringic acid, and ferulic acid predominated in
the ethyl acetate extract of plant flowers, while p-

hydroxybenzoic acid, syringic acid, and vanillin were

the major phenolics detected in the seeds (Elzaawely,
Xuan and Tawata, 2007). The decoction of aerial
parts of Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M.
Sm. showed the presence of flavonoids (Macedo et
al., 2012). Steroids were found in the acetone extract
from rhizomes, stems, leaves, flowers, pericarps, and
seeds of the plant (Chompoo et al., 2012). To the best
of our knowledge, alkaloids and triterpenoids have
not been detected in Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.
Burtt & R.M. Sm. yet.

Sinusitis is a highly prevalent respiratory disease that
frequently presents infectious origin. Considering that
the Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm.
alcoholic extract is employed to treat sinusitis
patients, the antibacterial activity of two extracts and
the derived fractions obtained from plant flowers
against 12 bacteria were evaluated. The
microorganisms selected for the study are associated
with the etiopathogenesis of acute and chronic
sinusitis in both pediatric and adult patients. Two
different methods were selected taking into account
the characteristics and availability of the material. The
agar dilution method was used whenever possible.
This assay is more informative since it generates
quantitative data. The fraction BF could not be tested
by this technique due to the small amount available.
Also the determination of MIC was also not possible
for AE since the extract was tested used as it is
prepared in the traditional medicine without any

quantitation procedure.

Data regarding the susceptibility testing of tested
sinusitis-causing bacteria are presented in the TABLE
3. The lower MIC value was observed for a polar
fraction, AF (32 pg/mL against S. pneumoniae). In this
result, among the non-polar fractions, the lower MIC
value was observed for HF (64 pg/mL against P.
gingivalis, F. nucleatum, and F. necrophorum). This
fraction inhibited 10 out of the 12 tested strains,
showing the broader antibacterial activity spectrum

which demonstrates that overall HF was the most
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active fraction. ME, DF, and AF exhibited activity
against eight bacterial strains each. The fraction BF,
tested by the overlay method, showed activity against
only four bacterial strains each. The same result was
observed for the extract employed in the Brazilian
traditional medicine. AE exhibited activity against P.

intermedia, P. aeruginosa, a-hemolytic Streptococcus,

and the M. catarrhalis, agents of acute and chronic
sinusitis. It should be highlighted that S. agalactiae was
not inhibited by any of the tested extracts and fractions
obtained from flowers of Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.
Burtt & R.M. Sm. On the contrary, P. intermedia

showed susceptibility to all of them.

TABLE 3. Results of the antibacterial activity testing of extracts and fractions obtained from flowers of Alpinia

zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm.

Plant extractions, fractions and control

Bacterial strains

ME?P HFac DF2¢ AFae CcMm?f AES" BFY!
Porphyromonas gingivalis 256 64 X - 1 - +!
Prevotella intermedia 512 128 256 256 1 + +
Peptostreptococcus anaerobius 512 128 256 256 2 - +
Fusobacterium nucleatum 512 64 512 512 1 - -
Fusobacterium necrophorum - 64 - 512 1 - -
Pseudomonas aeruginosa - - - - 256 + +
Staphylococcus aureus 256 512 256 128 4 - -
Streptococcus agalactiae - - - - 2 - -
Streptococcus pyogenes - 256 512 - 2 - -
Streptococcus pneumoniae 128 128 128 32 2 - -
a-hemolytic Streptococcus 512 128 256 256 2 + -
Moraxella catarrhalis 512 128 256 256 0.5 + -

3, agar dilution method; °, methanol extract; ¢, hexane fraction; 9, dichloromethane; ¢, ethyl acetate fraction; f,

chloramphenicol; 9, overlay method; ", alcoholic extract; /, butanol fraction;.;, minimum inhibitory concentration (ugmL™);

k, absence of activity; !, antibacterial activity.

Revista Fitos, Rio de Janeiro, Vol, 9(3), 161-252, Jul-Set 2015

191



Correa, Lima and Costa (2010) published a survey of
investigations on Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt &
R.M. Sm. conducted from 1987 to 2008. They reported
the expression of activity against several bacteria by
extracts of different polarities obtained from leaves and
rhizomes of the plant. Results from qualitative and
gquantitative assays were presented. The hexane,
chloroform, acetone, methanol, and hydroalcoholic
extracts were tested against eight bacteria; S. aureus,
Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Micrococcus
luteus, Escherichia coli, P. aeruginosa, Serratia
marcescens, and Mycobacterium smegmatis. The
chloroform extract of the rhizome showed good activity
against E. faecalis. Also significant activities were
reported for the acetone extract of the rhizome against
S. aureus, B. subtilis, E. faecalis, and M. luteus. Halos
exceeding 20 mm were obtained for all of them and
MIC value was 500 pugmL? for E. faecalis and 125
ugmL-1 for the other three microorganisms.

This paper reports, for the first time, the bioactivity of
extracts and fractions from Alpinia zerumbet (Pers.)
B.L. Burtt & R.M. Sm. flowers against sinusitis-
causing bacterial pathogens. The overall data
generated, demonstrate that the antimicrobial activity
of the two extracts and the derived fractions cover a
wide range of bacteria associated with the
etiopathogeny of the disease, indicating that the plant
may be an important source for alternative
antimicrobials. The results provide a scientific
rationale for the use of Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.
Burtt & R.M. Sm. to treat sinusitis.

Conclusion

The antibacterial activity of Alpinia zerumbet (Pers.)
B.L. Burtt & R.M. Sm. against sinusitis-associated
bacterial pathogens contributes to validate its use as a
traditional treatment for the disease. In general all the
extracts and fractions obtained from plant flowers

exhibited a broad activity range inhibiting several

bacterial agents of sinusitis. Five secondary
metabolites have been detected in the extracts and
fractions and up to three metabolites groups have been
observed in each extract/fraction. Data generated
suggest that more than one of these metabolites group
expresses antibacterial activity that may explain the
different activity spectrum of the extracts and fractions
obtained. Taken together, the results indicate the
potentiality of Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt &
R.M. Sm. as a source of antimicrobial substances

against clinically relevant bacteria.
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Resumo

Introducdo: O alho (Allium sativum) € amplamente utilizado na culinaria e no tratamento e prevencédo de
diversas patologias. A literatura carece quanto a toxicidade e os efeitos que o consumo exacerbado de alho
pode ocasionar no sistema reprodutor masculino. O éleo de alho é composto por compostos volateis presentes
em seus bulbos. Este estudo tem como objetivo avaliar a morfometria de tabulos seminiferos de camundongos
suplementados com 6leo de alho. Metodologia: Foram tratados 32 camundongos BALB/c machos divididos em
4 grupos experimentais: 1,4 mg/kg (dose terapéutica); 14 mg/kg; 28 mg/kg; e controle incorporado ao farelo de
racdo. Apos o periodo experimental os animais foram sacrificados e tiveram os testiculos removidos e pesados.
ApOs os procedimentos padrdes para preparacéo das laminas histoldgicas, foi medida a espessura dos tibulos
seminiferos, através da distancia da parede até o limen. Resultados e Discussdo: Através das medicdes, ndo
foram observadas diferencas estatisticas que pudessem indicar alteracdes nestas estruturas em animais
suplementados com 6leo de alho quando comparados aos animais do grupo controle. A partir deste estudo
conclui-se que camundongos suplementados com 6leo de alho, em diferentes doses, em um periodo de 35 dias,

ndo apresentaram altera¢cdes na morfometria de tabulos seminiferos que pudessem indicar toxicidade.

Palavras-chave: Alho; Allium sativum; tlbulos seminiferos; histologia; camundongos; fitoterapicos.

Abstract

Introduction: Garlic (Allium sativum) is widely used in cooking and in the treatment and prevention of various
diseases. The literature lacks for toxicity and the effects that excessive consumption of garlic can cause the male
reproductive system. The garlic oil comprises volatile compounds in their bulbs. This study aims to evaluate the
morphometric of the seminiferous tubules with garlic oil supplemented mice. Methods: We treated 32 BALB/c
mice divided into 4 experimental groups: 1,4 mg/kg (therapeutic dose); 14 mg/kg; 28 mg/kg; and control
incorporated into feed meal. After the experimental period, the animals were sacrificed and had their testes
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removed and weighed. Following standard procedures for preparation of histological slides, we measured the

thickness of the seminiferous tubules through the distance from the wall to the lumen. Results and Discussion:

Through the measurements of the seminiferous tubules, no statistical differences could indicate changes in these

structures in animals supplemented with garlic oil compared with the control group were observed. From this

study it is concluded that supplemented mice with garlic oil, in different doses, for a period of 35 days, showed

no morphometric changes in the seminiferous tubules which could indicate toxicity.

Keywords: Garlic; Allium sativum; seminiferous tubules; histology; mice; phytotherapics.

Introducéo

O Allium sativum, de nome popular “alho”, € um
vegetal da familia das Lilaceas. E uma planta
utilizada tanto na culinaria como no tratamento e
prevencdo de doengas com registros datados desde
o periodo medieval (Leonéz, 2008).

Caracteriza-se por um bulbo arredondado, conhecido
como cabeca, composto por 10 a 12 bulbilhos
(dentes), envolto por uma casca, que pode
apresentar coloragdo branca, rosada ou roxa.
Existem diferentes tipos de alho e quase todos
diferem em rela¢@o a tamanho, cor, forma, sabor,
numero de dentes por bulbo e acidez. A botanica
classifica todos os tipos de alho derivados da espécie
Allium sativum. Desta espécie originam-se duas
subespécies: a ophioscorodon e a sativum. Destas
duas subespécies existem oito variedades de alho:
seis do tipo ophioscorodon e dois do tipo sativum.
Abaixo dessas oito variedades existem outros 17
grupos de sub-variedades de alho; acredita-se que
existem mais de 600 sub-variedades de alho no
mundo. Isso ocorre porque as caracteristicas
individuais do alho sdo modificadas de acordo com
as condic¢Oes de cultivo, do solo, da temperatura, do
periodo de chuvas, da altitude e do tempo de cada
lugar (Revista Aditivos e Ingredientes, 2010).

A atividade farmacolégica do alho envolve uma

variedade de compostos de organoenxofre, destes o

mais notavel é a alicina, responsavel pelo odor
caracteristico do alho. Quando o alho é cortado,
amassado ou moido, ocorre a lise da membrana
celular do bulbo, isto faz com que o composto
precursor aliina (sulféxido de S-alil-L-cisteina) entre
em contato com a enzima alinase formando a alicina
e outros tiossulfinatos. Esses compostos da
decomposicdo enzimatica tém funcédo importante na
dieta, apresentando efeitos farmacolégicos contra
diversas patologias. A atividade terapéutica é
demasiadamente extensa, como por exemplo,
combater patologias cardiovasculares e enddcrinas,
além de apresentar carater antimicrobiano,
antifngico, anti-helmintico, antiviral e antineoplésico

(Katzung, 2010).

Os fitoterdpicos sdo medicamentos obtidos
exclusivamente a partir de matérias-primas ativas
vegetais (Brasil, 2004). A utilizac&do de plantas para
fins terapéuticos € uma das mais antigas formas de
pratica medicinal da humanidade (Veiga Jr., Pinto e
Maciel, 2005). Ao longo dos séculos os produtos de
origem constituiram  as

vegetal bases para

tratamento das mais diversas

(Hohenberger et al., 2012).

patologias

Na terapia contempordnea observa-se crescente
redescoberta do valor das plantas medicinais para a
cura, prevencdo e tratamento de patologias.
Entretanto, o uso incorreto desses fitoterapicos pode
causar danos a saude do individuo. Desta forma,
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estudos envolvendo propriedades e toxicidade de
plantas com propriedades medicinais tém sido

exaustivamente investigadas.

Os herbanarios e curandeiros utilizam o alho para
combater inimeras doengas ha milhares de anos. H&4
indicios de seu uso no antigo Egito, na Grécia (onde
era conhecido como “rosa fedida”) e na Babilénia ha
mais de cinco mil anos. Foi Hipdcrates o primeiro a
descrever com detalhes o uso terapéutico do alho,
como diurético e laxante. Plinio e Galeno, médicos
romanos, também utilizavam o alho para o
tratamento de infecgBes intestinais, problemas
digestivos, hipertensdo, senilidade e impoténcia.
Atualmente, médicos naturalistas e outros adeptos
da cura pelas ervas receitam o alho para prevenir
resfriados, gripes e outras doencas infecciosas
(Revista Aditivos e Ingredientes, 2010).

Os compostos ativos do alho mostram-se eficazes
quanto a prevengcdo de doengas cardiovasculares:
aumentam o0s niveis séricos de HDL (colesterol
“bom”), reduzem as taxas de triglicerideos, inibem a
agregacdo plaquetaria, além de possuirem
propriedades hipoglicemiantes. Estudos em relagcdo
ao potencial antimicrobiano do alho mostraram-se
eficaz no combate da Helicobacter pylori, bactéria
responsavel pela maioria dos casos de dispepsia
(dificuldade de digestao), cancer gastrico e também
de Ulceras gastricas e duodenais (Machado et al.,
2010). Entretanto, a atividade antifiungica do alho é
mais intensa do que a sua atividade antibacteriana
(Simdes et al., 2010). Alguns dos principios ativos do
alho inibem as nitrosaminas, substancias tdxicas

associadas ao cancer de estdmago (Prati, 2012).

Apesar de o alho ser amplamente utilizado tanto na
culinéria quanto para fins medicinais, 0 seu consumo
excessivo pode provocar efeitos adversos tais como,
transtorno gastrointestinal, flatuléncia e mudancas na
flora intestinal. N&o h4 um consenso bem estabelecido
quanto a ingestao diaria recomendada, entretanto, a
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ingestdo de um a dois dentes de alho cru por dia é

considerada segura para adultos (Silva, 2009).

H& milhares de anos os 6leos essenciais sao extraidos
de plantas e usados nas indUstrias de perfumes,
cosmeéticos e farmacos. Sao fragdes volateis, naturais,
extraidas de plantas aromaticas que evaporam a
temperatura ambiente. Os 6leos essenciais sao
geralmente extraidos das plantas nas partes aéreas
(folhas e ramos finos), cascas, troncos, raizes, frutos,
flores, sementes e resinas (Santos et al., 2004). O dleo
de alho (Allium sativum) é composto por éleos volateis
presentes em seus bulbos, cuja composi¢éo inclui os
compostos como o dialilsulfeto, dialildisulfeto e
dialiltrisulfeto (Herbarium, 2013).

Ja sdo de dominio e conhecimento popular os
inimeros beneficios comprovados que o consumo de
alho traz & saude. Entretanto, a literatura carece de
informagbes quanto a toxicidade e os efeitos que o
consumo exacerbado de alho pode ocasionar, em

especial, ao sistema reprodutor masculino.

Estudos recentes que investigaram os efeitos da
utilizacao do 6leo de alho, na gestacao de fémeas de
camundongos da linhagem Swiss, demonstraram
gue a administracdo diaria desta substancia, em
doses mais elevadas do que aquelas recomendadas
terapeuticamente, causou reducdo da taxa de
implantacdo, viabilidade fetal e diminuicdo do peso
dos fetos, embora ndo tenham apresentado mas

formacgdes externas (Macedo, 2012).

A partir destes resultados, que sugeriram a toxicidade
do oleo de alho em fémeas gestantes, surgiu o
interesse em investigar a toxicidade no sistema
reprodutor de camundongos machos, neste caso, em

especial, nos testiculos.

Os efeitos colaterais do consumo de alho sobre as

funcdes reprodutivas permanecem pouco

investigadas. Neste contexto, estudos recentes
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evidenciaram que o consumo bruto, durante um més,
de alho cru em doses de 5%, 10%, 15% e 30%,
ocasionaram a reducgao da secrecéo de testosterona e
alterou a espermatogénese de roedores (Hammami et
al., 2008). Outros estudos apontaram que a ingestao
de doses em 5%, 10% e 15% de alho cru induziu a
apoptose em células germinativas testiculares de
roedores provocando a inibicdo da expressédo de
enzimas das células de Leydig e marcadores das

células de Sertoli (Hammami et al., 2009).

Ao investigar os efeitos do extrato aquoso de alho
sobre a morfologia testicular em ratos albinos,
Obidike e colaboradores (2012) observaram um
aumento na reserva de esperma no epididimo. Estes
resultados, de acordo com o autor do trabalho,
sugerem que o alho possa ser utilizado para melhorar
a fertilidade masculina.

O sistema reprodutor masculino é composto de
testiculos, da genitélia interna (glandulas acessorias
e ductos) e da genitélia externa. Os testiculos séo
estruturas pares ovoides e possuem uma capsula
externa fibrosa resistente que envolve uma massa de
tubulos seminiferos enrolados e agrupados em cerca
de 250 a 300 compartimentos. Os tubulos
seminiferos constituem aproximadamente 80% da
massa testicular de um homem adulto. Cada tubulo
individual tem 0,3 a 1 metro de comprimento e é o
local de producdo dos espermatozoides. No interior
dos tubulos seminiferos podem ser visualizados dois
tipos de células: as células germinativas em varios
estagios de maturacdo e as células de Sertoli, que
regulam o desenvolvimento dos espermatozoides. A
espermatogénese, que € 0 processo de
desenvolvimento da espermatogdnia até a liberagdo
do espermatozoide, ocorre em cerca de 60 dias em
humanos (Silverthorn, 2010). Em camundongos este
processo leva cerca de 40 dias para ser finalizado
(Nagy et al.,2003).

As células germinativas, conhecidas como

espermatogbnias, sdo encontradas agrupadas
préximo a extremidade basal das células de Sertoli,
logo acima da lamina basal dos tubulos seminiferos.
Elas sofrem divisdes mitéticas produzindo células
germinativas adicionais, onde algumas permanecem
préximo da borda externa do tlbulo para produzir as
futuras espermatog0nias, e outras entram em meiose
e tornam-se espermatdcitos primarios. Cada
espermatocito primario sofre meiose e se divide em
dois espermatécitos secundarios. Destes, cada um
se divide em duas espermatides. As espermatides,
gue contém 23 cromossomos simples, amadurecem
formando os espermatozoides que sao liberados
dentro do lumen dos tdbulos seminiferos. O
desenvolvimento dos espermatécitos ocorre em
colunas, da borda externa do tubulo em direcdo ao
limen. Entre cada coluna existe uma Unica célula de
Sertoli que se estende da borda externa até o limen
do tabulo. Circundando o lado de fora do tdbulo existe
uma lamina basal que atua como barreira, impedindo
que algumas moléculas, presentes do liquido
intersticial, entrem no tdbulo seminifero. Esta lamina
basal permite a entrada da testosterona, produzida
pelas células de Leydig, que se encontram na parte
externa do tubulo, onde existe um tecido intersticial
gue consiste principalmente em vasos sanguineos e

estas células (Silverthorn, 2010).

Materiais e Método

Para os testes foram utilizados 32 camundongos
BALB/c machos (3 meses de idade) pesando entre
22 a 26g, provenientes do Biotério da Universidade
do Vale do Itajai (UNIVALI). O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA —
UNIVALI), sob o parecer n®° 014/12. Os animais foram
mantidos sob temperatura controlada a 22 + 2°C e
com fotoperiodo de 12 horas, com agua e ragdo ad
libitum, exceto durante o procedimento experimental.

Os animais foram distribuidos em 9 caixas conforme
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0s grupos e as doses administradas. As caixas foram
forradas com maravalha, que sédo laminas finas de
madeira, a fim de manter o ambiente interno livre da
umidade provocada pela urina e fezes que
certamente de maneira contraria desfavoreceriam o
bem estar dos animais. Além disto, houve o
fornecimento de papel toalha para enriquecimento
ambiental e para construcéo de ninhos, pratica esta
adotada em todos os protocolos experimentais do
Laboratério de Reprodugdo Assistida, local onde o

protocolo experimental foi desenvolvido.

Os estudos in vivo foram realizados de acordo com
as normas e cuidados com o bem estar e
biosseguranca na conforme
descritas na Lei n°® 11.794, de 08 de outubro de 2008,

e de acordo com as diretrizes da Sociedade brasileira

experimentacao,

de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL).

