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Resumo

Diante do amplo uso popular da espécie Melampodium divaricatum (Rich. In Pers.) DC
(Asteraceae) conhecida no Brasil como falsa-caléndula, fica evidente o provavel potencial
farmacologico desta espécie justificando assim estudos que possam confirmar suas
atividades bioldgicas bem como aspectos que garantam a qualidade e seguranca de seu
uso pela populacdo. Neste trabalho foram estudados os extratos aquosos, etandlicos e o
Oleo essencial obtido a partir das partes aéreas desta espécie buscando avaliar possiveis
atividades biolégicas, bem como o estudo de parametros farmacogndsticos relacionados a
qualidade do material vegetal em estudo. Avaliou-se o efeito destes extrativos no sistema
imunolégico murino, utilizando cultura de macréfagos peritoneais de camundongos Swiss e
também a atividade antimicrobiana pela metodologia de difusdo em agar frente as bactérias
Gram-positivas: Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis e Gram-negativas: Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Serratia marcescens. O
estudo farmacognoéstico foi realizado através de ensaios fisico-quimicos, qualitativos e
guantitativos. Os resultados indicam que o material vegetal encontra-se dentro dos padrdes
de qualidade estabelecidos para materiais vegetais em geral. Os componentes majoritarios
presentes no Oleo essencial, ftrans-cariofileno (48,6%); germacreno-D (13,2%);
biciclogermacreno (10,6%); Oxido de cariofileno (3,0%) e a-humuleno (2,2%) nao
apresentam variacOes estatisticamente significativas quando obtidos do material vegetal
seco e fresco. Em triagem fitoquimica das partes aéreas foi caracterizada a presenca de
flavondides e triterpenos e através de doseamento verificou-se que o extrato etanolico
99,5% apresentou um maior teor de flavonoides totais. Tanto os extratos hidroetandlicos e
etandlico quanto o Oleo essencial apresentou atividade imunomoduladora frente aos
macréfagos murinos, inibindo potentemente a producdo de NO e H,O, de forma dose-
dependente. Porém o extrato aquoso foi capaz de inibir a producdo de NO e estimular a
producdo de H,0O,. Quanto a atividade antimicrobiana os extratos apresentaram atividade
antimicrobiana moderada tanto para bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas e nao
foram ativos contra S. aureus ao passo que o0 Oleo essencial foi consideravelmente ativo
apenas contra as bactérias Gram-positivas (S. aureus e B. subitilis) ndo apresentando
atividade contra as Gram-negativas. Estudos quimicos complementares sao necessarios
para evidenciar quais as substancias responsaveis por tais atividades evidenciadas neste
estudo, bem como seus possiveis mecanismos de acdo. Portanto os extratos e o Oleo
essencial obtido a partir das partes aéreas de M. divaricatum além de apresentarem
atividade antimicrobiana contra diversas espécies potencialmente patogénicas, possuem
efeitos imunomoduladores o que indica uma provéavel atividade antiinflamatoria.

Palavras-chave: Melampodium divaricatum; falsa-caléndula; 6leo essencial; extratos brutos; estudo

farmacognostico; atividade antimicrobiana; atividade imunomoduladora.




Abstract

According the ample popular use of the Melampodium divaricatum (Rich. In Pers.) DC
(Asteraceae) known in Brazil as false-calendula, it is evident the pharmacological potential of
this species which justify studies that confirm its biological activities and aspects that
guarantee the quality and safety of its use for the population. In this work the aqueous and
ethanolic extracts as well as the essential oil from the aerial parts of this species had been
studied in order to evaluate possible biological activities, as well as the study of related
pharmacognostic parameters to the quality of the plant. It was evaluated the effect of these
extractives in murine imunne system, using peritoneal macrophages cultures from Swiss
mice and also the antimicrobial activity for the methodology of agar diffusion to Gram-positive
bacteria: Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis and Gram-negatives: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Serratia marcescens. The
pharmacognostic study was carried through qualitative and quantitative assays
physicochemical. The results indicate that the vegetal material was according to established
standards of quality established for plant drugs in general. The majority components present
in the essential oil frans-caryophyllene (48.6%); germacrene-D (13.2%); bicyclogermacrene
(10.6%); caryophyllene oxide (3.0%), a-humulene (2.2%), do not present statiscally
significant variations when obtained from dry or fresh plant. In phytochemistry analysis of the
aerial parts the presence of flavonoids and triterpenoids was characterized and through
dosage was verified that the ethanolic extract presented higher level of total flavonoids. As
extracts as essential oils presented immunomodulatory activity to the murine macrophages,
inhibiting powerfully the production of NO and H,O, in a form dose-dependent. However, the
aqueous extract was able to inhibit the prodution of NO and stimulate the production of
H,O,. Concerning the antimicrobial activity, the extracts showed moderat antimicrobial
activity against Gram-positive bacteria and Gram-negative bacteria and did not had been
activity against S. aureus. The essential oil was considerably active only against Gram-
positive bacteria (S. aureus and B. subtilis) do not presenting activity against the Gram-
negative ones. Complementary chemical studies are necessary to evidence what would
these compounds be responsible for as well as its possible mechanism of action. Therefore
the extracts and the essential oil gotten from the aerial parts of M. divaricatum besides
presenting antimicrobial activity against diverse potentially pathogenic species possess effect
immunomodulatory that indicates a probable antiinflammatory activity.

Key words: Melampodium divaricatum; false-calendula; essential oil; row extracts; pharmacognostic

study; antimicrobial activity; immunomodulatory activity.




Introducéo

O emprego de plantas medicinais na recuperacao da saude tem evoluido ao longo
dos tempos, desde as formas mais simples de tratamento tépico até as formas
tecnologicamente sofisticadas da fabricagdo industrial (LORENZI & MATOS, 2002).
Atualmente esta ressurgindo o interesse pelo seu uso na terapéutica, por diversos motivos
dentre eles as contra-indicacdes, efeitos colaterais e prejuizos causados pelo uso abusivo
elou incorreto de medicamentos sintéticos, o fato de que amplas camadas da populacéo
mundial ndo tém acesso aos medicamentos e a crenc¢a popular de que o natural é inofensivo
(RATES, 2001).

Na &rea farmacéutica, as plantas e os extratos vegetais foram e continuam sendo de
grande relevéancia, tendo em vista a utilizacéo das substancias ativas como protétipos para o
desenvolvimento de farmacos e como fonte de matérias-primas farmacéuticas, adjuvantes,
ou, ainda, de medicamentos elaborados exclusivamente a base de extratos vegetais: 0s
medicamentos fitoterapicos (SCHENKEL et al., 2001).

Ainda nesta perspectiva, o avango tecnolégico do dominio das patentes
internacionais sobre nossas plantas, os grandes investimentos da industria nacional de
fitoterapicos na pesquisa fitoquimica, farmacologica e clinica tém representado fator
determinante na busca de novos farmacos (CALIXTO, 2001).

Atualmente, pesquisas de compostos ativos contra cancer, doengas tropicais,
infeccbes, inflamacdes, patologias relacionadas ao sistema imunologico e para usos
psiquiatricos sdo bastante valorizadas (HAMBURGER & HOSTETTMAN, 1991; RATES,
2001). Muitos extratos e Oleos essenciais vegetais tém demonstrado in vitro e in vivo
atividades descritas pela medicina tradicional (SARTORATTO et al., 2004).

Porém o uso empirico e pouco cuidadoso das plantas, fora de seu contexto original e
sem respaldo cientifico, se mostra inadequado para a implantacdo da fitoterapia, como um
sélido recurso terapéutico no atendimento de algumas das necessidades basicas dos
servicos de saude, como tem sido recomendado por 6rgdos governamentais (SOUZA et al.,
2003). A inexisténcia ou a falta de informacdo sobre a caracterizacdo de espécies
medicinais impossibilita 0 seu uso correto e com seguranca.

Tendo em vista o estudo com base no uso popular torna-se interessante a realizagédo
de testes com extratos brutos, pois muitas pesquisas demonstram que quando uma planta
possui determinada atividade, ndo necessariamente esta relacionada a um Unico composto
ativo (PHILLIPSON, 2003).

Um estudo demonstrou que o potencial antimalarico de Artemisia annua é maior
quando é administrado na forma de extrato bruto, uma vez que o extrato além da

artemisinina é constituido também por flavonéides que potencializam a sua atividade, o
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mesmo acontece com a espécie Panax ginseng, que quando utilizada na forma de extrato
bruto é mais ativa do que suas fracdes saponinicas isoladas (PUNTUREE et al., 2004).

No estudo de plantas, todas as etapas envolvidas na transformagéo de um vegetal
em medicamento, estdo relacionadas com diferentes areas de conhecimento e é necessario
longo tempo para se chegar a um medicamento padronizado, quanto aos aspectos de
controle de qualidade, a¢éo biolégica e riscos toxicologicos.

O estudo de plantas medicinais requer, em primeiro plano, a garantia de qualidade
de seus extratos e, posteriormente o exame de suas acfes através de testes farmacolédgicos
e toxicoldgicos em animais e, finalmente, a andlise da eficacia e seguranca no homem
(MELLO & PETROVICK, 2000), portanto, o controle de qualidade de plantas medicinais se
torna fundamental para que se tenha eficacia, seguranca e qualidade.

Os ensaios de qualidade de matérias-primas vegetais objetivam a verificacdo da
identidade botanica do material, da pureza e a caracterizagdo dos constituintes quimicos,
especialmente daqueles envolvidos na atividade terapéutica, bem como o doseamento
destes.

A espécie Melampodium divaricatum (Rich. In Pers.) pertencente a familia
Asteraceae, vem sendo amplamente utilizada em diversas partes do mundo incluindo o
Brasil, onde o cha de suas folhas e inflorescéncias, bem como da planta inteira, tem sido
empregado popularmente principalmente como diurético, antiinflamatorio e no tratamento da
leucorréia e malaria (AGRA et al., 2007; BOTSARIS, 2007).

Estudos quimicos caracterizaram a presenca de diversos metabdlitos secundarios
como cumarinas, flavonéides (canferol e quercetina), alcaldides pirrolizidinicos bem como
substancias comumente presentes em 0leos essenciais como o cariofileno, espatulenol e
guaiacol, substancias de grande interesse farmacologico (ALONSO-LOPES et al., 1985;
BOHM & STUESSY, 1991; BORGES-DEL-CASTILLO et al., 1984; HUBERT & WIEMER,
1985; SCHUNGEL & PASSREITER, 2000).
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2.1 ASPECTOS HISTORICOS DO USO DE PLANTAS MEDICINAIS

O emprego dos recursos naturais como forma de tratamento e cura de doengas é tao
antigo quanto a espécie humana (DI STASI, 1995). No processo histérico das plantas
medicinais, muitas civilizagdes descreveram a utilizagdo de ervas e outros vegetais como
forma terapéutica, em seus registros e manuscritos. Os babilénios e sumerianos (2.600 a.C.)
usavam em seus remédios, frutos, folhas, flores, cascas e raizes como a oliveira e o alho. A
cultura chinesa (2.000~2.500 a.C.) descreve no 1° Pen T’, 635 drogas citando plantas como
ginseng, ruibarbo, podofilum e Ephedra (MIGUEL & MIGUEL, 1999).

Na verdade, a utilizagdo de recursos naturais provavelmente antecede o Homo
sapiens moderno. Evidéncias encontradas em escavag¢des do Paleolitico mostram que o
conhecimento das plantas medicinais existe ha pelo menos 60.000 anos (SUMNER, 2000).
Arquedlogos encontraram pdlen e fragmentos de flores de diversas plantas medicinais no
sitio arqueologico do homem de Neanderthal no Iraque. Ephedra, Centaurea, Senecio,
Athea e Achillea estavam entre as espécies identificadas, comprovando o uso de varias
plantas pelos antepassados (TYLER et al., 1988).

Theophrastus (371-287 a.C.), considerado o “pai da botanica”, foi estudante de
Platdo e escreveu extensivamente sobre plantas. Ele determinou as peculariedades e
qualidades médicas das ervas, observando cuidadosamente os aspectos farmacéuticos e
farmacoldgicos da mirra, do incenso, da cassia, mentrasto, da beladona, do timo, etc. Seu
trabalho Historia Plantarum englobava a coleta e o preparo de plantas medicinais,
condimentos e perfumes e com isso foi utilizado como uma confiavel fonte de referéncia
durante 2000 anos (SUMNER, 2000).

O desenvolvimento dos farmacos a partir de plantas pode ser dividido em trés
periodos. O primeiro periodo entre 1800 e 1900 foi marcado pela descoberta de varios
farmacos entre eles, morfina da Papaver somniferum, efedrina da Ephedra sinica, quinina da
Cinchona calisaya, emetina e a cephaelina da Cephalis ipeccacuanha, e a salicina de Salix
alba (que posteriormente originou o acido acetilsalicilico). No segundo periodo, entre 1901 e
1970/80 aparecem somente os antibiéticos obtidos dos fungos como produtos naturais de
importancia, sendo este periodo marcado pela sintese e consideracido das plantas
medicinais sem valor cientifico. No terceiro periodo, que compreende de 1970/80 até o
presente, ocorre o retorno a busca de drogas vegetais com a descoberta de inumeros
farmacos, citando a artemisinina (presente na Artemisia annua) e o paclitaxel (taxol) isolado
de Taxus brevifolia como exemplos (YUNES et al., 2001).

Ao longo do tempo tém sido registrados variados procedimentos clinicos tradicionais
utilizando plantas medicinais. Apesar da grande evolugdo da medicina alopética a partir da
segunda metade do século XX, existem obstaculos bdasicos na sua utilizagdo pelas

populacbes carentes, que vao desde o acesso aos centros de atendimento hospitalares a
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obtencao de exames e medicamentos. Estes motivos, associados com a facil obtengao e a
grande tradicdo do uso de plantas medicinais, contribuem para sua utilizacdo pelas
populagdes dos paises em desenvolvimento (VEIGA JR. et al., 2005).

Estudos revelam que atualmente cerca de 80% da populacdo mundial utiliza plantas
para fins medicinais. Contudo, a maioria das espécies nao foi investigada profundamente
tanto quimica quanto biologicamente, apesar de todas as inovadoras técnicas analiticas
disponiveis. Mesmo as plantas ja estudadas requerem estudos clinicos adicionais
(PHILLIPSON, 2003).

Nos paises em desenvolvimento, bem como nos mais desenvolvidos, os apelos da
midia para o consumo de produtos a base de fontes naturais aumentam a cada dia. Os
ervanarios prometem saude e vida longa, com base no argumento de que plantas usadas ha
milénios sao seguras para a populacéo.

Muitas empresas conscientes das tendéncias de consumo buscam novos compostos
para incorporar aos produtos ja existentes ou o desenvolvimento de um produto novo tendo
como constituintes produtos de origem natural, principalmente pelo fato de que um novo
farmaco a partir de fontes naturais pode ser obtido com custos muito menores que os
demais farmacos (YUNES et al., 2001).

Porém, no Brasil, as plantas medicinais da flora nativa ainda sdo consumidas com
pouca ou nenhuma comprovacao de suas propriedades farmacoldgicas, propagadas por
usuarios ou comerciantes. Muitas vezes essas plantas sao, inclusive, empregadas para fins
medicinais diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas. Comparada com a dos
medicamentos usados nos tratamentos convencionais, a toxicidade de plantas medicinais e
fitoterapicos pode parecer trivial. Isto, entretanto, ndo é verdade. A toxicidade de plantas
medicinais & um problema sério de saude publica. Os efeitos adversos dos
fitomedicamentos, possiveis adulteracbes e toxidez, bem como a acgao sinérgica (interacéo
com outras drogas) ocorrem comumente (VEIGA JR. et al., 2005).

As pesquisas realizadas para avaliagcdo do uso seguro de plantas medicinais e
fitoterapicos no Brasil ainda sao incipientes, assim como o controle da comercializagao
pelos 6rgaos oficiais em feiras livres, mercados publicos ou lojas de produtos naturais.

Em vista disso, aumentaram também as preocupagdes com a qualidade de tais
produtos, pois sdo bastante conhecidas as caracteristicas desse segmento no sentido de
apresentarem adulteracdes e falsificagoes freqlientes (ZAUPA et al., 2000). Analises fisico-
quimicas farmacopéicas sdo importantes para o controle da qualidade da droga vegetal.
Entretanto, nem todas as drogas vegetais possuem parametros estabelecidos que possam
contribuir ao controle de qualidade, demonstrando assim a necessidade de estudos

envolvendo as espécies utilizadas pela populagéo e as ja estudadas cientificamente.
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2.2 FATORES DE INFLUENCIA NO CONTEUDO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Desde o quarto século a.C. existem relatos de normas para a coleta de plantas
medicinais. Os gregos, por exemplo, coletavam amostras de cicuta (Conium maculatum)
pela manha, quando os niveis de coniina sdao maiores (FAIRBAIRN & SUWAL, 1961;
ROBINSON, 1974). Variagcdes temporais e espaciais no conteudo total, bem como as
proporgdes relativas de metabdlitos secundarios em plantas, ocorrem em diferentes niveis
(sazonais e diarias; intraplanta, inter e intraespecifica) e, apesar da existéncia de um
controle genético, a expressdo pode sofrer modificacdes resultantes da interagdo de
processos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos (DARROW & BOWERS, 1997).
De fato, os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e o
ambiente circundante, portanto, sua sintese é frequentemente afetada por condi¢des
ambientais (KUTCHAN, 2001).

Deve ser ressaltado que, muitas vezes, as variagbes podem ser decorrentes do
desenvolvimento foliar e/ou surgimento de novos 6rgaos concomitante a uma constancia no
conteudo total de metabdlitos secundarios. Além disso, alguns dos fatores discutidos
apresentam correlagdes entre si e ndo atuam isoladamente, podendo influir em conjunto no
metabolismo secundario, como, por exemplo, desenvolvimento e sazonalidade; indice
pluviométrico e sazonalidade; temperatura e altitude, entre outros, como ilustrado na figura 1
(LOPES & GOBBO-NETO, 2007).

Ritmo circadiano

\\\\

Sazonalidade indice pluviométrico

Radiacdo UV
‘ / Composicdo
* atmosférica

_.me= Herbivoria e
Ataque de patégenos

Figura 1. Principais fatores que podem influenciar o acimulo de metabdlitos secundarios
em plantas (LOPES & GOBBO-NETO, 2007).
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2.2.1 Sazonalidade, ritmo circadiano e desenvolvimento

A época em que uma droga € coletada € um dos fatores de maior importancia, visto
que a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos constituintes ativos nao é
constante durante o ano (LOPES & GOBBO-NETO, 2007). Existem, também, cada vez mais
estudos mostrando que a composicao de metabdlitos secundarios de uma planta pode
variar apreciavelmente durante o ciclo dia/noite, tendo sido descritas, por exemplo,
variagdes circadianas nas concentracdes de 6leos volateis (LOUGHRIN et al., 1993; LOPES
et al., 1997; SILVA et al., 1999; ANGELOPOULOU et al., 2002), iridéides (HOGEDAL &
MOLGAARD, 2000), alcaléides (FAIRBAIRN & SUWAL, 1961; ROBINSON, 1974; ITENOV
et al.,, 1999), glucosinolatos (ROSA et al., 1994), glicosideos cianogénicos e tiocianatos
(OKOLIE & OBASI, 1993).

Foi notada, por exemplo, uma variagdo de mais de 80% na concentragao de eugenol
no 6leo essencial da alfavaca (Ocimum gratissimum), o qual atinge um maximo em torno do
meio-dia, horario em que é responsavel por 98% do 6leo essencial, em contraste com uma
concentracao de 11% em torno de 17 h (SILVA et al., 1999). Ja o conteudo total de taxanos
em Taxus media mostra-se menor pela manh&, aumentando durante o dia e atingindo um
maximo no final da noite (ELSOHLY et al.,, 1997). Também é interessante observar que
mesmo havendo uma variacdo circadiana dos alcaldides majoritarios de Papaver
somniferum, causada por uma variagao diaria no conteudo de agua no latex da planta, o que
leva a alteracdo na concentragdo, nao resulta, portanto no conteudo total, de morfina,
codeina e noscapina (FAIRBAIRN & WASSEL, 1964; ITENOV et al., 1999).

A idade e o desenvolvimento da planta, bem como dos diferentes 6rgaos vegetais,
também sao de consideravel importancia e podem influenciar ndo sé a quantidade total de
metabdlitos produzidos, mas também as proporgdes relativas dos componentes da mistura
(BOWERS & STAMP, 1993; EVANS, 1997; HENDRIKS et al., 1997). Sabe-se também que
tecidos mais novos geralmente possuem maiores taxas biossintética de metabdlitos
(HARTMANN, 1996), tais como O6leos essenciais (HALL & LANGENHEIM, 1986;
GERSHENZON et al., 1989) lactonas sesquiterpénicas (SPRING & BIENERT, 1987), acidos
fendlicos (KOEPPE et al., 1970), alcaldides (HOFT et al., 1998) e flavondides (SLIMESTAD,
1998).

2.2.2 Temperatura

Apesar de cada espécie ter se adaptado ao seu habitat, as plantas freqientemente
sdo capazes de existir em uma consideravel faixa de temperatura. A faixa em que ocorrem
as variacdes anuais, mensais e diarias na temperatura € um dos fatores que exerce maior
influéncia em seu desenvolvimento, afetando, portanto, a producdo de metabdlitos

secundarios. A formacgao de 6leos volateis, em geral, parece aumentar em temperaturas
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mais elevadas, apesar de dias muito quentes levarem a uma perda excessiva destes
metabdlitos (EVANS, 1997).

2.2.3 Disponibilidade hidrica

Fatores fisioldgicos criticos, tais como fotossintese, comportamento estomatal,
mobilizagao de reservas, expansao foliar e crescimento, podem ser alterados por estresse
hidrico e, conseqlientemente, levar a alteragdes no metabolismo secundario (HSIAO, 1973;
SALISBURY & ROSS, 1991).

O estresse hidrico freqlientemente tem consequéncias significantes nas
concentragdes de metabdlitos secundarios em plantas, e ha varios relatos de que estas
condi¢cdes geralmente levam a um aumento na produgdo de varios tipos de metabdlitos
secundarios (GERSHENZON, 1984, WATERMAN & MOLE, 1989) como glicosideos
cianogénicos, glucosinolatos (SALISBURY & ROSS, 1991), alguns terpendides (LOKAR et
al., 1987), antocianinas (JUNG, 2004) e alcaldides (BRISKE & CAMP, 1982; HOFT et al.,
1996). Com relacdo a metabdlitos fendlicos, os estudos realizados apresentam resultados
conflitantes e parece nao ser possivel estabelecer uma correlagdo clara entre sua
concentracao e estresse osmotico (COOPER-DRIVER et al., 1977; GERSHENZON, 1984).

Exemplos da influéncia do indice pluviométrico na producdo de metabdlitos
secundarios sao a correlagdo positiva de alguns dos componentes do 6leo essencial de
Santolina rosmarinifolia (PALA-PAUL et al., 2001) e a correlagdo negativa entre a produgao
de saponinas, como a lemmatoxina em Phytolacca dodecandra (LOBSTEIN et al., 1991).

O efeito da seca na concentragdo de metabdlitos é, as vezes, dependente do grau de
estresse e do periodo em que ocorre, sendo que efeitos curto prazo parecem levar a uma
producdao aumentada, enquanto a longo prazo é observado um efeito oposto (MATTSON &
HAACK, 1987; WATERMAN & MOLE, 1989; HORNER, 1990). Outro fator € que a chuva
continua pode resultar na perda de substancias hidrossoluveis das folhas e raizes por
lixiviagdo; sabe-se que isto se aplica a algumas plantas produtoras de alcaldides,
glicosideos e até mesmo 6leos volateis (WATERMAN & MOLE, 1994; EVANS, 1996).

2.2.4 Radiacgéao ultravioleta

As diferentes espécies de plantas estdo adaptadas a uma enorme variagdo na
intensidade e quantidade de incidéncia luminosa (WATERMAN & MOLE, 1989, SALISBURY
& ROSS, 1991; EVANS, 1996). Além disso, existe uma crescente preocupagdo com o0s
efeitos do aumento de radiagdo ultravioleta (UV-B, 280-320 nm), decorrente da deplegao da
camada de ozénio (LOPES & GOBBO-NETO, 2007).

A radiagcdo solar esta intimamente relacionada com a produgdo de diversos

metabdlitos secundarios, como flavondides, taninos, terpendides, glicosideos cianogénicos e
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alcaloides (YAMAURA et al., 1989; WATERMAN & MOLE, 1994; HOFT et al., 1996; BURNS
et al., 2002).