Para o tratamento foi utilizado 6leo de alho (Allium
sativum) adquirido em farmécias de manipulacéo. As
doses administradas foram calculadas por
extrapolagdo alométrica, que significa estabelecer
através de calculo matematico as doses de farmacos
entre animais de grupos taxon6micos diferentes,
possibilitando o uso das referéncias farmacologicas
de um animal modelo para um animal alvo. Essa
metodologia utiliza a taxa metabdlica basal,
possibilitando calcular doses em miligramas por
quilocaloria consumida pelo animal

(Pachaly, 2006).

(mg/kcal)

De acordo com as diretrizes estabelecidas pela

Organisation for  Economic  Co-operationand
Development - OECD (1996) para teste de produtos
guimicos, as doses administradas seguiram uma
sequéncia descendente dividida em trés grupos de
teste e um grupo controle. Os animais foram tratados
com diferentes doses de 6leo de alho, baseando-se
na dose terapéutica para seres humanos que é de
500 mg/dia que equivale a 7,350 mg/kg/dia de alho

cru, considerando um adulto de 70kg.
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Os animais foram tratados durante um periodo
experimental de 35 dias, periodo que compreende um
ciclo da espermatogénese em camundongos (Nagy et
al., 2003). Os grupos tratados receberam o 6leo de
alho incorporado ao farelo de racdo umedecido com
agua no periodo matutino, apés um periodo de jejum
de 12h. Este protocolo de jejum foi estabelecido para
que se tivesse a garantia de que 0s animais comeriam
todo farelo e desta forma o tratamento acontecer de
acordo com o padrao pré-estabelecido. Apos todo o
consumo da ragdo com o tratamento a racéo
convencional retornava as caixas e assim permanecia
durante o restante do dia e, novamente, retirada
durante o periodo noturno. Os grupos testes foram
organizados da seguinte maneira:

Grupo 1 — Controle (8 camundongos): receberam
somente agua filtrada em volume igual ao tratamento

incorporada ao farelo de racado durante 35 dias.

Grupo 2 — Dose Terapéutica (8 camundongos):
receberam a dose terapéutica correspondente a
posologia utilizada para seres humanos (1,4 mg/kg)
incorporada ao farelo de racéo, durante 35 dias.

Grupo 3 — Dose 10x (8 camundongos): receberam
10x a dose terapéutica (14 mg/kg) incorporada ao

farelo de racéo, durante 35 dias.

Grupo 4 — Dose 20x (8 camundongos): receberam
20x a dose terapéutica (28 mg/kg) incorporada ao

farelo de racéo, durante 35 dias.

Apbés o término do periodo experimental os
camundongos foram sacrificados em camara de
02/CO:s2. Os testiculos foram coletados e tiveram seus
pesos registrados. ApOs a pesagem deu-se inicio aos
processamentos para analise histoldgica, adaptados
de Banzato (2010). Os testiculos esquerdos foram
imersos em formol 10% por 10 horas para fixacao.
Em seguida, foram removidos do fixador e cortados

transversalmente em trés pedagos. As extremidades
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dos testiculos foram desprezadas e somente a
porcdo mediana foi considerada para a analise
histologica. Ap6s 72 horas no formol, a solucéo foi
substituida por alcool 70°, para sofrer o processo de
desidratagdo. Apos 24 horas em alcool 70°, as pecas
receberam quatro banhos nas concentracdes
alcoolicas de 90° - 90° - 100° - 100° no periodo de 24
horas. Depois de 24 horas em alcool 100°, em cada
peca foram aplicados trés banhos de xilol, com
duracéo de 30 minutos cada banho. Apds os banhos
em xilol, as pecas receberam trés banhos de
parafina, com duragdo de 1 hora cada banho.

Concluido os banhos, as pecas foram incluidas
transversalmente em parafina. Com a utilizacéo do
micr6tomo, os blocos de parafina com as pecas
incluidas foram submetidos a cortes histoldgicos de
7um (micrdmetros) de espessura. A partir dai, foram
realizados os procedimentos do protocolo padrédo de
coloragdo H&E (hematoxilina e eosina) para posterior

andlise em microscopio optico de luz.

Para a andlise foi confeccionada uma lamina para cada
testiculo, obtido dos animais de cada grupo. Cada
lAmina correspondente ao testiculo de um Unico animal
contendo 5 seccdes histolégicas. O intervalo entre cada
seccdo histologica foi de 10 ym (micrémetros). Em cada
seccdo histolégica foram analisados 2 tubulos
seminiferos. Os tdbulos seminiferos selecionados para
analise foram os que se encontravam no parénquima
cortical do testiculo por conta da sua uniformidade. Em
cada estrutura foi realizada a medigao da distancia da
parede externa até o limen do tdbulo seminifero
utilizando-se a lente objetiva que fornece um aumento
ampliado 400X. As medicBes foram realizadas em
microscopio 6ptico de luz com a utilizagdo de ocular
micrométrica OSM 221817.

Os parametros registrados foram submetidos a
testes estatisticos por analise de variancia (ANOVA).
Todas as analises foram avaliadas com confianca de
95% (a =0,05).

Resultados e Discussao

O alho é uma planta que vem sendo cultivada e
consumida pelos seres humanos ha muitas décadas.
Além do seu uso na culinéria para realgar e recriar o
sabor dos alimentos o alho é igualmente popular por
conta dos beneficios que 0 seu consumo pode trazer
para a salde reduzindo o mau colesterol e a pressao
arterial. O alho também tem sido utilizado no combate
a infecgbes, como vermifugo e também no combate
a fungos do género Aspergillius encontrado em
amendoins que quando consumido por humanos

podem causar cancer hepatico (Viegas et al., 2005).

Por possuir antioxidantes e flavonoides, compostos
extraidos a partir do alho, tem sido utilizado, também,
pela inddstria de cosméticos no combate ao
envelhecimento. Acredita-se que a maioria dessas
propriedades atribuidas ao alho se deve a riqueza de
substancias  sulfurosas presentes na sua
composi¢do. Entretanto, o consumo excessivo desta
planta pode trazer efeitos indesejaveis ao trato
gastrointestinal, e isto também ja é conhecido. Nao
h& um consenso estabelecido quanto a dose diaria

recomendada (Silva, 2009).

Estudos sobre toxicologia clinica de fitoterapicos sao
importantes para a determinagéo de efeitos adversos
e/ou toxicos, ja que existe uma grande quantidade de
fitoterapicos disponiveis para consumo no mercado e
para a maioria deles ndo ha dados suficientes que
comprovem cientificamente a veracidade dos seus

efeitos (Turolla e Nascimento, 2006).

Quanto a toxicidade e os efeitos que o consumo
exacerbado de alho pode ocasionar, ha escassez na
literatura, em especial, referentes ao sistema
reprodutor masculino. A toxicidade reprodutiva esti
relacionada com qualquer interferéncia na
capacidade reprodutiva, tanto em machos quanto em
fémeas, provocada por um agente causador da

toxicidade. A avaliagao toxicoldgica é utilizada para
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analisar resultados experimentais de um composto
com o objetivo de classifica-lo e ao mesmo tempo
obter informag6es a respeito da forma correta quanto
a sua utilizagao.

Os ensaios pré-clinicos de toxicidade reprodutiva
avaliam o potencial de uma determinada substancia
em interferir sobre o sistema reprodutor e causar
efeitos indesejaveis capazes de comprometer a
fertilidade, o acasalamento, o desenvolvimento
embriofetal, o parto e o desenvolvimento pds-natal dos
descendentes até a maturidade sexual (Santos, 2012).

Para se avaliar o efeito toxico causado por uma
substancia pode ser analisado altera¢cdes do peso
corporal e de 6rgados como figado, baco, rins e
gbnadas (Reboredo et al., 2006).

Estudos realizados por Souza, Silva e Amaral (2013)
onde foi utilizado a suplementacao com 6leo de alho,
em camundongos, ndo foram observadas mudancas
fisicas e/ou comportamentais, que pudessem
caracterizar sinais de toxicidade sistémica nos
grupos estudados. O peso dos rins e do figado nao
foi diferente do encontrado no grupo controle.
Alterag@es no peso e morfologia do figado séo bons
indicadores de toxicidade, por ser este o 6rgdo que
detém grande concentracdo de enzimas
responsaveis pela detoxificagdo dos agentes toxicos

através dos hepatdcitos (OGA, 2003).

No presente estudo os animais do grupo controle e
os animais tratados com Allium sativum também n&o
apresentaram alteracdes significativas no peso
corporal. Um estudo similar realizado por Santiago e
(2009)

cardiovasculares em ratos tratados com alho (125

colaboradores para avaliar alteracbes

mg/Kg por via oral) ndo apresentou diferenca nos

valores do peso corporal.

Os agentes nocivos podem exercer seus efeitos ao

nivel pré-testicular, testicular e pds-testicular. O nivel
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pré-testicular  envolve  alteragBes no  eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal, com impedimento
da dindmica hormonal necesséaria a ocorréncia da
espermatogénese. Efeitos citotéxicos e genotdxicos
nas células da linhagem germinativa caracterizam os

efeitos testiculares (Oshio e Guerra, 2009).

A histopatologia testicular € um dos parametros mais
sensiveis para avaliar as possiveis alteragfes na
fertiidade masculina. Aspectos degenerativos
testiculares podem ser identificados em secgbes
coradas por hematoxilina e eosina. A exemplo disso,
a hipocelularidade e a morte celular no epitélio
seminifero, a formagdo de células multinucleadas
(células gigantes compostas de espermatécitos e
espermatides) e a presenca de espermatides
arredondadas e restos celulares no epididimo (Oshio

e Guerra, 2009).

Realizadas as medi¢Bes dos tubulos seminiferos
(parede externa até o limen) através da microscopia
Optica, ndo foram observadas diferencas estatisticas
gue pudessem indicar alteragdes morfolégicas nestas
estruturas em animais suplementados com 6éleo de

alho com relagdo aos animais do grupo controle.

FIGURA 1. Microscopia Optica do tdbulo seminifero em

aumento de 400x, referente aos animais do grupo controle.
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FIGURA 2. Microscopia Optica do tubulo seminifero em
aumento de 400x, referente aos animais do grupo Dose

Terapéutica (1,4 mg/kg).

FIGURA 3. Microscopia 6ptica do tubulo seminifero em
aumento de 400x, referente aos animais do grupo Dose 10x
(14 mg/kg).

FIGURA 4. Microscopia 6ptica do tubulo seminifero em
aumento de 400k, referente aos animais do grupo Dose 20x
(28 mg/kg).

Tanto os animais do grupo controle quanto 0s
animais dos grupos que foram suplementados com
doses especificas de 6leo de alho, mostraram suas
caracteristicas  morfolégicas inalteradas, nao
apresentando sinais de toxicidade durante o periodo
de 35 dias de tratamento. Os valores das medi¢Ges
dos tubulos seminiferos e peso dos testiculos

encontram-se nas TABELAS 1 e 2.
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TABELA 1. Média geral e valor maximo/minimo das medidas (um) dos tubulos seminiferos relacionado com os respectivos

grupos (Controle, Terapéutica, 10x, 20x).

Dose Controle Terapéutica 10x 20x
(Agua) (1,4 mg/kg) (24 mg/kg) (28 mg/kg)

Ne dg tubulos seminiferos 80 80 80 80

analisados por grupo

Média e Desvio Padrdo 243 £ 27 270 £ 25 265 * 27 272+ 15

Maximo 308 321 324 307

Minimo 200 211 220 232

TABELA 2. Média geral e valor maximo/minimo dos pesos (g) dos testiculos dos 32 camundongos utilizados na pesquisa,

sem distingdo por grupo-dose.

Testiculo Direito Esquerdo*
Total de testiculos Pesados 32 32
Média e Desvio Padréo 0,087 + 0,007 0,088 + 0,008
Maximo 0,101 0,112
Minimo 0,072 0,073

* Testiculo utilizado na pesquisa

Estudos com o 6leo de alho realizados por Souza,
Silva e Amaral (2013), comprovaram que o peso dos
testiculos e indice gonadossomatico permaneceram
inalterados assim como 0Ss  parametros
espermaticos, corroborando com os resultados

encontrados neste trabalho.
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Obidike e colaboradores (2012), que analisaram a
morfologia testicular em ratos albinos, sugeriram que
0 extrato aquoso de alho resultou em uma melhora
significativa, ao observar um aumento na reserva de

esperma no epididimo.
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Estudos existentes a respeito do Allium sativum em
diferentes doses de alho cru apresentaram toxicidade
significativa nas  fungbes  reprodutivas de
camundongos machos (Hammami et al., 2008,
2009). A eficacia quanto a terapéutica do alho na
prevenc¢do das mais diversas patologias vem sendo
divulgadas e pesquisadas ano apés ano. A cada dia
surgem novos trabalhos apresentando novas

metodologias de pesquisas com padrées e

protocolos experimentais aprimorados. Novos
estudos poderédo confirmar ou questionar os dados ja
existentes e assim determinar qual a melhor forma de
preparo e dosagens necessarias de alho para a
obtencdo de seus efeitos, ou mesmo se apresentara

efeitos toxicos.

A partir deste estudo, foi possivel concluir que em
camundongos suplementados com 6leo de alho em
diferentes doses em um periodo de 35 dias, ndo
apresentaram toxicidade significativa na histologia
dos tubulos seminiferos.
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Abstract

Libidibia ferrea is a typical plant of northern and north-east Brazil and has well-known medicinal properties that
can be found in ethanolic extracts such as antipyretic, anti-inflammatory and anti-rheumatic compounds. This
study seeks to evaluate the potential antioxidant and antimicrobial activity of ethanol extracts from Libidibia ferrea
pods. The pods were used for the preparation of ethanolic extracts of L. ferrea which is used to determine
biological activity, and measure their total phenolic content. For quantification of antioxidant methods of DPPH,
ABTS and B-carotene were employed and the method of minimum inhibitory concentration (MIC) to measure the
antimicrobial activity. The ethanolic extract of L. ferrea showed excellent antioxidant activity, as well as other
similar substances commonly used for this purpose such as citric acid and trolox. In addition, it had antimicrobial

activity against Gram-negative and Gram-positive bacteria.

Keywords: pau ferro; Caesalpinia ferrea; medicinal properties; antioxidant.

Resumo

Libidibia ferrea é uma planta tipica do norte e nordeste do Brasil conhecida por suas propriedades medicinais
que podem ser encontrados em extratos alcodlicos, possui compostos antipiréticos, anti-inflamatérios e
antirreumaticos. Este estudo visa avaliar o potencial antioxidante e atividade antimicrobiana do extrato etandlico
de vagens de Libidibia ferrea. As vagens foram empregadas na preparacdo de extrato etandlico de L. férrea,

utilizado na determinagdo da atividade bioldgica, e para mensurar seu conteddo fendlico total. Os métodos
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DPPH, ABTS e B-caroteno foram utilizados para quantificar a atividade antioxidante, e o método da

Concentragédo Inibitéria Minima (CIM) para avaliar a atividade antimicrobiana. O extrato etandlico de L. ferrea

apresentou atividade antioxidante excelente, bem como outras substancias compativeis normalmente utilizadas

para este fim, tais como &cido citrico e trolox. Além disso, demonstrou atividade antimicrobiana contra bactérias

Gram-negativas e Gram-positivas.

Palavras—chave: pau ferro; Caesalpinia ferrea; propriedades medicinais; antioxidante.

Introduction

The basionym of Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P.
Queiroz (Leguminosae) is Caesalpinia ferrea Mart. ex
Tul. (Caesalpiniaceae) according to the International
Plant Names Index, 2009, (http://www.ipni.org/). It is
a large tree that is found in the north and north east
regions of Brazil, especially Pernambuco and Ceara
states, where it is commonly known as juca or pau
ferro (Peters et al., 2008).

Recent scientific studies have shown that L. ferrea
contains compounds which have antimicrobial, anti-
inflammatory, analgesic, antioxidant and
hypoglycemic properties (Ferreira and Soares, 2015).
It is used in folk medicine to treat diabetes, as
antipyretic and antirheumatic, anti-inflammatory and
antinociceptive activities have already been found in
the ethanol extract of the fruits of this species

(Vasconcelos et al., 2011; Lima et al., 2012).

The aqueous extract of the seeds of C. ferrea have
cellulase, amylase, anticoagulant and larvicide activities
against A. aegypti (Cavalheiro et al., 2009). In the
Amazon region of Brazil, the fruits of C. ferrea (Brazilian
ironwood) are widely used as an antimicrobial and
healing medicine to treat many ailments including oral

infections (Sampaio et al., 2009).

Phytochemical studies have reported that aqueous
extracts of Caesalpinia ferrea pods and barks consist

of a mixture of different compounds with anti-

inflammatory and analgesic actions, which confirms
its popular use and ethnomedicinal value (Carvalho
et al., 1996; Pereira et al., 2012).

The crude extract of Caesalpinia ferrea contains
anthraquinones, alkaloids, depsides, depsidones,
flavonoids, lactones, saponins, sugars, tannins,
sesquiterpenes and triterpenes. Tannins are
considered as the main component (Souza et al.,
2006). Phenolic compounds, such as tannins and
flavonoids, have antimicrobial and antioxidative
properties and are involved in the defence against

fungi and other microorganisms (Oliveira et al., 2010).

For centuries, extracts from plants have been used as
folk remedies to treat various ailments, with many
natural products leading to the development of
clinically beneficial drugs (Siqueira et al., 2012).
Organisms that belongs to the vegetable kingdom are
those that have contributed most significantly to
providing compounds which possess a large spectrum

of biological properties (Cavalheiro et al., 2009).

The aim of this study is to evaluate the potential of
both antioxidants, as the antimicrobial properties of
ethanolic extracts obtained from the pods of Libidibia
ferrea, are indicative of the presence of chemical
compounds that may be used in various branches of

industrial biology.
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Materials and Methods

Plant material

The pods (peel and seeds) of Libidibia ferrea (Mart. ex
Tul.) L. P. Queiroz (Leguminosae) were collected from
the town of Garanhuns, State of Pernambuco, in North-
East Brazil. A sample of the collected material was
classified and filed (Specimen Number 89749), at the
Herbarium D’Ardano de Andrade Lima, Institute of
Agronomy, Pernambuco - IPA, Pernambuco, Brazil. It
was dried at 40°C in a Circulated Air Incubator for 48

hours, grounded in a grinder and stored to -20 °C.

Reagents

Tryptic Soy Broth -TSB (Acumedia, Lansing, USA),
Mueller-Hinton Broth (HIMEDIA, Mumbai, India),
(FMaia, Cotia,
chloramphenicol (Ariston, Sdo Paulo, Brazil) were

dimethyl  sulfoxide Brazil),
used and all the solvents were HPLC commercial
grade. The B-carotene, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH), 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic  acid  (Trolox),
2,2’-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), gallic

linoleic acid,

potassium persulfate,

acid, and the Folin—Ciocalteu

purchased from Sigma—Aldrich (St. Louis, USA).

reagent were

Preparation of the extract

The ethanolic extract of the L. ferrea pod was obtained
by repeated soaking under agitation in ethanol P.A. at
a ratio of 1:10, until the depletion of substances
extractable by ethyl alcohol. For the concentration of
the extract, ethanol was removed from the filtrate using

a rotary evaporator at 40°C under reduced pressure.

Determination of the total phenolic content

The determination of the total phenolic content present
in the ethanolic extract of L. ferrea pods was carried out

by the Folin- Ciocalteu spectrophotometric method
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(Slinkard and Singleton, 1977) with modifications.
Galllic acid was used as a standard. Briefly, 300 ul of a
solution of the ethanolic extract (1 mg.mL') was added
to 60 pl of the Folin-Ciocalteu reagent and 2460 pl of
distilled water, and this mixture was stirred for 1 minute.
Following this, 180 pl of sodium carbonate (2%) was
added to the mixture, which was then shaken for 30
seconds, and resulted in a final concentration of 100
pg/ml. After two hours of incubation, the absorbance of
each sample was determined spectrophotometrically
at 760 nm. The results were expressed as mg of gallic
acid equivalents (GAE)/g of extract.

DPPH free radical scavenging assay

The free radical scavenging activities of the samples
were determined by means of the 2,2,-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) spectrophotometric method in
accordance with the study of Silva and collaborators
(2011). This method is often used to determine the
ability of plant species to capture free radicals
(Ghasemnezhad, Sherafati and Payvast, 2011).

A stock solution of the ethanolic extract of L.ferrea
pod was prepared at 5.0 mg/ml. The appropriate
amounts of an ethanolic solution of DPPH. (23.6
pag/ml) were added to samples to obtain final
concentrations ranging from 100 to 500 pg/ml. The
absorbance was measured at 517 nm after an
incubation interval of 30 min with ultrasonication in the
dark. The ECso value is the sample concentration
necessary to reduce the absorbance of DPPH by

50%; ascorbic acid was used as a standard.

ABTS radical cation assay

This test involves the generation of the ABTS
chromophore *+ by oxidation of ABTS [2,2'-azinobis-
acid)] with
potassium persulfate. The test was performed

(3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic

according to the method of Re and collaborators
(1999) with modifications. ABTS was dissolved in
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water at a concentration of 7 mM. The ABTS radical
cation (ABTSe+) was produced by reacting ABTS
stock solution with 2.45 mM potassium persulfate
(final concentration) and allowing the mixture to stand
in the dark for 12-16 h before use. After this, the
ABTS™ diluted  with

(approximately 1:100 v/v) until an absorbance of

solution  was ethanol
0.7£0.05 nm was reached. A stock solution of the
ethanolic extract was prepared with a concentration
of 1.0 mg/ml. An appropriate amount of ABTSe+
(2700 pl) was added to each sample to give final
concentrations ranging from 20 to 120 pg/ml, and the
samples were ultrasonicated in the dark after a period
of 10 minutes. Then, the absorbance of the samples
was measured at 734 nm. Trolox (0.1 mg/ml) was
used as a positive control.

The B-Carotene bleaching test

The level of antioxidant activity was determined by
conducting the B-carotene bleaching test and
employing the method of Bamoniri and collaborators
(2010) with modifications. A solution of linoleic [3-
carotene/linoleic acid was prepared by adding an
aliquot of 150 pl of B-carotene solution to 160 ul of
linoleic acid and 660 pl of Tween 20. After this, 140 ml
of oxygenated distilled water was added to the system.
The absorbance of this emulsion at 470 nm was
adjusted to 0.6 - 0.7 nm. Aliquots of the crude ethanolic
extract of L.ferrea pod (16 pg/ml) were compared with
the control (without an antioxidant) and to Trolox (16
pg/ml), which was used as a standard antioxidant. An
initial reading of the absorbance was taken
immediately after the samples and the standard were
added to the system to determine the baseline.
Subsequently, the absorbance was monitored every
20 minutes for 120 minutes. The samples were kept in
a water bath at 40°C between the readings. The
antioxidant capacity was expressed as the percentage

inhibition of oxidation.

Determination of minimal inhibitory concentration

The microbial strains used belong to Gram positive
families (Staphylococcus aureus UFPEDA 02,
Enterococcus faecalis ATCC 6057, Bacillus subitilis
UFPEDA 86) and Gram negative
(Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumonia
ATCC 29665,
UFPEDA 416) bacteria, which were acquired from the

families

and Pseudomonas aeruginosa
Antibiotics Department of the Federal University of
Pernambuco, Brazil.

The broth microdilution assay was performed in
accordance with the CLSI reference method M7-A6,
for bacteria (Clinical Laboratory Standards Institute,
2003). Ninety-six-well microplates were used to
determine the MIC of the crude ethanolic extract of
Libidibia ferrea pod. Briefly, the crude extract was
dissolved in DMSO (1 mg/ml) and then diluted in
water to achieve concentrations ranging from
500ug/ml to 25pg/ml. The inoculum size was adjusted
to each microorganism to yield a cell concentration of
108 CFU ml. A final volume of 100 pl was achieved in
each well. One well with a specific medium and
microorganism was used as control of the growth, and
one inoculated well was free of the test extract so that
it could check the sterilty of the media. The
microplates were prepared in triplicate and incubated
at 37°C for 24 h. The MIC was determined by
measuring the absorbance of each well with a
microplate reader (ASYS UVM 340, Cambridge, UK).
The MIC was defined as the lowest sample
concentration that inhibited bacterial growth in
growth of the
Chloramphenicol (50 pg/ml) was used as a positive

proportion to the controls.

control for all the bacterial strains.

Statistical analysis

All the samples were analysed in triplicate, and the
results were pooled and expressed as the means +
standard error. A statistical analysis was performed
with  GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego CA, USA). The anti-free
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radical activity was determined by conducting a linear
regression analysis with a confidence interval of 95%
(p<0.05). The results were expressed as ECso + SEM,
which represents the concentration of the sample
necessary to reduce the absorbance of DPPH or
ABTS-+ by 50% compared with the negative control.

Results

In choosing a suitable assay to investigate the
antioxidant activity, ethanolic extract of Libidibia

ferrea pods was evaluated to determine their total
phenolic content by means of the Folin-Ciocalteu
method; the radical scavenging activity was assessed
through DPPH and ABTS assays and their
antioxidant potential was measured through the -
carotene bleaching test. TABLE 1 shows the free
radical scavenging activity (DPPH+< and ABTSe+) of
the ethanolic extract of the L. ferrea pod. The results
demonstrated a high radical scavenging activity when
compared with a control of antioxidant capacity (trolox

and ascorbic acid).

TABLE 1. Free radical scavenging activity (DPPH+ and ABTS-+) and total phenolic content of the ethanolic extract of L. ferrea pod.

Total Phenolic
(mg GAE/g extract +SD)*

EC50 DPPH
(ug /ml £ SD)

EC50 ABTS
(ug /ml £ SD)

Ethanolic extract

Ethanolic extract Ascorbic Acid

Ethanolic extract Trolox

32.6+0.0 4.4 +0.05

3.3+£0.02

25+0.06 29%0.05

*GAE/g extract - Gallic acid equivalent/g extract.

[ L. ferrea (16 ug/mL)
Il Trolox (16 ug/mL)

1004
804

60+

Antioxidant activity (%)

daw RGP S REY S
& oF Qé\ oF oF F
» W S S & &

Time (minutes)

FIGURE 1. Antioxidant activity of the ethanolic extract of L.
ferrea determined using the 3-carotene bleaching test. Black
columns — Trolox (16 pyg/mL); white columns — L. ferrea pod
ethanolic extract (16 ug/mL).
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The antioxidant activity of the ethanolic extract of L.
ferrea which was determined by using the B-carotene
bleaching test is shown in FIGURE 1. When the
extract activity is compared with the standard Trolox
which is a vitamin E analogue, it can be observed that

the antioxidant activity was excellent (46.63%).

The minimum inhibitory concentrations (MICs) in
pa/ml for the ethanolic extract of L. ferrea pod, are
shown in TABLE 2. Our results reveal that all the
tested strains of Gram-positive and Gram-negative
bacteria were inhibited by the ethanolic extract of the
Libidibia ferrea pods.
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TABLE 2. Minimal inhibitory concentrations (MIC) for the
ethanolic extract of Libidibia ferrea pod tested on different

microorganisms.

Microorganisms Concentrations (ug.mL™?)

Gram positive bacteria

Enterococcus faecalis 50
Bacillus subtillis 50
Staphylococcus aureus 125

Gram negative bactéria

Escherichia coli 50

Klebsiella pneumoniae 125

Pseudomonas aeruginosa 50
Discussion

Antioxidant activity

Phenolic compounds are commonly found in both
edible and inedible plants, and have multiple
biological effects, including antioxidant activity (Silva
etal., 2011).

The total phenolic content value of this study was
higher than that found by Oliveira and collaborators
(2010) who identified a phenolic content of 0.151 +
0.005 mg GAE/g extract for C. ferrea wood extract.
However Surveswaran and collaborators (2007)
evaluated the total phenolic content of Caesalpinia
bonducella (L.) Roxb. Seeds and Caesalpinia sappan
L. heartwood and found 1.3 and 94.7 mg GAE/g dry
weight. The nature of the species, parts of the tree
and extraction techniques that were used may explain

the differences between the studies.

A preliminary phytochemical analysis of the
hydroalcoholic extracts of stem, bark and leaves of C.
Ferrea, showed the presence of flavonoids, saponins,

tannins, coumarins, sterols and phenolic compounds
(Lima et al., 2012).

The free radical scavenging of DPPH forms the basis
of a common antioxidant assay (Sharma and Bhat,
2009). The DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-
hydrate) free radical method is an antioxidant assay
based on electron-transfer that produces a violet
solution in ethanol. This free radical, which is stable
at room temperature, is reduced in size in the
presence of an antioxidant molecule, and gives rise
to a colourless ethanol solution. The use of the DPPH
assay is an easy and fast way to evaluate
antioxidants by spectrophotometry, so it might be a
useful way of assessing different products at the
same time (Huang, Ou and Prior, 2005). The extract
was able to reduce the stable free radical DPPH" to
the yellow DPPH.

The ABTS assay is based on the generation of a
blue/green ABTS* that can be reduced by
antioxidants, and is applicable to both hydrophilic and
lipophilic antioxidant systems. The ABTS assay is
superior to the DPPH assay when applied to a variety
of plant foods containing hydrophilic, lipophilic, and
high-pigmented antioxidant compounds, whereas the
DPPH assay uses a radical dissolved in organic
media and is, therefore, applicable to hydrophobic
systems (Floegel et al., 2011).

Surveswaran and collaborators (2007) evaluated all
the antioxidant capacities of Caesalpinia bonducella
(L.) Roxb. Seeds and Caesalpinia sappan L.
heartwood by ABTS and DPPH and their results were
0.61 and 0.13 mmol trolox/100g dry weight for C.
bonducella and 34.65 and 28.33 mmol trolox/100 g
dry weights respectively.

The health effects of medicinal plants can partly be
attributed to the presence of phenolic compound,
which may have an effect as a result of their

antioxidant properties (Kaur, Arora and Singh, 2008).
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Tannins and flavonoids have a therapeutic value due
to their anti-inflammatory, anti-fungal, antioxidant and
healing properties (Araujo et al., 2008).

With regard to its antioxidant activity, the use of the -
carotene is due to the bleaching of this compound
during the autoxidation of linoleic acid in aqueous
emulsion where the decay is monitored by its
absorbance in the visible region. The addition of an
antioxidant-containing sample, individual antioxidants
or natural extracts assists in retarding the (3-carotene
decay (Roginsky and Lissi, 2005). Antioxidants are
able to scavenge radicals, hydrogen peroxide and
other peroxides and prevent the formation of radicals
(Martysiak-Zurowska and Wenta, 2012).

Antimicrobial activity

Generally, owing to their extra protective outer
membrane and other particular features, Gram-
negative bacteria are considerably more resistant to
antibacterial agents than Gram-positive bacteria
(Bamoniri et al., 2010). However, in this study, a
higher concentration is only needed for S. aureus e K.
pneumoniae (125 pg/ml). The MIC values obtained in
this study meet the stringent endpoint criteria adopted
by some authors (Cos et al., 2006; Mbosso et al.,
2010), which considers concentrations of up to 1
mg/ml for extracts or 0.1 mg/ml for isolated

compounds when displaying antimicrobial activities.

Sampaio and collaborators (2009) found minimum
inhibitory concentration values of the crude extract of
C. ferrea fruits for Candida albicans, Streptococcus
mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus
oralis and Lactobacillus casei of 25.0, 40.0, 66.0,
100.0, 66.0 pg/ml, respectively. Cavalheiro and
collaborators (2009) observed that the aqueous
extract of seeds do not inhibit the growth of any
bacterial strains analyzed, which demonstrates the
presence of distinct compounds between the pods

and seeds of this plant species.
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Interestingly, our current findings show a remarkable
antimicrobial activity against Gram negative and Gram
positive bacteria, ranging from 50 t0125 pg/ml. To put
these values into context, extracts with MICs < 100
Hg/ml and isolated compounds with MICs < 10 pg/ml
can be considered to be of great value (Cos et al.,
2006). Significantly, since our results were an ethanolic
extract, they how remarkable activity against most
Gram negative and Gram positive bacteria.

A phytochemical investigation of the hydroalcoholic
extract of the stem bark and leaves of Caesalpinia
ferrea has revealed flavonoids, saponins, tannins,
coumarins, steroids and other phenolic compounds
(Vasconcelos et al.,, 2011). Phenolic compounds,
such as tannins and flavonoids, have antimicrobial
and antioxidative properties and are involved in the
defence against fungi and other microorganisms
(Boudet, 2007). The antimicrobial activity of this
extract may be on account of the presence of
tannins, flavonoids and terpenoids in its composition
(Siqueira et al., 2012). Nakamura and collaborators
(2002) study identified gallic acid among the active
constituents of Juca fruits. Gallic acid has been found
to have antibacterial, antiviral and antifungal
activities, and also anti-inflammatory, anti-tumour,
chloretic and

antianaphylactic, antimutagenic,

bronchodilator activities (Nakamura et al., 2002).

Conclusion

In this study, it has been shown that ethanolic
extract of L. ferrea pod is capable of inhibiting the
growth of Gram positive and Gram negative
microorganisms. Moreover, antioxidant and free
radical scavenging activity was found. It is expected
that further studies currently in progress will enable
us to understand the nature of the precise

compounds and mechanisms involved.
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Resumo

Bauhinia forficata € uma leguminosa nativa da Mata Atlantica vulgarmente conhecida como pata de vaca. Ela
ocorre em quase todos os tipos de solos e sua madeira é usada na produgdo de papel, lenha e pecas de
carpintaria e, suas folhas como alimentagio animal. E também empregada como cobertura vegetal, planta
ornamental, mas sobre tudo, € uma planta medicinal. Seus principais componentes biologicamente ativos
incluem compostos flavondides que parecem ser os grandes responsaveis por suas propriedades
farmacoldgicas, no entanto, terpenos, esterdides, acidos aromaticos, quinonas, lactonas, alcaloides, inibidores
de proteases, proteases e lectinas tém sido isolados e purificados a partir de diferentes érgéos de varias espécies
do género Bauhinia. Estes novos compostos tém sido caracterizados e suas propriedades farmacoldgicas séo
objetos de intensas investigacdes. As folhas, as flores e as cascas do caule de B. forficata tém sido usadas na
medicina popular para o tratamento de diferentes tipos de patologias, especialmente diabetes, dores e processos

inflamatérios.

Palavras-chave: género Bauhinia; Bauhinia forficata; pata-de-vaca; constituintes quimicos; efeitos

farmacoldgicos.

Abstract

Bauhinia forficata is a legume native from Atlantic Forest named as cowage. It occurs in almost all types of sails,
its wood is used in the production of pulp and paper, wood and carpentry and its leaves employed as animal
feed. It is also used in plant cover, as an ornamental plant, but, more importantly, as a medicinal plant. Among
the most important biologically active ingredients include are flavonoid compounds that appear to be largely
responsible for its pharmacological properties. However, terpenes, steroids, aromatic acids, quinones, lactones,
alkaloids, lectins and protease inhibitors have also been isolated and purified from various organs of several
species of the genus Bauhinia. These new compounds have been characterized and their pharmacological
properties are the purpose of intense investigation. The leaves, seeds and stem from Bauhinia species have
been used in folk medicine for the treatment of different kinds of diseases and conditions, especially diabetes,

infection, pain and inflammatory processes.
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Introducao

Bauhinia € um género denominado por Carolus
Linnaeus, em 1753, em homenagem ao botanico
franco-suigco Gaspar Bauhin. Compreende mais de
300 espécies amplamente distribuidas nas florestas
tropicais e subtropicais, sendo que 64 destas podem
ser encontradas no Brasil. Tais espécies pertencem
a subfamilia Caesapinoideae e a familia Fabaceae
(Vaz e Tozzi, 2005). Sdo comumente conhecidas
como “pata de vaca” ou “unha de vaca” devido ao
formato de suas folhas que sdo compostas de dois
foliolos unidos na base (FIGURA 1). E uma espécie
plastica quanto a solos, ocorrendo em quase todos
os tipos, preferindo os profundos, permeaveis e de
boa fertilidade quimica (Costa, 1971). Suas folhas e
caule sdo usados na medicina popular para o
tratamento de diferentes tipos de patologias,
especialmente diabetes, infec¢bes, dores e
processos inflamatérios (Alice et al., 1995). Nos
ultimos anos, o interesse nas plantas do género
Bauhinia tem aumentado consideravelmente em todo
o mundo, uma vez que estudos experimentais
confirmaram suas observacdes etnofarmacoldgicas.
A maioria das espécies sdo de origem do continente
Asidtico mas existem espécies nativas do Brasil

como a B. longifolia e a B. forficata (Fortunato, 1986).

As plantas do género Bauhinia apresentam porte
arbéreo médio ou arbustivo. Além de suas
propriedades medicinais, apresentam potencial para
uso em recuperagdo de areas degradadas, sendo
empregada também como planta ornamental
(Oliveira et al., 2001). Suas folhas medem quando
adultas de 7-12 cm de comprimento e como
caracteristica marcante, apresentam-se divididas em

dois lobos, como ja mencionado. Os apices dos lobos
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séo agudos ou acuminados e a margem folia € lisa.
A nervacdo é palmada, sendo constituida de 9-11
nervuras (Miyake, Akisue e Akisue, 1986).

Possuem flores zigomorfas dispostas em racemos
axilares que variam de cor, de acordo com a espécie
e subespécie, geralmente réseas ou brancas. A
inflorescéncia é em racemo axilar, as flores séo
vistosas, possuem 5 pétalas alongadas com até 9
cm de comprimento e 10 estames compridos
(Carvalho, 2003). Seus frutos sdo legumes ou
vagens achatados e deiscentes do tipo linear
(Fortunato, 1986). As sementes sdo achatadas e
apresentam poros, medindo aproximadamente 1 cm

e a coloracdo é de castanho a preta (Carvalho,

2003). Possui tronco tortuoso de 30 a 40 cm de
didmetro (Fortunato, 1986).

FIGURA 1. Bauhinia forficata (Subfamilia Caesalpinaceae).
Nota-se que as folhas s&@o bilobadas, que é caracteristica
marcante do género (Plataforma Agroecolégica da Fiocruz
— PAF, FIOCRUZ, agosto de 2013, foto de Valério Morelli).

O objetivo deste estudo foi fazer uma breve revisédo
acerca dos aspectos botanicos, dos empregos nao
medicinais, dos principais constituintes e das
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possiveis agles farmacologicas da Bauhinia

forficata, que €& wuma planta medicinal da

biodiversidade brasileira.

Revisao da Literatura

Bauhinia forficata

A leguminosa B. forficata se assemelha muito com
outras folhas de outras espécies do género Bauhinia,
contudo sua principal caracteristica morfologica é a
presenca de espinhos e suas flores sé&o
exclusivamente brancas (Oliveira e Saito, 1989). Ela
possui dois espinhos no ramo onde fica aderido o
peciolo de cada folha, formando uma espécie de
forca, dando origem ao nome (FIGURA 1). Planta
arbustiva, decidua, grande ou arbérea, perene, que
atinge até 8m de altura. Tem ramos frageis,
pendulares, glabros ou pubescentes, com aculeos
gémeos na axila foliar. Folhas alternas, medindo de
8 a 9 cm de comprimento, ovais ou lanceoladas,
divididas acima do meio, glabras, compostas de dois
foliolos unidos pela base, pouco divergentes, obtusas
ou um pouco agudas, ou acuminadas na base,
arredondadas ou subcodiformes, membranéceas,
com a forma tipica de 9 nervos. Aculleos quase
sempre gémeos, ora uniformemente retos, ora
ligeiramente curvos para dentro, finos, ou grossos.
Flores axilares ou terminais, brancas. Seus frutos séo
do tipo legume, lineares, medindo 15 a 25 cm de
comprimento por 2 cm de largura (Costa, 1971).
Planta caducifélia, rebrotando a partir de outubro.
Espécie pioneira, heliofita, habita a Mata Atlantica, na
Floresta Ombrdfila Mista, Floresta Ombréfila Densa e
Floresta Estacional Decidual. S8o encontradas na
Bahia,
Alagoas), Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo,

regido Nordeste (Pernambuco,

Sédo Paulo, Rio de Janeiro) e Sul (Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul) (Vaz, 2013).
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Esta espécie é fonte de madeira que é usada em
caixotaria, na producdo de celulose e papel, na
construcdo civil servindo para caibros, mourdes e
estacas, para producdo de carvao e lenha de boa
gualidade e na producdo de pegas em carpintaria e
marcenaria (Backes e Irgang, 2004). Tem importante
emprego paisagistico pela beleza de suas flores, é
uma espécie ornamental, nos parques e jardins ou
como cerca-viva, é também recomendada para
arborizagdo de ruas estreitas e sob a rede elétrica
(Vaz, 2013). Esta espécie é importante fixadora de
nitrogénio no solo, portanto o seu uso é recomendado
em reflorestamentos mistos destinados a
recuperacdo de ecossistemas degradados e de
terrenos erodidos, bem como na restauragao de mata
ciliar em locais com inundagdes periédicas de rapida
duragdo ou periodos de leve encharcamento

(Lorenzi, 2002).