Foi demonstrado, por exemplo, que no manjericao (Ocimum basilicum) e no tomilho
(Thymus vulgaris), duas plantas utilizadas na medicina popular e como condimentos, o
completo desenvolvimento de tricomas glandulares, onde os O6leos essenciais sao
armazenados, ¢é luz-dependente (YAMAURA et al., 1989, IOANNIDIS et al., 2002). Por outro
lado, as folhas de hortela (Mentha piperita) mantidas sob condi¢cdes de dia longo contém
somente tracos de mentofurano e se desenvolvidas sob condi¢cdes de dia curto apresentam

o mentofurano como constituinte majoritario do 6leo essencial (VOIRIN et al., 1990).

2.2.5 Nutrientes

A disponibilidade de nutrientes afeta ndo somente o metabolismo primario, mas
também influencia a producdo de diferentes metabdlitos secundarios, e o impacto de
mudangas em sua disponibilidade na producdo de metabdlitos secundarios de certo modo,
nao sao totalmente previsiveis; tendéncias podem ser reconhecidas, mas nao & possivel
estabelecer regras solidas e estaveis (WATERMAN & MOLE, 1989).

A grande maioria dos estudos visa estabelecer uma relagéo entre as disponibilidades
de nitrogénio, carbono e luz (FAJER et al., 1992; KORICHEVA et al., 1998). Nestes estudos,
de modo geral, a producdo de metabdlitos secundarios (exceto os nitrogenados) mostra
uma correlagao positiva com a proporgao carbono/nutrientes (C/N), isto é, em solos pobres
em nutrientes, paralelamente a menor taxa de crescimento, geralmente se verifica maior
producao de metabdlitos secundarios, particularmente derivados fendlicos (BRYANT et al.,
1983; COLEY et al., 1985). Contudo, a producao global de metabdlitos nitrogenados por
uma planta (alcaloides, glicosideos cianogénicos e glucosinolatos) geralmente é aumentada
com a maior disponibilidade de nitrogénio no solo (WATERMAN & MOLE, 1989; HOFT et
al., 1996).

2.2.6 Altitude

A altitude também exerce efeitos sobre o desenvolvimento e a producdo de
metabdlitos secundarios em plantas, apesar de existirem relativamente poucos estudos
neste sentido. A correlagdo positiva geralmente existente entre o conteudo total de
flavondides e a altitude, por exemplo, é de particular interesse farmacéutico, uma vez que
estes sdo constituintes ativos de um grande numero de plantas medicinais (POLLE et al.,
1992; BACHEREAU & MARIGO, 1998). Esta correlacdo pode ser explicada pela maior
susceptibilidade a radiacdo UV em altitudes maiores, uma vez que, conforme comentado
anteriormente, os flavondides séo reconhecidos por propiciarem protecao a radiacao e seus

efeitos.
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Metabdlitos nao fendlicos também podem ser influenciados pela altitude. O aumento
de altitude leva a um decréscimo no conteudo dos alcalbéides diterpénicos de Aconitum
napellus e piperidinicos de Lobelia inflata e no de 6leos volateis de tomilho e hortela pimenta
(EVANS, 1996).

2.2.7 Inducédo por estimulos mecéanicos ou ataque de patdbgenos

Fatores mecanicos aos quais as plantas estdo susceptiveis, tais como ferimentos, ou
mesmo meros estimulos, causados por chuva, granizo, vento, areia, invasao por patégenos
e pastagem de herbivoros, também podem influenciar a expressdo do metabolismo
secundario (BOWERS & STAMP, 1993; ZHENG & WU, 2004).

Danos causados a plantas por ferimentos ou ataque de herbivoros ou patégenos
freqlientemente levam a uma resposta bioquimica, que reduz a aceitabilidade do 6rgao ou
de todo o organismo a ataques futuros (WATERMAN & MOLE, 1989) Sabe-se também que
o nivel de indugdo pode variar de acordo com o agente causador. De fato, algumas
observagdes tém revelado que injuria causada por alimentagéo de insetos pode resultar em
uma resposta fisiolégica diferenciada, na qual a expressdo génica e/ou formacao de
metabdlitos secundarios é induzida especificamente ou mais rapidamente, devido a
eliciadores presentes na saliva do inseto (NEUVONEN et al., 1987; KORTH & DIXON,
1997).

2.3 FAMILIA ASTERACEAE
Estudos sugerem que as Asteraceae tiveram origem na América do Sul, no Eoceno
Superior com posterior migragdo para a América do Norte (DEVORE & STUESSY, 1995).
Grande numero de espécies vegetais pertencentes a esta familia € empregado na
medicina popular ha muito tempo (CUATRECASAS,1969) e com isso desperta a atencao de
pesquisadores devido a suas inumeras propriedades medicinais que lhes sdo atribuidas,
principalmente antiinflamatéria, expectorante, antitussigena, anti-hipertensiva e no

tratamento de problemas hepaticos (EVANS, 1996).

2.3.1 Aspectos boténicos

Considerada uma das maiores familias, representando cerca de 1/10 de todas as
Angiospermas, Asteraceae possui aproximadamente 23.000 espécies distribuidas em 1.535
géneros (BREMER & ANDERBERG, 1994).

Estudos sugerem que as Asteraceae tiveram origem na América do Sul, no Eoceno
Superior com posterior migracdo para a América do Norte (DEVORE & STUESSY, 1995).
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Possui distribuicao cosmopolita sendo encontrada em todos os continentes, com
excecao do Antartico, e seus representantes normalmente apresentam adaptagdes as varias
condigbes ambientais e ecoldgicas (BARROSO, 1991; JUDD et al., 1999).

A América Latina é considerada um centro de diversidade de Asteraceae, sendo que
na América do Sul, em algumas regides semi-aridas e na PataglOnia, os representantes de
Asteraceae correspondem a 20% da flora (CABRERA, 1978). Para o Brasil sdo estimados
aproximadamente 180 géneros e 3.000 espécies com distribuicdo desde as regides mais
frias e umidas, como as serras do Sudeste e Sul, até as areas secas na regido do semi-
arido nordestino, sendo menos frequentes em formacoes florestais (HIND, 1993).

Sao plantas com habito variavel abrangendo desde ervas até arbustos, mais
raramente arvores; podem ser mondicas, didicas ou poligamo-didicas. As folhas sao
alternas ou opostas, raramente verticiladas, pecioladas ou sésseis, simples, inteiras,
lobadas ou dissectas, distribuidas ao longo dos ramos, em rosetas basais ou ausentes;
estipulas geralmente ausentes. O indumento €& variavel, constituido de tricomas
multicelulares unisseriados ou multisseriados, composto de células uniformes ou células
basais e terminais modificadas (BREMER & ANDERBERG, 1994).

Geralmente apresentam tricomas tectores que podem ser simples, estrelados,
malpiguiaceos ou escamiformes, também sdo comuns tricomas glandulares depressos na
face abaxial das folhas, e neste caso, aparecem como pontos pretos, translicidos ou estrias
alongadas. Sua secregdo € responsavel pela aparéncia envernizada das folhas de alguns
géneros, em especial de Baccharis L., Eupatorium L. sensu lato, Gochnatia Kunth e
Symphyopappus Turcz. (Metcalfe & Chalk, 1950). Tricomas unicelulares s&o raros, sendo
exclusivos da subfamilia Barnadesoideae (BREMER & ANDERBERG, 1994).

Quanto a anatomia, a principal caracteristica € a ocorréncia de canais laticiferos e
resiniferos, sendo que sua distribuicdo nos membros da familia tem valor taxondmico, uma
vez que canais ou cavidades de latex sado caracteristicos de Cichorioideae, especialmente
na tribo Lactuceae, enquanto que canais ou cavidades de resinas sdo comuns nos
representantes de Asteroideae (BREMER & ANDERBERG, 1994).

Asteraceae é facilmente reconhecida pelas flores reunidas em capitulos, formando
um pseudanto, que podem ser isolados ou agrupados nas mais diversificadas
inflorescéncias, formando capitulescéncias corimbiformes, paniculiformes, tirséideo-
paniculadas, racemiformes, espiciformes, fasciculadas, glomeruliformes ou até mesmo
formando capitulos envoltos por involucro secundario (CRONQUIST, 1981).

Provavelmente a maior contribuicdo das Asteraceae para o homem é a ecoldgica,
uma vez que sao responsaveis pela grande diversidade de espécies e, portanto, favorecem
a estabilidade e sustentabilidade produtiva das vegetacdes em areas secas do mundo, tais

como os cerrados, capoeiras, campos e semi-aridos, especialmente nas regides tropicais e
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subtropicais. Economicamente sao pouco utilizadas na alimentagcdo; tem potencial
medicinal, toxicoldgico e alergogénico, destacando-se sem duvida como planta ornamental
ou daninha (HEYWOOD, 1979).

Os caracteres ecolégicos que distinguem as Asteraceae das demais familias sdo os
pseudantos, o mecanismo especializado de apresentacdo do pdlen e a diversidade de
armas quimicas presentes em todos os membros da familia (CRONQUIST, 1981). Por isso,
segundo alguns autores como Cronquist (1981) e Bremer & Anderberg (1994) o grande
sucesso de Asteraceae se deve a associacdo dos compostos quimicos com a morfologia
especializada, pois apenas a morfologia especializada, como as flores reunidas em
capitulos e o mecanismo secundario de apresentagao do pdolen também sédo encontrados
em outras familias, porém estas ndo apresentam a grande diversidade de Asteraceae.

Mesmo sendo um taxon com numerosas espécies, Asteraceae sempre foi
considerada como um grupo natural bem sustentado por caracteres sinapomorficos, tais
como: lactonas sesquiterpénicas, calice altamente modificado em papus, anteras conatas
com deiscéncia introrsa formando um tubo ao redor do estilete; mecanismo secundario de
apresentacdo de polen com estilete modificado funcionando como uma escova; ovario
bicarpelar com apenas um 6vulo de placentagao basal e fruto com endosperma constituido
de apenas uma camada inconspicua (BREMER & ANDERBERG, 1994).

2.3.2 Aspectos quimicos

Uma das principais caracteristicas das Asteraceae é a diversidade de seus
metabdlitos secundarios, dentre eles os poliacetilenos, terpendides (sesquiterpéndides,
diterpendides e triterpendides), alcaldides (CRONQUIST, 1981), oleos essenciais
(AGOSTINI et al., 2005), antocianinas (HEYWOOD et al., 1977), flavondides (MARKHAM,
1982), cumarinas, benzofuranos e benzopiranos (EMERENCIANO et al., 1998). Entretanto
seus constituintes caracteristicos sdo as lactonas sesquiterpénicas, as quais se tém
atribuido grande parte de suas atividades farmacoldgicas, dentre elas citotéxica, antitumoral,
antiinflamatéria, bactericida, fungicida e antidlcera (RODRIGUEZ, 1977; PICMAN, 1986,
ROBLES et al., 1995; HEINRICH et al., 1998).

Flavonoides pertencentes a familia Asteraceae tém se apresentado como
marcadores taxondémicos, permitindo que algumas espécies sejam classificadas
sistematicamente pelos flavonoides que estas produzem (EMERENCIANO et al.,, 2001;
SHARRP et al., 2001).
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2.3.3 Género Melampodium

O género Melampodium é representado por cerca de 40 espécies distribuidas no Sul
dos Estados Unidos, México, América Central, Colédmbia e trés delas no Brasil
(TURNER,1993; BREMER & ANDERBERG, 1994).

As espécies deste género sdo herbaceas, anuais ou perenes, com folhas simples ou
opostas. No capitulo, as bracteas involucrais apresentam-se dispostas em duas séries,
dimoérficas. O receptaculo é convexo ou colunar. As flores do raio, de coloragao amarelada
ou branco-amarelada, sdo muito pequenas. As flores do disco sdo funcionalmente
masculinas, liguladas, de coloracao amarelo-esverdeada ou amarelo-alaranjada (BREMER
& ANDERBERG, 1994).

A maioria das espécies do género Melampodium floresce durante os meses de
agosto e setembro, entretanto algumas apresentam um tempo de floragdo muito mais
amplo, podendo florir do inicio ao fim do ano (SUNDBERG & STUESSY, 1990).

Apenas duas espécies constam como empregadas na medicina popular a
Melampodium divaricatum (Rich. In Pers.) DC e Melampodium camphoratum (L.f.) Backer.
Sob o aspecto quimico, cerca de 15% das espécies do género foram estudadas,
observando a predominancia de lactonas sesquiterpénicas e diterpénicas e também a

presenga de cumarinas, flavonoides e alcaléides (SAITO, 2003).

2.3.3.1 Melampodium divaricatum Rich. In Pers.

Melampodium divaricatum é uma planta anual, ereta, herbacea, ramificada, de 80 —
160 cm de altura, nativa da América do Sul e propaga-se apenas por sementes. E uma
planta daninha medianamente freqiente em quase todo o pais, onde infesta principalmente
lavouras anuais, pomares, cafezais e beira de estradas. Apresenta preferéncia por solos
argilosos e com boa fertilidade. E bastante variavel no tamanho e forma de suas folhas
(LORENZI, 2000). As caracteristicas macroscopicas de seus 6rgaos estao apresentadas

nas figuras 2-4.

Pedro Tenorio Lezama

Figura 2. Aspecto macroscépico da flor de Melampodium divaricatum.
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Figura 5. Aspecto macroscopico das partes aéreas de Melampodium divaricatum.
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Conhecida popularmente como falsa-caléndula (VARANDA et al., 2006), flor-
amarela, estrelinha, flor-de-ouro (LORENZI, 2000); picao-da-praia (AGRA et al., 2007); fel
da terra e salsa da praia (BOTSARIS, 2007) Melampodium divaricatum é uma espécie
comumente empregada na medicina popular (GIRON et al., 1991), principalmente na
América Latina.

Na Guatemala, tem suas folhas utilizadas como antimalarica e no tratamento de
problemas estomacais; a planta inteira é empregada contra resfriados (GIRON et al., 1991).
No México, a embolia é tratada com a administracédo oral de uma infusdo da planta inteira,
sendo usada também como antidisentérico e anticonvulsivante (HUTHER et al., 1999). No
Brasil € empregada popularmente no tratamento da malaria como também em casos de
inflamacdes, febre, flatuléncias, dores estomacais, cdlicas, ictericia, dores comuns, dores
musculares, palpitagdes, vertigens, reumatismo, anuria e também como diuréica e
carminativa (BOTSARIS, 2007) e no Nordeste o cha de suas folhas e inflorescéncias bem
como da planta inteira tem sido é utilizado como diurético e no tratamento da leucorréia
(AGRA et al., 2007).

Estudos quimicos realizados nos Estados Unidos da América, no México e em El
Salvador caracterizaram a presenca de diversos metabdlitos secundarios como cumarinas,
flavondides (canferol e quercetina), alcaldides pirrolizidinicos bem como compostos
comumente presentes em 0Oleos essenciais como o cariofileno, espatulenol e guaiacol como

apresentado na tabela 1.

Tabela 1. Compostos quimicos identificados na espécie Melampodium divaricatum

Compostos Quimicos Orgao Local da Referéncias
Vegetal Coleta
Cumarinas Folhas Panama | BORGES-DEL-CASTILLO et al., 1984
Cariofileno e Espatulenol
Guaianol e Colavenol Caules e El HUBERT & WIEMER, 1985
Folhas Salvador
Estigmasterol Folhas El ALONSO-LOPEZ et al., 1985
Flavondides glicosilados Salvador BOHM & STUESSY, 1991
Canferol Planta México HUTHER et al., 1999
Quercetina inteira
Derivados de hidroxitimol Partes
Alcaldides pirrolizidinicos Aéreas Estados SCHUNGEL & PASSREITER, 2000
Planta Unidos
Inteira
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Sao0 conhecidas algumas sinonimias cientificas da espécie, a saber: Alcina minor
Cass., Dysodium divaricatum Rich. ex Pers., Eleutheranthera divaricata (Rich. ex Pers.)
Millsp., Melampodium berterianum Spreng., Melampodium copiosum Klatt, Melampodium
divaricatum var. macranthum Schltdl., Melampodium flaccidum (Benth.) Benth.,
Melampodium paludosum Kunth, Melampodium panamense Klatt, Melampodium pumilum
Benth., Melampodium tenellum var. flaccidum Benth., Melampodium brachyglossum Donn.
Sm (LORENZI, 2000).

2.4 OLEOS ESSENCIAIS

Os ¢6leos essenciais sdo os principios odoriferos encontrados em varias partes da
planta as quais sao atribuidas diversas fungdes biolégicas. Considerados por muito tempo
como desperdicio fisiolégico ou produtos de desintoxicacdo, atualmente sabe-se que
desempenham fundamental papel para a adaptacdo do vegetal ao meio. Gragas a sua
volatilidade, atuam biologicamente na defesa contra o ataque de predadores, na atracdo de
polinizadores, protecdo contra perda de agua e aumento de temperatura bem como
inibidores de germinac&o dentre outras fungdes (FABROWSKI, 2002; SIMOES et al., 2004).

As denominacdes atribuidas devem-se as suas caracteristicas fisico-quimicas. Como
evaporam quando expostos ao ar em temperatura ambiente, sua principal caracteristica, sdo
denominados Oleos volateis; por apresentarem aroma intenso e agradavel constituindo
verdadeiras “esséncias”, 6leos essenciais; e por serem soluveis em solventes organicos
apolares, como o éter, por exemplo, podem ser chamados de 6leos etéreos (ROBBERS et
al., 1997; VITTI & BRITO, 2003; SIMOES et al., 2004).

As caracteristicas fisicas dos 6leos volateis sdo comuns, apesar de apresentarem
constituicbes quimicas diferentes. S&o geralmente insolUveis, ou muito pouco sollveis em
agua, solubilizando-se em alcool, éter e em muitos solventes orgénicos. Apresentam odores
caracteristicos, alto indice de refracdo e sido opticamente ativos (TYLER et al., 1988;
ROBBERS et al., 1997).

De acordo com a familia a que pertencem as espécies, os elementos volateis podem
estar concentrados em 6rgaos anatdémicos especificos. Os 6leos essenciais localizam-se em
estruturas especiais de secrecdo, como cavidades, canais (bolsas) esquizégenos ou
lisigenos, canais oleiferos, pélos glandulares, células parenquimaticas diferenciadas. Podem
ser estocados nas flores, folhas, casca do caule, madeira, raizes, rizomas, frutos e
sementes, podendo variar na sua composicao de acordo com a localizagdo em uma mesma
espécie (SIANI et al., 2000; FABROWSKI, 2002; SIMOES et al., 2004).
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Além da variagdo de acordo com o 6rgao de localizagdo, outros fatores podem
interferir na composi¢do do dleo essencial de uma mesma espécie vegetal, tais como: a
época de coleta; condi¢des climaticas e de solo, localizagdo geografica; ciclo vegetativo da
espécie e o processo de obtencdo (MOREIRA et al.1980, ROBBERS et al., 1997;
MEJDOUB & KATSIOTIS, 1998; WIRTHENSOHN & SEDGLEY, 1998; SIANI et al., 2000;
SIMOES et al., 2004).

Os processos de obtencao de 6leos essenciais variam conforme a localizagao do
6leo na planta. Os métodos mais comuns sao: enfloragcio; arraste direta por vapor d’agua;
extracdo com solventes organicos; prensagem e extragdo com CO, supercritico
(GUENTHER, 1977; ROBBERS et al., 1997; SIMOES et al., 2004).

A maior parte dos O6leos essenciais consiste na mistura de hidrocarbonetos
(terpenos, sesquiterpenos, entre outros) e de compostos oxigenados (alcoois, ésteres,
éteres, aldeidos, cetonas, lactonas, fendis, éteres fendlicos, entre outros). Quimicamente,
estes compostos derivam de terpendides, originados a partir do acido mevalbnico, ou de
fenilpropandides, provindos do &cido chiquimico (GUENTHER, 1977; SIMOES et al., 2004).

Os compostos terpénicos, cuja origem biossintética deriva de unidades de isopreno
sao os mais freqlientes e os monoterpenos correspondem a aproximadamente 90 % da
composic¢ao. Os diterpenos sao encontrados apenas em O6leos vegetais extraidos com

solventes organicos.

Os monoterpenos podem ser divididos em trés subgrupos: aciclicos (mirceno, linalol,
geraniol), monociclicos (alfa-terpineol e terpinoleno) e biciclicos (alfa-pineno, tujona, canfora,
fenchona). Em cada um desses subgrupos, classificam-se ainda: hidrocarbonetos
insaturados (limoneno), alcoois (mentol), aldeidos ou cetonas (mentona, carvona), lactonas
(monoterpenos lactbnicos, ex. nepelactona) e tropolonas (gama-tujaplicina). As variacoes
estruturais dos sesquiterpenos podem ser: aciclicos (farnesol, nerolidol), monociclicos (acido
abscisico) ou biciclicos (gama-bisaboleno, beta-selineno, cariofileno) ou lactonas
sesquiterpénicas. Em cada um desses subgrupos, classificam-se inUmeras substancias. O
numero de compostos terpénicos conhecidos ultrapassa a 8000 e estima-se um numero

superior a 150 monoterpenos e 1000 sesquiterpenos (SIMOES et al., 2004).

Os oleos essenciais sdo empregados para diversas finalidades: como medicinais,
devido a algumas propriedades terapéuticas, na industria de alimentos (condimentos e
aromatizantes de alimentos e bebidas), perfumes e cosméticos, bem como na fabricagao de
produtos de limpeza. Apesar de apresentar varias caracteristicas benéficas, ndo podem ser

descartados os efeitos toxicos acarretados por estas substancias, que podem acarretar
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desde uma simples reacao cutinea a efeitos convulsivantes e psicotrépicos (ROBBERS et
al., 1997; FABROWSKI, 2002; SIMOES et al., 2004).

2.4.1 Anédlise dos 0leos essenciais

Os oleos essenciais sao as misturas naturais muito complexas que podem conter
aproximadamente de 20 a 60 componentes em concentragcdes completamente diferentes.
Porém sao caracterizados por dois ou trés componentes principais que geralmente
apresentam concentragdes razoavelmente elevadas (20-70%) comparadas a outras os
componentes atuais em quantidades de tragco. Por exemplo, o carvacrol (30%) e o timol
(27%) s@o os componentes majoritarios do 6leo essencial de Origanum compactum, o linalol
(68%) do oleo essencial de Coriandrum sativum, o mentol (59%) e a mentona (19%) do 6leo
essencial de Mentha piperita. Geralmente, estes componentes principais determinam as
propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais (BAKKALI et al., 2008).

De forma geral os componentes estdo divididos em dois grupos distintos de acordo
com sua origem biossintética. O principal grupo é composto pelos terpenos e terpendides e
o outro de constituintes aromaticos e alifaticos, caracterizado pelo baixo peso molecular
(PICHERSKY et al., 2006).

A separacao e a identificacdo dos componentes que normalmente formam os 6leos
essenciais oferecem algumas dificuldades, por causa da existéncia de diversos compostos
isoméricos e da instabilidade apresentada por certos terpenos (RUDLOFF & KELLER
,1974). De acordo com Collins (1997), a separagédo e identificagdo do o6leo essencial
requerem técnicas e instrumentos apropriados.

A cromatografia em fase gasosa (CG) é o método de escolha que separa e quantifica
componentes dos 6leos essenciais. Como os 6leos sao suficientemente volateis, a amostra
€ somente solubilizada em solventes, antes de ser injetada no cromatdgrafo. Com o objetivo
de seguranca na identificacdo dos picos individuais e controlar a pureza de um pico
cromatografico, € recomendavel analisar qualquer 6leo volatil também por cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (WATERMAN, 1993). Este método
permite a separacdo dos componentes e fornece, ainda, o espectro de massas de cada
composto. O espectro de massas geralmente indica a massa molecular e o padrdo de
fragmentacdo. A massa molecular informa sobre a classe da substancia. O padrdo de
fragmentacdo pode ser comparado com aqueles constantes do banco de dados de
espectros de massas, que, normalmente, é instalado no computador (SIMOES & SPITZER,
2004).

A identificacdo dos compostos pode ser realizada por meio da comparacgéo do tempo

de retencdo relativo a amostra com padrées. Para que essa identificacdo fosse
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independente de variagdes do tempo de retencéo, sob condi¢cdes diferentes de medida, foi
introduzido o indice de Kovat's, que relaciona o tempo de retencdo dos compostos ao tempo
de retengdo de uma série de hidrocarbonetos homélogos (SIMOES & SPITZER, 2004).

2.4.2 Atividades bioldgicas dos Gleos essenciais

Desde a idade média os 6leos essenciais vém sendo empregados pelos arabes
principalmente, pelas propriedades anti-sépticas desde entdo ja conhecidas. Portanto, eram
bastante utilizados em processos de embasamento, preservacédo de alimentos e como
antimicrobiano, analgésico, sedativo, antiinflamatério, espasmolitico e como anestésicos
locais. Estas propriedades relatadas ha tanto tempo estdo sendo confirmadas através de
estudos e muitos mecanismos de acado se encontram bem esclarecidos, principalmente para
a atividade antimicrobiana (BAKKALI et al., 2008).