As pétalas frescas de B. forficata sdo comestiveis in

natura, sendo carnosas e adocicadas, ou
adicionadas em doces, compotas e geleias. Além
disso, sédo também meliferas e fornecem pdlen. Suas
folhas sdo utilizadas na alimentacdo animal, a
forragem, pois sao ricas em proteinas e carboidratos
(Hayashi e Appezzato-da-Gléria, 2009). As cascas
de seus frutos sdo utilizadas em artesanato e as
fibras destas cascas sdo tdo resistentes que eram
usadas na fabricagéo de cordas (Vaz, 2013). Apesar
do uso desta leguminosa para os mais diversos fins,
B. forficata € uma importante planta medicinal
brasileira, e todos os seus 6rgdos séo utilizados para
diferentes propdsitos terapéuticos (Trojan-Rodrigues
et al.,, 2012). Esta grande diversidade de acgfes e
emprego se deve a variedade de seus constituintes
guimicos, localizados em diferentes 6rgdos da planta
e que variam desde metabdlitos secundéarios até
compostos mais complexos como peptideos e
proteinas. Alguns destes componentes seréo

discutidos adiante.
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Principais substancias isoladas

1) Metabdélitos secundarios

Embora o foco deste estudo seja a espécie B.

forficata, € importante mostrar o panorama
fitoquimico do género Bauhinia (TABELA 1), visto que
tais constituintes parecem ser conservados entre as
diferentes espécies, e tais informacdes sao
essenciais para o bom entendimento da constituigdo

quimica e dos respectivos efeitos farmacoldgicos.

Estudos fitoquimicos e farmacoldgicos realizados
com diversas espécies do género Bauhinia revelaram
que as principais moléculas do metabolismo
secundario incluem em geral os flavondéides,
terpendides, triterpendides, glicosideos esteroidais,
lactonas, esteroides, taninos e quinonas (TABELA I).
Contudo, apesar da maioria destes compostos serem
conhecidos, muito pouco € sabido sobre suas
atividades farmacolégicas. As espécies mais
estudadas fitoquimicamente sdo: B. manca, B.
candicans, B. uruguayensis, B. purpurea, B. forficata
e B. splendens. Existem outras espécies de Bauhinia

usadas na medicina popular, como a B. monandra, B.
holophylla e B. rufa, porém ainda nao foram
encontrados estudos consistentes sobre a
constituicdo quimica e a respectiva atividade
farmacolégica da maioria destas espécies (Silva e

Cechinel Filho, 2002).

De modo geral, as espécies do género Bauhinia sdo
caracterizadas pelo acumulo de flavondides livres e
glicosilados nas suas folhas e, especialmente em B.
forficata, séo relatados elevados teores de B-sitosterol
e kanferol-3,7-diramnosideo (Pinheiro et al., 2006;
Ferreres et al., 2012) e também de um heterosideo
denominado de bauhinésideo particularmente em
suas folhas e sementes (Costa, 1971).

Nas partes vegetais da espécie forficata, foram
encontrados estergis, flavonoides (especialmente
Kampferol, rutina e quercetina), pinitol, taninos
(flobaténicos e pirogélicos), cumarinas, &cidos
organicos, glicosideos, heterosideos (cianogénicos e
saponinicos), gomas, mucilagens e sais minerais
(Silva et al., 2000).

TABELA | — Alguns compostos identificados nas espécies do género Bauhinia

Espécie de

O Moléculas
Bauhinia

Referéncia bibliografica

B. aurea

Glicosideo diidroflavonol, flavan-3-ols

Shang e colaboradores, 2007.

B. forficata Link

Beta-sitosterol, campferol-3,7-diramnosideo e campferitrina

Silva e colaboradores, 2000.

B.glauca subsp.

6-metil Homoeriodictiol, bauhiniasideo A, bauhiniasina, 2',4'-dihi
droxi-4-metoxi dihidrochalcona-4'-O-beta-D-glucopyranosideo, far-

Wu e colaboradores, 2009;
Zhao e colaboradores, 2011.

Pernervosa rerol, homoeriodictyol e 2',4'-dihidroxi-4-metoxi dihidrochalcona
Sitosterol; campesterol; estigmasterol; colesterol; estigmasta-3,5-
B. candidans dieno-7-ona; sitosterol 3-O-B-D-glucosidio; sitosterol 3-O-D- Iribarren e Pomilio, 1983,
) xilurono-furanosidio; kampferol 3-O-B-D-rutinosidio; 7-O-rhamno- 1987.
pirano-sidio; trigonelina, triacontanol 3-O-metil-D-inositol (D-pinitol)
B. championii Acido gélico, buahinina, Silva e Chechinel Filho, 2002.
B.guianensis Sitosterol; estigmasterol, 4-hidroxi-7-metoxiflavona Silva e Chechinel Filho, 2002.
Bauhinia forficata Link (Fabaceae)
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B. manca

Sitosterol-3-3-O-B-D-glucosidio, estigmasta-4-eno-3-ona e -3,6-
diona, acido cinamico; cinamoil-B-D-glicose; éster metilico do
acido (E)-4-hidroxi-cinamico; éster metilico do acido (E)-4- hidroxi-
3-metoxi-cindmico; 4cido gélico, galato de metila; Ester metilico do
Acido 4-hidroxi-2-metoxibenzoico; éster metilico do Acido 4-
hidroxi-3- toxi-benzoico; éster metilico do Acido 3,4
dihidroxibenzoico; hidroxipropioguaiacona; siringaresinol; (7S,8R,
8'R)-5,5dimetoxilarici-resinol.

Achenbach, Stocker e
Constenla, 1988.

B. megalandra

5,7,5-tri-hidroxi-2"-O-ramnosil-flavona; 5,7,2"-trihidroxi-5"-O-
ramnosil-flavona

Silva e Cechinel Filho, 2002.

B.purpurea 5,6-di-hidroxi-7-metoxiflavona 6-O-f3-D-xilopiranosideo Silva e Cechinel Filho, 2002.
B.racemosa Pacharina, racemosol; des-O-metil racemosol Gupta e colaboradores, 2005.
B.reticulata Quercetina Rabaté, 1938.

B.rufescens

5,6-di-hidro-11-metoxi-2,2,12-tri-metil-2H-nafto-[1,2] [1]-benzopira-
no-8,9-diol; 11-metoxi-2,2,12-trimetil-2H-nafto-[1,2] [1]-benzo-
pirano-8,9-diol; 1,7,8,12b-tetra-hidro-2,2,4-trimetil-2H-benzo-[6,7]-
ciclo-hepta-[1,2,3-de] [1]benzo pirano-5,10,11-triol

Maillard e colaboradores,
1991.

B. splendens

Sitosterol; estigmasterol; acido esteérico, bausplendina,
quercetina, rutina, galato de etila

Cechinel Filho e
colaboradores, 1995.

B. tarapotensis

Ciclohexanona, derivado de ester de cafeoil, (-)-isolariciresinol 3-
alfa-O-B-D-glucopiranosideo, (+)-1-hidro xipinoresinol 1-O-B-glico
piranosideo, isoacteoside, luteolin 4'-O-B3-D-glucopiranosideo e
indoldlico-3-carboxilico acido 3 indélico

Braca e colaboradores, 2001.

B. tomentosa

Isoquercitrina; quercetina e rutina

Silva e Cechinel Filho, 2002.

B. thonningii

Grifonilida

Okwute e Ndukwe, 1986.

B. uruguayensis

Estigmasta-1,3,5-trieno; estigmasta 3,5-dieno; campesterol;
estigmasterol; sitosterol; estigmasta-4,6-dien-3-ona; sitosterol-3-O-
3-D-riburono-furanosidio; sitosterol-3-O-B-D-xilopiranosidio; Sitos
terol-3-O-D-xiluronofuranosidio; sitosterol-3-O-B-D-glicopirano
sidio, quercetina-3-O-L-ramno-piranosidio; kampferol-3-O-L-ram
nopira-no-sidio, &cido aspartico; treonina; serina; glutamato;
prolina; glicina; alanina; valina; metionina; isoleucina; leucina;
tirosina; fenilalanina; histidina; colina e alcoois lineares.

Silva e Cechinel Filho, 2002.

B. vahlii

Campesterol; estigmasterol; sitosterol, &cido betulinico,
quercetina; quercetina-3-glucosidio; kaempferol; agathisflavona

Sultana e colaboradores,
1985.

B. variegata

Sitosterol, lupeol, narigenina-5,7-dimetoxi-4-aminoglucosidio;
kaempferol-3-galactosidio; kaempferol-3-ramno-glicosidio

Rahman e Begun, 1966.

2) Peptideos e proteinas

Inibidores de proteases

Além dos metabdlitos secundarios, os inibidores de
proteases (IPs) constituem uma importante classe de

moléculas biologicamente ativas em plantas e
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especialmente no género Bauhinia. Tais substancias

inbbem uma grande variedade de enzimas
proteoliticas, que incluem as proteases da prépria
planta e as proteases digestivas de mamiferos,
insetos, bactérias e fungos, constituindo um
importante mecanismo de defesa contra insetos

herbivoros e patégenos de modo geral (Silva-Lépez,
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2009; Zhu-Salzman e Zeng, 2015). Os IPs e suas
proteases estdo amplamente distribuidos em todos
0s organismos vivos e desempenham papéis
fundamentais em quase todos os fenbmenos

bioldgicos (Van der Hoorn, 2008).

A maioria dos IPs sédo polipeptideos de 5 a 25 kDa,
com estrutura compacta e muitas pontes de enxofre,
gue lhes confere estabilidade a variagcdes de
temperatura e pH (Gomes et al, 2011). Sao
encontrados em tecidos de estoque como sementes,
graos e tubérculos (1-10% da proteina total), e estédo
especialmente distribuidos em sementes de espécies
das familias Fabaceae ou Leguminosae,
Brassicaceae, Poaceae bem como em tubérculos de
Solanaceae (De Leo et al., 2002; Nielsen et al., 2004;
Van Der Hoorn e Jones, 2004; Oliva et al., 2011). Sdo
classificados como inibidores de serino, cisteino,
aspartico ou metalo-protease de acordo com o tipo
catalitico da protease que inibem (Barret, 1994) e
ainda, podem ser agrupados em familias e clas de
acordo com a similaridade das suas estruturas
priméarias e terciarias (Rawlings, Barrett e Bateman
2010). Os inibidores de serino-proteases do tipo de
tripsina sdo o0s mais abundantes em plantas
particularmente das familias Leguminosae e
Gramineae (Bateman e James, 2011). Eles conferem
a planta resisténcia a parasitos, insetos, larvas,
micro-organismos e pragas. Estes IPs inibem as
enzimas proteoliticas destes organismos, retardando
a protedlise das paredes celulares e de proteinas da
membrana da planta, reduzindo a desorganizagdo
celular e dificultando a penetracdo de patégenos e
impedindo assim, a mobilizagdo das proteinas de

reserva (Silva-Lopez, 2009).

Véarios IPs foram isolados, purificados e
caracterizados de diversas espécies de Bauhinia. Os
primeiros inibidores isolados foram do tipo tripsina e
obtidos das espécies B. petandra e B. bauhinoides
(Oliva, 1986; Oliva, Sampaio e Sampaio, 1988).
outros

Posteriormente foram isolados quatro
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inibidores de tripsina de B. bauhinioides: o BbTI-I, o
BbTIII que inibe a calicreina pancreatica (Oliva et al.,
1999a), o BbKI, que inibe exclusivamente a calicreina
e o BBCI que é um importante inibidor da atividade
da cruzipaina. Esta enzima, é a cisteino-protease
mais importante de Trypanossoma cruzi, o causador
da Doenca de Chagas. Estudos demonstraram que o
BBCI induziu morte seletiva deste parasito em
cultura, podendo assim constituir uma nova
alternativa no tratamento da Doengca de Chagas
(Bilgin et al., 2010). Em B. ungulata também foi
purificado um IP do tipo tripsina que inibe tanto a
kalicreina quanto o fator Xa da coagulacéo (Oliva et
al., 1999b).

Em sementes de B. purpurea foram obtidos dois
inibidores de tripsina, o BpuTl com 20 kDa e estrutura
priméaria muito semelhante com BbTI-I e BdTIII (Silva-
Luca et al., 2010) e o BPLTI que exibiu um amplo
espectro de atividade anti-proliferativa e pro-
apoptética sobre células humanas de carcinoma
hepatocelular HepG2. Constituindo assim um
candidato promissor para o tratamento de carcinoma

hepatocelular humano (Fang et al., 2012).

Os IPs de plantas ja estdo sendo empregados no
tratamento de diversas patologias humanas, visto
que inibem proteases que desempenham fung¢fes
estratégicas nos organismos humano e animal.
Alguns IPs atuam como agentes anti-fibrinoliticos,
pois inibem os fatores da hemostasia (Vanassche et
al., 2015), outros inibem proteases de células
tumorais, demonstrando atrativo potencial anti-
cancer (Roomi et al., 2014; Rakashanda et al., 2015).

Proteases

Também chamadas de peptidases (E.C. 3.4), sdo
enzimas que hidrolisam ligagcdes peptidicas em
proteinas ou peptideos. Em plantas, além de
degradarem

proteinas para reciclagem de

aminoacidos, as proteases regulam processos
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bioloégicos que incluem embriogénese, senescéncia,
floragdo, formagdo e crescimento de polen,
estbmatos, cloroplastos, caules, raizes, folhas e
sementes, termotolerancia, resisténcia a fatores
ambientais, respostas de defesa que culminam com
a morte dos agentes agressores, dentre outros
processos fisiolégicos e patolégicos (Van der Hoorn,
2008). Sdo expressas no tempo e espago e
acumulam-se em diferentes compartimentos
subcelulares (van der Hoorn e Jones, 2004). As
proteases estdo presentes em todos 0s organismos
vivos e em todas as organelas e sédo adaptadas aos
ambientes onde atuam, por isso, sdo enzimas muito
diversas. Classificam-se de acordo com o
aminoéacido catalitico do sitio ativo em serino,
aspartico, cisteino, treonino, glutdmico proteases e
estas por sua vez, também estéo distribuidas em clas
e familias de acordo com suas sequéncias de
aminoéacidos e seus mecanismos de acao (Rawlings,

Barrett e Bateman, 2012).

Diversas classes de proteases ja foram descritas em

plantas e especialmente em sementes de
leguminosas (Demartini, Wlodawer e Carlini, 2007),
contudo, estdo presentes em todos os 6rgdos da
planta e cada 6rgdo possui um conjunto particular de
enzimas (Pacheco e Silva-Lépez, 2012). Embora
muitos IPs tenham sido reportados em varias
espécies de Bauhinia, apenas uma Unica protease de
30 kDa foi identificada e caracterizada em folhas de
B. forficata (Andrade et al., 2011; Silva-Lucca et al.,
2013). Esta enzima denominada de baupaina € uma
cisteino-protease capaz de clivar o cininogénio de
alto peso molecular humano e liberar a bradicinina
(Andrade et al., 2011), que por sua vez € um potente
modulador do ténus da musculatura lisa de diversos

orgaos (Kaplan, 2014).

Lectinas

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas com um

ou mais sitio(s) de ligagdo de acglcares por
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subunidade e de origem ndo imune. S&o aglutinantes
seletivos de células e glicoconjugados, com
capacidade de reconhecimentos especificos e de
manter ligacdes reversiveis com carboidratos ou
substancias contendo acgUcares, sem alterar suas
estruturas covalentes (Sharon e Lis, 2004). Séao
universalmente distribuidas na natureza, sendo
principalmente encontradas nas sementes de
leguminosas (Hivrale e Ingale, 2013). O primeiro
reporte da presenga de lectinas em Bauhinia foi em
sementes de B. purpurea (Uhlembruck e Dahr, 1971)
e demonstrou importante atividade estimulante sobre
linfécitos em cultura (Imai e Osawa, 1983). Depois
disso, outras lectinas foram identificadas e
caracterizadas em diversas espécies de Bauhinia

como em B. carronii (Flower et al., 1984), B.

malabarica Roxb (Vijayakumari, Siddhuraju e
Janardhanan, 1993), B. monandra (Andrade €tal.,
2005), B. variegata (Moreira et al., 2013), B.
bauhinoides (Silva et al., 2011), B. cheilantha

(Teixeira et al., 2013) e B. forficata (Silva et al.,
2012). Todas as lectinas de Bauhinia apresentam
caracteristicas quimicas distintas entre si, mas todas
elas exibem importante atividade aglutinante sobre
diversos tipos celulares, podendo inibir a adeséo de
bactérias ou células cancerosas aos tecidos e
interferir no curso de uma infec¢do e na progressao
tumoral (Silva et al., 2014).

Uso medicinal de Bauhinia forficata

A pata-de-vaca € uma das 71 plantas selecionadas
pelo Ministério da Saude como de interesse ao
Sistema Unico de Salde (SUS). E utilizada na
medicina popular como hipoglicemiante, purgativa,
diurética, antidiarreica, depurativa e tbnica renal.
Possui a propriedade peculiar de reduzir a excreg¢ao
de urina, nos casos de polidria e de glicosuria,
regularizando a glicemia, sobretudo em portadores
de diabetes mellitus (Engel et al., 2008). E indicada

como adjuvante no tratamento de moléstias da pele,
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Ulceras e hipertenséo, para aumentar a eliminagéo
de &cido urico, em dores na coluna, nas afecgdes
vesicais, prisdo de ventre e elefantiase. Possui
propriedades mucilaginosas e adstringentes.
Antigamente o seu uso medicinal era como
diurética, tonica, estimulante, e também contra
diabetes, blenorragias, tuberculose e anemia (Alice

et al., 1995).

Na medicina popular, as folhas, a casca, o lenho e as
raizes da pata-de-vaca sdo usados no tratamento
das afeccdes urinarias. As flores novas possuem
acao purgativa e seu ché é diurético, bom para rins,
bexiga, garganta, tosses e bronquites (gargarejos),
sifilis, verminoses. J& os chés das folhas possuem
propriedades medicinais efetivas no tratamento do
diabetes. Costa (1942) menciona propriedades
estimulantes, expectorantes e adstringentes ligando-
as muitas vezes as cascas do caule, propriedades
diuréticas, antiblenorragicas e vermifugas, as raizes

e finalmente, propriedades purgativas as flores.

O chad das folhas apresentam propriedades
semelhantes aquelas dos chéas das flores e é usado
para as mesmas finalidades. Além disso, atua
favoravelmente em males do coragdo porque
apresenta importante efeito na diminuigdo dos niveis
séricos de colesterol (Alice et al., 1995). As folhas
devem ser colhidas de preferéncia antes da floragéo,
e secas ao sol. Contudo, as raizes sdao venenosas,
mas se usada em decoto, funciona como vermifugo

e ajuda a matar os microbios (Pereira et al., 2004).

Embora a Bauhinia tenha seus usos populares no
tratamento de varias enfermidades, pouco se
conhece a respeito dos mecanismos de agdo e das
moléculas envolvidos em suas atividades
farmacoldgicas. Um dos primeiros relatos de estudo
clinico do uso de B. forficata foi justamente pela sua
propriedade antidiabética (Juliani, 1941). Por este
motivo, este género é mais frequentemente estudado

quanto a sua possivel acdo hipoglicemiante, pois é
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sabido que chas e infus6es de suas folhas e cascas
de caule sdo usados em diferentes preparacdes para
diminuir niveis de glicose no sangue (Silva e Cechinel
Filho, 2002; Salgueiro et al., 2013).

Muitos estudos tém demonstrado o efeito
hipoglicemiante especialmente em modelos animais
com diabetes induzido (Silva et al., 2002; Pepato et
al., 2002 e 2004, Lino et al., 2004). A administracédo
oral cronica do decoto da planta em ratos
diabéticos, imitando o uso na medicina popular, foi
obtida uma significativa diminuicdo da glicemia e
também da glicosuria (Pepato et al., 2002 e 2004).
estudos

Outros comprovaram o] efeito

hipoglicemiante de B. forficata, contudo, o
mecanismo de ac¢do da planta e as moléculas
responsaveis por este ainda estdo sendo
investigados. A baixa da glicemia também foi
observada em ratas gravidas, cujo controle da
glicemia €& alterado devido ao aumento de
progesterona e estrogénio durante o periodo de
gravidez (Damasceno et al., 2004). Por este motivo,
€ comum a constatagdo de que gestantes diabéticas
fazem uso de B. forficata. Preparagbes de um
extrato de folhas secas de B. forficata obtido com
etanol-dgua (1:2) foi administrado em ratos
diabéticos e foi observado queda nos niveis de
glicose. Esta observacdo reforcou o papel
hipoglicemiante desta planta e este efeito pareceu
ser dependente da presenc¢a da quercetina-3,7-di-
O-a-L-rhamnopiranosideo e de Kampferol-3,7-di-O-
a-L.-rhamnopiranosideo (kampferitrina) (Da Cunha

et al., 2010).

A acao diurética pdde ser comprovada através do teste
geral de atividades. Nesta avalia¢éo foi administrado o
extrato bruto da tintura da planta e dez minutos apds a
administragdo, houve intensa diurese em modelos
animais (Silva e Cechinel Filho, 2002). Pizzolatti e
colaboradores (2003) relataram que a infusdo das
folhas de B. forficata utilizada na medicina popular
diurético,

brasileira, tem comprovado efeito
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hipoglicemiante, ténico, depurativo, eficaz no combate
a elefantiase, pois reduz importantemente o edema e
na reducao da glicosuria.

O potencial antioxidante do Kampferol-3,7-.-O-a-
diraminosideo, um dos produtos isolados a partir da
fracdo n-butandlica de B. forficata, foi avaliado e
demonstrou uma reducao dos niveis de radicais livres
no soro de modelos animais diabéticos (De Souza et
al., 2004). E sabido que o aumento cronico dos niveis
séricos de glicose no sangue, como no caso do
diabetes, desencadeia a oxidacdo de lipideos e
proteinas acarretando dano celular (Oyenihi et al.,
2015). O chéa das folhas de B. forficata atua como
potente antioxidante, visto que protegeu 0s grupos
sulfidrila de proteinas de ratos diabéticos contra
oxidagao e peroxidacéo de lipideos (Salgueiro et al.,
2013). A diminui¢&o da producéo de radicais livres foi
observada também quando ratas diabéticas gravidas
foram tratadas com o cha de folhas de B. forficata
(Volpato et al., 2008). Além disso, foi observado que
os flavonoides presentes nas folhas sdo também
responsaveis pela expressiva atividade antioxidante
observada em B. forficata (Miceli et al., 2015).

A atividade antimicrobiana dos extratos e fracdes de
B. forficata também foi avaliada, através do método
de difusdo radial em Agar com espécies de bactérias
e foi observada expressiva inibicdo do crescimento
com cepas patogénicas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (De Souza et. al. 2004),
Streptococcus mutans e sanguis (Souza et al., 2014),
Bacillus cereus e subtilis, Micrococcus luteus,
Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis e

Salmonella typhimurium (Pereira et al., 2014).

O extrato aquoso de B. forficata foi capaz de
neutralizar a coagulacdo induzida por veneno das

cobras Bothrops e Crotalus, demonstrando possuir
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atividade anticoagulante e antifibrinogénica (Oliveira
et al., 2005) e também do veneno de escorpido Tityus

serrulatus (Vasconcelos et al., 2004).

Substancias isoladas de B. forficata exibiram
comprovada atividade anticancer: um inibidor de
proteina quinase ciclina-dependente que interfere no
ciclo celular de células HelLa, inibindo sua
proliferagdo (Lim et al., 2006); uma lectina obtida de
sementes de B. forficata que induziu a morte de
células de cancer de mama humano, por inibir a
adesao integrina-dependente destas células a matriz
extracelular, interferindo assim na progressao
tumoral (Silva et al., 2014) e como ja mencionado, o
inibidor de proteases BPLTI que apresentou amplo
espectro de atividade anti-proliferativa e proé-
apoptética sobre células humanas de carcinoma
hepatocelular HepG2 (Fang et al., 2012). Embora o
uso medicinal de B. forficata ndo seja para o
tratamento de tumores, seus constituintes indicam

seu potencial na terapia destas doengas.

Conclusao

Apesar de B. forficata ser uma planta medicinal
bastante utilizada no Brasil e ter seu uso bem
estabelecido, apenas h& pouco tempo seus
constituintes quimicos foram estudados e seus efeitos
farmacologicos comprovados, abrindo assim a
possibilidade do desenvolvimento de fitoterapicos ou
fitomedicamentos utilizando extratos, fragbes ou

substancias purificadas obtidos desta espécie vegetal.

Agradecimentos

Ao Departamento de Quimica de Produtos Naturais,
Farmanguinhos, FIOCRUZ.

225



Referéncias bibliogréficas

ACHENBACH, H.; STOCKER, M.; CONSTENLA,
M.A.F. 1988. Flavonoid and other constituents
of Bauhinia manca. Phytochemistry, v. 27, p.
1835-1841.

ALICE, C.B.; SIQUEIRA, N.C.S.; MENTZ, L.A;
SILVA G.AAAB.; JOSE, KF.D. 1995. Plantas
Medicinais de uso popular: Atlas farmacogndéstico. 12

edicao, Editora da Ulbra, Canoas.

ANDRADE, C.A;; BASZKIN, A.; SANTOS-
MAGALHAES, N.S.; COELHO L.C.; DE MELO C.P.
2005. Mixed monolayers of Bauhinia monandra and
concanavalin A lectins with phospholipids, part Il.
Journal of Colloid Interface Science, v. 289, p.379-85.

ANDRADE, S.S.; SILVA-LUCCA, R.A.; SANTANA,
L.A.; GOUVEA, LE.; JULIANO, M.A.; CARMONA,
AK.; ARAUJO, M.S.; SAMPAIO, M.U.; OLIVA,
M.L.V. 2011. Biochemical characterization of a
cysteine proteinase from Bauhinia forficata leaves
and its Process

Biochemistry, v. 46, p. 572-578.

kininogenase activity.

BACKES P.; IRGANG B. 2004. Mata Atlantica: as
arvores e a paisagem. Editora Paisagem do Sul,

Porto Alegre.

BARRET A.J. 1994. Classification of peptidases.
Methods in Enzymology, v.244, p. 1-15.

BATEMAN, K.S.; JAMES, M.N. 2011. Plant protein
proteinase inhibitors: structure and mechanism of
inhibition. Current of Protein Peptide Science, v.12,
p.340-347.

BILGIN, M.; NEUHOF, C.; DOERR, O,
BENSCHEID, U.; ANDRADE, S.S.; MOST, A,
ABDALLAH, Y.; PARAHULEVA, M.; GUENDUEZ,
D.; OLIVA, M.L.; ERDOGAN, A. 2010. Bauhinia

bauhinioides cruzipain inhibitor reduces endothelial

226

proliferation and induces an increase of the

intracellular Ca?* concentration. Journal of

Physiological Biochemistry, v.66, p. 283-290.

BRACA, A.; DE TOMMASI, N.; DI BARI, L.; PIZZA,
C.; POLITI, M.; MORELLI, I. 2001. Antioxidant
principles from Bauhinia tarapotensis. Journal of
Natural Products, v. 64, p. 892-895.

CARVALHO, P.E.R. 2003. Espécies arboreas
brasileiras. 12 edicdo. Informacdo Tecnoldgica,

Embrapa, Brasilia.

COSTA O. A. 1971. Bauhinia forficata Link. Leandra,
Rio de Janeiro.

COSTA, O.A. 1942 - Estudo farmacodinamico da
unha de vaca. Revista da flora medicinal RJ, v.12, p.
179-189.

DA CUNHA, A.M.; MENON, S.; MENON, R.; COUTO,
A.G.; BURGER, C.; BIAVATTI, MW. 2010.
Hypoglycemic activity of extracts of Bauhinia
forficata Link. Phytomedicine, v. 17, p. 37-41.

CECHINEL FILHO, V.; BREVIGLIERI, E.; WILLAIN
FILHO, A.; SANTOS A.R.S. 1995. Estudo fitoquimico
e avaliagdo preliminar da atividade analgésica de
Bauhinia splendens. Revista Brasileira de Farmacia,
V. 76, p. 115-117.

DAMASCENO, DC.; VOLPATO, G.T.; CALDERON,
I.M.P.; AGUILAR, R.; CUNHA RUDGE, M.V. 2004.
Effect of Bauhinia forficata extract in diabetic
pregnant rats: maternal

Phytomedicine. v. 11, p. 196-201.

repercussions.

DE LEO, F.; VOLPICELLA, M.; LICCIULLI, F.; LIUNI,
S.; GALLERANI, R.; CECI, L.R. 2002. Plant-PIs: a
database for plant protease inhibitors and their
genes. Nucleic Acids Research, v. 30, p. 347-348.

Bauhinia forficata Link (Fabaceae)
Raquel Elisa da Silva Lépez e Bruna Cristina dos Santos



DE SOUZA, E.; ZANATTA, L.; SEIFRIZ, I;
CRECZNSKI-PASA, T.B.; PIZZOLATTI, M.G.;
SZPOGANICZ, B.; SILVA, F.R., 2004. Hypoglycemic
effect and antioxidant potential of kaempferol- 3,7-O-
(alpha)-dirhamnoside from forficata leaves. Journal of
Natural Products, v.67, p.829-832.

DEMARTINI, D.R.; WLODAWER, A.; CARLINI C. R.
2007. A comparative study of the expression of serine
proteinases in quiescent seeds and in developing
Canavalia ensiformis plants. Journal of Experimental
Botanic, v. 58, p. 521 — 532.

ENGEL, I.C.; FERREIRA, R.A.; CECHINEL-FILHO,
V.; MEYRE-SILVA C. 2008. Controle de qualidade de
drogas vegetais a base de Bauhinia forficata Link
(Fabaceae). Revista Brasileira de Farmacognosia, V.
18, p. 258-264.

FANG, E.F.; BAH, C.S.; WONG, J.H.; PAN, W.L.;
CHAN, Y.S.; YE, XJ.; NG, T.B. 2012. Potential
human hepatocellular carcinoma inhibitor from
Bauhinia purpurea L. seed: from purification on
mechanism exploration. Archives of Toxicology, v.
86, p. 293-304.

FERRERES F.; GIL-IZQUIERDO, A.; VINHOLES, J.;
SILVA, S.T.; VALENTAO, P.; ANDRADE, P.B. 2012.
Bauhinia forficata Link authenticity using flavonoids
profile: Relation with their biological properties. Food
Chemistry, v. 134, p. 894-904.

FLOWER, R.L.; WILCOX, G.E.; CHUGG, V.; NEAL
J.R. 1984. Lectins from indigenous Australian
wildflowers-detection of lectins from Bauhinia
carronii, Hardenbergia  comptoniana, Ptilotis
obovatus and Rhadogia crassifolia. Australian
Journal of Experimental Biology and Medicinal

Science, v. 62, p. 763-769.

FORTUNATO, R.H. 1986. Revision dei genero
Bauhinia (Cercideae, Caesalpinioidea, Fabaceae)

para la Argentina. Darwiniana, San Isidoro.

Revista Fitos, Rio de Janeiro, Vol, 9(3), 161-252, Jul-Set 2015

GOMES, M.T.R.; OLIVA, M.L.; LOPES, M.T.P;
SALAS, C.E. 2011. Plant proteinases and inhibitors:
An  overview of biological function and
pharmacological activity. Current Protein Peptide

Science, v. 12, p. 417-436.

GUPTA, M.; MAZUMDER, U.K.; KUMAR,
R.S.; GOMATHI, P.; RAJESHWAR, Y.; KAKOTI
B.B.; SELVEN, V.T. 2005.
analgesic and antipyretic effects of methanol extract

Anti-inflammatory,

from Bauhinia racemosa stem bark in animals.
Journal of Ethnopharmacology, v. 98, p 267-273.

HAYASHI, A.H.; APPEZZATO-DA-GLORIA B. 2009.
Resprouting from roots in four Brazilian tree species.
Revista de Biologia Tropical. v. 57, p. 789-800.

HIVRALE, A.U.; INGALE, A.G. 2013. Plant as a
plenteous reserve of lectin. Plant Signaling Behavior,
V. 8, p. €26595.

IMAI, Y.; OSAWA T. 1983. Enrichment of IL-2-
producer T cells from mouse spleen by use
of Bauhinia purpurea lectin. Scandinavian Journal of

Immunology, v. 18, p. 217-224.

IRIBARREN, A.M.; POMILIO, AB. 1983.
Components of Bauhinia candicans. Journal of
Natural Products, v. 46, p. 752-753.

IRIBARREN, A.M.; POMILIO, A.B.1987. Sitosterol 3-
O-a-D-xyluronofuranoside from Bauhinia candicans.
Phytochemistry, v. 26, p. 857-856.

JULIANI, C. 1941. Acéo hipoglicemiante da Bauhinia

forficata  Link. Novos estudos clinicos e

experimentais. Jornal dos Clinicos, v.3, p. 93-112.

KAPLAN, A.P. 2014. The

historical

bradykinin-forming

cascade: a perspective. Chemical

Immunology of Allergy, v. 100, p. 205-213.

227


http://lib.bioinfo.pl/pmid/journal/Arch%20Toxicol
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gupta%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15814258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mazumder%20UK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15814258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kumar%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15814258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kumar%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15814258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gomathi%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15814258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rajeshwar%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15814258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kakoti%20BB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15814258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kakoti%20BB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15814258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Selven%20VT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15814258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15814258

LIM, H.; KIM, M.K.; LIM, Y.; CHO, Y.H.; LEE, C.H.
2006. Inhibition of cell-cycle progression in HelLa cells
by HY52, a novel cyclin-dependent kinase inhibitor
forficata. ~ Cancer

isolated from Bauhinia

Letters, v.233, p. 89-97.

LINO, C.S.; DIOGENES, J.P.; PEREIRA, B.A;
FARIA, R.A.; ANDRADE NETO, A.; ALVES, R.S.; DE
QUEIROZ, M.G.; DE SOUSA, F.C.; VIANA, G.S.
2004. Antidiabetic activity of Bauhinia forficata
extracts in  alloxan-diabetic rats.

Pharmaceutic Bulletin, v. 27, p. 125-127.

Biological

LORENZI, H. 2002. Arvores brasileiras: manual de
identificacdo e cultivo de plantas arbdreas do Brasil.

42 edigdo. Instituto Plantarum, Nova Odessa.

MAILLARD, M.P.; RECIO IGLESIAS, M.C,;
SAADOU, M.; STOELKLI EVANS, H.;
HOSTETTMANN, K.1991. Novel  antifungal

tetracyclic compounds from Bauhinia rufescens.
Helvetica Chimica Acta, v.74, p. 791-799.

MICELI, N.; BUONGIORNO, L.P.; CELIl, M.G.;
CACCIOLA, F.; DUGO, P.; DONATO, P.
MONDELLO, L.; BONACCORSI, I.; TAVIANO, M.F.
2015. Role of the flavonoid-rich fraction in the
antioxidant and cytotoxic activities
of Bauhinia forficata Link. (Fabaceae) leaves extract.

Natural Products Research, v. 29, p.1-11.

MIYAKE, E.T.; AKISUE, G.; AKISUE, M.K. 1986.
Pharmacognostic characterization of pata-de-vaca
Revista  Brasileira  de

Bauhinia forficata.

Farmacognosia, v.1, p. 58-68.

MOREIRA, G.M.; CONCEICAO, F.R.; MCBRIDE,
AJ.; PINTO L.S. 2013. Structure predictions of
two Bauhinia variegata lectins reveal patterns of C-
terminal properties in single chain legume lectins.
PL0S One, v. 19, p: e81338.

228

NIELSEN, P.K.; BONSAGER, B.C.; FUKUDA, K,
SVENSSON, B. 2004.
subtilisin inhibitor: structure, biophysics and protein

Barley alpha-amylase/

engineering. Biochemistry et Biophysics Acta, v.
1696, p. 157-164.

OLIVA, M.L.V.; MENDES, C.R.; JULIANO, M.A;
CHAGAS, J.R.; ROSA, J.C.; GREENE, L.J,;
SAMPAIO, M.U.; SAMPAIO, C.AM. 1999a.
Characterization of a tissue Kkallikrein inhibitor
isolated from Bauhinia bauhinioides seeds: inhibition
of the hydrolysis of kininogen related substrates.
Immunopharmacology, v. 45, p. 163-169.

OLIVA, M.L.V.; ANDRADE, S.; BATISTA, LF.C;
SAMPAIO, M.U.; JULIANO, M.; FRITZ, H,;
AUERSWALD, E.A.; SAMPAIO, C.AM. 1999b.
Human plasma kallikrein and tissue kallikrein binding
to a substrate based on the reactive site of a factor
Xa inhibitor isolated from Bauhinia ungulata seeds.
Immunopharmacology, v. 45, p. 145-149.

OLIVA, M.L.V.; FERREIRA, R.S., FERREIRA, J.G,,
DE PAULA, C.A.; SALAS, C.E.; SAMPAIO, M.U.
2011 Structural and functional properties of kunitz
proteinase inhibitors from leguminosae: a mini
review. Current Protein Peptide Science, v. 12, p.
348-57.

OLIVA, M.L.V. 1986. Isolamento e caracterizacdo
preliminar de inibidores de proteinase de sementes
de Enterobium contotiliguum, Torresea cearenses,
Bauhinia petandra e Bauhinia bahinoides. Tese
Escola Paulista de

(Doutorado). Medicina,

Universidade de Séo Paulo.

OLIVA, M.L.V.; SAMPAIO, M.U.; SAMPAIO, C.A.M.
1988. Isolation and characterization of plant inhibitors
directed against plasma kallikrein and factor XII.
Advances in Medical Biology, v. 247, p. 467-471.

OLIVEIRA, C.Z.; MAIORANO, V.A.; MARCUSSI, S.;
SANT'ANA, C.D.; JANUARIO, AH.; LOURENCO,

Bauhinia forficata Link (Fabaceae)
Raquel Elisa da Silva Lépez e Bruna Cristina dos Santos



M.V.; SAMPAIO, S.V.; FRANCA, S.C.; PEREIRA,
P.S.; SOARES, AM. 2005. Anticoagulant and
antifibrinogenolytic properties of the aqueous extract
from Bauhinia forficata against snake venoms.
Journal of Ethnopharmacology, v. 98, p. 213-216.

OLIVEIRA, F.E.; SAITO, M.L. 1989. Alguns
vegetais brasileiros empregados no tratamento da
diabetes. Revista Brasileira de Farmacognosia, v.
2-4, p. 170-196.

OLIVEIRA, F.; KATO, E.T.M.; RODRIGUES, R.F.O,;
BASSO, S.L. 2001. Mitos e verdades sobre pata-de-
vaca — Bauhinia forficata Link — Uma revisdo. Revista
Lecta, v.19, p. 7-20.

OKWUTE, S. K.; NDUKWE, G.I. 1986. Isolation of
Griffonilide from the Stem Bark of Bauhinia thonningii.
Journal of Natural Products, v. 49, 716-717.