Atualmente, sdo conhecidos aproximadamente 3000 o&leos essenciais, destes
aproximadamente 300 sao comercialmente importantes em especial para as industrias
farmacéuticas, agronémicas, alimenticias, sanitarias, cosméticas e de perfumes e muitos
constituintes podem ser empregados para diversas finalidades. Limoneno, geranil acetato e
d-carvona sao empregados em perfumes, como aditivos de sabor em alimentos, fragrancias
em produtos de limpeza e como solventes industriais. Além disso, os 6leos essenciais
parecem exibir as propriedades medicinais especificas atuando em disfuncdes locais e até
mesmo sistémicas (SILVA et al., 2003; HAJHASHEMI et al., 2003; PERRY et al., 2003).

Efeitos citotdxicos sao observados in vitro contra bactérias patogénicas tanto Gram-
positivas quanto Gram-negativas (BURT, 2004; ROTA et al., 2004; Sl et al., 2006), no DNA
e RNA viral (JASSIM & NAJI, 2003; REICHLING et al., 2005), em fungos (PITAROKILI et al.,
2003; KOSALEC et al., 2005), incluindo leveduras (DUARTE et al., 2005; PAULI, 2006).

Devido o grande numero de constituintes, os 6leos essenciais parecem nao ter
nenhum alvo celular especifico (CARSON et al., 2002). Como lipidios tipicos atravessam a
membrana citoplasmatica, desorganizam a estrutura dos polissacarideos da camada, dos
acidos graxos e dos fosfolipidios, atravessando-os. A propriedade citotdxica parece incluir
tais danos na membrana. Nas bactérias a permeabilizacdo das membranas esta associada
com a perda dos ions e a reducao do potencial da membrana, gerando colapso da bomba
de prétons e posteriormente a deficiéncia de energia (DI PASQUA et al., 2006; TURINA et
al., 2006). Os danos na membrana celular podem conduzir ao extravasamento de
macromoléculas acarretando a morte celular (OUSSALAH et al., 2006).

Esse efeito parece estar relacionado com o estado de desenvolvimento celular. Em
estado de divisdo, as células sdao mais sensiveis provavelmente pelo fato dos 6leos

essenciais atingirem com maior facilidade os sitios-alvo e em geral a atividade citotdxica é
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maior na presenga de fendis, aldeidos e alcoois (BRUNI et al., 2003; SACCHETTI et al.,
2005).

Em células eucariontes, os 6leos essenciais podem provocar a despolarizacdo da
membrana mitocondrial por reduzir o potencial de membrana, afetando o transporte i6nico
de célcio reduzindo o gradiente ibnico em outros canais, afetando o pH e assim como nas
bactérias a bomba de prétons fica comprometida e conseqlientemente a taxa de ATP.
Mudam a fluidez da membrana, que se tornam anormalmente permeaveis permitindo o
extravasamento dos radicais do citocromo C, dos ions de calcio e das proteinas assim como
no estresse oxidativo e falha energética. O atravessamento de outras membranas internas
como a da mitocdndria gera a morte celular por apoptose e necrose (YOON et al., 2000;
ARMSTRONG, 2006).

Recentemente estudos estdo demonstrando o potencial antimutagénico dos 6leos
essenciais 0 que pode estar relacionado a inibigdo da penetragdo de agentes mutagénicos
nas células (SHANKEL et al.,, 1993), inativacdo direta atuando como antioxidantes,
capturando radicais livres ou ativagdo enzimatica de células antioxidantes (IPEK et al.,
2005), inibicdo do metabolismo de conversao de substancias pro-mutagénicas em
mutagénicas pelo citocromo P450 (GOMES-CARNEIRO et al., 2005) dentre outros.

Tanto os o6leos essenciais como seus constituintes isolados tém apresentado
atividade supressora frente a diversos tipos de cancer, dentre eles cancer de célon, gastrico,
mamario, tumores pulmonares, leucemia (DE ANGELIS, 2001).

Atuam na prevengdo da arteriosclerose e trombose (BALLABENIA et al., 2004;
BARTER, 2005), como antioxidantes (KULISIC et al., 2004), antidiabético (TALPUR et al.
2005), antiinflamatdério (CALIXTO et al., 2004; VEIGA JUNIOR et al., 2007) promotores de
absorcdo de farmacos (WILLIAMS & BARRY, 2004) e todas estas propriedades variam
conforme a constituicdo quimica dos 6leos essenciais (EDRIS, 2007).

Diante o grande interesse por produtos naturais, principalmente para os 6leos
essenciais, torna-se de fundamental importancia a compreensao de seu mecanismo de agao
em sistemas biolégicos para que se consigam novas aplicagdes tanto na area farmacéutica,
alimenticia e na agricultura. Alguns destes o6leos podem atuar como alternativa ou
complementar as substancias sintéticas, sem apresentar muitas vezes os mesmos efeitos
adversos (CARSON & RILEY, 2003).

2.5 FLAVONOIDES

Os flavonoides sao substancias polifendlicas amplamente encontradas na natureza,
em frutas, folhas, flores, raizes, madeiras, cascas, pdlen, néctar, sementes e graos
(HARBONE, 1996). Estruturalmente, os flavondides s&o substancias aromaticas com 15

atomos de carbono (C15) no seu esqueleto basico, sendo compostos fendlicos C6-C3-C6,
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onde os dois anéis C6 sao necessariamente aromaticos (anéis A e B) e conectados por uma
ponte de trés carbonos que geralmente contém um atomo de oxigénio (anel C) (LOPES et
al., 2000). Com excegao das chalconas, todos os flavondides possuem um anel piranico
(com heteroatomo de oxigénio). De acordo com as caracteristicas quimicas e biossintéticas,
os flavondides sao classificados em: flavonas, flavondis, diidroflavondides (flavanonas e
flavanondis), antocianidinas, isoflavondides, auronas, neoflavonoides, biflavondides,
catequinas e seus precursores metabdlicos conhecidos como chalconas e podem ocorrer
como agliconas, glicosilados e como derivados metilados (HAVSTEEN, 1983).

As estruturas quimicas dos flavondides podem variar de acordo com o processo de
substituicdo dos grupos funcionais existentes nos anéis, os quais incluem a hidrogenacao,
hidroxilagdo, metilagao, sulfatacdo e glicosilagdo (COOK & SAMMAN, 1996; DI CARLO et
al., 1999; HARBONE & WILLIAMS, 2000; ZUANAZZI, 2004). A figura 6 apresenta a

estrutura geral dos flavonoides.

Figura 6. Estrutura geral dos flavonoides (HARBONE, 1996).

Muitos flavondides sdo encontrados na natureza na forma glicosilada (agenina ou
glicona) e na forma de aglicona (sem associagao a um agucar). Quando se apresentam na
forma (glicosilada, esses agucares podem ser D-glucose, L-raminose, arabinose,
glucoramnose, galactose, entre outros.

Os flavonoides, por serem pigmentos presentes em todas as células
fotossintetizadoras, sdo encontrados em ervas, legumes, frutas, mel dentre outros produtos
de consumo cotidiano (HAVSTEEN, 1983; LOPES et al., 2000; HAVSTEEN, 2002).

Apesar do termo flavonoide derivar do latim flavus, que significa amarelo, observa-se
que o grupo flavanona (ex. pinocembrina) é incolor e que a classe das antocianinas
possuem substancias que variam no seu espectro de coloracao do verde ao azul (LOPES et
al., 2000).
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2.5.1 Analise de flavondides

Os flavonodides possuem espectros de absorcdo caracteristicos no ultravioleta,
determinados pelo nucleo comum benzopirona, com dois maximos de absor¢do: um
ocorrendo entre 240-285 nm (banda Il) e outro entre 300-400 nm (banda |). Em geral, a
banda Il pode ser considerada como devido a existéncia do anel A e a banda | devido ao
anel B e as diferentes classes dos flavondides possuem bandas de absorg¢ao caracteristicas.

A concentracao de flavonoides totais pode ser determinada pela complexagdo dos
flavondides com o cation aluminio, formando complexos estaveis entre o cation aluminio
com os flavondides em meio metandlico (figura 7). A formagao do complexo entre o aluminio
e flavondide em metanol promove um desvio para maiores comprimentos de onda (efeito
batocrdmico) e uma intensificacdo da absor¢cdo na analise espectrofotométrica como

descrito na tabela 2.

Figura 7. Formacao do complexo flavonoide-aluminio, em solugcdo metandlica de cloreto de
aluminio (MARCUCCI et al., 2001).

Tabela 2. Deslocamento no comprimento de onda dos compostos flavonoidicos provocado

pela complexag¢ao com cloreto de aluminio (MARCUCCI et al., 2001)

e Banda | Banda I Deslocamento provocado por
Classe de flavondide {nm) {nm) complexacio coﬁl AlCKE (nm j.F‘]'*

Flavonas 310-350 2680-280 +35-—585°
Flavonbis (3-OH substuido)  330-380 260-280 +A80-60"
Flavonois (sem 3-0H) 350-385 250-260 +35-55~
Isoflavonas 310-330 245-27%  +10-14

ombro
Isoflavonas (5-desoxi- 320 pico 275205 +11-30
G.7-dioxigenadas)
Flavanonas e 300-330 230-270 +20-26"
diidroflavondis ombro
Chalconas 340-390 230-270 +4B8-g54+
Auronas 4G5-560 270-280 +40*

+60-70~
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Dessa maneira, é possivel determinar a quantidade de flavondides, evitando-se a
interferéncia de outras substancias fenolicas, principalmente os acidos fendlicos, que
invariavelmente acompanham os flavondides nos tecidos vegetais. A leitura é feita em
espectrofotdbmetro a 415 nm, utilizando-se cloreto de aluminio a 2 % em metanol. Em 425
nm, os acidos fendlicos e outras substancias fendlicas ndo absorvem em presenca de AlCl;,
por isso nao ha interferéncia destas substancias no doseamento de flavondides
(MARCUCCI et al., 2001).

2.5.2 Atividades bioldgicas dos flavonodides

Estudos demonstraram que, independente de estarem vinculados ou n&o a agucares,
os flavondides tém se mostrado ativos em diversos processos patolégicos como referido
para rutina e quercetina (COOK & SAMMAN, 1996; DI CARLO et al., 1999). O tipo de
atividade farmacologica apresentada pelos flavondides vai ser definido por sua estrutura
quimica e pelos grupos funcionais ligados a sua estrutura principal.

Os flavondides sdo responsaveis por fungdes biolégicas que garantem o equilibrio
ecologico, como protecdo contra a radiacdo ultravioleta, regulacdo do crescimento e
desenvolvimento normal das plantas, defesa contra fungos, bactérias e virus, além de serem
responsaveis pela coloragao das pétalas das flores, quelarem metais toxicos e reduzirem os
agentes oxidativos lesivos a prépria planta. Estdo ainda envolvidos no processo de
transferéncia de energia, morfogénese, determinagdo do sexo das plantas, respiragdo e
fotossintese da maioria das plantas (COOK & SAMMAN, 1996; DI CARLO et al., 1999;
HARBONE; WILLIAM, 2000; ZUANAZZI, 2004).

Nos ultimos anos, os flavondides tém tido um crescente interesse por parte da
industria quimica, farmacéutica e alimenticia. Sdo capazes de modular a atividade das
enzimas e afetar o comportamento de muitos sistemas celulares, sugerindo que esses
compostos  possuem  atividades hepatoprotetora, antialérgica, antiinflamatoria,
antiosteopordtica, antitumoral, analgésica, antianginosa, antiaterogénica, antidiabética,
antidiarréica e protetora vascular. Uma vez absorvidos, influenciam muitas funcbes
biolégicas incluindo sintese de proteinas, proliferagao, diferenciacao celular e angiogénese,
trazendo beneficios em muitas patologias (HALLIWELL et al.,, 1995; MILLER, 1996; DI
CARLO et al., 1999).

Alguns estudos mostram que os flavonoides sdo absorvidos pelo trato gastrintestinal
apo6s administragao oral. No entanto, existem relatos que afirmam que estes compostos sao
pouco absorvidos, podendo alcancar ou ndao, em pequenas concentragdes, a circulagao
sistémica (COOK & SAMMAN, 1996; HARBONE & WILLIAM, 2000).

Acredita-se que os efeitos benéficos dos flavondides estejam, em parte, associados

a sua atividade antioxidante. O processo antioxidante inclui: sequestro de radicais livres

45




Reviséo Bibliografica

para prevenir a sua propagagao, hidrdlise enzimatica da ligacao éster para remover acidos
graxos peroxidados de lipideos, sequestro de ions metalicos de transicao e redugédo de
enzimas catalisadoras de peréxidos (ANDREOLI, 2000). Os antioxidantes inibem a
peroxidagcao lipidica e outros processos mediados por radicais livres e, dessa forma,
protegem o organismo de doengas atribuidas a formacao destes radicais.

Varias substancias tém sido sugeridas como antioxidantes a exemplo dos
flavondides (catequina e rutina), taninos, cumarinas, xantinas e, mais recentemente,
procianidina por apresentarem propriedade sequestradora de radicais livres de uma maneira
dose-dependente, tornando-se viaveis como agentes terapéuticos promissores nas
patologias envolvidas com os radicais livres (CZINNER et al.,, 2001) como asma, cancer,
doencgas cardiovasculares, cataratas, diabetes, doencas inflamatérias gastrintestinais e
doencas no figado (MILLER, 1996).

2.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A histéria do desenvolvimento e uso de substancias antimicrobianas na pratica
médica antecedeu a descoberta de espécies microbianas, uma vez que Hipdcrates (460-337
a.C.) recomendava a lavagem de ferimentos com vinho para impedir o processo infeccioso.
Documentos datados de 2.500 a 3.000 anos atrds, mostram que alguns povos como 0s
chineses e indianos, ainda primitivos, utilizavam mofo, papa de soja e produtos correlatos
para o tratamento de lesdes infectadas e processos inflamatérios (SANCHES, 2004).

Atualmente os farmacos usados no tratamento de doencas infecciosas séao
denominados agentes antimicrobianos. Este termo teve inicio com a descoberta da
penicilina por Fleming em 1929, primeiro antibiético a ser produzido em escala industrial.

O termo antibidtico pode ser definido amplamente como substancia biossintetizada
por um ser vivo com capacidade de inibir microrganismos e/ou bloquear o crescimento e
replicacdo celulares, em concentracdes relativamente pequenas. Do mesmo modo, a
denominagao quimioterapico caracteriza o tratamento de doengas por meio de substancias
quimicas obtidas sinteticamente. Portanto, o que diferencia os dois termos acima citados,
utilizados muitas vezes como sindnimos, é a origem dos mesmos (SILVA, 1998).

Segundo Lima (2001) as substancias antimicrobianas ou antibiéticas representam
talvez o maior avango da farmacoterapia nas ultimas cinco décadas ou mais, com
progressos sem limites dentro da terapéutica medicamentosa. O referido grupo de
medicamentos apresenta, de forma acentuada efeitos sobre espécies microbianas
patogénicas e oportunistas, responsaveis pelas mais variadas patologias que provocam a
incapacidade prolongada ou 6bito de seres humanos. Os antimicrobianos constituem um
grupo especial de agentes terapéuticos, geralmente produzidos e obtidos a partir de

organismos vivos. Devem ser substancias que, em pequenas concentragdes, apresentem
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atividade letal ou inibitéria contra as espécies microbianas, prevenindo o desenvolvimento
de microrganismos resistentes, com minimos efeitos indesejaveis ao hospedeiro,
estabilidade quimica, dentre outros.

Os mecanismos de agado dos agentes antimicrobianos incluem os principais pontos:
inibicdo da sintese do peptideoglicano da parede celular bacteriana; lesao da membrana
citoplasmatica, interferindo nas fungdes desta; interferéncia na sintese de acido nucléico e
proteinas quer seja na interferéncia da sintese e replicagido de DNA, ou na inibicdo da RNA-
polimerase dependente de DNA; e inibicdo competitiva da sintese de metabdlitos essenciais
(PELCZAR et al., 1996; KONEMAN et al., 1997; SILVA, 1998; TORTORA et al., 2001).

Desde o principio das civilizagcbes, os vegetais tém sido utilizados ndao sé como fonte
alimenticia, como também medicamentosa. As diversas enfermidades tém sido tratadas com
chas, garrafadas, sucos, tinturas, banhos, cataplasmas e unglentos, preparados a partir de
partes de plantas. A referida conduta terapéutica remonta, principalmente, aos antigos
povos da China, Egito, Asia e Roma, onde eruditos, com base em seus conhecimentos
classificaram numerosas espécies vegetais, com a respectiva indicagdo do uso medicinal.
Embora a presenca de substancias antimicrobianas nos vegetais superiores ndo seja um
fato recente, a busca das mesmas teve grande impulso apds a descoberta da penicilina
(LIMA, 2001).

As espécies vegetais desenvolveram ao longo de sua evolugdo, mecanismos de
defesa interagindo com o meio ambiente. As substancias quimicas produzidas sao
empregadas em consequéncia da ativagao de rotas especificas do metabolismo secundario
e constituem a maioria dos principios ativos, por exemplo, 6leos essenciais, alcalbides,
taninos e flavonodides, entre outras (COWAN, 1999).

Diante da multipla resisténcia urge a descoberta de novos compostos capazes de
contornar os mecanismos de resisténcia desenvolvidos, ou mesmo atuar através de
mecanismos de acdo distintos aos farmacos disponiveis. Portanto a atividade

antimicrobiana € um item relevante na caracterizagéo de extratos vegetais.

2.6.1 Métodos para avaliagdo da atividade antimicrobiana

Os ensaios para verificacdo da atividade antimicrobiana in vitro seguem diferentes
técnicas e métodos.

Métodos de difusdo em agar: a substancia pesquisada é colocada em um
reservatorio, podendo este ser disco de papel, cavidade no meio de cultura ou cilindro sobre
a superficie, em contato com meio de cultura sélido previamente inoculado com o
microrganismo teste. A leitura é realizada apds o periodo de incubagdo, medindo-se o
didmetro do halo de inibicdo de crescimento microbiano formado (ISENBERG, 1992;
KONEMAN et al., 1997).
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Métodos de diluicao: uma quantidade de amostra é dissolvida homogeneamente em
um meio sélido ou liquido. Sao feitas diluicbes da amostra original, inoculando-se o
microrganismo teste. A leitura é realizada apds o periodo de incubacado considerando a
primeira diluicho em que nao se observa turvagdo. Através deste método pode-se
determinar a concentracao inibitéria minima (CIM), ou seja, a menor concentragdo capaz de
inibir o crescimento microbiano (COWAN, 1999; ELLOF, 1998).

Métodos de bioautografia: a amostra complexa é eluida em cromatografia em
camada delgada e posteriormente imersa em um meio de cultura sélido fundido previamente
inoculado com o microrganismo teste. Apos o periodo de incubagéao verifica-se a formagéao
do halo de inibicdo no composto com atividade antimicrobiana presente na amostra (SOUZA
et al., 2003).

Os microrganismos testados sao preferencialmente cepas padronizadas, podendo
ser utilizados microrganismos isolados de materiais bioldgicos. Geralmente séao
selecionados géneros e espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e fungos
(JANSSEN, 1989; SOUZA et al., 2003).

2.7 ATIVIDADE IMUNOLOGICA

O sistema imunoldgico evoluiu nos vertebrados com o objetivo de protegé-los de
microrganismos invasores e do cancer. A resposta imune € mediada por uma variedade de
células e moléculas soluveis que estas células secretam capazes de reconhecer
especificamente e eliminar uma variedade aparentemente ilimitada de agentes invasores
(GOLDSBY et al.,, 2000). Os principais componentes do sistema imunolégico sdo os
leucdcitos que podem ser classificados em dois grupos funcionais: os fagocitos (mastécitos,
monocitos/ macrofagos, neutrédfilos e basofilos) e os linfocitos (células T e B). Outro
componente celular fundamental para o sistema imunoldgico é a célula “natural killer’ (NK)
(STITES et al., 1997).

Entre essas células, destacam-se os macréfagos, células que participam de
diferentes processos no organismo, como remodelagem tecidual durante a embriogénese,
reparacdo de ferimentos, remocdo de células velhas e danificadas, hematopoiese e
homeostase. Os macréfagos se originam na medula éssea, atingem a circulagdo como
mondcitos e finalmente se tornam macréfagos maduros, virtualmente espalhados por todos
os tecidos e coletivamente inseridos no “sistema fagocitico mononuclear”. Funcionam como
células apresentadoras de antigenos (APC), além de controlarem a proliferacdo e
diferenciacdo de linfocitos através da sintese de mediadores quimicos (KLIMP et al., 2002).

Portanto pode ser considerado um dos principais componentes do sistema

imunolégico por serem as primeiras células a serem ativadas para participar de uma
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resposta imunoldgica propriamente dita quando o organismo é exposto a fatores exdgenos,
em uma inflamagdo aguda ou crbénica como traumas teciduais, infecgbes, desordens
autoimunes e cancer através da secreg¢do de quimiocinas e citocinas (ERWIG et al., 1998;
EBERHARDET, 2001).

Os macrofagos podem desempenhar um papel indireto nas atividades
antimicrobianas e antitumorais mediante secreg¢do de citocinas ou pelo processamento e
apresentagdo de antigenos e assim ajustar o sistema imunoldgico ou ainda acompanhar
este processo de maneira direta, através da liberacdo de produtos tais como radicais de
oxigénio e nitrogénio e fator de necrose tumoral, que sao prejudiciais aos microrganismos e
células tumorais, dependendo da concentracao liberada (EBERHARDET, 2001; JANEWAY,
2006).

Diante de determinados estimulos, os macréfagos sofrem um processo de ativagao,
caracterizado por um aumento do seu metabolismo, motilidade e atividade fagocitica,
secretando mais de cem produtos, dentre enzimas, componentes do complemento, fatores
de coagulacao, espécies reativas de oxigénio e citocinas (PARSLOW & BAINTON, 2000).

Os macrofagos respondem a um grande espectro de estimulos enddgenos e
exdégenos, sendo em particular o LPS (lipopolissacarideo). O lipopolissacarideo (LPS), um
produto das bactérias Gram-negativas é capaz de influenciar muitos aspectos da fisiologia
dos macrofagos induzindo um aumento do consumo de glicose e oxigénio promovendo a
morte de microrganismos e células tumorais. Os macrofagos sdo capazes de reconhecer
LPS no ambiente e em muitos casos apenas um pg/mL é capaz de produzir uma resposta
mensuravel, portanto € um dos mais potentes estimuladores de macréfagos (ZWILLING &
EISENSTEIN, 1994).

Dentre os efeitos provocados pelo LPS, tém-se o aumento na produgao de citocinas
como fator de necrose tumoral (TNF), interferon-y (IFN-y), interleucina-1 (IL-1), expressao da
enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iINOS), secrecdo de o6xido nitrico (NO), anion
superoxido (0O2e-), peréxido de hidrogénio (H.O), além de regularem a expressdo de
moléculas de adesao na superficie dos macrofagos (KLIMP et al., 2002; DAVID et al., 2006).

As espécies reativas de oxigénio (EROs), como o radical anion superoéxido (O,"),
peréxido de hidrogénio (H>O,) e o ion hidroxila (OH"), sdo importantes na destruicdo de
microrganismos invasores e células cancerigenas. Durante a fagocitose, ha um aumento no
consumo de oxigénio pelos neutréfilos. Neste fendbmeno, conhecido como explosao
respiratoria, o O, é produzido pela reducdo de um elétron do O,, promovida pela
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), o doador especifico de elétrons. Uma
porcao significativa do O, produzido é liberada para o meio extracelular, onde ocorre uma
dismutacéo espontanea que resulta na formagao do H,O, (HALLIWELL, 1987; DAVID et al.,
2006).
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A geracao fisioldgica de espécies reativas de oxigénio (ERO) esta relacionada com
diversas respostas fisiolégicas, como processos imunologicos antimicrobianos, antitumorais
e antivirais. Dentre as espécies reativas de oxigénio destacam-se o peréxido de hidrogénio
(H20,) e o 6xido nitrico (NO). Existe, porém, um ténue limite de concentragao tissular entre a
nao toxicidade as células do hospedeiro e a toxicidade necessaria para a acao contra
agentes invasores (FLORA FILHO & ZILBERSTEIN, 2000).

A geragao de H,O, é um processo natural, resultante de varias reagbes especificas
essenciais a atividade celular. Entretanto, a liberacao de quantidades significativas de H,O,
pode induzir diversos efeitos citotdéxicos como a quebra da fita de DNA e/ou perturbacao no
citoesqueleto da membrana gracas a sua facilidade em atravessar membranas celulares
independendo de canais anidnicos (HALLIWELL et al., 2000; FORMAN & TORRES, 2002).