OYENIHI, A.B.; AYELESO, A.O.; MUKWEVHO, E.;
MASOLA, B. 2015. Antioxidant strategies in the
management of diabetic neuropathy. Biomedical
Research International, v. 2015, ID 515042.

PACHECO, J.S.; SILVA-LOPEZ, R.E. 2012 - Study of
proteolytic activity of the tropical legume Crotalaria
spectabilis. Zeitschrift fur Naturforschung C, v. 37, p.
495-5009.

PEPATO, M.T.; KELLER, E.H.; BAVIERA, A.M.;
KETTELHUT, I.C.; VENDRAMINI, R.C.; BRUNETTI
I.L., 2002. Anti-diabetic activity of Bauhinia forficata
decoction in streptozotocin-diabetic rats Journal of
Ethnopharmacology, v. 81, p. 191-197.

PEPATO, M.T.; BAVIERA, A.M.; KETTELHUT, I.C.;
VENDRAMINI, R.C.; BRUNETTI [IL.,, 2004.
Evaluation of toxicity after one-month treatment with
Bauhinia forficata decoction in streptozotocin-induced
diabetic rats. Complementary and Alternative

Medicine, v. 4, p. 1-7.

Revista Fitos, Rio de Janeiro, Vol, 9(3), 161-252, Jul-Set 2015

PEREIRA, A.C.S.; RIBEIRO, G.E.; SOUZA, L.C.R;
RUFINO, L.R.A.; CABRAL, I.S.R.; BORIOLLO,
M.F.G.; NOGUEIRA, D.A.; OLIVEIRA, N.M.S,;
FIORINI, J.E. 2014. Biologic activity of the
hydroalcoholic extract of Bauhinia forficata Link on
Herpetomonas Samuel pessoai. Revista Brasileira de
Plantas Medicinais, v. 16, p. 585-592.

PINHEIRO, T.S.D.B.; JOHANSSON, L.AP,;
PIZZOLATTI, M.G.; BIAVATTI M.W. 2006.
Comparative assessment of kaempferitrin from
medicinal extracts of Bauhinia forficata Link. Journal
of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 41, p.
431-436.

PIZZOLATTI, M.G.; CUNHA, J.R.; SZPOGANICZ, B.;
SOUSA, E. 2003. Flavonoides glicosilados das folhas
e flores de Bauhinia forficata (Leguminosae).
Quimica Nova, v. 26, p. 466-469.

RAHMAN, W.; BEGUN, S.J. 1966. Flower pigments:
flavonoids from the white flowers of Bauhinia variegata
Linn. Naturwissenchaften, v. 53, p. 385-342.

RAKASHANDA, S.; QAZI, AK., MAJEED, R,
ANDRABI, S.M.; HAMID, A.; SHARMA, P.R.; AMIN,
S.; 2015. Plant-derived protease inhibitors LC-pi
inhibit
lung cancer cell proliferation in vitro. Nutrition
in Cancer, v. 67, p. 156-166.

(Lavatera cashmeriana) human

RAWLING, N.D.; BARRETT, AJ.; BATEMAN, A.
2010. MEROPS: the peptidase database. Nucleic
Acids Research, v. 38, p. 227-233.

RAWLINGS, N.D.; BARRETT, A.J.; BATEMAN, A.
2012 - MEROPS: the database of proteolytic
enzymes, their substrates and inhibitors. Nucleic
Acids Research, v. 40, p. 343-350.

RABATE, M.J. 1938. Sur la pr ésence du

quercitroside (quercitrin) dans les feuilles de Bauhinia

229



reticulata D.C. Journal of Pharmaceutical Chemistry,
v. 28, 435-437.

ROOMI, M.\W.; KALINOVSKY, T.; NIEDZWIECKI, A,
RATH, M. 2014. Modulation of uPA, MMPs and
their inhibitors by a novel nutrient mixture in human
glioblastoma cell lines. International Journal of
Oncology, v. 45, p. 887-894.

SALGUEIRO, A.C.F.; LEAL, C.Q.; BIANCHINI, M.C;
PRADO, 1.0.; MENDEZ, A.S.L.; PUNTEL, R.L;
FOLMER, V.; SOARES, F.A.; AVILA, D.S.; PUNTEL,
G.0. 2013. The influence of Bauhinia forficata Link
subsp. pruinosa tea on lipid peroxidation and non-
protein SH groups in human erythrocytes exposed to
Journal  of

high  glucose  concentrations.

Ethnopharmacology, v. 148, p. 81-87.

SHANG, X.Y.; LI, S.; WANG, S.J.; YANG, Y.C.; SHI,
J.G. 2007. Dihydroflavonol glycosides and flavan-3-
ols from Bauhinia aurea. Zhongguo Zhong Yao Za
Zhi, v. 32, p. 815-818.

SHARON, N.; LIS, H. 2004 - History of lectins: from
hemagglutinins to biological recognition molecules.
Glycobiology, v. 14, p. 53-62.

SILVA, K.L.; BIAVATTI, M\W.; LEITE, S.N.; YUNES,
R. A.; DELLE MONACHE, F.; CECHINEL FILHO, V.
2000. Phytochemical and

investigation of

pharmacognostic
Bauhinia forficata Link
(Leguminosae). Zeieschrift Naturforschung, v. 55, p.

478- 480.

SILVA, K.L.; CECHINEL FILHO V. 2002. Plantas do
género Bauhinia: composicdo quimica e potencial
farmacoldgico. Quimica Nova, v. 25, p. 449-454.

SILVA, F.R.M.B.; SZPOGANICZ, B.; PIZZOLATTI,
M.G.; WILLRICH, M.A.V.; Sousa E. 2002. Acute
effect of Bauhinia forficata on serum glucose levels in
normal and alloxan-induced diabetic rats. Journal of

Ethnopharmacology, v. 83, p. 33-37.

230

SILVA, H.C.; BARI, A.U.; PEREIRA-JUNIOR, F.N,;
SIMOES, R.C.; BARROSO-NETO, I.L.; NOBRE,
C.B.; PEREIRA, M.G.; NASCIMENTO, K.S.; ROCHA,
B.A.; DELATORRE, P.; NAGANO, C.S.; ASSREUY,
A.M.; CAVADA, B.S. 2011. Purification and partial
characterization of a new pro-inflammatory lectin
from Bauhinia bauhinioides Mart (Caesalpinoideae)
seeds. Protein Peptide Letters, v.18, p. 396-402.

SILVA, M.C.C.; SANTANA, L.A.; MENTELE, R,;
FERREIRA, R.S.; MIRANDA, A.; SILVA-LUCCA,
R.A.; SAMPAIO, M.U.; CORREIA, M.T.S.; OLIVA
M.L.V. 2012. Purification, primary structure and
potential functions of a novel lectin from Bauhinia
forficata seeds. Process Biochemistry, v. 47, p. 1049-
1059.

SILVA, M.C.C.; DE PAULA, C.AA.; FERREIRA, J.G,;
PAREDES-GAMERO, E.J.; VAZ, A.M.S.F,;
SAMPAIO, M.U.; CORREIA, M.T.S.; OLIVA M.L.V.
2014. Bauhinia forficata lectin (BfL) induces cell death
and inhibits integrin-mediated adhesion on MCF7
human breast cancer cells. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) v.1840, p. 2262-2271.

SILVA-LOPEZ, R.E. 2009. Proteases Inhibitors
Originated from Plants: Useful Approach for
Development of New Drug. Revista Fitos, v.4, p.108-

119.

SILVA-LUCCA, R.A.; FANECA, H.M.; DE LIMA,
M.C.; DE CAROLI, F.P.; ASSIS, M.L.; SAMPAIO,
M.U.; OLIVA, M.L. 2010. Interaction of proteinase
inhibitors with phospholipid vesicles is modulated by
Journal of

pH. International Biological

Macromolecules, v.47, p. 551-557.

SILVA-LUCCA, R.A.; ANDRADE, S.S.; FERREIRA,
R.S.; SAMPAIO, M.U.; OLIVA, M.L. 2013. Unfolding
studies of the cysteine protease baupain, a papain-

like enzyme from leaves of Bauhinia forficata: effect

Bauhinia forficata Link (Fabaceae)
Raquel Elisa da Silva Lépez e Bruna Cristina dos Santos



of pH, guanidine hydrochloride and temperature.
Molecules, v. 19, p. 233-246.

SOUZA, M.M.F.; DAMASCENO, P.V.D.; BARROS,
M.C.G.; LOIOLA, C.O.L.; MONTEIRO, AS,;
CORREA, G.F.F. 2014. Avaliacdo in vitro das
atividades antimicrobianas de extratos etandlicos de
Arnica montana L., Bauhinia forficata e Plantago
major sobre Streptococcus mutans e Streptococcus
sanguis.
Sciences, v.21, p.18-28.

Journal of Applied Pharmaceutical

SULTANA, S.; ILYAS, M., MOHAMMED, K,
SHAIDA, W.A. 1985.
of Bauhinia vahlii. Journal of Indian Chemistry
Society, v. 8, p. 337-338.

Chemical Investigation

TEIXEIRA, D.C.; FARIAS, D.F.; CARVALHO, A.F,;
ARANTES, M.R.; OLIVEIRA, J.T.; SOUSA, D.O,;
PEREIRA, M.L.; OLIVEIRA, H.D.; ANDRADE-NETO,
M.;  VASCONCELOS, IM. 2013.

composition,

Chemical
nutritive value, and toxicological
evaluation of Bauhinia cheilantha seeds: a legume
from semiarid regions widely used in folk medicine.
Biomedical Research International, v. 2013, p.
578781-578790.

TROJAN-RODRIGUES, M.; ALVES, T.L.; SOARES,
G.L.; RITTER, M.R. 2012.
antidiabetics in popular medicine in Rio Grande do

Plants used as

Sul, South Brazil. Journal of Ethnopharmacology, V.
139, p. 155-163.

UHLENBRUCK, G.; DAHR, W. 1971. Studies
on lectins with a broad agglutination spectrum. XII. N-
acetyl-D-galactosamine specific lectins from the
seeds of Soja hispida, Bauhinia purpurea, lIberis
amara, Moluccella laevis and Vicia graminea. Vox
Sanguinis, v.21, p 338-351.

VAN DER HOORN, R.A.; JONES, J.D. 2004. The
plant proteolytic machinery and its role in defense.
Current Opinion in Plant Biology, v. 7, p. 400-407.

Revista Fitos, Rio de Janeiro, Vol, 9(3), 161-252, Jul-Set 2015

VAN DER HOORN R.A. 2008. Plant proteases: from
phenotypes to molecular mechanisms. Annual
Review in Plant Biology, v.59, p. 191-223.

VANASSCHE, T,; VANDENBRIELE, C,;
PEERLINCK, K, VERHAMME P. 2015.
Pharmacotherapy with oral Xa inhibitors for venous
thromboembolism.

Expert Opinion in

Pharmacotheraphy, v.16, p. 645-58.

VASCONCELOS, F.; SAMPAIO, S.V.; GAROFALO,
M.A.R.; GUIMARAES, L.F.L; GIGLIO, JR.;
ARANTES E.C. 2004. Insulin-like effects of aqueous
extract upon Tityus serrulatus scorpion envenoming.
Journal of Ethnopharmacology, v. 95, p. 385-392.

VAZ, A.; TOZZI, A. 2005. Synopsis of Bauhinia sect.
(Cav.) DC.
Caesalpinioideae: Cercideae) in Brazil. Revista
Brasileira de Botanica, v. 28, p. 477-491.

Pauletia (Leguminosae:

VAZ, A.M.S.F. 2013. Bauhinia. In: Lista de Espécies
da Flora do Brasil. Rio de Janeiro: Jardim Boténico
do Rio de Janeiro, 2013.
(http:/ffloradobrasil.jbrj.gov.br/2012/FB082666).

VIJAYAKUMARI, K,; SIDDHURAJU, P,
JANARDHANAN, K. 1993. Chemical composition
and nutritional potential of the tribal pulse
(Bauhinia malabarica Roxb). Plant Foods in Human

Nutrition, v.44, p. 291-298.

VOLPATO, G.T.; DAMASCENO, D.C.; RUDGE,
M.V.C.; PADOVANI, C.R.; CALDERO, I.M.P. 2008.
Effect of Bauhinia forficata aqueous extract on the
maternal-fetal outcome and oxidative stress
biomarkers of streptozotocin-induced diabetic rats.

Journal of Ethnopharmacology, v.116, p. 131-137.

WU.; U.; ZHAOQ, Y.Y.; YANG, X.W.; LIANG, H. 2009.
Flavonoids from Bauhinia glauca subsp. pernervosa.
Chemical Pharmacological Bulletin, v. 57, p. 628-631.

231



ZHAO, Q.L.; WU, ZB.; ZHENG, ZH.; LU,
X.H.; LIANG, H.; CHENG, W.; ZHANG, Q.Y.; ZHAO,
Y.Y. 2011. Phenolic acid derivatives from Bauhinia

glauca subsp. Pernervosa, v. 46, p. 946-950.

232

ZHU-SALZMAN, K.; ZENG, R. 2015. Insect response
to plant defensive protease inhibitors. Annual

Reviews of Entomology, v.60, p. 233-252.

Bauhinia forficata Link (Fabaceae)
Raquel Elisa da Silva Lépez e Bruna Cristina dos Santos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhao%20QL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22007520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wu%20ZB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22007520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zheng%20ZH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22007520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lu%20XH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22007520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lu%20XH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22007520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22007520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cheng%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22007520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20QY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22007520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhao%20YY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22007520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhao%20YY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22007520

DOI 10.5935/2446-4775.20150019

Estudo do desempenho comercial dos insumos
farmacéuticos vegetais sob a otica do Comeércio
Exterior

Study of commercial performance of pharmaceutical drugs
vegetables in a Foreign Trade optics

ITerra Junior, O. N.; 2Maldonado, J.V.; *Arnobio, A.

Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Departamento de Patologia e Laboratorios.
2Escola Nacional de Salde Publica Sérgio Arouca/ Fiocruz. Departamento de Administragdo e Planejamento.

* Correspondéncia: orlando_ntj@hotmail.com

Resumo

Os medicamentos fitoterapicos séo produtos naturais obtidos de plantas medicinais a partir de um conhecimento a
respeito das atividades terapéuticas destes. As vendas desta industria crescem através do surgimento de novos
produtos e medicamentos inovadores. Entretanto, a dificuldade do Brasil em promover inovagdo a partir dos
fitoterapicos se mostra conflitante em um pais de grande potencial em biodiversidade e excelentes condigbes
ambientais. Desta maneira, o objetivo do estudo foi avaliar o desempenho comercial dos insumos farmacéuticos
vegetais no Brasil. Para proceder a investigacao, foram utilizados dados secundarios de exportagdo/importacao
disponiveis no Sistema de Analise das Informacdes de Comércio Exterior via Internet (ALICEweb, 2015). Os valores
analisados de exportacdo e importacdo de insumos farmacéuticos vegetais no periodo de janeiro de 2002 a
dezembro de 2014 demonstram que o Brasil apresenta grande dependéncia externa. Diversos séo os elementos
que condicionam tal comportamento. No ambito deste artigo € dado énfase ao perfil produtivo, P&D e aparato
regulatério. Portanto, a partir desta reflexdo é observada a necessidade do desenvolvimento de politicas publicas
para o estimulo da produgéo dos insumos farmacéuticos vegetais de alto valor agregado e a adogao de estratégias
para o fortalecimento da sua base produtiva. Além da necessidade de flexibilizagdo nos marcos regulatérios

explanados de maneira que priorizem a seguranca e a qualidade dos fitoterdpicos provenientes destes insumos.

Palavras-chave: medicamentos fitoterapicos; insumos farmacéuticos; exportacao d e produtos; importacdo de

produtos.

Abstract

Herbal medicines are natural products derived from medicinal plants from knowledge of the therapeutic activities
of these. Sales of this industry grow through the emergence of new products and innovative medicines. However,
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the difficulty of Brazil to promote innovation from herbal is conflicting in a country of great potential in biodiversity
and excellent environmental conditions. Thus, the aim of the study was to evaluate the trade performance of
active pharmaceutical ingredients plantin Brazil. To conduct research, secondary data of exportation / importation
were used and they are available in the Sistema de Analise das Informacgdes de Comércio Exterior via Internet
(Aliceweb, 2015). The analyzed values of exports and imports of vegetable pharmaceutical ingredients from
January 2002 to December 2014 show that Brazil has great external dependence. There are several elements
that influence such behavior. Within this article is emphasized the productive profile, P&D and regulatory
apparatus. Therefore, from this reflection is observed the need to develop public policies to stimulate the
production of vegetables pharmaceutical ingredients with high added value and the adoption of strategies to
strengthen its production base. Besides the need for flexibility in the regulatory framework explained in ways that

prioritize the safety and quality of herbal medicines from these inputs.

Key-words: phytotherapeutic drugs; pharmaceutical raw material; exportation of products; importation of products.

namero de pequenas e médias firmas atuando de

Introducéo maneira complementar aos grandes laboratrios.

O mercado farmacéutico se consolida como um dos . ~ A
No Brasil, a atuacdo das empresas farmacéuticas

mais dindmicos, lucrativos e competitivos da _ o .
brasileiras € principalmente direcionada a produtos de
mundial. Brasil, seu

economia Apenas no

menor complexidade tecnolégica, como por exemplo,

faturamento foi de aproximadamente R$ 64,4 bilhGes . L. . . L
medicamentos genéricos, similares e fitoterapicos.

. . .
em 2014, um crescimento de 14% em relagdo aoano | oo iimos, oriundos da biodiversidade, tém sido

anterior (Valécio, 2015). Esta indUstria é estratégica . . .
inseridos no portfélio de algumas empresas, como

ara 0s paises, tanto pelo seu carater social - ao . . ~ . -
P P P oportunidade de inovacao, diferenciagcdo de produtos,

responder as permanentes necessidades sanitarias .
de menores custos em P&D, etc., e j& chamam a

da populagdo, como pelo carater econémico - = . - .
populag P atencdo de laboratdérios puablicos, que também

considerando-se que suas atividades produtivas sao ~ - -
compBem parte do mercado farmacéutico brasileiro

intensivas em ciéncia, tecnologla € Inovagao. (Gadelha e Maldonado, 2008).

Ademais, possui uma complexa cadeia tecnolégica

articulada com empresas, universidades, instituicées
de pesquisa e governo (Queiroz, 2011). A premissa
estratégica de competicdo da indUstria se sustenta
na diferenciagéo de produtos baseada na intensidade
de gastos em pesquisa e desenvolvimento (P&D),
para o constante de

langamento produtos

inovadores, e em propaganda e marketing.

A indastria é altamente concentrada em nivel
mundial, tendo um nimero relativamente pequeno de

grandes empresas multinacionais e um elevado

O consumo dos medicamentos fitoterapicos cresce
tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em
desenvolvimento (Santos et al, 2011). Alguns fatores
explicam o incremento dos fitoterapicos no contexto
econdmico da industria farmacéutica: aumento da
preferéncia dos consumidores por esta forma de
terapia, preocupacéo com os efeitos colaterais dos
medicamentos sintéticos (fruto da crenga equivocada
gue os fitoterapicos ndo possuem efeitos colaterais),
beneficio de custo ao consumidor final e confianca dos
profissionais da saude (Yunes e Calixto, 2001). Tal
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importédncia se reflete no mercado mundial de
fitoterapicos dimensionado em cerca de US$ 44
bilhdes, tornando-se um importante nicho da indUstria

farmacéutica (Mioto, 2010).

Porém, sua representatividade na economia
brasileira permanece insatisfatéria, o0 que se mostra
conflitante em um pais de grande potencial em
biodiversidade e excelentes condi¢cbes ambientais,
onde é possivel adaptar inUmeras espécies vegetais

(Zuanazzi e Mayorga, 2010).

O objetivo deste trabalho foi o de analisar o
desempenho dos insumos farmacéuticos vegetais na
balanca comercial brasileira e, & luz dos dados obtidos,
identificar o0s principais elementos que Vvém
promovendo tal comportamento. Deve-se salientar
que uma contribuicao primordial deste trabalho foi de
fornecer dados quantitativos sobre uma atividade
econdmica nacional para a qual existem muitos
poucos trabalhos que os sistematizem, restricdo
observada inclusive pela propria Associagdo Brasileira

de Empresas do Setor Fitoterapico (Abifisa, 2015).

Além desta introduc&o, o presente artigo € composto
por mais quatro itens. No primeiro sdo apresentadas
as principais iniciativas governamentais no que tange
as politicas publicas e aspectos regulatorios brasileiros
nos Ultimos anos, elementos absolutamente
essenciais no que tange ao desempenho da industria
de fitoterapicos. O segundo item ressalta os métodos
adotados. O terceiro, resultados e discusséo, discorre
sobre os principais elementos que vém condicionando
0 comportamento da balanga comercial de insumos
farmacéuticos vegetais, nomeadamente, perfil
produtivo, P&D e aparato regulatério. O quarto e ultimo

item apresenta as consideracdes finais.

Referencial Normativo

Assistiu-se no Brasil nos anos 2000 a mudancas

significativas no que tange ao papel do Estado

Revista Fitos, Rio de Janeiro, Vol, 9(3), 161-252, Jul-Set 2015

enquanto formulador de politicas e estratégias de
desenvolvimento nacional. As novas orientacdes
concretizaram-se  num  conjunto de  agdes
governamentais que buscaram reforgar a estrutura
produtiva e inovativa do tecido industrial brasileiro em

geral, e das industrias da salde em patrticular.

No ambito dos fitoterapicos, saliente-se a atuagao do
Ministério da Saude. Em 2006 foi instituida a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
no SUS (PNIC), a fim de estimular e promover o
acesso da populagdo a servicos de oferta & saude
(Brasil, 2006a). Tal politica propbés a inclusdo de
plantas medicinais e fitoterdpicos entre outras
praticas médicas complementares como opcdes
terapéuticas no Sistema Unico de Saude. A inclus&o
de 12 medicamentos fitoterapicos na Relagéo
Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME)
disponiveis no SUS (Espinheira-santa, Guaco,
Alcachofra, Aroeira, Céscara-sagrada, Garra-do-
diabo, Isoflavona-de-soja, Unha-de-gato, Horteld,
Babosa, Salgueiro, Plantago) ocorreu em 2007
(Brasil, 2012).

Também em 2006 foi aprovada a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), uma
das mais impactantes normatizagfes do setor. A
mesma estabelece diretrizes em torno de objetivos
voltados a garantia de acesso seguro e uso racional
de plantas medicinais e fitoterapicos, contemplando
desde a minimizac&o da dependéncia tecnoldgica até
melhoria de atencdo a saulde, uso sustentavel da
biodiversidade, fortalecimento das cadeias e arranjos
produtivos, geracdo de emprego e renda,
desenvolvimento industrial e tecnoldgico, perspectiva
de incluséo social e regional e participacdo popular

(Brasil, 2006b).

Em 2008 foi aprovado o Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos e o Comité
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, com
0 objetivo de regular a producgéo, uso e distribuigdo
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das plantas medicinais afim de “garantir a populagéo
brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso
sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da
cadeia produtiva e da industria nacional” (Brasil,
2008). O Comité, composto por 26 representantes e
respectivos suplentes e coordenado pelo Ministério
da Salde através da Secretaria de Ciéncia e
Tecnologia e Insumos Estratégicos, tem como fung¢éo

monitorar e avaliar o Programa.

Em 2009 foi divulgada a Relacédo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS),
contemplando 71 plantas medicinais indicadas para
uso terapéutico da populagdo, que tem como
finalidade nortear estudos e pesquisas em plantas
medicinais que apresentam potencial para gerar
produtos de interesse ao SUS, com o intuito de
desenvolvimento e inovagdo na éarea de plantas

medicinais e fitoterapicos (Brasil, 2009).

Em 2010, por meio da Portaria n° 886, o Ministério da
Saude instituiu no &mbito do SUS a Farmécia Viva, que
tem como atribui¢@es realizar todas as etapas, iniciando
pelo cultivo, abrangendo a coleta, o processamento, o
armazenamento de plantas medicinais, a manipulagdo
e a dispensacéo de preparagdes magistrais e oficinais
de plantas medicinais e produtos fitoterapicos (Batista e
Valencga, 2012).

Em 2012, o Ministério da Saude publicou nos
Cadernos de Atengao Basica “Praticas integrativas e
complementares: plantas medicinais e fitoterapia na
Atengcdo Basica”, no qual se destaca o carater
estratégico da oferta de acdes e servicos de fitoterapia

na atencgdo basica (Batista e Valenga, 2012).

No ambito da ANVISA, a RDC n° 17 de 2010
estabeleceu os requisitos minimos a serem seguidos
na fabricacdo de medicamentos para padronizar a
verificagdo do cumprimento das Boas Praticas de

Fabricacdo de Medicamentos (BPF) de uso humano

durante as inspecdes sanitarias (Brasil, 2010a). Em
2010, considerando os diversos assuntos que sdo
pertinentes a agéncia, a Coordenacdo de
Fitoterapicos, Dinamizados e Notificados (COFID),
elaborou um consolidado o qual disponibiliza as
normas mais utilizadas no registro ou notificagcdo dos

medicamentos fitoterapicos (Brasil, 2010b).

Por sua vez, a RDC n° 18 de 2013, dispbs sobre as
boas praticas de processamento e armazenamento
de plantas medicinais, preparacao e dispensacao de
produtos magistrais e oficinais de plantas medicinais
e fitoterapicos em farmacias vivas no ambito do
Sistema Unico de Saude (SUS) (Brasil, 2013).

J4 a RDC n° 26 de 2014 definiu as categorias de
medicamento fitoterapico e produto tradicional
fitoterapico e estabeleceu os requisitos minimos para
0 registro e renovacgdo de registro de medicamento
fitoterapico, e para o registro, renovacao de registro
e notificagcdo de produto tradicional fitoterapico
(Brasil, 2014). Medicamentos fitoterapicos séo
aqueles cuja seguranca e eficacia estdo baseadas
em evidéncias clinicas, e produtos tradicionais
fitoterdpicos sdo aqueles cuja seguranca e
efetividade estdo fundamentadas na tradicionalidade
de uso por periodo minimo de 30 anos, concebidos
para serem utilizados sem necessidade de
supervisdo médica, em condic¢des clinicas brandas

(Brasil, 2014).

Outra novidade da regulacdo € a possibilidade da
notificacdo para os fitoterapicos previstos no
Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia
Brasileira e que possuam monografia especifica de
controle da qualidade publicada em farmacopeia
reconhecida pela ANVISA. A notificagdo possibilita a
imediata fabricacdo, importacdo ou comercializagdo

do produto (COFID, 2015).

Este conjunto de medidas reflete o crescente interesse

do ponto de vista governamental em estabelecer
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estratégias que visam promover O acesso aos
fitoterapicos bem como o desenvolvimento produtivo e

inovativo da industria de fitoterapicos.

Materiais e Métodos

Para elaboracdo deste artigo foram adotadas trés

abordagens metodolégicas principais.

Para a pesquisa bibliografica, que serviu de base
para o desenvolvimento deste trabalho, foi efetuado
criterioso levantamento da literatura cientifica a partir
da compilacdo de trabalhos publicados em revistas,
livros especializados e artigos integrados nas bases
de dados LILACS e Medline, além de documentos e

relatérios oficiais, legislacéo, teses e dissertacdes.

Para a coleta dos dados referentes ao comércio
exterior foi utilizado o Sistema de Andlise das
Informacbes de Comércio Exterior via Internet
(ALICEweb, 2015) que é um sistema online
desenvolvido pelo Ministério do Desenvolvimento,
Industria e Comércio Exterior (2015) visando o
acesso aos dados de comércio exterior do Brasil.
Realizou-se entdo uma coleta abrangendo o periodo
de 01 de janeiro de 2002 a 31 de dezembro de 2014.

Para proceder a pesquisa utilizou-se a Nomenclatura
Comum do MERCOSUL (NCM), que se trata de uma
numeracdo adotada pelo governo brasileiro para
identificar a natureza das mercadorias e facilitar a
coleta e andlise das estatisticas do comércio exterior.
Foram contemplados na investigacdo os seguintes
cédigos de NCM:

12.11- plantas, partes de plantas, sementes e frutos,

das espécies utilizadas principalmente em

perfumaria, medicina ou como inseticidas,
parasiticidas e semelhantes, frescos ou secos,

mesmo cortados, triturados ou em po.

Revista Fitos, Rio de Janeiro, Vol, 9(3), 161-252, Jul-Set 2015

13.02- insumos utilizados na producdo de

medicamentos  fitoterapicos, respectivamente,
capitulos 12 (Sementes e frutos oleaginosos; gréos,
sementes e frutos diversos; plantas industriais ou
medicinais; palhas e forragens) e 13 (Gomas, resinas

€ outros sucos e extratos vegetais).

Deve-se salientar que a principal limitacdo na coleta de
dados residiu na dificuldade para dimensionar a
evolugdo de alguns produtos em particular, tais como
planta medicinal in natura, sucos e extratos, principios
ativos e medicamentos advindos de plantas
medicinais, devido a existéncia de categorias bastante
genéricas na atual NCM, aspecto ja& mencionado por
Rodrigues e Nogueira (2008). Por exemplo, algumas
matérias vegetais, tais como raizes de Ginseng
(cédigo n. 1211.20.00) possuem uma nomenclatura
(NMC) especifica, enquanto que outras plantas como
ipecacuanha (Cephaelis ipecacuanha) e fava-d anta
(Dimorphandra mollis) estdo incluidas no cédigo
1211.90.90, que corresponde a outras (plantas e partes,
para perfumaria, medicina e semelhantes), que dificulta
uma analise pontual de um determinado insumo, caso

ele ndo tenha sido discriminado em uma subposi¢do.

No ambito do tratamento dos dados, os mesmos
foram organizados e tabulados em planilha utilizando
o software Microsoft ® Excel e, em seguida,
agrupados de acordo com as posi¢bes (12.11 e
13.02). Para facilitar a andlise dos resultados, estes

foram transformados em FIGURAS.

Resultados e Discusséao

O mercado mundial de medicamentos fitoterapicos
movimenta cerca de US$ 44 bilhées por ano, sendo
a Alemanha considerada o pais lider desta industria,
seguida da Franca e Italia. No Brasil ndo existem
dados oficiais acerca do tamanho deste mercado,
mas estima-se que varie entre US$ 350 milhdes e
US$ 550 milhdes (Mioto, 2010). Tal estimativa
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evidencia um mercado nacional relativamente
pequeno, ao se considerar que representa apenas
3% do mercado farmacéutico brasileiro que é o sexto
maior do mundo, em um pais com uma
biodiversidade impar (Velani, 2013). No entanto, vem
apresentando taxas de crescimento superiores a
10% a.a. (Gadelha, 2010) e um comércio exterior em
ascensdo. De 2012 a 2013, por exemplo, as vendas

no mercado brasileiro apresentaram taxa de
crescimento de 12%, mesmo percentual dos dois
anos anteriores (Valécio, 2014).

A FIGURA 1 apresenta a evolugcdo do comércio
exterior brasileiro de insumos farmacéuticos vegetais
de 2002 a 2014.

Valores em US$ milhdes e condigédo Free On Board
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Fonte: Elaboragéo prépria a partir de levantamento efetuado no Sistema ALICEWeb, 2015, (SECEX/MDIC).

FIGURA 1. Evolugdo do comércio exterior de insumos farmacéuticos vegetais na posicao 12.11 e 13.02, 2002-2014

No periodo considerado, as exportagfes tiveram um
aumento de 222%, enquanto que as importacdes
227%, o que
representou um déficit comercial de 2002 a 2014. Em
2014, o déficit comercial foi de US$ 32 milhdes.

Ambas as categorias apresentaram uma tendéncia

cresceram  aproximadamente

crescente no periodo, com duas flutuagfes mais
significativas: uma queda das exportagbes e das
importagbes de 2008 a 2009, em funcdo da crise
mundial, e uma queda das importa¢fes de 2013 para
2014, que correspondeu ao baixo desempenho da

economia brasileira e ja sinalizava a crise atual.

O crescimento das exportacdes por sua vez, reflete
um aumento do mercado consumidor exterior,
principalmente da Europa onde se concentra 50% do
mercado global de fitoterapicos, sobretudo da
Alemanha, que é o atual maior produtor de
medicamentos fitoterdpicos no mundo (Ribeiro e

Scaramuzzo, 2009).

Em relacdo ao consumo, cerca de 80% da populagdo
europeia consome medicamentos fitoterapicos e, na
Asia, esse percentual é de mais de 40% (Global
Industry Analysts, 2011). Na Austrdlia e nos EUA, por
exemplo, quase metade da populagdo utiliza
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tratamentos ndo convencionais, incluindo a
fitoterapia. No Brasil, entretanto, apesar do
crescimento registrado nos Ultimos anos, estima-se
que apenas 10% das pessoas consumam esse tipo
de produto. Isso se explica tanto pelo fato de o
mercado brasileiro de fitoterapicos ainda ser recente
em comparagdo aos europeus e asiaticos que
consomem o produto ha muitos anos, como pela
pouca credibilidade dos medicamentos fitoterapicos
pela populacao e pelos médicos prescritores.

Estes dados corroboram os apresentados por
Rodrigues e Nogueira (2008) que ao analisarem a
cadeia produtiva das plantas medicinais no Brasil
entre 1996-2006 observaram aumento do déficit
comercial em 55,2%, bem como reforgam os achados
de Mota, Cassiolato e Gadelha (2012) relativamente

a evolucdo do comércio exterior de insumos
farmacéuticos. Em ambos os casos fica evidente a
situacao de dependéncia externa do pais em relagao
ndo apenas aos insumos farmacéuticos (produtos
quimicos organicos), mas também frente a produtos
acabados fabricados no exterior (produtos
farmacéuticos). A rigor, esta dependéncia reflete uma
base enddgena de inovacdo extremamente fragil,
ndo apenas em fitoterapicos, mas em relagdo a toda
a inddstria farmacéutica nacional (Gadelha,
Maldonado e Costa, 2012).

Esta situacéo fica ainda mais evidente ao se analisar
a evolucéo do saldo comercial de 2002 a 2014 por
principais parceiros comerciais, conforme é
apresentado na FIGURA 2.

Valores em US$ milhGes e condi¢do Free On Board

Balanga comercial das posi¢oes 12.11 e
13.02 - principais parceiros comerciais

-30 -25 -20 -15 -10 -5 0 5 10
MilhGes

® Resto do Mundo = EUA BRICS  m Unido Europeia = America do Sul

Fonte: Elaboragé&o propria a partir de levantamento efetuado no Sistema ALICEWeb, 2015, (SECEX/MDIC).

FIGURA 2. Balanca comercial de insumos farmacéuticos vegetais na posi¢do 12.11 e 13.02:

principais parceiros comerciais, 2002-2014
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Diversas sdo as causas que conduzem a esta
situacdo. No que tange a estrutura produtiva, o cultivo
de plantas medicinais no Brasil esta relacionado a
agricultura familiar, ou seja, é feito em pequenas
propriedades rurais. O pais ndo tem uma
infraestrutura adequada de cultivo e processamento
das plantas. Se a planta néo for bem cultivada e se o
extrato ndo for bem preparado, a indistria ndo pode
usa-lo, privilegiando o produto importado.
Atualmente, 80% dos extratos utilizados pela
industria na fabricagdo de medicamentos provém do

exterior (Margal, 2011).

De um modo geral, os produtores tém baixo indice de
associativismo, falta de assisténcia técnica, baixa
produtividade, auséncia de infraestrutura, caréncia
de linhas de crédito, condi¢cdes precarias para o
escoamento da produc¢éo e pouco poder de barganha
na hora da comercializagdo. Os agricultores mais
isolados tém grandes problemas para escoar sua
producado e, mesmo 0s que possuem certificagdo de
produgdo organica, devido a falta de um local
exclusivo para esse tipo de produto, vendem seus
produtos junto com os agricultores convencionais.
Estes fatores contribuem para transformar esta
atividade pouco atrativa e economicamente pouco
viavel (Ricardo, 2009).

A producéo de plantas medicinais se estende desde a
producdo até o empacotamento, extracdo de Oleo
essencial, industrias de alimentos e bebidas, de
cosmeéticos, de fitoterapicos, corantes, entre outros.
Deve-se ainda ressaltar, que por falta de
desenvolvimento de agdes integradas com o objetivo
de agregacéo de valor, a producdo destes agricultores
€ quase toda transferida in natura para a etapa
seguinte da cadeia de valor, isto €, transformacado do
produto. O Estado de Sao Paulo é considerado o
grande centro de comercializacdo e um grande
consumidor de plantas medicinais, tanto pelos

consumidores finais de plantas secas, quanto pelas

industrias processadoras/laboratérios que estdo, em

sua maioria, nele localizados (Corréa e Alves, 2008).

A industria brasileira de fitoterapicos é constituida por
um grande nimero de empresas, mais de centena e
meia, de tamanho variado, de capital estrangeiro e
nacional, mais voltadas para a producdo de
medicamentos acabados, do que de insumos (Torres,
2013). Hasenclever (2009), ao destacar o alto grau de
concentragdo nesta industria, salienta a baixa
propensdo das empresas em investir em P&D. Esta
perspectiva é refor¢cada, segundo a autora, pela fraca
e descontinua interagéo com instituicBes de pesquisa,
no perfil dos produtos comercializados - os baseados
em plantas nativas estdo fundamentados apenas no
uso popular e os de origem exotica tiveram pesquisas
para comprovacdo de sua seguranca e eficacia
realizadas em seus paises de origem — e do nimero
reduzido de patentes por empresas brasileiras o que,

mais uma vez, privilegia a importa¢éo de insumos.

A baixa propensdo em investimentos em P&D no pais
é decorrente ainda das dificuldades impostas pela
Medida Proviséria n° 2186 de 2001 que objetivou
coibir a biopirataria. A mesma criou no ambito do
Ministério do Meio Ambiente o Conselho de Gestéo
do Patrimdénio Genético (CGEN), érgdo normativo e
deliberativo responséavel pela avaliagdo dos projetos
de pesquisa que envolve acesso ao patriménio
genético e ao conhecimento tradicional associado
para fins de pesquisa cientifica, bioprospecgédo e
desenvolvimento tecnolégico (Silva e Spindola,
2011). A instituicAo que estd interessada em
pesquisar e utilizar ativos da biodiversidade brasileira
em seus estudos deverd providenciar a
documentagdo necessdria antes de iniciar as
pesquisas, e solicitar a autorizagao junto aos 6rgaos
competentes. O principal problema relacionado ao
CGEN advém da dificuldade em se regulamentar a
repartico dos beneficios gerados, tanto com base no
acesso aos

recursos genéticos quanto nos

conhecimentos tradicionais sobre propriedades de
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animais e plantas (Saccaro e Nilo 2011). Segundo
varios criticos, esta questao burocratizou e tolheu a
pesquisa de produtos naturais por pesquisadores
brasileiros, restringindo o desenvolvimento da

fitoterapia no pais (Palma e Palma, 2012).

Na ultima década do século passado e primeiros anos
do atual, houve grandes avancos na pesquisa de
fitoterapicos no pais, com crescente interesse da
industria. Depois, com as dificuldades de acesso ao
patrimdnio genético brasileiro, ocorreu um retrocesso
e desestimulou a atividade de pesquisa, ja que muitas
empresas tém dificuldades em atender as normas do
CGEN. Vérios projetos em desenvolvimento em
parceria entre institutos publicos e empresas foram
descontinuados e, de um modo geral, as pesquisas
académicas prevalecentes ndo tém direcionamento
para o sistema produtivo (Biodiversidade Brasileira,
2014). Com isso, as empresas tém preferido trabalhar
com medicamentos preparados com espécies
exoticas adaptadas. Até hoje, s6 um fitoterapico
baseado na flora brasileira foi desenvolvido em
territério nacional. Trata-se do anti-inflamatério
Acheflan do laboratério Aché (Mioto, 2010).