Devido ao fato da célula possuir metais de transigdo, ocorre geragdo do radical HO’

em seu interior (HUSAIN et al., 1987), conforme ilustrado na equagao abaixo:
M™ + H,0, — M"™" + HO" + HO-

Em nosso organismo, os metais de transicdo mais importantes para a ocorréncia
dessa reacao sao Cu' e Fe?*. O radical hidroxila causa danos ao DNA, RNA, as proteinas,
lipidios e membranas celulares do nucleo e mitocondrial. No DNA ele ataca tanto as bases
nitrogenadas quanto a desoxirribose. O ataque ao agucar pode ser realizado por abstragédo
de um dos atomos de hidrogénio e quase sempre leva a ruptura da cadeia de DNA
(HALLIWEEL, 2000).

Os ataques aos aminoacidos que compdem as proteinas podem gerar danos como
clivagens de ligagbes com ou sem geracao de fragmentos e ligagbdes cruzadas, o que pode
ter como consequéncia perda de atividade enzimatica, dificuldades no transporte ativo
através das membranas celulares, citdlise e morte celular (BERGER et al., 1999). Podem
produzir danos nas células por ataque aos lipidios de membrana (DAVID et al., 2006).

O o6xido nitrico (NO) em seu estado puro, sob condigdes normais de temperatura e
pressdo € um gas. Sua solubilidade é moderada em agua, sendo muito mais solivel em
solventes apolares, desta forma, quando presente em sistemas bioldgicos, o NO tende a se
concentrar em ambientes lipofilicos, como membranas e dominios hidrofébicos de proteinas
(KERWIN et al., 1995).

Por ser uma molécula neutra com 11 elétrons na camada de valéncia, possui um
elétron ndo-emparelhado e esse seu carater radicalar Ihe confere uma alta reatividade
(meia-vida de 5 a 10 s in vitro. Formado pela oxidagdo do atomo de nitrogénio do
aminoacido L-arginina pela enzima Oxido nitrico sintase (NOS) dando origem ao nitrito
(NO,). Esta reagao provavelmente ocorre em duas etapas, ambos os passos requerem

oxigénio molecular (O,) e fosfato de nicotinamida-adenina dinucleotideo (NADPH) como co-
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substrato, além de tetraidrobiopterina (BH,), flavina-adenina dinucleotideo (FAD), flavina
mononucleotideo (FMN) e ferroprotoporfirina IX (heme) como cofatores (MARLETTA &
PUFAHL, 1993), como ilustrado na figura 8.
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Figura 8. Oxidagdo da L-arginina a L-citrulina catalisada pela NOS (MARLETTA &
PUFAHL, 1993).

Em termos estruturais e funcionais, a familia da NOS compreende trés isoenzimas
distintas, as isoformas endotelial (eNOS ou NOS-IIl) e neuronal (nNOS ou NOS-I, e uma
isoforma induzivel (iNOS ou NOS-II), que foram descritas baseadas nos trés diferentes
genes que as originam, na localizagdo e na sensibilidade a estimulagdo pelo calcio
(KIECHLE & MALINSKI, 1993).

A cNOS é capaz de produzir pequenas quantidades de NO, nano ou picomols, e sua
ativacdo depende da interagcdo com a calmodulina, que é controlada pelos niveis de Ca*
(MONCADA, 1991; KUO & SCHROEDER, 1995). Em macrofagos, a iNOS é independente
de Ca* e sua atividade é induzida por citocinas, como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a), a interleucina — 1 (IL-1) e o interferon-gama (INF-y), além de estimulos microbianos,
como o LPS (KUO & SCHROEDER, 1995; SCHINDLER & BOGDAN, 2001). A iNOS requer
algumas horas para ser expressa, mas uma vez sintetizada, libera quantidades maiores de
NO que a constitutiva (cNOS) e a produgdo deste mediador continua indefinidamente até
que a L-arginina ou os co-fatores necessérios para sua sintese sejam depletados ou até a
morte celular (DUSTING & MACDONALD, 1995).

Existem fortes evidéncias de que existem diferencas significativas entre as isoformas
da NOS, o que sugere, pelo menos em principio, que & possivel a inibicdo seletiva de uma
determinada isoforma em detrimento das outras (STUEHR & GRIFFITH, 1992). Do ponto de
vista terapéutico, a inibicdo seletiva de uma das isoformas da NOS ¢é extremamente

desejavel.
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A importancia fisiolégica do NO deve-se ao fato de poder atuar como um importante
segundo-mensageiro, ativando ou inibindo diversas moléculas-alvo envolvidas em
processos tao diversos quanto regulagao do tdnus vascular, controle imunolégico da relagéo
patégeno-hospedeiro e neurotransmissao. Diferentemente de outros mensageiros quimicos,
o NO nao depende de sua “topologia” estrutural para se ligar a um receptor ou enzima, mas
sim de sua reatividade redox. Ademais, o NO nao é armazenado in vivo como outros
neurotransmissores, mas sintetizado sobre demanda, difundindo-se rapidamente até seu
sitio de agdo (CORREIA et al., 2005).

Na area cardiovascular, por exemplo, o NO liberado pelas células endoteliais é
responsavel pelo relaxamento do musculo liso adjacente, assim como pela inibicdo da
adesdo e agregacgao plaquetaria, através da ativacdo da enzima guanilato ciclase soluvel
(sGC) (CORREIA et al., 2005).

No sistema nervoso central (SNC) e periférico, a fungao do 6xido nitrico ainda nao
estd muito bem elucidada. Além do NO atuar como neurotransmissor, ele media a
“plasticidade” sinaptica (SHIBUKI, 1993) (capacidade de modulacdo e adaptagdo das
sinapses para transmissdo do impulso nervoso) e facilta a liberagcdo de outros
neurotransmissores e horménios (DAWSON, 1994).

Por outro lado, no sistema imunolégico, o 6xido nitrico é produzido em quantidades
significativas durante a resposta inflamatéria por macréfagos e outras células do sistema
imune, que expressam a isoforma induzivel (ou tipo Il) da NO sintase (NOS). O NO gerado
nestas circunstancias ocasiona “danos oxidativos” letais as células-alvo, tais como células
cancerosas ou bactérias. O NO “ataca” as metalo-proteinas contendo cobre e ferro,
liberando seus ions metalicos e ocasionando a formagao de radicais hidroxila e oxigénio
molecular, que possuem elevado potencial oxidante (CORREIA et al., 2005), como ilustrado

na figura 9.
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Figura 9. Representagdo esquematica da acdo do Oxido nitrico no sistema imune
(CORREIA et al., 2005).
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O 6xido nitrico NO« nao é suficientemente reativo para atacar o DNA diretamente,
mas pode reagir com o radical anion superoxido O,”, produzido pelos fagdcitos, gerando
peroxinitrito. Esse ultimo, por sua vez, pode sofrer reagdes secundarias formando agentes
capazes de nitrar aminoacidos aromaticos, a exemplo da tirosina gerando nitrotirosina e as
bases do DNA, em particular a guanina (ACHIKE & KWAN, 2003).

As espécies reativas de oxigénio podem lesar o tecido do hospedeiro especialmente
na vizinhanga do sitio inflamatério. Tem-se relatado seu envolvimento em danos a tecidos
associados com doencgas inflamatérias incluindo a artrite reumatéide, aterosclerose,
catarata, diabetes mellitus, cancer, dentre outras (BERGENDI et al., 1999; KARPUZOGLU &
AHMED, 2006).

O crescimento tumoral associado com a inflamagdo é dependente da ativagao
endotelial e da infiltragcdo de leucécitos induzidos pelas citocinas geradas pelo endotélio
ativado. Constatou-se que a inflamacao influencia no desenvolvimento do cancer, visto que
a enzima oxido nitrico sintase (NOS) é induzida por citocinas inflamatérias a produzir o 6xido
nitrico, mediador essencial na resposta imune (HUSSAIN et al., 2004).

Citocinas s&o glicoproteinas de baixo peso molecular que sdo sintetizadas e
secretadas especialmente por fagécitos mononucleares e linfocitos T ativados apds diversos
estimulos tais como células tumorais, agentes infecciosos, etc. Elas agem em diferentes
células-alvo adjacentes (pleiotropismo) geralmente de maneira aditiva, sinérgica ou
antagOnica (HEINRICH et al., 1998).

Dentre as citocinas envolvidas na resposta imunoldgica, a interleucina-1 (IL-1) e fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-a) sdo as primeiras a serem secretadas, determinando a
adesao ao endotélio e a migragédo trans-endotelial dos leucécitos (NATH et al., 2006). O
TNF-a estimula um amplo espectro de respostas celulares, incluindo a ativagdo e migragéo
de linfocitos e leucécitos, febre, resposta de fase aguda, proliferagao celular, diferenciagao e
apoptose (PALLADINO et al., 2003).

O Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) € uma citocina multifuncional, que possui
funcgdes centrais na inflamacdo aguda ou crbnica, na resposta antitumoral (induzindo a
morte apoptdtica) e nas infecgdes (PALLADINO et al., 2003). A apoptose é promovida pela
ativacdo da cascata da cascata apoptética via caspases (CHANG & YANG, 2000) e as
respostas inflamatérias agudas e crbnicas pela ativagdo de dois importantes fatores de
transcricdo, AP-1 e NF-kB que por sua vez induzem genes responsaveis pela inflamagao
(PARHAM, 2001; GIBSON, 2004; METHE et al., 2004).

Além disso, o TNF age sobre a musculatura lisa vascular, promovendo o relaxamento
do ténus celular, além de também estar envolvido na producdo de substancias
vasodilatadoras enddgenas, como o préprio NO, por indugcdo da enzima o6xido nitrico
sintetase (MARQUES, 2002).
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Atualmente, ensaios de liberacdo de citocinas bem como de NO e H,O, em cultura
de macréfagos fornecem importantes dados sobre a modulagdo imunoldgica ou capacidade
citotoxica, dependendo de sua concentragdo (PUNTUREE et al., 2004).

Diante do grande numero de produtos naturais usados na medicina tradicional e
popular, no tratamento de inflamagdes bem como antitumorais, torna-se importante a
caracterizagido da atuacao desses compostos bioativos sobre o sistema imune, e no que se
refere aos macréfagos, a avaliagdo da liberagao de NO, H,O, e TNF-a pode indicar um

possivel mecanismo de acao destas substancias (CHOI & HUANG, 2005).

2.7.1 Atuacdo das plantas medicinais no sistema imunoldgico

Os sistemas bioldgicos, incluindo o sistema imunolégico, necessitam ser regulados e
uma vez que a resposta imune é iniciada, mecanismos devem existir para controlar a
extensao dos seus efeitos modulando-a. O termo imunomodulagdo pode ser definido como
uma modificagdo da resposta imunoldgica ou da fungdo do sistema imune, através da agao
de agentes estimulantes ou supressores (PUNTUREE et al., 2004).

Agentes terapéuticos capazes de alterar as respostas imunoldgicas sao
denominados “modificadores da resposta biolégica” e apesar do mecanismo de acdo dos
imunomoduladores serem supostamente muito complexos, parte de sua atividade pode ser
por efeito direto sobre as células imunoldgicas. Portanto uma forma de avaliacdo do
potencial imunomodulador de compostos é através da quantificacdo dos mediadores celular
in vitro. Os diferentes métodos de analise devem ser adequados para verificar a supressao
ou estimulacao dos sistemas celulares testados (LAWSON & BAUER, 1998). Testes in vitro
tém sido muito Uteis na avaliagdo da imunomodulagdo (LAWSON & BAUER, 1998; AUTORE
et al., 2001; LU et al., 2004).

Com o objetivo de se adaptarem ao meio as plantas produzem inumeros compostos
com potencial imunomodulador dentre eles: isoflavondides, inddis, fitoesteradis,
polissacarideos, sesquiterpenos, alcaldides, glucanas, taninos, vitaminas e minerais que
atuam como antioxidantes e coenzimas, além de outros mecanismos (WILLIANS, 2001).

Varias plantas utilizadas na medicina popular demonstraram capacidade em modular
a resposta imunoldogica (AGARWAL & SINGH, 1999), tendo sido os principios ativos dessas
plantas isolados e caracterizados (YAMAGUCHI, 1992; GRAHAM et al., 2000). Portanto,
suas propriedades imunomoduladoras e antiproliferativas estdo bem determinadas
(AGARWAL & SINGH, 1999; OPOKU et al., 2000).

Muitas plantas medicinais e seus derivados demonstraram atuar na via do o6xido
nitrico e com isso a via de sinalizacdo do NO tem se tornado, nesses ultimos anos, alvo para
o desenvolvimento de novos medicamentos. Acredita-se que o alto teor de flavondides,

taninos e outros constituintes fendlicos contribuam para os efeitos benéficos a saude.
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Alguns desses compostos induzem a formagdo de NO nas células endoteliais,
melhorando a circulagdo, enquanto outros suprimem a indug¢ao da iNOS nas inflamagdes e
infeccdes. Apesar de uma intervencdo farmacoldgica na formagdo do NO ser um alvo
terapéutico em certos estados patologicos, uma dieta apropriada favorecendo uma
homeostase positiva de NO pode servir como medida preventiva promovendo assim a
saude (ACHIKE & KWAN, 2003).

Triterpenos isolados da espécie Rubia yunnanensis, conhecida como Xiao Hong
Sheng na medicina chinesa, apresentaram efeito inibidor na produgdo de NO por
macrofagos peritoneais murinos estimulados com LPS (MORIKAWA et al., 2003).

Polissacarideo isolado de Panax ginseng demonstrou atividade citotdéxica contra
células de melanoma B16 e esta atividade esta relacionada ao aumento dos niveis de TNF-
a, IL-1B; IL-6, IFN-y, 6xido nitrico (NO) e perdxido de hidrogénio (H>O,). Os autores sugerem
que este efeito estimulante em macréfagos pode indicar um potencial anticancerigeno (SHIN
et al., 2004). Outro efeito estimulante in vitro de interleucinas 1, 6 e 10 (IL-1; IL-6; IL-10) e
TNF-a por macroéfagos foi verificado por polissacarideos da espécie Echinacea purpurea
(GOEL et al., 2002).

Mehrotra e colaboradores (2003) demonstraram potencial antiproliferativo e
imunossupressor in vitro do extrato etandlico do rizoma de Acorus calamus através da
inibicdo da produgado de NO, interleucina — 2 (IL-2) e TNF-a, porém o IFN-y ndo sofreu
alteracao.

No Brasil alguns estudos demonstram a atividade imunomoduladora de diversas
espécies, como a atividade imunossupressora do extrato aquoso de Achyrocline
satureioides (SANTOS et al., 1999) e metandlico de Alchornea ssp. (LOPES, 2004), bem
como atividade estimuladora do 6leo essencial de Achillea millefolium (CARLOS et al., 2005)

e da fracao acetato de etila do extrato metandlico Byrsonima crassa (CARDOSO, 2006).
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Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades antibacteriana e imunomoduladora do 6leo essencial e extratos
de Melampodium divaricatum (Rich. In Pers.) e estabelecer alguns parametros de qualidade

farmacopeicos através de seu estudo farmacognostico.

3.2 Objetivos especificos

o Realizar os testes de controle de qualidade do material vegetal,

e Executar a triagem fitoquimica das principais classes de metabdlitos secundarios;

e |dentificar a composicdo do 6leo essencial bruto através de Cromatografia
Gasosa/Espectrometria de Massas (CG/EM).

e Verificar a variacdo no teor dos compostos majoritarios do 6leo essencial obtido do
material vegetal seco e fresco;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial e dos extratos etandlicos e
aguosos;

e Determinar o efeito imunomodulador do 6leo essencial e extratos sobre células
murinas através da quantificacdo da liberacdo de peréxido de hidrogénio (H,0,),

oxido nitrico (NO) e fator de necrose turmoral (TNF-a.).
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4.1 MATERIAL

4.1.1 Equipamentos

Autoclave vertical - PHOENIX®

Balanca analitica — BEL MARK®

Balanga com infravermelho -METTLER®LP 11
Contador de col6nias -PHOENIX®

Compactador Tapped Volumeter (Erweka SVM 12)
Espectrofotdmetro - UV/VIS Cary 1E Varian®
Estufa de ar circulante - FABBE®

Estufa para esterilizagdo 400/ 5D NOVA ETICA®
Evaporador rotatério MA 120 — MARCONI®

Fluxo laminar -VECQO®

Leitor de Elisa (espectrofotdmetro UV/Visivel — Multiskan Ascent, Labsystems)
Liofilizador — CHRISTH ALPHA®

Moinho de facas -TECNAL®

Mufla -FORLABO®

Tamisador vibratério -PRODUTEST®

Solventes, reagentes, solugoes e meios de cultura
Acetato de chumbo — Reagen

Acetato de etila — Labsynth

Acetona — Labsynth

Acido bérico — Labsynth

Acido cloridrico — Labsynth

Acido oxalico — Labsynth

Acido sulfurico — Labsynth

Agar desidratado — Acumedia

Agar bismuto sulfito — Acumedia

Agar brain heart infusion (BHI) — Biobras
Agar eosina-azul de metileno (EMB) — Difco
Agar MacConkey — Acumedia

Agar Mueller Hinton — Acumedia

Agar Sabouraud- Acumedia

Agar tioglicolato —Difco
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Agar triplice agucar - ferro (TSI) —Difco

Agar verde brilhante — Difco

Agar Vogel Johnson —Oxoid

Agar xilose-lisina-desoxicolato (XLD) - Difco

Agua MILI-Q
Ampicilina — Medley

Caldo brain heart infusion (BHI) — Acumedia

Caldo caseina-soja — Difco

Caldo lactosado- Difco

Caldo Mueller Hinton — Acumedia
- cariofileno — Vetec

Cloreto de aluminio — Reagen
Cloroférmio — Labsynth
Dimetilsulféxido — Labsynth
Etanol — Labsynth

Eter etilico — Labsynth

Fosfato dibasico de sédio — Labsynth

Fosfato monobasico de sédio — Labsynth

Gelatina — Kraft Foods
Hidroxido de sodio — Labsynth

Magnésio metalico — Reagen

MTT tetrazodlio 3-(4,5-dimethylthiazol-2 yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide — Sigma

Polissorbato 80 — Labsynth
Quercetina dihidratada — Merck
Reativo de Bertrand

Reativo de Bouchardat

Reativo de Dragendorff

Reativo de Mayer

Reativo Liebermann-Burchard
Rutina — Merck

Soro fetal bovino - Cultilab
Sulfato de sodio anidro — Reagen

Tolueno - Labsynth
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4.1.3 Microrganismos

Os microrganismos selecionados para a avaliagdo da atividade antibacteriana
obtidos do American Type Culture Collection (ATCC) foram: Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Bacillus subtilis (ATCC 9372), Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus mirabilis
(ATCC 25933), e as cepas de campo Pseudomonas aeruginosa, Shigella sonnei, Serratia

marcescens.

4.1.4 Animais

Foram empregados camundongos Swiss machos de 6 a 8 semanas de idade,
pesando entre 18 e 25 g, provenientes do biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-
UNESP-Campus de Araraquara. O seu uso foi estruturado dentro dos principios éticos na
experimentagcao animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA tendo
protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual Paulista

“Julio Mesquita Filho” apresentado em apéndice.

4.1.5 Softwares
e Excel MICROSOFT®
e Origin Pro7.0

e Instat3

4.2 METODOS

4.2.1 Coleta e preparo do material vegetal

As partes aéreas (mistura de folhas, flores e escapos) de Melampodium divaricatum
L. (Asteraceae) foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNESP- Araraquara- SP entre as coordenadas 21° 48’ 51,4”S e 48° 12’
5,1”W, com altitude de 661 metros, nos diferentes periodos do ano (primavera, verao,
outono e inverno) de 2006 e 2007. A exsicata da planta estd depositada no Herbario do

Instituto de Biociéncias da Unesp de Rio Claro- SP sob o0 numero de registro HRCB 35294.

4.2.2 Estabelecimento de parametros para o controle de qualidade de Melampodium
divaricatum

Os métodos de avaliagdo da droga vegetal foram desenvolvidos segundo normas
farmacopéicas: Farmacopéia Brasileira (1988; 1996; 2000), USP 26 (2003), e outras
técnicas nao farmacopéicas (HARBORNE, 1998; PINTO et al., 2003).
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Alguns critérios, tais como a presenga de elementos estranhos a droga, teor de
umidade, contaminacdo microbiolégica e parasitaria, residuos de pesticidas e de metais
pesados sdo de extrema importancia no processo de verificacdo da pureza da amostra
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

4.2.2.1 Determinacido da perda por secagem

Amostras de 100 g das partes aéreas frescas foram expostas ao processo de
secagem em temperatura ambiente (protegidos da incidéncia dos raios solares), em estufa a
40 °C e em estufa com circulagdo de ar circulante a 40 °C. As amostras foram pesadas
diariamente até peso constante. Os resultados obtidos pela média de 5 determinacgbes
foram expressos em porcentagem (%, p/p) e indicam a perda de agua e de substancias
volateis durante o processo de secagem (MELLO & PETROVICK, 2001). Para a
comparacao dos métodos empregou-se o teste t de Student com um nivel de significancia
0,05%, precedido da analise de variancia (ANOVA).

4.2.2.2 Moagem e analise granulométrica

As partes aéreas secas foram pulverizadas em moinho de facas e amostras de
100,00 g das partes aéreas secas e pulverizadas foram submetidas a analise granulométrica
empregando-se um jogo de tamises de abertura nominal da malha de 0,840; 0,590; 0,420;
0,297; 0,250; 0,210; 0,177; 0,149; 0,125 e 0,074 mm com tampa e recipiente coletor. As
amostras foram tamisadas durante 30 min a 100 vibragcées/min, utilizando-se um tamisador
vibratorio Produtest®. Posteriormente, foram pesados os pds remanescentes em cada tamis
e os recolhidos no coletor. O tamanho médio das particulas da droga vegetal foi
determinado pela formula a seguir e o resultado foi obtido pela média de 5 determinagdes
(VOIGT, 1993).

(% retida ).(abertura média )
100

Aoy =2

4.2.2.3 Determinacio da perda por dessecacao em balanca com infravermelho

Amostras de 4,000 g das partes aéreas previamente secas em estufa com circulagcéo
de ar a 40 °C e moidas foram submetidas ao aquecimento (105 °C) através de raios
infravermelhos pelo periodo de aproximadamente 1 h. Apés 1 h foi feita a primeira leitura e o
procedimento foi repetido de hora em hora até que a massa nao variasse mais do que 0,005
g (COSTA, 1994).
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Os valores foram expressos em porcentagem (%, p/p), através da média de 5

determinagdes.

4.2.2.4 Determinacdo do teor de cinzas totais

A determinagdo do teor de cinzas totais foi realizada segundo a Farmacopéia
Brasileira (1988) com amostras das diferentes épocas do ano (primavera, verao, outono e
inverno).

O cadinho de porcelana foi previamente calcinado em mufla a 450 °C por 30 min. O
mesmo foi resfriado em dessecador (15 min) e seu peso (tara) determinado em balanca
analitica. Posteriormente, adicionou-se exatamente 3,00 g de cada amostra que foram
incineradas e submetidas & calcinacdo em mufla & temperatura de 450 °C por 2 h. Apds
arrefecimento em dessecador, foram pesados até peso constante. Os resultados foram
expressos em porcentagem de peso de cinzas na droga (%, p/p) e equivalem a média de
trés determinagdes para cada amostra e o resultado total € dado pela média das 5
determinagdes (FARMACOPEIA, 1988).

4.2.2.5 Determinacio do teor de cinzas insoluveis em acido

As cinzas previamente obtidas no ensaio de cinzas totais foram aquecidas a ebulicdo
por 5 min com 25 mL de solugéo de acido cloridrico 10% (p/v) e posteriormente completou-
se o volume de 100 mL com agua destilada. A solug¢ao obtida foi filtrada em papel de filtro
isento de cinzas, lavando com agua quente até o filtrado se mostrar limpido. Transferiu-se o
papel de filtro com as cinzas retidas para um cadinho e incinerou em mufla a 800 °C até
peso constante. Os resultados foram expressos em porcentagem de peso de cinzas

insoluveis em &cido (%, p/p) e equivalem a média de 5 determinagbes (COSTA, 1994).

4.2.2.6 Determinacdo do teor de residuo seco

Amostras de 20,0 g das solugbes extrativas obtidas por maceracéo (etanol a 70% e
etanol absoluto) e decocgdo ambos a 10% (m/v) foram pesadas em pesa-filtro previamente
tarado e evaporadas até secura em banho de agua. Os residuos obtidos foram dessecados
em balancga analitica com sistema de secagem por infravermelho a temperatura de 110 °C
até peso constante (MELLO & PETROVICK, 2000). Os resultados foram obtidos em massa

percentual pela média de 5 determinacgdes.