No que se refere aos aspectos legais, como
consequéncia da publicagdo da RDC 17 de 2010, que
trouxe novos critérios para o0 registro dos
medicamentos fitoterapicos, parte importante das
empresas tem dificuldade de se adequar as exigéncias
das novas regulamentacdes da ANVISA. Neste
sentido, Carvalho, Perfeito e Silva (2011) apontam que
das solicitagdes de registro de fitoterapicos de 2005 a
2010, 45% foram indeferidas. Entre as razdes saliente-
se 0 ndo cumprimento das exigéncias determinadas
pela ANVISA, bem como a auséncia de comprovagao
de qualidade, segundo requisitos da legisla¢éo sanitaria
brasileira. Desta forma, as empresas brasileiras vém
sendo obrigadas a ampliar sua importacdo de matérias-
primas com o consequente aumento em seus custos de

fabricagdo (ANVISA, 2006).
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Outro problema é a falta de padronizacédo da matéria-
prima e a qualidade da mesma. Existem muitos
produtos com nomes iguais, mas de espécies
diferentes.  Composi¢cbes quimicas diferentes
possuem efeitos farmacoldgicos distintos. Nesta
perspectiva a Embrapa assinou convénio com a
Universidade do Mississipi, EUA, em 2010, justamente
para padronizar os extratos de plantas, além de
descobrir novos compostos quimicos e farmacos no
Cerrado e na Caatinga. A parceria visa ainda
desenvolver métodos para autenticar e padronizar os
fitoterapicos, além de fornecer dados de manejo
adequado. Acredita-se que ao se tomar medidas para
estabelecer normas de cultivo e processamento de
plantas medicinais, ocorrerdo melhoras na qualidade
dos fitoterapicos (EMPRAPA, 2010). Para Alves e
colaboradores (2008), a qualidade dos insumos tem
obrigado o pais a importa-los e a fazé-lo anualmente
em maiores propor¢des, uma vez que a demanda no
segmento de fitoterdpicos vem aumentando. A
industria produtora brasileira de fitoterapicos tem tido
dificuldade em se adequar aos padrdes de producéo e
qualidade, dentro de suas préprias regulamentacdes e
normatizacdes, dificultando assim o acesso a insumos
ou matérias primas de qualidade para produgdo em

escala industrial.

Conclusao

Em fitoterapicos, o Brasil tem grande potencial de se
tornar um polo de plantas medicinais no mundo, se
colocando no mercado farmacéutico de substancias
processadas de alto valor agregado e ndo apenas
servindo como mero fornecedor de matéria-prima. O
pais dispde de grande biodiversidade, o que significa
matéria-prima abundante, além de possuir producéo
cientifica, profissionais capacitados, 6érgéos publicos e
privados com competéncia e recursos técnicos e
financeiros, base produtiva, politicas publicas para a
area, aparato regulatério, entre outros elementos

sistémicos fundamentais a inovagdo. Todavia, o Brasil
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ainda ndo conseguiu desenvolver uma industria
fitoterapica forte e competitiva, sendo grande
importador de insumos e de produtos acabados.

A saude, conforme expresso por Gadelha (2003)
comporta duas dimensdes essenciais: a social e a
econdmica. A primeira constitui um valor humano e um
direito de cidadania, garantido na Constituicao Federal
de 1988. A dimensdo econdmica leva em conta que
todos os produtos e servigos da salde sdo gerados a

partir de uma base produtiva, publica e privada.

Sob este olhar, a salde constitui-se em espago de
tensédo e de negociagdo entre 0s interesses sanitarios
e econdmicos, coletivos e privados, evidenciando-se a
necessidade de atuagdo do Estado no que se
relaciona & mediacédo e acomodacgao entre a dimensédo
econbmica, vinculada ao processo de inovacdo, de
acumulacgdo e de eficiéncia econdmica, e a dimensao
sociossanitaria, vinculada aos interesses da
populacdo e a equidade, a partir da compreensao da

saude como direito de cidadania.

Entretanto, assiste-se claramente a uma nao
convergéncia de interesses entre as duas dimensdes
no campo dos fitoterdpicos. Por um lado, a legislacéo
brasileira vem refor¢cando os critérios de seguranca e
eficacia que validem cientificamente os medicamentos
fitoterapicos ao estabelecer requisitos para o seu
registro. Por outro, em fung&o do perfil da estrutura
produtiva desta indastria no Brasil, as normas
reguladoras acabam funcionando como barreiras a
producgéo e desenvolvimento de novos produtos, uma
vez que para a obtencdo de registro de um
medicamento fitoterapico, é necesséria a realizacéo
de diferentes testes para validacdo com a finalidade de
garantir a seguranca e a eficacia na utilizagdo e na
qualidade do produto. Para grande parte das
empresas, 0s custos de validagdo que passam por
etapas que vao desde a bioprospecgdo até os testes

pré-clinicos e clinicos representam sérios obstaculos.

Relativamente a legislacdo sobre o acesso ao
patriménio genético, a mesma vem sofrendo diversas
criticas por pesquisadores, empresarios e mesmo
autoridades, no sentido de que o marco legal atual
nao favorece estudos e desenvolvimento de produtos
com plantas nativas, além de ndo coibir a biopirataria.

Crescentes restricbes sanitarias e de acesso a
biodiversidade brasileira acabam privilegiando, de
algum modo, a inclusdo no mercado nacional de
insumos e plantas medicinais consideradas exéticas,
uma vez que a maioria dos trabalhos de referéncia na
literatura, ndo contemplam estudos clinicos de
plantas nativas utilizadas na medicina popular. Ao
mesmo tempo, vém justificando crescentes déficits

comerciais de insumos farmacéuticos vegetais.

Impd&e-se, portanto uma atuagéo qualificada do Estado
no sentido da adogdo de ac¢des que estabelecam um
adequado trade-off entre as dimensdes social e
econdmica, isto €, algum tipo de flexibilizagdo no
marco regulatorio que priorize a seguranca e a eficacia
dos fitoterapicos e, ao mesmo tempo, promova 0
desenvolvimento da industria nacional. Ademais, tal
atuacdo deve necessariamente envolver a adogéo de
visdes sistémicas que levem em conta as diferentes
dimensdes da criagio/reforgo de vantagens competitivas
das empresas — industrial, tecnolégica, comércio exterior,

recursos humanos, tributaria, entre outras.

Deve-se mencionar que as atividades produtivas da
saude compartilham entre si alto grau de inovagéo e
apresentam elevado dinamismo em termos de taxa
de crescimento e de competitividade. Neste sentido,
constituem um espago no qual se geram
oportunidades de investimento, renda, emprego e
inovacdo, ou seja, € um l6cus essencial de
desenvolvimento econémico. Dessa forma, o Brasil
poderia se apropriar da fitoterapia como uma grande
oportunidade de desenvolvimento nacional,
considerando todos os aspectos naturais e culturais

que o beneficiariam, tornando-se um dos maiores
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produtores nesta indUstria. Entretanto, politicas e
normativas que se debrugam sobre o pais impedem
0 alcance de um desempenho econdmico e inovativo

da fitoterapia no pais mais efetivo.

Sugere-se, portanto, a partir desta reflexdo a
necessidade do desenvolvimento de politicas
publicas para o estimulo da produgdo dos insumos
farmacéuticos vegetais de alto valor agregado e a
adocdo de estratégias para o fortalecimento da sua
base produtiva, além da ja mencionada necessidade
de flexibilizagdo nos marcos regulatérios explanados
de maneira que priorizem a seguranca e a qualidade
dos fitoterapicos provenientes destes insumos.
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A revista Fitos publica artigos com elevado mérito
cientifico relativos a Plantas Medicinais, que
contribuam para os campos tematicos: pesquisa,
desenvolvimento e inovacdo de medicamentos da
estudos e

diversidade vegetal e para

aprofundamentos de temas e disciplinas afins.

A Revista publica trabalhos nas seguintes areas do

conhecimento:

» Agroecologia

* Botanica

+ Etnofarmacologia

» Farmacologia

* Inovagéo (gestédo e CTl em saude)

* Quimica

Os autores devem ler atentamente as instrucfes
abaixo antes de submeterem seus artigos a Revista
Fitos. Na submisséo, os autores devem indicar em
que area do conhecimento se enquadra seu artigo e
enviar titulo resumido, com no maximo 100

caracteres, incluindo os espacos.

1. A REVISTA FITOS aceita trabalhos para as

seguintes secdes:

1.1 Reviséo: reviséo critica da literatura sobre temas
pertinentes ao estudo de plantas medicinais; da
gestdo da inovacdo e desenvolvimento de
medicamentos da biodiversidade brasileira e de

temas e disciplinas afins;

1.2 Artigos: resultado de pesquisa de natureza

empirica, experimental ou conceitual;

1.3 Comunicagdo Breve: relatando resultados
preliminares de pesquisa, ou ainda resultados de
estudos originais que possam ser apresentados de

forma sucinta;
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1.4 Debate: artigo tedrico que se faz acompanhar de
cartas criticas assinadas por autores de diferentes
instituicbes, convidados pela equipe editorial,
seguidas de resposta do autor do artigo principal;

1.5 Férum: secdo destinada a publicagdo de 2 a 3
artigos coordenados entre si, de diferentes autores, e
versando sobre tema de interesse atual. Os
interessados em submeter trabalhos para essa secéo

devem consultar o Conselho Editorial da Revista Fitos;

1.6 Perspectivas: analises de temas conjunturais, de
interesse imediato e sobre a importancia das plantas
medicinais; da

gestdo da inovagdo e

desenvolvimento 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, comparacdo e avaliacdo de
aspectos metodolégicos importantes para o campo,
seja na area de desenho de estudos, andlise de
dados ou métodos qualitativos;

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

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

2. Diretrizes para autores

2.1 A REVISTA FITOS publica somente artigos
inéditos e originais, e que ndo estejam em avaliagdo
em nenhum outro periédico simultaneamente. Os
autores devem declarar essas condicdes no
processo de submissdo. Caso seja identificada a
publicagdo ou submissdo simultinea em outro

periddico o artigo sera desconsiderado. A submissao
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simultinea 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 reproducdo por qualquer
meio, seja eletrbnico ou impresso, pertencera a
Revista Fitos. O autor deverd preencher uma
declaracdo de cessdo de direitos autorais enviada

pela Revista Fitos.

2.3 Serdo aceitas contribuicdes de artigos escritos

em Portugués, Inglés, Francés ou Espanhol.

2.4 Todos os trabalhos envolvendo estudos em
humanos ou animais deverdo 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
publicados sera de responsabilidade exclusiva dos

autores.

2.6 Os autores deverdo manter uma cépia dos
manuscritos em seu poder, em caso de eventual

extravio daquele enviado a revista.

2.7 As figuras, tabelas, quadros, estruturas quimicas,
fotografias, gréficos, desenhos etc. deverdo ser
inseridas pelos proprios autores nos locais
adequados e numeradas consecutivamente em
algarismos arabicos. As respectivas legendas
deverao ser claras, concisas, sem abreviaturas e
localizadas na parte superior das mesmas. As

tabelas nao podem ser fechadas por linhas laterais.
2.8 Notas de rodapé nédo serdo 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 realizacéo do estudo.
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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 ndo recebeu

financiamento para a sua realizagéo.

2.10 Conflito de interesses

2.10.1 Os autores devem informar qualquer potencial
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 Formatacao Inicial do Trabalho

2.11.1 Os originais deverdo ser redigidos na
ortografia 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
méximo, 20 e, no minimo, 5 paginas, incluindo
figuras, tabelas e quadros.

2.11.2 Titulo e subtitulo: dever&o estar de acordo com
o contetido 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. Deverdo também
estar em versdo 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
sobrenome devem ser por extenso. Os demais
sobrenomes devem conter apenas a primeira letra
inicial (ex. José Carlos F. P. Oliveira.). No caso de
varios autores, seus nomes deverdo ser separados

por ponto e virgula.
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2.11.4 Filiagdo dos autores: antes do nome de cada
autor devera constar um nimero arébico, sobrescrito,
indicando seu local de trabalho, com endereco
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 o0 qual toda

correspondéncia devera ser enviada.

2.11.5 Resumo em portugués: devera apresentar
concisamente o trabalho, destacando as informagées
de maior importancia, expondo metodologia,
resultados e conclus@es. Permitira avaliar o interesse
pelo artigo, prescindindo de sua leitura na integra.
Dever-se-4 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 ndo houver
dominio deste idioma, consultar pessoas
qualificadas. Providenciar também versdo do titulo

para a lingua inglesa.

2.11.7

identificar/representar o contetido do artigo. Observar

Palavras-chave: deverao
o limite maximo de 6 (seis). S&o importantes para
levantamentos em banco de dados, com o objetivo
de localizar e valorizar o artigo em questdo. Deverdo

vir separados por ponto e virgula.

2.12 Formatacéo do Trabalho

2.12.1 Introducéo: deveré estabelecer com clareza o
objetivo do trabalho e sua relagdo com outros
trabalhos na mesma area. Extensas revisdes da
literatura deverdo ser substituidas por referéncias as
publicagbes mais recentes, onde estas revisdes

tenham sido apresentadas.

2.12.2 Materiais e Métodos: a descricdo dos
materiais e dos métodos usados devera ser breve,
porém suficientemente clara para possibilitar a

perfeita compreensédo e a reproducdo do trabalho.
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Processos e técnicas ja publicados, amenos que
tenham sido extensamente modificados, deveréo ser

referenciados por citagdo.

2.12.3 Resultados: deverdo ser apresentados com o
minimo possivel de discussdo ou interpretagdo
pessoal e, sempre que possivel, ser acompanhados
de tabelas e figuras adequadas. Os dados, quando
pertinentes, deverdo ser submetidos a uma andlise
estatistica.

2.12.4 Discusséo: devera ser restrita ao significado
dos dados obtidos e resultados alcangados,
evitando-se inferéncias ndo baseadas nos mesmos.
Obs.: Eventualmente, Resultados e Discusséo

poderdo ser apresentados num Unico item.

2.12.5 Agradecimentos: Possiveis mengdes em
agradecimentos incluem instituicdes que de alguma
forma possibilitaram a realizagdo da pesquisa e/ou
pessoas que colaboraram com o estudo, mas que
ndo preencheram os critérios para serem coautores.
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 0 seguinte
padrao: ‘Castro e Silva (1998) analisaram a
toxicologia do extrato de Psidium guajava’. Para trés
autores, a regra serd semelhante a anterior,
separando os dois primeiros autores por meio de
virgula. Por exemplo, ‘Amoroso, Costa e Soares
(1997) descreveram a propriedade analgésica de
toxicologia da Lippia alba’ No caso de mais de trés
autores, devera ser mencionado apenas 0 nome do

primeiro, seguido de e colaboradores e do ano entre
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parénteses. Por exemplo, Silva e colaboradores
(1999) confirmaram o efeito broncodilatador de
Mikania glomerata.

No final da citagc&o. Autor em caixa baixa seguido do
ano. Ex. (Silva, 1999). Quando houver dois autores,
estes deverado ser separados pela particula ‘e’ e ser
obedecida a ordem alfabética. Ex. (Castro e Silva,
1998). No caso de trés autores, a regra sera
(Albuquerque, Lima e Sousa, 2000). Quando houver
mais de trés autores, devera ser mencionado apenas
0 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 Citacdo textual: colocar, também, a péagina.
Ex. (Silva, 1999, p.24)

2.13.3 As Referéncias no final do artigo deveréo ser
ordenadas alfabeticamente pelo sobrenome do
primeiro autor, em caixa baixa e em ordem crescente
de data de publicagdo, com o ano de publicagdo
sempre apds o nome do Ultimo autor. Devem-se levar

em consideragdo as seguintes ocorréncias:

2.13.3.1 Livro com um autor:

Autor, ano, titulo do livro em italico, editora, cidade.

COSTA, A.F. 1996. Farmacognosia. Fundacéo

Calouste Gulbenkian. Lisboa.

2.13.3.2 Livro com dois ou mais autores:

Autores, ano, titulo do livro em italico, editora, cidade.

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.
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SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL, E.P.; GOSMAN, G.;
PALAZZO DE MELO, J.; MENTZ, L.A.; PETROVICK,
P.R. (org.) 2003. Farmacognosia: da Planta ao
Medicamento. Editora da UFRGS/Editora da UFSC.

Porto Alegre/Florianopolis.

YUNES, R.A.; CALIXTO, J.B (ed.) 2001. Plantas
Medicinais sob a Otica da Quimica Medicinal

Moderna. Editora Argos. Chapecbé.
2.13.3.4 Capitulo de livro:

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

FURLAN, M.; BERGAMO, D.C.B.; KATO. M.J. 2009.
Biossintese de Produtos Naturais: Atualidades e
Perspectivas no Desenvolvimento de Novos
Farmacos. In: YUNES, R.A.; CECHINEL FILHO, V.
(org.), Quimica de Produtos Naturais: Novos
Farmacos e a Moderna Farmacognosia, p. 83-102.

Editora da Universidade do Vale do Itajai. Itajai.
2.13.3.5 Tese ou Dissertacao:

Autor, ano, titulo da tese ou dissertagdo em italico,
nome da Faculdade ou Instituto, nome da

Universidade, cidade.

LIMA, N. 1991. Influéncia da agdo dos raios solares
na germinacao do nabo selvagem. Tese (Doutorado).
Faculdade de Ciéncias Agréarias, Universidade

Estadual de Campinas.
2.13.3.6 Artigo de periddico:

Deveréo ser citados 0os 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.; Tabach, R. 2010. Antiulcer effect of
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the pepper trees Schinus terebinthifolius Raddi
(aroeira-da-praia) and Myracrodruon urundeuva
Allemao, Anacardiaceae (aroeira-do-sertdo). Revista

Brasileira de Farmacognosia, v.20, p.140-146.
2.13.3.7 Citagéo indireta:

As duas citacbes devem ser mencionadas de
maneira completa, com autor, ano, titulo do livro ou

do periédico.

CARBALLO, S.A. 1995. Plantas medicinales del
Escambray cubano. Apuntes cientificos. TRAMIL VII.
Isld San Andrés, Colémbia. apud GERMOSEN-
ROBINEAU, L. G., (ed) 1996. Farmacopea Vegetal
Caribefia, p.127-130. Editions Emile Désormeaux,
Fort-de-France, Martinica.

2.13.3.8

Seminarios, Simpadsios e outros):

Eventos cientificos (Congressos,

Autor(es). Titulo do trabalho, ano, nome do evento,
n° do evento, identificagdo do trabalho ou resumo,
cidade de realizac¢édo do evento.

OLIVEIRA, J.P.C.; FERREIRA, E.L.F.; CHAVES,
M.H. 2009. Fendis totais e atividade antioxidante e
citotoxica 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 conforme 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, Resolu¢des e demais documentos

BRASIL, 2003. Decreto n°® 4.946 de 31 de dezembro

de 2003. Altera, revoga e acrescenta dispositivos ao
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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
Informacg&o em Ciéncias da Saude. Lilacs — Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude.
Disponivel em:
<http://bases.bireme.br/cgibin/wxislind.exe/iah/online
[?1sisScript=iah/iah.xis&base=LILACS&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/swine
flu/hlnl_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

convengdes adotadas em disciplinas especializadas.

3. Submissé&o de Artigos

3.1 Os artigos deverdo ser encaminhados para
submisséo atraveés do site
http://revistafitos.far.fiocruz.br/, com indicacdo da
area do conhecimento a qual o artigo pertence
Botéanica,

(Agroecologia, Etnofarmacologia,

Farmacologia, Inovagéo, Quimica e Monografia).

3.2 Todos os manuscritos serdo submetidos a
apreciacdo de consultores ad hoc, cujos nomes
permanecerdo em sigilo absoluto, e que dispdem de

plena autoridade para decidir sobre a pertinéncia de

251



sua aceitagdo, podendo, inclusive, reapresenta-los
aos autores com sugestfes para que sejam feitas as
alteracdes necesséarias e/ou para que 0S MesmMos
sejam adequados as normas editoriais da Revista.
Os trabalhos que ndo forem selecionados para
publicacéo serdo devolvidos aos autores.
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3.3 Os artigos aceitos para a publicagcdo deverao ser
devolvidos ao Editor Coordenador com as
recomendacgfes feitas pelos referees no prazo
maximo de dois meses, caso contrario a aceitagédo do

mesmo sera cancelada.
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