4.2.2.7 Determinacido da densidade aparente e compactada da droga vegetal

A densidade aparente ndo compactada e compactada foi determinada pela razéo

entre a massa da droga vegetal seca e pulverizada e o volume fixo de 250mL verificado em
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proveta graduada. A densidade aparente foi verificada sem nenhum tipo de compactacgao, ja
a compactada foi obtida pela compactacdo em compactador Tapped Volumeter (Erweka
SVM 12) com séries de 1250 compactagdes até volume constante, o resultado representa a
média de 5 determinacdes (BOLHUIS et al., 2001).

4.2.2.8 Determinacdo do pH da droga vegetal

Em erlenmeyer, 99,00 g de agua foram colocados em chapa-elétrica até ebulicido por
5 min, posteriormente procedeu-se o0 método extrativo de infusdao por 15 min com 1 g da
droga vegetal. O extrato foi filtrado com algodao e apds esfriamento verificou-se o pH em
peagdmetro (calibrado anteriormente em pH 4 e pH 9) (FARMACOPEIA, 1988). Para uma
melhor reprodutibilidade deste teste o pH da agua também foi verificado como parametro

para posteriores analises. O resultado representa a média de 5 determinacgdes.

4.2.2.9 Controle microbiolégico da droga vegetal e dos extratos

O controle microbiolégico da droga vegetal e dos extratos consiste na determinagao
do numero total de microrganismos e pesquisa de Salmonela sp., Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, conforme preconizados na
Farmacopéia Brasileira (1988), British Pharmacopeia (2001) e USP (UNITED, 2003), para

analise microbiolégica de produtos nao-estéreis, como se segue.

4.2.2.9.1 Contagem total de microrganismos

Foram transferidos, assepticamente, 10,0 g da droga vegetal para 90,0 mL de
solugao tampao fosfato pH 7,2 e 1 g dos extratos aquoso, hidroetandlico e etandlico para 9,0
mL de solugcdo tampédo fosfato pH 7,2, para a contagem dos microrganismos totais.
Amostras nas proporgoes (1:10; 1:100; 1:1000 e 1:10.000) foram submetida a agitacao
durante 10 min. Apds a homogeneizacdo, foi pipetado 1,0 mL de cada amostra e
adicionados 20,0 mL agar tioglicolato para bactérias e agar Sabouraud para leveduras, a 47
°C em placa de Petri, que foram colocadas em estufa a 35 °C por 24 h e 25 °C por 7 dias,
para a pesquisa de bactérias e fungos, respectivamente. Apés este periodo, foi realizada a
contagem do numero de colénias com o auxilio de contador de colbnias, calculando o

numero de unidades formadoras de colénia (UFC/mL).

4.2.2.9.2 Pesquisa de Salmonella sp e Escherichia coli
Foram transferidos, assepticamente, 10,0 g da droga vegetal para 90,0 mL de caldo
lactosado e 1,0 g dos extratos para 9,0 mL de caldo lactosado, para pesquisa de Salmonella

e E. coli, incubados a 35 °C durante 24 a 48 h. Apds este periodo, 1,0 mL do caldo
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lactosado foi transferido para 2 tubos contendo caldo tetrationato e caldo selenito cistina,
que foram incubados a 35 °C por 24 h. Apos este periodo, a amostra foi semeada do caldo
tetrationato para 1 tubo contendo agar verde brilhante e duas placas de Petri contendo agar
xilose-lisina-desoxicolato (XLD) e agar bismuto sulfito. Foi realizado da mesma forma com a
amostra inoculada no caldo selenito cistina, transferindo para os trés meios, os quais foram
incubados a 35 °C por 24 h. O crescimento e as caracteristicas das colénias foram
observados.

As colbnias suspeitas foram semeadas com alga reta em tubo contendo agar triplice
acucar-ferro (TSI) e incubado a 35 °C por 24 h. A confirmagado da Salmonella foi feita pelo
método de Gram. Na pesquisa de E. coli, 1,0 mL do caldo lactosado foi transferido para
placa contendo agar Mac Conkey e incubado a 35 °C por 24 h. As colbnias suspeitas foram
semeadas em agar eosina azul de metileno (EMB) e incubadas a 35 °C por 24 h. A

confirmacgao da E. coli foi realizada através de método de Gram.

4.2.2.9.3 Pesquisa de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

Foram transferidos, assepticamente, 10,0 g da droga vegetal para 90,0 mL de caldo
soja caseina e 1,0 g dos extratos para 9,0 mL, para a pesquisa de S. aureus e P. aeruginosa
e incubados a 35 °C por 24 a 48 h. Apés este periodo, foi semeado em agar Vogel Johnson,
para a pesquisa de S. aureus e agar cetrimida, para a pesquisa de P. aeruginosa a 35 °C
por 24 h. As caracteristicas das col6nias foram observadas e a confirmacgao foi realizada

através de método de coloracdo de Gram.

4.2.3 Analises quimicas
As analises quimicas tiveram como objetivo identificar os principais grupos quimicos
de metabdlitos secundarios presentes nas partes aéreas da espécie em estudo para

direcionar a obtengao dos extratos e avaliagdo das atividades biologicas.

4.2.3.1 Analise fitoquimica preliminar

A triagem fitoquimica preliminar das principais classes de metabdlitos secundarios
das partes aéreas de Melampodium divaricatum foi realizada segundo metodologias
propostas por Costa (1994) e Matos (1997). As partes aéreas estudadas foram coletadas

nos diferentes periodos do ano de 2006 (primavera, verao, outono e inverno).

4.2.3.1.1 Pesquisa de alcalbides
Foram colocados 5,00 g de partes aéreas de M. divaricatrum pulverizadas

alcalinizando-as com carbonato de sédio a 10% e posteriormente adicionou-se 25 mL de
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cloroférmio. A mistura obtida foi filtrada em funil de separacéo através de papel previamente
embebido com cloroférmio e particionada com 7 mL de acido cloridrico 2%. A camada acida
foi separada e utilizada nas reag¢des de caracterizagdo. Uma gota da solugao foi aplicada em
lamina de microscopio ao lado de uma gota dos reagentes de Dragendorff, Bouchrdat,
Mayer ou Bertrand unindo-as posteriormente. O resultado positivo € observado pela

precipitacao da mistura sobre fundo escuro.

4.2.3.1.2 Pesquisa de taninos
Inicialmente preparou-se decoctos com 5,00 g do material vegetal em 100 mL de

agua destilada.

Reacéo da gelatina
Foram adicionados 2 gotas de acido cloridrico (HCI) em 2 mL da solugao extrativa e
posteriormente solugdo de gelatina 2,5% gota a gota. A formacgéo de precipitado indica a

presencga de taninos.

Reacgéo com sais de ferro

Foram adicionados 10 mL de agua destilada em 2 mL da solugdo extrativa e 4 gotas
de solugao de cloreto férrico (FeCl;) a 1% em metanol. O desenvolvimento de coloragao
azul indica a presenca de taninos hidrolisaveis, enquanto a coloragcdo verde indica a

presenca de taninos condensados.

Reacgédo com acetato de chumbo
A 5 mL da solucdo extrativa foram adicionados 10 mL de solugdo de acido acético
10% e 5 mL de solugdo de acetato de chumbo 10%. A formacdo de precipitado

esbranquig¢ado indica reagao positiva para taninos hidrolisaveis.
4.2.3.1.3 Pesquisa de antraquinonas
Antraquinonas livres
Agitou-se 1,00 g do material vegetal com 10 mL de éter etilico, filtrando
posteriormente. A solugdo etérea foi adicionado 1 mL de aménia diluida, agitando em

seguida. A camada aquosa deve tornar-se rosea indicando resultado positivo.

Glicosideos antraquinénicos (reagdo de Borntréger)
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Adicionou-se 20 mL de agua destilada ao material vegetal fervendo posteriormente
por 5 min. Ao filtrado obtido desta extracdo foram adicionados 10 mL de acido cloridrico e 3
mL de agua oxigenada 30%. A solugao foi submetida a ebulicdo por 5 min e apéds
resfriamento e filtragem efetuou-se duas extragdes com 5 mL de éter etilico. As duas fases
etéreas obtidas foram reunidas agitando-as com 3 mL de ambnia diluida. O
desenvolvimento de coloragédo résea na camada aquosa indica a presencga de glicosideos

antraquindnicos.

4.2.3.1.4 Pesquisa de saponinas

A solucao extrativa para pesquisa de saponinas foi obtida pela adicdo de 10 mL de
agua destilada em 2 g do material vegetal e posterior aguecimento a ebulicdo por 3 min,
filtrando através de algodao para um tubo de ensaio. Em seguida agitou-se verticalmente e
vigorosamente o tubo de ensaio contendo a solugdo extrativa durante 20 s. O resultado
positivo é indicado pela presenca de espuma persistente por 20 min e resistente a adigao de
1 mL de HCI 2N.

4.2.3.1.5 Pesquisa de glicosideos cardioténicos

A solucéo extrativa foi obtida pela adicdo de 50 mL de etanol 70% (v/v) em 5,00 g do
material vegetal e posterior aquecimento por 10 min, completando o volume para 30 mL
apos resfriamento.

Adicionou-se a solugao extrativa 30 mL de agua e 15 mL de acetato de chumbo a
10% e apds agitacao e repouso a mistura foi filtrada e adicionou-se 10 mL de fosfato acido
de sodio a 10%. Posteriormente a solucao foi transferida para um funil de separagcao onde
foram realizadas duas extragcdes com 15 mL de cloroférmio cada. Reunidas as fases

organicas eliminaram-se possiveis residuos de agua com sulfato de sédio anidro.

Reacéao de LEGAL

Evaporaram-se 2 mL da solucdo etérea em um tubo de ensaio e o residuo obtido foi
diluido em 1 mL de piridina e posteriormente adicionou-se 0,5 mL de NaOH a 10% e 0,5 mL
de nitroprussiato de sodio 10%. O surgimento de coloragdo vermelha intensa indica a

presenga de anel lacténico insaturado.

Reacéo de Keller-Killiani
Evaporaram-se 2 mL da solugéo etérea em tubo de ensaio e o residuo foi tratado
com 1 mL de acido acético adicionando 2 gotas de FeCl; a 2%. O conteudo deste tubo de

ensaio foi transferido para outro tubo contendo 2 mL de H,SO,4 concentrado. A presencga de
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desoxi-acucares €& caracterizada pela presenca de um anel castanho avermelhado na zona

de contato dos liquidos e coloragao verde-azulada na camada acética.

Reacgéo de Liebermann-Burchard
Evaporaram-se 2 mL da solucao etérea em tubo de ensaio e ao residuo adicionou-se
1 mL de anidrido acético e 10 gotas de acido sulfurico concentrado. A presenca do nucleo

esteroidal é caracterizada pelo surgimento de coloragéo castanha.

4.2.3.1.6 Pesquisa de flavonoides

A extracao foi realizada com 3,00 g do material vegetal e 20 mL de éter de petréleo
sob aquecimento em banho-maria filtrando logo em seguida. O residuo obtido apos filtragem
foi transferido para um béquer e apds secagem adicionou-se 20 mL de metanol, aquecendo
por 10 min em banho-maria. Filtrou-se ainda a quente e o filtrado foi evaporado até secura e

o residuo foi tratado com 10 mL de etanol, obtendo assim o extrato final.

Reacéao de Shinoda

Do extrato final transferiu-se uma aliquota de 1 mL para tubo de ensaio e
posteriormente adicionou-se um fragmento de magnésio metalico e acido cloridrico
concentrado gota a gota. O resultado positivo é observado pelo aparecimento de coloragao

résea ou vermelha apés o desprendimento de hidrogénio nascente.

Reacéo de Taubock

Evaporaram-se até secura em banho aquecimento, 3 mL do extrato, esfriando e
umedecendo o residuo com algumas gotas de acetona. Posteriormente foram adicionados
alguns cristais de acido bérico e acido oxalico evaporando posteriormente em banho
aquecimento até secura evitando aquecimento prolongado. O residuo obtido foi dissolvido
em 5 mL de éter etilico e a mistura obtida observada sob luz ultravioleta (254 nm). O

aparecimento de fluorescéncia amarelo-esverdeada indica a presenca de flavondides.

Reacéo de Pew

Em banho aquecimento foram evaporados até secura 3 mL do extrato final em tubo
de ensaio e ao residuo foram adicionados 3 mL de metanol e uma pequena porgao de zinco
metalico e algumas gotas de acido cloridrico concentrado. O resultado positivo é confirmado

pelo surgimento de coloragédo vermelha.

Reacéo do cloreto férrico
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Adicionou-se algumas gotas de cloreto férrico a 2% a 1 mL do extrato final.
Dependendo do flavondide presente a coloragdo varia entre verde, amarelo ou ainda

violaceo.

Reacéo do cloreto de aluminio
Foram umedecidas diferentes areas de papel de filiro com o extrato colocando sobre
cada uma das manchas uma gota de cloreto de aluminio a 5% em etanol. O aparecimento

de fluorescéncia verde-amarelada sob luz ultravioleta indica resultado positivo.

4.2.3.1.7 Pesquisa de cumarinas

Para a pesquisa de cumarinas, 0,75 g do extrato bruto hidroetandlico 70% obtido a
partir das partes aéreas de M. divaricatum foram ressuspendidos em 12,5 mL de EtOH/H,O
7:3, filtrados em papel de filtro e diluidos para 25 mL de EtOH/H,O 7:3. Essa solucao foi
hidrolisada através da adigao de excesso de HCI e aquecimento sob refluxo por 6 h. Apds
resfriamento, a mistura foi extraida com trés por¢des sucessivas de 40, 30 e 20 mL de éter,
sendo que a primeira extracido se procedeu apdés uma noite de contato.

A solucao etérea obtida foi tratada com Na,SO, para eliminar o excesso de agua e
submetida a separacado dos acidos fracos e fendis, através da extragao com trés porcoes
sucessivas de 30, 20 e 10 mL de solugdo de NaOH a 2% seguida de acidificagdo com HCI
concentrado até pH 3-4 e extragao dos acidos fracos e fendis com trés porgcbes sucessivas
de 15, 10 e 5 mL de éter. Desprezada a fase aquosa acida, a fase organica (onde
possivelmente estdo contidos os acidos fracos e fendis) foi tratada com Na,SO, anidro,
fitrada e seca em banho-maria. O residuo obtido foi redissolvido em 15 mL de etanol,
filtrado e submetido ao teste.

Com um tubo capilar de vidro foram feitas duas manchas, de aproximadamente 1,5
cm de didmetro, em um pedago de papel de filtro nao-fluorescente. Sobre as manchas
aplicou-se uma gota de solugao alcodlica de KOH 7N. As manchas foram cobertas pela
metade com um cartdo opaco nao-fluorescente e esse conjunto exposto a acédo da luz UV
por cerca de 3 min. A parte coberta foi descoberta ainda sob luz UV, e observada se houve
modificacao na fluorescéncia da mancha alcalinizada.

O desenvolvimento de fluorescéncia azulada, forte, bem visivel na metade nao

encoberta da mancha alcalinizada indica a presenca de cumarina.
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4.2.4 Obtencao dos extrativos vegetais
As partes aéreas de M. divaricatum foram selecionadas e secas em estufa com
circulagdo de ar a 40 °C por 72 h e armazenadas em local seco e ao abrigo da luz até o

momento do uso.

4.2.4.1 Extratos brutos

Os extratos hidroetandlico 70 % (EH) e etandlico (EE) foram obtidos por maceracéo
durante 7 dias ao abrigo da luz, com agitacdo ocasional e o extrato aquoso (EA) por
decocgao durante 15 min. A proporgdo empregada entre a droga vegetal pulverizada e o
liquido extrator foi 10% (p/v). A solugao extrativa obtida apds filtragem em algodao foi
concentrada em evaporador rotatério com temperatura maxima de 40 °C para os macerados

e liofilizagao para o decocto, obtendo-se assim os extratos brutos.

4.2.4.2 Oleo essencial (OE)

O dleo essencial foi extraido tanto para os testes de controle de qualidade como para

a avaliacdo das atividades bioldgicas. Para a avaliagdo do controle de qualidade o éleo
essencial foi obtido de diferentes partes (folhas, flores e partes aéreas) de M. divaricatum
coletadas nos diferentes periodos do ano de 2006 (primavera, verdo, outono e inverno) e a
partir do material fresco ou seco.

Para a obtenc¢éo do dleo essencial empregado nos testes biolégicos o 6leo essencial
foi extraido das partes aéreas coletado em diferentes periodos do ano de 2006, secas em
estufa com circulacdo de ar e aquecimento a 40 °C. O 6leo essencial obtido foi
adequadamente armazenado sob baixas temperaturas até o momento do uso.

Para a extragdo dos 6leos essenciais foi utilizado o processo de hidrodestilagdo em
aparelho de Clevenger modificado (WASICKY, 1963) com o material vegetal previamente
selecionado e rasurado em pedacgos de aproximadamente 2,5 cm. Cerca de 60 g do material
vegetal foram extraidos em baldo com capacidade de 5000 mL com volume de agua

correspondente a cerca de 2/3 do volume do balao.

4.2.5 Determinacgao do teor de flavondéides totais

O método de quantificagao do teor de flavonoides totais foi baseado na complexacao
com o cloreto de aluminio e detecgdo por espectrofotometria no visivel (A = 425 nm)
segundo metodologia descrita por Jurd & Geissman (1956).

A analise do teor de flavondides totais foi realizada tanto em amostras da droga
vegetal coletada nas diferentes épocas do ano (primavera, verao, outono e inverno), quanto

nos extratos aquoso, hidroetandlico a 70% e absoluto.
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4.2.5.1 Construcido da curva analitica

Inicialmente uma solugdo estoque de quercetina diidratada em metanol na
concentragdo de 50 pL/mL foi preparada. Aliquotas de 2 a 6 mL desta solugdo foram
transferidas para baldes volumétricos de 25 mL, contendo 1mL de solucdo aquosa de
cloreto de aluminio a 2%. O volume final de cada baldo foi ajustado com metanol.
Decorridos 1 h, foi tomada a leitura de cada solugdo a 425 nm, em espectrofotdmetro, em
triplicata (FUNARI & FERRO, 2006).

4.2.5.2 Preparo da solucdo amostra a partir da droga vegetal

Amostras de 200,0 mg da droga vegetal de cada época do ano em triplicata foram
inicialmente extraidas com 20 mL de metanol 80% por 2 h em temperatura ambiente, os
filtrados obtidos apds a extragao foram transferidos para baldes volumétricos de 100 mL e o
volume completado com metanol. Aliquotas de 1 mL foram complexadas com 1 mL de
solucao de cloreto de aluminio AICI; a 2% por 1 h em temperatura ambiente e a absorbancia
foi mensurada em 425 nm. O teor de flavondides totais foi calculado com base na curva

analitica e os resultados expressos em pg/mL de quercetina (WOISKY & SALATINO, 1998).

4.2.5.3 Preparo da solucdo amostra a partir dos extratos

Para a quantificacdo de flavondides nos extratos preparou-se uma solugdo na
concentracao de 2 mg/mL a partir do extrato liofilizado em seus respectivos solventes
extratores (agua ou etanol). Desta solugéo retirou-se uma aliquota de 2 mL transferindo
assim para um baldo de 25 mL contendo 1 h da solugdo de AICI; a 2% e o volume foi
completado com metanol. Apdés 30 min em temperatura ambiente, a absorbancia foi
mensurada em 425 nm. O teor de flavondides totais foi calculado com base na curva
analitica. Os valores representam a média de trés determinacdes e foram expressos em
equivalentes de quercetina di-hidratada sobre o extrato bruto (mg de quercetina/100 mg de
extrato seco) tendo como referéncia a curva analitica previamente obtida (FUNARI &
FERRO, 2006).

4.2.6 Determinacgao do rendimento do éleo essencial

A determinagédo do rendimento do 6leo essencial em % (p/p) corresponde a relagéao
entre a massa (g) de O6leo essencial obtido por massa (g) de material vegetal
(FARMACOPEIA, 1988; FABROWSKI, 2002). O rendimento do 6leo foi calculado para a
planta fresca e seca em estufa com circulagdo de ar. Considerou-se a umidade presente na

planta fresca para o calculo da massa real da droga vegetal da qual o 6leo essencial foi
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extraido. O resultado representa a média de cinco determinagcdes e os resultados

comparados estatisticamente através do teste t de Student (p<0,05).
4.2.7 Determinagao da densidade do éleo essencial

A densidade do 6leo essencial foi determinada pela relacédo entre o volume ocupado
(mL) por determinada massa (g) do 6leo essencial. O resultado corresponde a média de
cinco determinacgdes.

4.2.8 Analises cromatograficas

4.2.8.1 Cromatografia em camada delgada

Os perfis cromatograficos dos extratos brutos (EA, EH e EE) bem como dos dleos
essenciais foram obtidos através de cromatografia em camada delgada (CCD), frente a
diversas fases moveis com o objetivo de avaliar as diferengas no perfil fitoquimico das
amostras analisadas quanto ao farmacdégeno, variagdes sazonais e liquidos extratores. A
fase estacionaria empregada em todas as analises foi placa de aluminio (20 x 20 cm) de
silica gel GF254 (MERCK®).

A comparacgao entre o perfil cromatografico das amostras foi realizada tendo como
parametros a coloragdo das bandas, bem como o valor de R; (Fator de Retencao)
calculados, comparando-os entre as amostras e os padrées empregados.

O valor do Rf foi calculado de acordo com a equagao

b

Rf = —
dfm

Onde:
Rf : Fator de Retencéo;

db: distancia entre o ponto de aplicagdo da amostra até a banda correspondente;

dfm : distancia percorrida pela fase movel a partir do ponto de aplicagdo da amostra;

4.2.8.1.1 Perfis cromatograficos do 6leo essencial

Os perfis cromatograficos dos O6leos essenciais de M. divaricatum obtidos em
diferentes condi¢cdes foram avaliados através de Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa (CCDC) para detectar possiveis alteragdes no perfil fitoquimico dos mesmos
ocasionados por variagdes sazonais bem como variagbes de acordo com o farmacdgeno

empregado para sua extracao (folhas, flores, escapos e partes aéreas).
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A metodologia empregada foi a proposta por Wagner e colaboradores (1984) tendo
como fase movel a mistura tolueno:acetato de etila na proporcao (93:7) (v/v) e o revelador
empregado foi vanilina sulfurica acida seguido de aquecimento a 110 °C por 5-10 min As
amostras foram diluidas em tolueno na proporgao (1:10) e o padrao na proporgao (1:30) e
desta diluicdo aplicou-se 10 pL. Como substancia de referéncia foi utilizado cariofileno

Vetec®.

4.2.8.1.2 Perfis cromatograficos dos extratos

Os extratos brutos (EA, EH e EE) obtidos por maceragao foram avaliados frente a
diferentes fases moéveis especificas para as principais classes de metabdlitos presentes em
espécies vegetais, levando-se em conta constituintes ja identificados na espécie em estudo
(flavondides, cumarinas, alcaldides e terpenos). Os extratos foram ressuspendidos em seus
respectivos solventes (agua, etanol 70% e etanol) na propor¢cdo de 50 mg/mL. A
metodologia empregada foi proposta por Wagner e colaboradores (1984) e as condicbes

cromatograficas encontram-se descritas na tabela a seguir.

Tabela 3. Condigbes cromatograficas empregadas para analises dos extratos brutos de

Melampodium divaricatum por cromatografia em camada delgada* (Wagner et al., 1984).

Classe de Fase Mével® Revelador Visualizacao
Metabdlitos
Acetato de etila: acido férmico: acido UV-365 nm
Flavondides aceético glacial: agua NP/NEP
(5:6:1:4)
Cumarinas Tolueno :éter (1:1) Solugao UV-254nm e
saturada com acido acético a 10 % etandlica de UV-365 nm
KOH 5%
Alcaléides | Tolueno: acetato de etila: dietilamina Reagente visivel
(70:20:10) Dragendorff
Terpendides metanol: n-propanol: agua Anisaldeido visivel
(5:6:1:4)° Sulfurico

* fase estacionaria: silica gel GFss (Merck®); @ proporgao (v/v); ® Revelagdo seguida de aquecimento
entre 100-105 °C por 5 min °: fase organica obtida pelo contato de 24 h entre os solventes.
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4.2.8.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrofotbmetro de massas (CG/EM)

Amostras de oleo essencial obtido das partes aéreas secas e frescas de M.
divaricatum coletadas em 02 de setembro de 2007 foram analisadas por CG/EM, com co-
injecao de padrdes de hidrocarbonetos (Cyg a Co,), nas seguintes condigoes:

Cromatoégrafo a gas acoplado ao espectrofotémetro de massa: Shimadzu modelo QP2010;

Coluna: DB-5MS (30 m x 0.25um x 0,25 mm);
Gas de arraste: Hélio;

Fluxo: 1,33 mL/min;

Temperatura do injetor: 240 °C;

Temperatura inicial: 60 °C;

Rampa de Aquecimento; 3 °C/min;
Temperatura final: 240 °C;

Temperatura do auxiliar: 250 °C;

Tempo total de analise: 75 min

Os constituintes presentes no o6leo essencial foram identificados através de
comparacao dos indices de retencdo com a literatura e também por comparacdo dos
espectros de massas correspondentes a cada pico com os da biblioteca WILEY 7, NIST 12
e NIST 62.

Os indices de retencdo dos compostos foram obtidos através da coinjecdo das
amostras com a mistura de n-alcanos padrao e foram calculados de acordo com a equacgao
de van den Dool e Kratz. Os valores calculados foram comparados com dados da literatura
(ADAMS 1995).

IR :100><{z () —TF(Z))}
(Tr(y)-Tr(z))

Onde:
Z : numero de atomos de carbonos do n-alcano que elui antes da substancia analisada (x);

Tr(x) : tempo de retengdo da substancia analisada;
Tr(z): tempo de retengéo do n-alcano que elui antes da substancia analisada;

Tr(y) : tempo de retengdo do n-alcano que elui depois da substancia analisada;
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4.2.9 Avaliagao das atividades biologicas

4.2.9.1 Atividade antibacteriana

O método utilizado para avaliacdo da atividade antibacteriana do 6leo essencial e

extratos brutos (EA, EH e EE) foi baseado na norma M2-A8 do National Commitee for
Clinical and Laboratory Standards Institute (NCLSI), com algumas modificagbes (NCCLS,
2003).

O principio deste método baseia-se na inoculagao em superficie de um agar de
solugao padronizada de microrganismo especifico. Sobre a fase sélida sdo colocados discos
de papéis impregnados previamente com solu¢cdes das amostras que se deseja investigar a
atividade antibacteriana.

As substancias impregnadas nos discos de papel difundem-se no meio de cultura e,
se a amostra em questdo apresentar atividade inibitéria sobre o microrganismo testado,
forma-se um halo de nao crescimento ao redor do disco impregnado. Apds o periodo de
incubacao, respeitadas as condi¢gdes especificas para o microrganismo, as zonas de
inibicdo sdo medidas ao redor de cada disco (ISENBERG, 1992; KONEMAN et al.,1997).

4.2.9.1.1 Preparo das amostras e controles

Foi utilizado para avaliagdo da atividade antibacteriana o 6leo essencial extraido das
partes aéreas secas e os extratos brutos. O 6leo essencial foi testado puro e com a adigao
do emulsificador Polissorbato 80 na concentragdo 0,5% com o objetivo de facilitar sua
dispersao no meio de cultura (LAHLOU, 2004; BRUNI et al., 2004). Os extratos etandlicos
foram ressuspendidos em agua estéril na concentragdo de 50 mg/mL com o auxilio de
dimetilsulféxido (DMSO) na proporgao (1:1).

O antibiético ampicilina foi utilizado como controle positivo e a solugdo empregada foi
obtida pela diluicdo do antibidtico em agua destilada e estéril de forma a obter a
concentracao 50 ug/mL.

Como controles negativos foram utilizados o emulsificador polissorbato 80 em agua

destilada estéril na concentragao de 0,5% e DMSO em agua na proporgao (1:1).

4.2.9.1.2 Ajuste das suspensées bacterianas

As cepas bacterianas foram repicadas do estoque para tubos contendo caldo de
infusdo de cérebro coragdo (BHI) e incubadas a 37 °C durante 24 h. A partir deste inéculo,
as culturas microbianas foram ajustadas em solugdo salina 0,9% por comparagdo com a

escala 0,5 de MacFarland que corresponde a aproximadamente 1,5x108 células/mL.

75




Material e Métodos

4.2.9.1.3 Teste de difusdo em agar

A difusao foi realizada em disco e em “template” para o 6leo essencial bruto e na
presenca do emulsificador polissorbato 80 na concentragcao 0,5%. Para os extratos, o teste
foi realizado empregando-se o “template”.

Cerca de 100 pL de cada suspensao bacteriana previamente ajustada foram
semeada em placas contendo agar Mueller-Hinton com o auxilio de alga de Drigalsky.

A difusdo em disco foi realizada impregnando 10 pyL do éleo essencial, os controles
positivo e negativo em discos de papel (6 mm de didmetro), aplicando sobre a superficie da
placa contendo o inéculo bacteriano . Para a difusdo empregando-se “template” foram
aplicados 20 pL do ¢6leo essencial puro e emulsifcado, bem como 100 yL dos extratos
brutos. O volume do controle negativo foi correspondente ao empregado nas amostras e o
antibiotico (controle positivo) foi aplicado 50 pL no teste com “template” e 10 uL nos discos
de papel.

Antes da incubacao a 35 = 1 °C por 24 h as placas permaneceram em repouso por
cerca de 30 min em temperatura ambiente para permitir a difusdo das amostras. Apds a
incubacgao, verificou-se o didmetro do halo de inibicdo em mm considerando o didmetro dos
discos e dos orificios do “template”. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados
estdo apresentados como a média * desvio-padréo (DP).

Os resultados foram comparados estatisticamente empregando-se analise de
variancia (ANOVA) e as diferencas significativas entre as médias foram determinadas pelo

teste t de Student considerando um nivel de significancia de 5%.

4.2.9.2 Atividade imunoldgica

A avaliacdo da atividade imunoldgica foi realizada a partir de células do exsudato
peritoneal murino (CEP) e desenvolvida de acordo com o esquema apresentado na figura
10.
4.2.9.2.1 Preparo do material vegetal

Os extratos e o0 6leo essencial obtidos segundo descrito nos itens 4.2.4, foram
inicialmente solubilizados em RPMI-1640 na concentragdo de 1 pyL/mL para o dleo
essencial, 50 mg/mL para o extrato aquoso e 3 mg/mL para os extratos etandlicos com a

adicao de 0,5% de DMSO e posterior sonificagdo durante 10 min.

4.2.9.2.2 Animais
Em cada experimento foram utilizados 5 camundongos Swiss machos de 6 a 8
semanas de idade, pesando entre 18 e 25 g, provenientes do biotério da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas-UNESP-Campus de Araraquara. Os animais foram mantidos em
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gaiolas de policarbonato, com agua e ragao ad libitum em local climatizado (23 + 2 °C e 56 +

2% de umidade relativa do ar), com controle de claro e escuro a cada 12 h.

4.2.9.2.3 Obtencéo dos das células do exsudato peritoneal (CEP)

Na cavidade peritoneal de cada animal foram inoculados 3,0 mL de tioglicolato de
sodio a 3%, trés dias antes da coleta de células. O sacrificio dos animais foi realizado 72 h
apo6s em camara de CO, Os animais foram colocados em suporte onde ficaram imobilizados
pelas patas com o abdome voltado para cima. Dentro da camara de fluxo laminar, apdés a
anti-sepsia do abdome com alcool iodado a 0,3%, o peritbneo dos camundongos foi exposto
com o auxilio de duas pingas. A seguir foi injetada intraperitonealmente, 5,0 mL da solugao
salina tamponada de fosfatos (PBS), pH 7,4 estérii. Os abdomes foram suavemente
massageados e a suspensdo celular foi coletada com o auxilio de seringa e agulha
descartaveis. O material obtido foi colocado em tubos plasticos e centrifugados a 225 x g

durante 10 min e ressuspensos na mesma solugdo, sempre mantida a 4 °C.

CEP

v

Isolamento e ajuste
das células

v

Ensaio de
citotoxicidade dos
extratos e 6leo
essencial
sobre as células do
exsudato peritoneal

v

Determinagao dos
indices de
citotoxicidade

(|Cso) e (|C75)

<

v

N

Determinagao da
producio de NO

Determinagao da
producao de TNF-a

Determinagao da
producao de H20;

v

Determinagao da
inibicao da produgao
de NO
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Figura 10. Esquema ilustrativo da avaliacdo da atividade imunolégica dos extratos e do 6leo

essencial de Melampodium divaricatum.
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4.2.9.2.4 Avaliagéo da citotoxicidade do dleo essencial e dos extratos

A partir de diluigbes seriadas em RPMI — 1640 da solugao-estoque (1 uL/mL) do éleo
essencial, 50 mg/mL e 3 mg/mL (decocto e maceragdes etandlicas) respectivamente 7
diferentes concentracbes que foram testadas quanto a citotoxicidade frente as CEP.

Os experimentos foram realizados utilizando a técnica de MTT (MOSMANN, 1983).
As CEP foram ressuspensas em RPMI contendo 5% de soro fetal, 100 IU/mL penicillina, 100
pg/mL de estreptomicina e 50 mM de 2-mercaptoetanol. A suspensao celular (100 L) e as
amostras (100 uL) foram adicionadas em cada poco da microplaca de 96 cavidades
incubando-as por 24 h a 37 °C em estufa contendo tensao constante de 7,5% de CO,. Apds
o tempo de incubacédo, o contetido da placa foi vertido e 100 pyL de solucdo de MTT a 1
mg/mL foi adicionado a cada orificio. A placa foi incubada por mais 3 h nas mesmas
condicdes anteriores. Apds esse periodo, o conteudo da placa foi novamente vertido e 100
ML de alcool isopropilico foram adicionados a cada orificio para solubilizar os cristais de
formazana formados. Células no meio de cultura (RPMI-1640) foram utilizadas como
controle e correspondem a 100% de CEP viaveis. A leitura da absorvancia foi realizada em

leitor de ELISA com comprimento de onda de 540 nm e filtro de referéncia 620 nm.

4.2.9.2.5 Avaliagdo da estimulagéo das CEP

Determinag¢ao de oxido nitrico (NO)

O 6xido nitrico quantificado pelo acumulo de nitrito em meio de cultura foi medido
espectrofotometricamente usando reacdo de Griess com nitrato de sédio (NaNO,) como
padrdo (GREEN et al., 1982). Em cada orificio de uma placa de 96 cavidades foram
adicionados 100 pL de uma suspensdo celular ajustada na concentracdo de 5x10°
células/mL. Apds a aderéncia das células, a placa foi incubada com 100 uL das preparagbes
obtidas a partir do 6leo essencial e dos extratos nas concentragdes correspondentes a
presenca de 50 e 75% de células viaveis, anteriormente calculadas através do teste de
citotoxicidade. Como controle negativo foi utilizado 100 yL do meio de cultura RPMI-1640 e
como controle positivo 100 yL de uma solugdo de LPS a 1 pg/mL. Apds a incubacéo,
aliquotas de 50 yL do sobrenadante da cultura foram misturadas com 50 yL do regente de
Griess (sulfanilamida 0,1%; N-naftil-etilenodiamino 0,1% e acido fosférico a 3%). Apdés 10
min a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a absorvancia foi lida a 540 nm em leitor de
ELISA. Os resultados foram expressos como pmols de nitrito/5x10° células
peritoneais/orificio a partir de uma curva analitica previamente estabelecida com

concentragdes molares conhecidas de nitrito de sédio em RPMI-1640.
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Determinagao da liberacdo de peréxido de hidrogénio (H,0,)

A producao de H,O, foi determinada segundo método descrito por Pick e Keisari
(1980) e adaptado por Pick e Mizel (1981). Foram preparadas suspensdes de células
peritoneais ajustadas na concentracdo de 2x10° células/mL. Apds a aderéncia, as células
foram incubadas em solugcédo de vermelho de fenol, contendo: 140 mM de NaCl, 10 mM de
tampéao fosfato de potassio (pH 7,0), 5,5 mM de dextrose, 0,56 mM de vermelho de fenol e
peroxidase de raiz forte tipo Il (0,01 mg/mL), juntamente com 50 yL das solugdes de dleo
essencial e extratos, por 1h a 37 °C em estufa com tensdo constante de 7,5% de CO..
Como controle negativo foi utilizado somente células em solugdo completa de vermelho de
fenol e como controle negativo foi empregado 50 uL de uma solucdo de PMA a 0,2 uM.

Decorrido o prazo de incubacgio, a reagao foi interrompida pela adigcdo de 50uL de
NaOH 5N, e a seguir foram feitas as leituras em espectrofotdbmetros UV/Visivel de
microplacas a 620 nm. As amostras foram ensaiadas em ftriplicata e os resultados expressos
em nanomols de H,0/2x10° células peritoneais, a partir de curva analitica previamente
estabelecida, constituida de concentragbes molares conhecidas de H,O, em tampéo

vermelho de fenol.

Determinac¢ao da produgédo de TNF-a por bioensaio

O ensaio baseia-se na capacidade do TNF- a em lisar células tumorais (CARSWELL
et al., 1975; CARLOS et al., 1994). As células utilizadas foram da linhagem L929, cultivadas
em meio Eagle, com 7,5% de soro fetal bovino inativado.

As células L929 foram contadas em camara de Neubauer e ajustadas a uma
densidade de 4x10° cels/mL de meio RPMI —1640C e acondicionadas em uma placa (100
pL/cavidade) e incubadas 18 h a 37 °C, em tenséo constante de CO, 5%. Apds incubacao,
100ul dos sobrenadantes das culturas de macréfagos incubados com os extratos, obtidos
anteriormente, foram adicionados em cada cavidade e novamente incubados por 24 h, nas
mesmas condi¢des anteriores. Os sobrenadantes foram desprezados e as células coradas
com cristal violeta (0,2% em metanol 20%), por 30 min em temperatura ambiente. A seguir,
foi adicionado lauril-sulfato de sddio para solubilizar as células coradas e a absorvancia de

cada orificio foi obtida a 495 nm em leitor de ELISA.

4.2.9.2.6 Determinagéo da atividade inibitéria em CEP

Quanto a produgéo de 6xido nitrico (NO)
Células do exsudato peritoneal, na concentracdo de 5x10° células/mL, foram

utilizadas. As células aderentes foram incubadas na presenca de 100 uL de solucéo de LPS
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(1ug/mL) e 100 yL das preparagbes obtidas a partir do 6leo essencial e extratos nas
concentracgdes correspondentes a 50 e 75% de células viaveis. A incubacéo foi feita por 24 h
em estufa a 37 °C com tensio constante de 7,5% de CO,. A produgao de NO foi medida
espectrofotometricamente através do acumulo de nitrito no meio de cultura com a utilizagcao
do reagente de Griess seguindo a mesma metodologia para determinagdo de NO descrita
no item 4.2.9.2.5.

Quanto a produgéao de peréxido de hidrogénio (H,0,)

Células do exsudato peritoneal, na concentragcdo de 2 x 108 células/mL, foram
utilizadas. As células aderentes foram incubados na presenca de 50 uL PMA (0,2 uM) e 50
ML das preparacbes obtidas a partir do dleo essencial e dos extratos nas concentragcbes
equivalentes a presenca de 50 e 75% de células viaveis. A incubagao foi feita durante 1 h
em estufa a 37 °C com tensao constante de 7,5% de CO,. A produgao de H,O, foi medida
espectrofotometricamente através do método de Pick & Keisari (1980) assim como na

determinacao da liberagcado de H,O, descrita no item 4.2.9.2.5.

Calculo da porcentagem de inibigao
Foram calculadas as porcentagens de inibicdo, através de comparagdo com os
controles tanto para produgao de NO quanto para a produg¢ao de H,O, na presenca do dleo

essencial. Utilizou-se a seguinte equagao para o calculo:

Inibicao(%) = 2~ 5 100
A—C

Onde: A, B e C correspondem:

Nos testes de NO

A: LPS na presenga do éleo essencial

B: LPS na auséncia do 6leo essencial

C: CEP na auséncia do LPS e do 6leo essencial
Nos testes de H,0,

A: PMA na auséncia do 6leo essencial

B: PMA na presencga do 6leo essencial

C: CEP na auséncia do PMA e do extrato
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4.2.9.2.7 Anélise estatistica
A andlise estatistica foi realizada através de anadlise de varidncia (ANOVA) e
posteriormente o teste-t de Student com um nivel de significancia de 1% ou seja, as

diferengas foram consideradas significativas quando p<0,01.
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Diante do amplo uso popular da espécie M. divaricatum (Rich. In Pers.) DC
(Asteraceae) fica evidente o provavel potencial farmacolégico desta espécie justificando
assim estudos que possam confirmar sua eficacia terapéutica, bem como aspectos que
garantam a qualidade e segurancga de seu uso pela populagao.

Conhecer a atividade farmacolégica de constituintes quimicos presentes em
espécies vegetais selecionadas para estudo sempre foi objetivo de todo trabalho envolvendo
plantas. Uma analise fitoquimica preliminar pode identificar grupos de metabdlitos
secundarios relevantes que possam estar relacionados ou ndo as atividades biologicas
encontradas, juntamente com estudos relacionados ao controle de qualidade do material em
estudo pode direcionar a pesquisas para obtencado de um fitoterapico eficaz e seguro.

O controle de qualidade e a padronizagdao de um fitoterapicos envolvem varias
etapas, entretanto, a fonte e a qualidade das matérias-primas tém um papel central na
obtencdo de produtos com constancia de composicdo e propriedades terapéuticas
reprodutiveis (CALIXTO, 2000).

Tendo em vista as exigéncias atuais por parte da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (BRASIL, 2004) e a auséncia de estudos farmacognosticos e biologicos para a
espécie M. divaricatum, buscou-se através deste trabalho colaborar com o estudo desta
espécie.

Para isso foram realizados varios ensaios com o objetivo de estabelecer parametros
de qualidade do material botanico e testes com o objetivo de avaliar atividades biolégicas de
interesse farmacéutico. As analises fisico-quimicas envolveram a perda por secagem
(utilizando-se do material fresco), a determinagédo da perda por dessecagao, determinagao

do pH, determinacao do teor de cinzas e determinagao do teor de extrativos.

5.1 ESTABELECIMENTO DE PARAMETROS PARA O CONTROLE DE QUALIDADE DE
Melampodium divaricatum

Apods a coleta e selegao, o material botanico foi submetido a secagem por periodo
definido através da perda por secagem tanto em estufa com e sem circulagédo de ar a 40 °C
bem como em temperatura ambiente, com o objetivo de avaliar qual o melhor processo de
secagem a ser empregado, quanto ao tempo de secagem para evitar possiveis degradagoes
decorrentes da alta temperatura ou mesmo de contaminagdo microbiolégica fruto da alta
umidade.

A massa do material vegetal estabilizou apos 72 h de secagem em estufa com e sem
circulagdo de ar. Em temperatura ambiente o tempo de secagem foi maior (96 h), o que

pode acarretar uma contaminagao microbioldgica e/ou agdo enzimatica por exposi¢cao do
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material ao ambiente por um tempo maior sem estar armazenado, além do fato da secagem
ao ar ambiente estar sujeito a condigdes nao controlaveis como: umidade e temperatura.

Os resultados obtidos para perda por secagem foram 85,29 + 0,40% em temperatura
ambiente, 85,58 * 0,32% em estufa com circulacdo de ar e aquecimento em torno de 40 °C
e 86,37% = 0,18 e em estufa com aquecimento em torno de 40 °C e representam a média

de cinco determinagdes como apresentado na figura 11.
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Perda por secagem pelos diferentes processos (%)
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estufa com circulagéao estufa sem circulagéao ar ambiente

Diferentes processos de secagem do material vegetal

Figura 11. Comparacdo da perda por secagem de partes aéreas de Melampodium

divaricatum pelos diferentes processos de secagem.

Os resultados obtidos nos permitem afirmar que os diferentes processos de secagem
da espécie em estudo nao apresentaram diferenca significativa quanto a umidade perdida,
segundo teste t de Student com um nivel de significancia de 5%.

Os constituintes quimicos, presentes nas plantas medicinais, principalmente os
volateis sdo sensiveis ao processo de secagem com temperatura e circulacdo de ar. O
efeito da secagem sobre a composicdo de substancias volateis tem sido pesquisado, no
sentido de demonstrar que as variagdes nas concentragdes de seus constituintes, durante a
secagem, dependem de varios fatores como o método de secagem, temperatura do ar
empregada, caracteristicas fisiolégicas, além de conteudo e tipo de componentes quimicos
presentes nas plantas submetidas a secagem (VENSKUTONIS, 1997).

A secagem pode aumentar o numero de modificagbes fisicas e quimicas negativas,
alterando a qualidade da matéria-prima para a sua comercializagdo como, por exemplo,
mudangas em aparéncia (coloragao), cheiro e possiveis perdas de constituintes volateis.
Esses fatores requerem trabalhos de pesquisa, cujo objetivo é estudar os possiveis efeitos
da secagem e do armazenamento de plantas medicinais, sob condi¢cées pré-estabelecidas
(BARITAUX et al., 1992).
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A secagem € importante, pois diminui a velocidade de deterioragdo do material, por
meio da redugdo no teor de agua, atuando regressivamente na acao das enzimas
possibilitando a conservagao das plantas por maior tempo. Com a reduc¢ao da quantidade de
agua, aumenta-se, também, a quantidade de principios ativos em relagdo a massa seca
(SILVA & CASALI, 2000).

Diante dos resultados obtidos optou-se pelo processo de secagem do material
vegetal seco em estufa com circulagédo de ar e aquecimento a 40 °C.

Apods secagem, o material vegetal, agora denominado droga vegetal, foi pulverizado
em moinho de facas, ja que esse tipo de moagem ¢é o indicado para partes nao friaveis
como folhas e flores (SIMOES et al., 2004). O aspecto do p6 obtido apés a moagem das

partes aéreas esta ilustrado na figura 12.

[FETTTRRTTFIT TAmr ey

Figura 12. Aspecto do p6 das partes aéreas de Melampodium divaricatum pulverizado em

moinho de facas.

Estando o grau de divisdo da droga intimamente relacionado com a eficiéncia do
processo extrativo, torna-se importante a analise granulométrica do material vegetal
empregado na extragdo, também com o objetivo de caracterizagdo deste material, tendo em
vista que nenhum estudo envolvendo estes aspectos da espécie M. divaricatum foi
realizado.

A distribuicdo granulométrica do p6 obtido a partir das partes aéreas pulverizadas em
moinho de facas nos permite afirmar que a maior parte das particulas encontra-se entre as
classes granulométricas de 0,840 a 0,420 mm como apresentado na tabela 4 e figura 13, o
tamanho médio das particulas calculado foi 0,476 mm % 0,063.

Segundo classificacdo dos pds vegetais proposta pela Farmacopéia Brasileira 1V
(1988), o p6 de M. divaricatum pulverizado em moinho de facas pode ser classificado como

grosso, visto que 100% do pé foi menor que 2000 um ou 2 mm.
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Tabela 4. Analise granulométrica por tamisagdo de partes aéreas de Melampodium

divaricatum pulverizadas em moinho de facas.

Abertura da Classe Abertura Fracao Fracao Retida
malha granulométrica média Residuo Acumulada
(mm) (mm) (mm) (%) (%)
0,840 0,084 — 2,000 1,042 4,91 + 2,05 4,91
0,590 0,590 — 0,840 0,715 22,22 + 6,05 27,13
0,420 0,420 — 0,590 0,505 29,80 + 3,92 56,93
0,297 0,297 — 0,420 0,359 11,72 £ 1,15 67,75
0,250 0,250 — 0,297 0,274 6,04 + 0,92 73,79
0,210 0,210 — 0,250 0,230 6,77 £ 1,65 80,56
0,177 0,177 —0,210 0,194 4,69 + 1,49 85,25
0,149 0,149 — 0,177 0,163 2,73 +0,98 87,98
0,125 0,125 — 0,149 0,137 1,37 £ 0,59 89,35
0,074 0,074 —0,125 0,100 535+ 2,74 94,70
coletor 0,000 |— 0,074 0,037 4,39 £ 2,10 100,00
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Figura 13. Distribuicdo do tamanho de particulas das partes aéreas de Melampodium

divaricatum pulverizadas em moinho de facas.
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A granulometria € expressa com referéncia a abertura nominal da malha do tamis
utilizado (FARMACOPEIA, 1988). Segundo List & Schmidt, 2000, a droga vegetal que
apresente particulas de tamanho superior a classificagao de fino € mais adequada para os
processos de extracdo, principalmente por percolagao, pois a presenca de um pdé muito fino
pode promover o entupimento do percolador.

O estado de fragmentacao do material vegetal também tem sua importancia para a
otimizagdo extrativa, portanto para obtengdo dos extratos vegetais as partes aéreas secas
foram moidas, aumentando assim a superficie de contato da droga vegetal com o liquido
extrator, porém um tamanho muito reduzido pode ocasionar a perda de compostos de
interesse.

Como os oleos essenciais localizam-se em estruturas internas e/ou externas
diversas, a fragmentacao do material vegetal pode influenciar diretamente no rendimento
extrativo. Silva e colaboradores (2004), estudando os teores de 6leos essenciais de folhas
de cidrdo (Aloysia triphylla), frescas e secas em diferentes tamanhos de fragmentos
verificaram que folhas inteiras secas, frescas inteiras e frescas processadas em
liquidificador ndo apresentaram diferencas no teor de 6leo essencial. Porém, as folhas secas
trituradas em moinho apresentaram o menor rendimento no ensaio. Portanto, o material
vegetal empregado na extragéo do 6leo essencial em estudo n&o foi moido e sim rasurado
manualmente com o auxilio de tesoura em tamanhos com cerca de 2,0 cm.

Estando determinado o tamanho das particulas da droga vegetal pulverizada, partiu-
se para a determinacgao do teor de cinzas totais e insolUveis em acido que permite verificar a
presenga de impurezas inorganicas n&o-volateis no material vegetal (SIMOES et al., 2004;
VIGO et al., 2004).

Os teores de cinzas totais e insoluveis em acido foram determinados para as partes
aéreas de M. divaricatum coletadas nas diferentes épocas do ano. Os resultados obtidos
para cinzas totais e insollveis em acido foram, respectivamente, 15,81 + 0,59% e 1,55 +
0,19% representando a média de todas as determinagdes (tabela 6).

O teor de residuo seco € um parametro farmacogndstico que indica o rendimento da
extracdo em massa através da relacdo droga vegetal x residuo seco (m/m) (SANCHES,
2004).

O teor de residuos secos foi calculado como descrito no item 4.2.2.6 e os resultados
obtidos foram 2,767 + 0,105% (p/p) em agua, 0,744 + 0,008% (p/p) em etanol 70% e 0,739 +
0,008% (p/p) em etanol absoluto. Indicando, assim que o maior rendimento de extrato em
massa se deu pela extragdo em agua, tendo como processo extrativo a decocgao.

O excesso de dgua em matérias-primas vegetais possibilita a acdo de enzimas, além

de propiciar o desenvolvimento de fungos e bactérias (FARIAS, 2003).
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Entre os métodos analiticos oficiais para determinagcdo de dgua em matérias-primas
vegetais, 0 método gravimétrico em estufa € o mais comum, seguido do método de
destilagao azeotrdpica, preconizado para a determinagdo de agua em drogas vegetais ricas
em Oleos volateis (BORGES et al., 2005).

Os métodos gravimétricos determinam ndo somente a perda de agua, como também
dos demais constituintes volatilizados juntamente com a agua (ISENGARD & FARBER,
1999; FARIAS, 2003), incluindo os o6leos essenciais, portanto ndo sdo indicados para
espécies ricas em 6leos essenciais. Como a espécie em estudo apesar de conter dleos
essenciais o seu teor ndo é elevado o que pode nao afetar significativamente nos
resultados.

Em estudo realizado por Borges e colaboradores (2005) para as folhas de folhas de
Maytenus ilicifolia Mart. ex. Reissek conhecido popularmente como espinheira-santa e
partes aéreas de Passiflora alata Curtis conhecida como maracuja, onde o teor de umidade
obtido pelos métodos gravimétricos e azeotrépico nado diferiram significativamente. Porém
no mesmo estudo foi observada diferenca significativa entre as metodologias para espécies
com alto teor de 6leo essencial como a Calendula officinalis L. e Foeniculum vulgare Miller.

A determinacdo da perda por dessecacdo das partes aéreas moidas de M.
divaricatum foi realizada em balanga de infravermelho a temperatura de 110 °C por cerca de
oito horas apresentado uma perda de 12,1 + 0,25% quando ocorreu estabilizagdo do
processo. Este resultado representa a média de cinco resultados e encontra-se dentro dos
limites estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira (1988) na qual a especificacdo de
umidade para drogas vegetais encontra-se entre 8 e 14% evitando assim que o material
sofra algum tipo de degradagdo tanto enzimatico quanto pela contaminagédo excessiva por
microrganismos. Mesmo sendo o método gravimétrico ndo indicado para materiais que
apresentem constituintes volateis além da &gua, possivelmente o material avaliado
apresenta uma umidade inferior ao resultado obtido e desde que ndo esteja inferior a 8%
continua dentro dos limites estabelecidos para garantia da qualidade.

Outro parametro importante para a caracterizagdo de um material vegetal é o pH; os
valores obtidos pela média de 12 determinagdes foi 6,57 + 0,10 mostrando-se praticamente
neutro. O pH da agua destilada empregada no preparo do extrato analisado foi de 5,32 +
0,03.

Considerando os diversos aspectos que garantem a qualidade do material vegetal,
que incluem ndo somente os aspectos fisico-quimicos, mas também microbiolégico, e diante
dos procedimentos de coleta e manuseio torna-se comum a detecgdo de contaminantes
microbioldgicos, porém essa carga microbiana ndo deve ser elevada a ponto de prejudicar a

qualidade deste material tanto por degradagéo de principios ativos pelos microrganismos
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quanto a contaminacdo de qualquer extrato ou extrativo obtido a partir desta planta
altamente contaminada.

O controle microbiolégico tem como objetivo determinar o numero total de
microrganismos presentes em preparagdes nao estéreis, cosméticos e drogas vegetais,
além da identificagdo de microrganismos patogénicos, tais como Salmonella sp., Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, que nao devem estar presentes
assegurando assim o utilizagdo de produtos de boa qualidade, seja ele de qualquer origem.

Existem padrbes pré-estabelecidos pela Organizacdo da Saude que tornam
aceitaveis a contaminacgao por bactérias e fungos, desde que em um nivel ndo muito alto e a
auséncia ou presenga reduzida dos microrganismos com potencial patogénico.

O material vegetal coletado no Horto de Plantas Medicinais da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — SP foi avaliado microbiologicamente e os

resultados estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Controle microbiolégico das partes aéreas de Melampodium divaricatum

pulverizadas.

Microrganismos Recomendagéo® Resultado®
Aerdbios viaveis < 10° UFC/g 2,48. 10* £ 22 UFC/g
Fungos < 10* UFC/g 1,82.10° + 12 UFC/g
Escherichia coli auséncia auséncia
Salmonella sp. auséncia auséncia
Staphylococcus aureus auséncia auséncia
Pseudomonas aeruginosa auséncia auséncia

® Recomendagdo segundo CARTURAN (1999); PINTO et al., (2003) ; USP 26 (2003); SIMOES et al.,

(2004); ® resultados expressos pela média + desvio-padrao de trés determinagdes.

Os resultados obtidos indicam que mesmo os niveis de aerdbios totais e fungos
detectados nao sao baixos, porém estdo dentro dos limites aceitaveis. O material analisado
trata-se de um arbusto coletado e selecionado manualmente o que pode aumentar os riscos
de contaminagdo, no entanto houve crescimento dos microrganismos nao aceitaveis
(Salmonella sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa), o
que indica que o material apresenta-se de qualidade e n&o contaminado por
microrganismos patogénicos.

A contaminagdo por aerébios totais e fungos encontrada foi minimizada pelo

processo de extragdo, uma vez que nos processos extrativos empregados empregou-se
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temperatura (decocgao) e solventes (etanol) que reduziram a carga microbiana detectada
nos testes de controle microbioldgico.

Os extratos de M. divaricatum, portanto apresentaram-se ausentes de contaminantes
microbioldgicos, tanto na contagem total como nos testes especificos para microrganismos
patogénicos.

Outros fatores também podem afetar o conteudo final dos metabdlitos secundarios
em plantas medicinais, tais como condi¢gdes de coleta, estabilizagdo, estocagem e muitos
outros. O presente estudo buscou caracterizar farmacognosticamente a espécie M.
divaricatum tendo em vista a auséncia de estudos e parédmetros pré-estabelecidos para o
controle de qualidade desta espécie. Os resultados obtidos nas analises fisica, fisico-

quimica e microbioldgica estdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Analise fisica, fisico-quimica, quimica e microbiolégica das partes aéreas de

Melampodium divaricatum.

Parametros Resultados
Diametro médio das particulas 0,476 mm £ 0,063%
Densidade aparente 0,22 g/mL £ 0,10°
nao-compactada
Densidade compactada 0,26 £ 0,10 g/mL?
Perda por secagem em estufa com 86,37 + 0,18%°

circulacado de ar a 40 °C

Perda por dessecacgéao 12,1 £ 0,25%*
pH da droga vegetal 6,57 +0,10°
Teor de cinzas totais 15,81 + 0,59%°
Teor de cinzas insoluveis em acido 1,55 + 0,19%"°
Triagem fitoquimica preliminar Presenca de tragos de flavondides
Teor de flavonoides totais 0,71 £ 0,30%
Analise microbioldgica Auséncia de microrganismos patogénicos e

presenca inferior ao aceito para fungos

? Média + desvio padr&o obtido a partir de 5 determinagées.

5.2 ANALISES QUIMICAS
Inicialmente foi realizada uma triagem dos principais metabdlitos secundarios com a
finalidade de se conhecer quais as principais classes de principios ativos presentes na

espécie M. divaricatum. A tabela 7 apresenta os resultados obtidos na triagem fitoquimica.
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Tabela 7. Analise fitoquimica preliminar das partes aéreas de Melampodium divaricatum.

Classes Reacgodes Resultado
(Costa, 1994; Matos, 1997)

P \" o |

Bertrand - - - -

Alcaléides Bouchardat - - - -

Dragendorff - - - -

Mayer - - - -

Antraquinonas Livres - - - -

Glicosiladas - - - -

Glicosideos LEGAL - - - -

Cardioténicos Keller-Killiani - - - -

Liebermann-Burchard - - - -

Shinoda - - - -

Taubock + + - -

Flavonoides Pew - - - -

Cloreto férrico + + - -

Cloreto de aluminio + + - -

Antraquinonas Livres - - - -

Glicosiladas - - - -

Saponinas Formacgao e permanéncia de - - - -
espuma

Gelatina - - - -

Taninos Sais de ferro - - - -

Acetato de chumbo - - - -

Cumarinas Teste para cumarinas - - - -

- : presenga do grupo quimico ndo caracterizada; + : presenga do grupo quimico caracterizada.

P: primavera; V: verao; O: outono e I: inverno.

Um método classico empregado para a identificacdo segura de drogas vegetais é a
analise cromatografica, portanto buscou-se caracterizar a presenga dos constituintes
majoritarios presentes em M. divaricatum tanto no material vegetal bem como nos extratos
(EA, EH e EE), por cromatografia em camada delgada empregando sistemas eluentes
classicos para as principais classes de metabdlitos, buscando detectar a presenca de
metabdlitos mesmo que em quantidades pequenas, mas que pudessem estar relacionados
as atividades biologicas avaliadas. Todas as analises cromatograficas em camada delgada

empregadas basearam-se nos métodos propostos por Wagner e colaboradores (1984).
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Através do perfil cromatografico dos extratos foi possivel detectar a presencga de
flavondides e de terpenos, resultados estes condizentes com os obtidos para espécie M.
divaricatum por Hubert & Wiemer (1985), Alonso-Lépez e colaboradores (1985), Bohm &
Stuessy (1991) e Huither e colaboradores (1999), que identificaram a presenca de
sesquiterpenos e flavondides em extratos de média polaridade a partir de varias partes da
planta, como apresentado na tabela 1.

O perfil cromatografico para terpendides dos extratos brutos esta apresentado na

figura 14 e tabela 8.
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Figura 14. Cromatograma dos extratos obtidos por maceragao a partir das partes aéreas de
Melampodium divaricatum empregando-se diferentes liquidos extratores. Onde: EE (Extrato
Etandlico 98,5%); EH (Extrato Hidroetandlico 70%); EA (Extrato Aquoso). Sistema
cromatografico: fase movel: metanol: n-propanol: agua (5:6:1:4) (v/v); fase estacionaria:

silica gel GF.s4 (Merck®); revelacdo: anisaldeido sulfirico a quente.
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Tabela 8. Fatores de retengdo e cor das bandas correspondentes ao cromatograma
apresentado na figura 14.

Amostras* Coloragao das bandas Rf
(Wagner et al., 1984) (Fator de Retencao)

1: marrom avermelhada 0,02

2: violeta avermelhada 0,05

3: marrom -avermelhada 0,12

4: violeta 0,22

5: violeta 0,35

EE* 6: azul esverdeada 0,50

7: violeta 0,59

8: violeta 0,63

9: violeta 0,72

10: marrom amarelada 0,81

1: marrom avermelhada 0,02

2: violeta avermelhada 0,06

3: violeta 0,10

4: azul esverdeada 0,19

5: violeta 0,23

EH* 6: violeta 0,36

7: azul erverdeada 0,40

8: azul erverdeada 0,50

9: violeta 0,59

10: violeta 0,63

11: violeta 0,81

12: violeta 0,92

1: azul esverdeada 0,10

2: violeta 0,15

3: azul esverdeado 0,19

4: violeta 0,35

5: violeta 0,39

EA* 6: azul erverdeada 0,50

7: azul erverdeada 0,58

8: violeta 0,63

9: violeta 0,72

10: violeta 0,81

11: violeta 0,91

* EE (Extrato Etandlico 98,5%); EH (Extrato Hidroetandlico 70%); EA (Extrato Aquoso).

De forma geral houve algumas diferencas no nimero e intensidade de constituintes
identificados nos extratos, o que pode indicar diferencas na constituicdo quimica e teor dos
constituintes dos extratos, visto que foram empregados liquidos extratores diferentes,
justificando assim possiveis diferencas nas atividades biolégicas testadas.

Através da triagem fitoquimica foi possivel detectar também a presenca de
flavondides a partir das reagdes com cloreto de aluminio, cloreto férrico e Taubock nas
amostras coletadas na primavera e verdo, portanto foi possivel verificar uma variagcéo
sazonal quanto a presenca de flavondides nas partes aéreas de M. divaricatum.

O metabolismo secundario de plantas pode variar consideravelmente dependendo de
varios fatores, sendo que a constancia de concentracbes de metabdlitos secundarios é

praticamente uma excecao. Sao relatadas variacbes sazonais no conteludo de praticamente
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todas as classes de metabdlitos secundarios, como 6leos essenciais (PALA-PAUL et al,,
2001; SCHWOB et al., 2004), lactonas sesquiterpénicas (SCHMIDT et al., 1998; ZIDORN &
STUPPNER, 2001), acidos fendlicos (GRACE et al., 1998; ZIDORN & STUPPNER, 2001),
flavondides (BROOKS & FEENY, 2004), cumarinas (WILT & MILLER, 1992), alcaldides
(ROCA-PEREZ et al., 2004) dentre outros.

A maneira mais precisa e exata de se identificar e quantificar flavondides em
produtos naturais é a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Entretanto, quando
se pensa em controle de qualidade, é conveniente a introducédo de alternativas analiticas
mais simples e baratas, pois nesses casos se requer procedimentos que permitam a analise
rapida de amostras numerosas e em laboratérios geralmente modestos no que se refere ao
instrumental instalado e utilizado por analistas na maioria das vezes sem formagao superior.
Uma das técnicas que se enquadram bem nesse contexto é a determinagao de flavonédides
totais por espectrofotometria no UV/Vis através do uso de cloreto de aluminio (WOISKY &
SALATINO, 1998).

Esse é um método preciso, isto &, reprodutivel, fornecendo desvios muito pequenos
ou nulos entre um ensaio e outro com a mesma amostra. No entanto, ele pode ser pouco
exato, ou seja, o valor que ele fornece pode ser diferente (geralmente inferior) em relagéo a
quantidade de flavondides totais realmente presente na amostra analisada. O valor medido
e o valor real sao tanto mais préximos entre si quanto maior a proporgao de flavondis (ex.
quercetina) na amostra, e tanto mais distantes quanto maior a proporcao de flavonas (ex.
crisina). Isso se deve ao fato de que o comprimento de onda selecionado (425 nm)
corresponde a banda de absor¢cdo do complexo quercetina-aluminio. A utilizacdo da
quercetina como padrao se justifica, pois este flavonol € certamente o mais comum dos
flavonodides encontrado nas plantas. Os complexos dos outros flavondis com aluminio
absorvem bem préoximo de 425 nm, mas os complexos derivados de flavonas absorvem em
comprimentos de onda inferiores, 0 que causa uma subestimativa nas determinacbes de
misturas muito ricas em flavonas (WOISKY & SALATINO, 1998).

No entanto, essa limitagdo ndo reduz a validade do método para propdsitos de
controle de qualidade. Nesse contexto, € mais importante precisdo do que exatidao, pois no
controle de qualidade o que normalmente se faz é estabelecer limites inferiores e
superiores, dentro dos quais os valores encontrados devem se situar nas condi¢des
prescritas pelo método. A determinagdo do conteudo real de flavondides nas amostras
analisadas € menos importante, embora a exatiddo seja uma caracteristica desejavel nos

procedimentos para o controle de qualidade (MARCUCCI et al., 2001).
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O doseamento foi realizado a partir de curva analitica obtida a partir do padrao de

quercetina diidratada apresentada na figura 15.

Densidade optica em 425 nm

6 8 10
Concentragcdo de Quercetina (pg/mlL)

T T T T T T T
12

Figura 15. Curva analitica de absorbancia da solugdo padrao de quercetina diidratada em

diferentes concentragoes.

Os resultados obtidos para o teor de flavonoéides das partes aéreas de M. divaricatum

coletadas nos diferentes periodos do ano expressos em pg/mL de quercetina foram: 0,85 +
0,05 (primavera), 1,03+ 0,13 (verao), 0,34 + 0,01 (outono) e 0,63 + 0,01 (inverno) que

diferem estatisticamente entre si segundo teste t de Student com nivel de significancia de

5% como apresentado na figura 16.

1,4
1,2

0,8
0,6

0,4

Teor de flavonoides
Hg/mL de quercetina

0,2

1,03

0,63

0,34

primavera

verao outono inverno

Figura 16. Variacdo sazonal do teor de flavonoides totais de partes aéreas de Melampodium

divaricatum nos diferentes periodos do ano.
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Esta diferenca se da pelo fato da producdo dos metabdlitos secundarios estar
relacionada a diversas condi¢des, bem como disponibilidade de agua, nutrientes no solo
dentre outros fatores que podem variar ao longo do ano (VIGO et al., 2004; FREIRE et al.,
2006).

Resultados semelhantes foram observados nas concentragbes de hipericina e
pseudo-hipericina obtidas a partir da erva de Sao Joao (Hypericum perforatum), utilizada no
tratamento de depressdes leves a moderadas que aumentam de cerca de 100 ppm no
inverno para mais de 3000 ppm no verao (44). As folhas de Digitalis obscura apresentam as
menores concentragdes de cardenolideos, como o lanatosideo A, na primavera e uma fase
de rapido acumulo no verdo, seguida por uma fase de decréscimo no outono (ROCA-
PEREZ et al., 2004); nas raizes de Panax ginseng foi detectado um grande aumento na
concentragcao de damarano-saponinas bioativas, tais como o ginsenosideo no verao (KIM et
al., 1981).

As diferencas sazonais observadas no teor de flavonodides de M. divaricatum podem
ser explicadas pelo fato de existir uma correlagao positiva bem estabelecida entre
intensidade de radiagdo solar e produgcdo de compostos fenélicos (WATERMAN & MOLE,
1994), tais como flavonoides (MARKHAM et al., 1989; TATTINI et al., 2004), taninos (DUDT
& SHURE, 1994) e antocianinas (JEONG et al., 2004). Isso pode ser explicado,
principalmente no caso de flavondides e fenilpropandides correlatos, pela protecdo contra a
foto-destruicdo proporcionada por estes metabdlitos ao absorver e/ou dissipar a energia
solar, dificultando assim a danificagcdo dos tecidos mais internos pela radiagcdo UV-B
(GRACE et al., 2000). O aumento na producdo de tais metabdlitos “protetores solares” é
controlado por enzimas da rota biossintética dos fenilpropandides, as quais podem ter sua
expressao génica induzida pela luz (CHAPPELL & HAHLBROCK, 1984).

Portanto, a qualidade das matérias-primas tem um papel central na obtencdo de
produtos com constancia de composicdo e propriedades terapéuticas reprodutiveis
(CALIXTO, 2000).

Na analise cromatografica em camada delgada das solucbes extrativas obtidas por
maceracao com diferentes liquidos extratores empregando o sistema proposto por Wagner e
colaboradores (1984), para a identificacdo de compostos flavonoidicos, ndo foram
observadas diferencas no perfil cromatografico, quanto ao numero de bandas
correspondentes aos constituintes presentes nos extratos, porém a intensidade das bandas
apresentou algumas diferengas o que pode indicar diferengas nos teores de acordo com a

polaridade do liquido extrator empregado, como apresentado na figura 17 e tabela 9.
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Figura 17. Cromatograma dos extratos obtidos por maceragao a partir das partes aéreas de

Melampodium divaricatum empregando-se diferentes liquidos extratores. Onde: EE (Extrato
Etandlico 98,5%); EH (Extrato Hidroetandlico 70%); EA (Extrato Aquoso); Padrbes: R

(rutina) e Q (quercetina). Sistema cromatografico: fase movel: acetato de etila: acido

férmico: acido acético glacial: agua (5:6:1:4) (v/v), fase estacionaria: silica gel GFys4
(Merck®); revelagdo: NP/PEG e visualizagado UV-365 nm (WAGNER et al., 1984).

Tabela 9. Fator de

apresentado na figura 17.

retencdo e fluorescéncias correspondentes ao cromatograma

Amostra Fluorescéncia Rf
(Wagner et al., 1984) Fator de Retengao)

1: azul 0,53

EE* 2: alaranjada 0,67
3: azul 0,80

4: azul 0,88

1: azul 0,54

EH* 2: alaranjada 0,68
3: azul 0,80

4: azul 0,89

1: azul 0,54

EA* 2: alaranjada 0,68
3: azul 0,82

4: azul 0,89

R* alaranjada 0,43
Q* amarela 0,88

*EE (Extrato Etanolico 98,5%); EH (Extrato Hidroetandlico 70%); EA (Extrato Aquoso); R (Rutina); Q

(Quercetina).
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Através do doseamento é possivel afirmar que existe uma diferenga no teor de
flavondides totais nos diferentes extratos obtidos a partir das partes aéreas de M.
divaricatum. Os resultados obtidos expressos em mg de quercetina/ 100 mg de extrato seco
foram 7,46 no extrato etandlico 98,5%, 4,23 no extrato hidroalcélico 70% e 1,44 no extrato
aquoso. Portanto torna-se evidente uma relagdo entre polaridade do liquido extrator e
quantidade de flavondides extraidos para a espécie em estudo.

Os perfis fitoquimicos do 6leo essencial de M. divaricatum foi obtido empregando-se
a técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) segundo descrito no item 4.2.8.1.1,
onde foi possivel avaliar possiveis diferencas no perfil fitoquimico dos d6leos essenciais
obtidos de diferentes partes da planta bem como se coletadas em diferentes periodos do
ano (primavera, verao, outono e inverno).

A figura 18 e tabela 10 apresentam os resultam os o perfil fitoquimico do éleo

essencial obtido das diferentes partes de M. divaricatum.

PA FO FL E C

Figura 18. Cromatograma do 6leo essencial obtido a partir de diferentes partes no estado
seco de Melampodium divaricatum. Onde: PA — Partes Aéreas; FO — Folhas; FL - Flores; E
— Escapos; C — padrao (8- cariofileno). Sistema cromatografico: fase mével: tolueno: acetato
de etila (93:7) (v/v); fase estacionaria: silica gel GFs: (Merck®); revelagdo: vanilina sulfdrica

a quente.
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Tabela 10. Fator de retengcdo e cor das bandas correspondentes ao cromatograma

apresentado na figura 18

Amostra* Coloragao da banda Rf
(Wagner et al., 1984) Fator de Retengao)

1: violeta 0,25

PA 2: violeta 0,33
3: violeta-azulada 0,56

4: violeta-avermelhada 0,85

1: violeta 0,25

FO 2: violeta 0,33
3: violeta-azulada 0,56

4: violeta-avermelhada 0,83

1: violeta 0,25

FL 2: violeta 0,32
3: violeta-azulada 0,55

4: violeta-avermelhada 0,83

1: violeta 0,25

E 2: violeta 0,35
3: violeta-azulada 0,55

4: violeta-avermelhada 0,80

C violeta 0,31

* PA: partes aéreas; FO: folhas; FL.: flores; E: escapos. C: S-cariofileno.

O perfil cromatografico dos 6leos essenciais obtidos das diferentes partes de M.
divaricatum nao apresentou diferengcas quanto ao numero de constituintes majoritarios. Em
todas as amostras foi possivel identificar 4 constituintes cujos fatores de retengdo nao
apresentaram diferenca maiores do que 0,05, o que indica que as bandas sao
correspondentes, portanto sdo compostos equivalentes.

Como no caso da espécie em estudo a avaliacdo ter sido feita apenas
qualitativamente, nao foi possivel concluir em qual dos 6rgaos os compostos majoritarios
apresentam um maior teor, apenas foi possivel verificar que o perfil fitoquimico foi diferente
para o 6leo essencial obtido a partir dos escapos (galhos). Com isso, optou-se por trabalhar
com as partes aéreas por representar a mistura dos trés 6rgaos vegetais o que pode resultar
em um teor maior dos compostos presentes no 6leo essencial.

Resultados semelhantes foram obtidos para as espécies Ocotea puberula e Unxia
camphta. Segundo Araujo e colaboradores (2001) o 6leo essencial obtido a partir dos galhos
e folhas de O. puberula ndo apresentaram diferengas significativas e para a espécie U.
camphta nao houve diferencas nos teores dos compostos majoritarios presentes nas flores,
folhas, caule, raizes e partes aéreas (BUSMAN et al., 2005).

Como nao existem diferencas qualitativas quanto aos compostos majoritarios no éleo
essencial de M. divaricatum obtido das diferentes partes da planta, optou-se por trabalhar
com o oOleo essencial das partes aéreas, por ser a mistura de flores, folhas e escapos,

correspondentes aos 15 cm superiores como ilustrado na figura 5.
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Outro pardmetro a ser avaliado e que pode representar grande variabilidade na
composi¢ao quimica de um metabdlito secundario é a variacdo sazonal. A figura 19 e a
tabela 11 apresentam os resultados do cromatograma do 6leo essencial obtido a partir das

partes aéreas de M. divaricatum coletadas nos diferentes periodos do ano.

Figura 19. Cromatograma do Oleo essencial obtido a partir das partes aéreas de
Melampodium divaricatum coletadas em diferentes periodos do ano. Onde: P (primavera); V
(verao); O (outono); I (inverno) e C (B-cariofileno). Sistema cromatografico: fase movel:
tolueno: acetato de etila (93:7) (v/v); fase estacionaria: silica gel GF.s;s (Merck®); revelagao:

vanilina sulfurica a quente.
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Tabela 11. Fator de retencdo e cor das bandas correspondentes ao cromatograma

apresentado na figura 19.

Amostra* Coloragao das bandas Rf
(Wagner et al., 1984) Fator de Reten¢ao)

1: violeta 0,23

P 2: violeta 0,36
3: violeta-azulada 0,55

4: violeta-avermelhada 0,85

1: violeta 0,23

\" 2: violeta 0,32
3: violeta-azulada 0,53

4: violeta-avermelhada 0,80

1: violeta 0,23

(o) 2: violeta 0,33
3: violeta-azulada 0,55

4: violeta-avermelhada 0,81

1: violeta 0,23

| 2: violeta 0,33
3: violeta-azulada 0,55

4: violeta-avermelhada 0,80

C violeta 0,31

P: primavera; V: verao; O: outono; I: inverno; C: B-cariofileno.

Preliminarmente é possivel concluir que ndo ha uma variagao quanto a presenga dos
constituintes maijoritarios no 6leo essencial de M. divaricatum quando obtido a partir de
amostras coletadas na primavera, verao, outono e inverno. Os fatores de retencdo nao
apresentaram diferencas maiores do que 0,05. Analises complementares sao necessarias
para avaliar se existem diferencgas significativas nos teores destes constituintes maijoritarios,
bem como nos demais constituintes do 6leo essencial.

Estudos realizados por Chericoni e colaboradores (2004), Pala-Paul e colaboradores
(2001) e Gauvin & Smadja (2005) com as espécies Artemisia verlotiorum, Santolina
rosmarinifolia e quatro espécies do género Psiadia, respectivamente, demonstraram que os
6leos essenciais ndo apresentaram diferengas sazonais significativas e todas as espécies
s&o da mesma familia que a espécie em estudo (Asteraceae).

Outro fator importante que deve ser avaliado é o processo de secagem empregado.
Na verdade quando se trata de processo de secagem de plantas medicinais, diversos
fatores devem ser levados em conta e a cada dia novos estudos estdo sendo desenvolvidos
com o objetivo de identificar qual a melhor metodologia a ser empregada para determinada
espécie medicinal, ja que caracteristicas fisiolégicas, além de conteudo e tipo de
componentes quimicos presentes nas plantas submetidas a secagem sao variaveis que

devem ser consideradas.
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Resultados conflitantes sdo obtidos em estudos de avaliagdo de processo de
secagem de espécies aromaticas. Segundo Mdiller & Muihlbauer (1990), o acréscimo na
temperatura do ar de secagem de 30 para 50 °C na secagem de camomila (Chamomilla
recutita) reduziu o tempo de secagem de 52 para 3,5 h, ndo causando redugéao significativa
no teor de Oleo essencial, sendo que este manteve-se na faixa de 15 a 25%,
independentemente da temperatura do ar de secagem utilizada.

Baritaux e colaboradores (1992) compararam a composicdo quimica do dleo
essencial de manjericao (Ocimum basilicum L.), submetido a secagem com ar aquecido a 45
°C, com aquela obtida com a planta fresca (testemunha). A composicao do 6leo essencial de
manjericdo seco apresentou um padrao cromatografico diferente do obtido na testemunha.
Os teores de metilchavicol e eugenol decresceram durante a secagem, entretanto, os teores
de trans-bergamoteno, linalol e 1,8-cineol aumentaram significativamente.

Diante destes estudos fica evidente a necessidade de um estudo da influéncia do
processo de secagem frente aos metabdlitos presentes em cada espécie. Tendo em vista a
necessidade de uma avaliagao quantitativa principalmente dos constituintes majoritarios que
podem estar relacionados com as atividades biolégicas, buscou-se verificar se o processo
de secagem em estufa com circulagdo de ar e aquecimento a 40 °C afetou o teor dos
constituintes do 6leo essencial empregando se CG/EM segundo descrito no item 4.2.8.2. O
cromatograma obtido para o 6leo essencial encontra-se apresentado na figura 21.

Os resultados obtidos nas analises por CG/EM para avaliagdo da variagdo na
composig¢ao quimica do 6leo essencial extraido a partir da planta fresca (recém-coletada) ou
seca e seus respectivos indices de retencao estdo apresentados na tabela 12 em ordem
crescente de tempo de retencdo, sendo que todos os compostos foram identificados nao
apenas por comparacao do indice de Kovats calculado com o da literatura, mas também
através dos espectros de massas comparados com o banco de dados das bibliotecas
WILEY , NIST 12 e NIST 62, considerando os compostos com indice de similaridade maior

ou igual a 85%.

102




Resultados e Discussao

Tabela 12. Teor dos compostos presentes no 6leo essencial obtido a partir das partes de

Melampodium divaricatum

Ne| TR | IK° | IK® | IS? Composto Fresca® | Seca® | AB®
1 8,0 | 1031 | 1033 | g 1,8 cineol 0,01 )

2 14,9 | 1206 | 1204 | 90 n-decanal 0,01 - -

3 1210 | 1350 | 1356 | 92 eugenol 0,05 - -

4 22,0 | 1372 | 1376 | 90 a-copaeno 0,02 - -

5 223 | 1379 | 1384 | 97 S-bourboneno 0,65 0,59 0,42
6 | 22,6 | 1386 | 1391 | 97 Selemeno 1,02 0,96 0,71
7 | 239 | 1418 | 1418 | 96 B-cariofileno 48,59 39,94 51,06
8 241 1420 | 1418 | 90 S-cedreno 0,07 - )

9 244 | 1429 | 1436 | 95 trans-alfa-bergamoteno 0,44 0,25 0,26
10 | 24,6 | 1433 | 1439 | 87 aromadendreno 0,04 - -
11 | 24,9 | 1440 | 1432 | 83 f-gurjuneno 0,11 - -
12 | 25,3 | 1450 | 1454 | 97 a~humuleno 2,17 1,82 1,76
13 | 25,4 | 1454 | 1461 90 alloaromadendreno 0,01 - 0,03
14 | 26,1 | 1471 | 1478 | 92 a-amorfeno 0,07 0,06 | 0,08
15 | 26,4 | 1477 | 1480 | 95 germacreno D 13,18 12,13 10,04
16 | 26,6 | 1484 | 1485 | 88 Sselineno 0,02 - 0,04
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17 | 26,7 | 1486 | 1495 | 92 ledeno 0,03 . 0,07
18 | 26,9 | 1491 1494 | 95 biciclogermacreno 10,60 8,73 3,13
19 | 27,1 1494 | 1499 | 89 a-muuroleno 0,04 - 0,07
20 | 27,4 | 1502 | 1503 | 95 germacreno A 0,84 0,62 0,46
21 | 276 | 1508 | 1513 | 86 y-cadineno 0,04 - -
22 | 27,8 | 1514 | 1524 | 93 6-cadineno 0,11 0,18 0,17
24 29,4 | 1553 | 1556 | 92 germacreno B 0,33 0,32 0,30
29,6 | 1559 | 1565 | 92 nerolidol 0,31 0,24 0,15
26 | 30,1 | 1572 | 1576 | 96 espatulenol 0,87 1,62 1,43
27 | 30,3 | 1576 | 1581 96 oxido de cariofileno 3,00 2,28 5,23
28 30,8 | 1588 | 1590 | 86 viridiflorol 0,08 0,10 0,10
29 | 33,1 | 1651 | 1653 | 85 a~cadinol 1,35 0,28 0,69
30 | 39,6 | 1838 | 1843 | 93 E,E - farnesil acetato 0,14 0,10 0,12
31| 399 | 1840 | 1845 | 94 hexahidrofarnesil acetona 0,20 0,13 0,42
32 | 454 | 2008 | 2009 | 91 hexadecil acetato 0,08 0,33 0,18
33 | 486 | 2109 | 2116 | 96 trans-phytol 1,20 0,34 0,66
 identificados 8579 | 7111 | 9%
> nao-identificados 14,21 28,89 10b 0
Y total 100,00 100,00 ’

2 tempo de retencdo em coluna DB-5; ° indice de Kovats calculado. ® indice de Kovats da literatura
(ADAMS, 1995); 4 indice de similaridade compara com a biblioteca de dados WILEY 7 NIST 12 e
NIST 62; © teor (%) dos compostos presentes no 6leo essencial obtido pela area dos picos no
cromatograma; Fresca: partes aéreas recém coletadas; Secas: partes aéreas secas em estufa com
circulagéo de ar e aquecimento a 40 °C; AB: 6leo essencial empregado nas atividades bioldgicas.
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Foi possivel verificar que os cinco constituintes majoritarios presentes no dleo
essencial correspondentes a 82,5% da composicdo do 6leo essencial obtido a partir do
material fresco ndo apresentaram diferenga significativa, quanto ao teor no 6leo obtido a
partir da planta seca em estufa ou fresca, como se observa na figura 20, considerando que o
material vegetal foi coletado nas mesmas condi¢des e na mesma data, evitando assim

possiveis variagdes provenientes da época ou horario da coleta.
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Figura 20. Variagdo no teor dos constituintes majoritarios do 6leo essencial obtido a partir

das partes aéreas de M. divaricatum no estado fresco e seco.

Resultado semelhante foi observado por Venskutonis (1997) em estudo com
temperatura do ar de secagem de 60 °C, mesmo verificando reducdes de 3,4; 3 e 2 vezes
nas quantidades de mirceno, limoneno e B-pineno, respectivamente, em comparagdo com
os resultados obtidos com a planta fresca observou que o teor de 6xido de cariofileno néo
apresentou diferencga significativa. Com isso concluiu que a redugédo dos compostos volateis
durante a secagem depende da volatilidade estrutura quimica dos constituintes da planta.

Outro pardmetro avaliado foi se o rendimento do 6leo essencial difere se obtido a
partir do material fresco ou seco como descrito no item 4.2.6. Os rendimentos obtidos
representam a média de 5 determinagdes foram 0,17 £ 0,04% (m/m) para a planta fresca e
0,10 +0,02% para a planta seca. Esta diferenga mostrou-se significativa segundo teste—t de
Student, tendo como nivel de significancia 0,05%. Portanto, o rendimento do 6leo essencial
obtido a partir das partes aéreas frescas € maior que quando obtido a partir da planta seca,
mesmo nao sendo significativa a diferenca dos teores dos 5 principais constituintes

presentes no 6leo essencial.
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Resultados semelhantes foram observados por Deans & Svoboda (1992) que
empregaram temperaturas do ar de secagem entre 40 e 100 °C, durante 24 h, para a
secagem de manjerona (Origanum majorana L.), manjericao (Ocimum basilicum), artemisia
(Artemisia dracunculus), salvia (Salvia officinalis), satureja (Satureja hortensis), tomilho
(Thymus vulgaris L.) e alecrim (Rosmarinus officinalis), a fim de avaliar a quantidade e a
qualidade do 6leo essencial.

Concluiram que a quantidade extrativa de O6leo essencial foi inversamente
proporcional ao aumento da temperatura do ar de secagem. A composicdo do oleo
essencial de manjerona e manjericao apresentou mudangas significativas, quando a
temperatura de secagem atingiu 80 °C, sendo que, em artemisia, salvia e satureja, essa
alteracao foi observada apenas quando a temperatura atingiu 50 e 60 °C, enquanto em
tomilho e alecrim ndo foram observadas mudangas significativas no cromatograma do 6leo
essencial.

Outro estudo realizado com a espécie Cymbopogon citratus, popularmente
conhecida como capim limdo, com o objetivo de avaliar a quantidade e qualidade do éleo
essencial obtido a partir do material vegetal quando aquecido a 30, 50, 70 e 90 °C. Os
melhores resultados para o rendimento de dleo essencial foram obtidos com a secagem a
50 °C, sendo de 1,43% m/v, apesar de o tratamento a 30 °C ter alcancado 1,34% m/v, nao
demonstrando diferencga significativa, em relagéo ao anterior.

Entretanto, os autores afirmaram que a secagem em temperatura de 30 °C nao é
indicada, pois, possibilita o desenvolvimento de fungos. Para os tratamentos de secagem as
temperaturas de 70 e 90 °C foram obtidos rendimentos de 1,19 e 1,06% mlv,
respectivamente, demonstrando reducgéao significativa no teor de 6leo essencial, em relagao
aos outros tratamentos. Apesar das variagdes no conteudo de citral (composto majoritario)
nao terem sido avaliadas estatisticamente, as variagbes observadas foram pequenas, sendo
de 95,2; 90,6; 91,8 e de 94,6% para os tratamentos de secagem a 30, 50, 70 e 90 °C,
respectivamente (BUGGLE et al.,1999).

Diante destes resultados fica evidente que cada espécie deve ser avaliada
criteriosamente quanto ao melhor processo de secagem, principalmente se o constituinte de
interesse farmacologico for o 6leo essencial, por ser extremamente termossensivel.

Outro estudo interessante envolvendo a espécie Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf
avaliou a velocidade do ar de secagem de 0,5e 1,0 m st para as temperaturas de 40, 50 e
60 °C, e observaram que o emprego de ar circulante ndo afetou no teor de éleo essencial
extraido e nem a quantidade do seu componente majoritario (citral) (MARTINS, 2000).

Mesmo o 6leo essencial obtido a partir do material fresco apresentando um maior

rendimento em massa, nao foi possivel extrai-lo nestas condi¢cdes pela dificuldade de
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obtencado deste material durante o ano todo, pois mesmo sendo uma espécie anual as
coletas tinham que ser realizadas em periodos especificos para que nao se perdesse,
portanto a coleta com posterior secagem possibilitava um armazenamento deste material e
extracdes continuas.

A extracao do o6leo essencial de M. divaricatum apresentou um baixo rendimento, o
que é comumente verificado em se tratando de 6leos essenciais. Rendimentos de d6leos
essenciais apresentados por Wagner e colaboradores (1984) nos permite concluir que
mesmo algumas espécies apresentarem alto rendimento como Foeniculi fructus e Carvi
fructus, cujo rendimento corresponde a 4 mL para cada 100 g do material vegetal, a maioria
das espécies apresentam baixo rendimento, variando entre 1 — 0,05 mL para cada 100 g da
planta.

A densidade do 6leo essencial obtido pela relagdo massa/volume foi 0,865 + 0,035
g/mL e representa a média de cinco determinacdes.

O ¢dleo essencial empregado na avaliagdo das atividades antimicrobiana e
imunomoduladora foi obtido das partes aéreas secas de M. divaricatum proveniente de
diferentes coletas em diferentes periodos do ano de 2006 e armazenados a 4 °C até o
momento da utilizagdo. Sendo os compostos presentes nos dleos essenciais extremamente
volateis e passiveis a degradagbes ocasionadas pelo amplo periodo de armazenamento,
uma aliquota do 6leo empregado nos testes foi analisado e sua composigdo quimica
evidenciada, para que as possiveis atividades biolégicas pudessem ser correlacionadas com
a composicao do Oleo essencial empregado. Os compostos e seus respectivos teores
encontram-se descritos na tabela 12.

Os constituintes majoritarios do 6leo essencial obtido das partes aéreas de M.
divaricatum empregado na avaliagdo das atividades biolégicas sao B-cariofileno,
germacreno D, biciclogermacreno, oxido de cariofileno, a-humuleno e espatulenol
correspondendo a 74,9% dos constituintes totais do 6leo (figura 21). Suas respectivas

estruturas ilustradas na figura 22.
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Figura 21. Cromatograma do Oleo essencial obtido a partir das partes aéreas secas
Melampodium divaricatum empregado na avaliagdo das atividades bioldgicas. Condigbes
cromatograficas: cromatografo a gas acoplado ao espectrofotbmetro de massas: Shimadzu
modelo QP2010; coluna: DB-5MS; gas de arraste: hélio; fluxo: 1,33 mL/min.; temperatura do
injetor: 240 °C; tempo total de analise: 75 min.

* constituintes majoritarios do dleo essencial empregado nas atividades bioldgicas.
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Figura 22. Estruturas quimicas dos compostos majoritarios do oleo essencial das partes

aéreas de Melampodium divaricatum.

Diante dos dados aqui apresentados, torna-se evidente que, além da importancia dos
estudos de adulteragdes e contaminacgdes, existe a necessidade de uma analise quimica
detalhada de plantas destinadas ao uso terapéutico. Sabendo-se dos inumeros fatores que
podem acarretar variagdes no conteudo de metabdlitos secundarios, fica clara a
necessidade de estudos visando detectar as condi¢cdes e épocas para cultivo e/ou coleta
que conduzam a uma matéria-prima vegetal com concentragdes desejaveis de principios
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ativos. Também se faz necessario um rigoroso controle de qualidade realizado por meio de
técnicas analiticas modernas, para garantir constancia na composicao de metabdlitos
secundarios pensando no desenvolvimento de um fitoterapico. Além disso, o
reconhecimento e a compreensao dessas variagcbes poderdo, no futuro, auxiliar na
ampliagdo dos conhecimentos sobre interagdes ecoldgicas do vegetal com seu ambiente.
Paralelamente ao controle de qualidade do material vegetal, foram desenvolvidos
testes bioldgicos, visto que esta espécie € amplamente empregada na medicina popular e
segundo a triagem fitoquimica e perfis cromatograficos a espécie M. divaricatum possui
metabdlitos com possiveis atividades antimicrobiana e imunomoduladora, justificando assim

os testes realizados.

5.3 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

As doengas infecciosas representam um grave e crescente problema de saude
mundial. Mudancas continuas de habitos sociais, avancos tecnolégicos e alteragdes
relacionadas aos proprios microrganismos tém contribuido, simultaneamente, para o
surgimento de novas doengas e para o reaparecimento de doengas antes controladas.
Muitos dos microrganismos que causam danos a saude humana possuem resisténcia a
drogas pelo uso inadequado dos antibiéticos, logo ha a necessidade de se encontrar novas
substancias que possam combaté-los (SARTORATTO et al., 2004).

Assim, estudou-se a influéncia dos 6leos essenciais e extratos brutos (EA, EH e EE)
de M. divaricatum sobre o crescimento bacteriano de cepas padrées de Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Shigella sonnei, Bacillus subtilis, Serratia marcescens, bactérias potencialmente
patogénicas ao homem e tidas como agentes responsaveis por quadros infecciosos
comuns.

Os resultados estao apresentados como a média + desvio-padrao (DP) e de acordo
com os didmetros dos halos observados, a atividade antimicrobiana foi classificada para
facilitar a discussdo como: ausente, para halos com didmetros inferiores a 8 mm ou
semelhante ao observado para os respectivos controles negativos, leve para halos com
didmetros superiores a 8 mm, mas bem inferiores ao observado para o controle positivo
(ampicilina), considerando diferencas maiores que 2 e menores que 4 mm, moderada
quando o diametro de inibicao foi inferior ao do antibiético, porém com diferencas inferiores
ou iguais a 2 mm. A atividade antimicrobiana foi considerada boa quando o halo de inibi¢cao

observado foi igual ou superior ao observado para a ampicilina.
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5.3.1 Atividade antibacteriana do éleo essencial

Diante das caracteristicas apolares do 6leo essencial o que dificulta sua difusédo pelo
agar, dois métodos de difusdo foram testados com o objetivo de avaliar qual a metodologia
adequada para o 6leo essencial em questao, com maior reprodutibilidade de resultados para
as cepas analisadas.

Seguindo a classificagdo proposta, o 6leo essencial inibiu fortemente o crescimento
das bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis e de forma
moderada as bactérias Serratia marcescens e Shigella somnei, mostrando sua maior

atividade contra bactérias Gram-positivas conforme apresentado na tabela 13.

Tabela 13. Atividade antibacteriana do d6leo essencial de Melampodium divaricatum pelo

método de difusdo em agar.

MICRORGANISMOS DISCO TEMPLATE
TESTADOS A OoP oT CT A OoP oT CT
Staphylococcus aureus | 27 +£3 18+4 25 £3 - 27+3 11+2 [ 11,00 -
Bacillus subtilis 12+ 2 17+3 202 - 12+ 3 12+ 2 11+ 1 -
Pseudomonas 111 - - - 14 £2 - - -
aeruginosa
10+ 1 - - - 152 - - -

Escherichia coli

101 - - - 11 +£2 - -
Serratia marcescens -
Shigella sonnei 12 £1
10 +£1 - - - - - -
Proteus mirabilis
10 +1 - - - 12 £2 - - -

Os halos representam a média + desvio padrdo de 3 determinacdes em mm. A: Ampicilina; OP: Oleo
essencial puro; OT: Oleo essencial com adigdo de Polissorbato 80 (0,5%); CT: controle - 4gua e

polissorbato 80 (0,5%); - : auséncia de atividade (halos < 7mm).
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Das metodologias testadas para difusdo do 6leo essencial, a difusdo empregando-se
discos mostrou-se mais efetiva e o uso do emulsificador polissorbato 80 facilitou a difusao
do 6leo essencial, os halos obtidos apresentaram-se maiores, como apresentado na tabela
8.

Através da metodologia de difusdo em disco o éleo essencial na presenca do agente
emulsificador mostrou-se tao ativo quanto a ampicilina contra S. aureus e contra B. subitilis;
tanto o dleo essencial puro quanto na presenca de Polissorbato apresentou maior atividade
do que a ampicilina, o que demonstra que o 6leo essencial pode ter uma boa aplicabilidade
farmacoldgica visto a necessidade de novos compostos ativos contra esse tipo de bactéria.

Resultados semelhantes foram observados em estudo realizado por Cimanga e
colaboradores (2002), onde se avaliou a atividade antimicrobiana de algumas espécies
aromaticas da Republica do Congo buscando correlacionar a composi¢ao quimica destes
6leos com a atividade antimicrobiana evidenciada. Os resultados indicaram que a atividade
antimicrobiana varia bastante de acordo com a espécie em estudo e de forma geral o 6leo
essencial foi ativo apenas contra os microrganismos Gram-positivos e a atividade mostrou-
se bem especifica contra S. aureus e B. subtilis. Os demais microrganismos mostraram-se
resistentes.

O estudo realizado com o 6leo essencial obtido a partir das partes aéreas de Cordia
verbenacea, popularmente conhecida como erva-baleeira, cujos compostos majoritarios séo
a-pineno, B-cariofileno e aloaromadendreno apresentou um espectro de agado semelhante ao
observado para o 6leo essencial de M. divaricatum, onde as bactérias mais sensiveis foram
as Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis e
Bacillus cereus) e as Gram-negativas mostraram-se resistentes ao 6leo essencial. Essa
similaridade nos resultados possivelmente esta relacionada a composi¢cdo quimica do dleo
essencial. O B-cariofileno presente em grande concentragéo no 6leo da C. verbenaceae é a
substancia majoritaria do 6leo essencial de M. divaricatum e os outros dois compostos
encontram-se também presentes entre os majoritarios (SHIMIZU et al., 2004).

Em estudos realizados com o 6leo essencial de Baccharis notosergila também da
familia Asteraceae e cujos principais componentes incluem a-pineno, limoneno, B-cariofileno
e espatulenol foi detectada atividade antibacteriana discreta tanto para bactérias Gram-
positivas quanto Gram-negativas (COBOS et al., 2001). Sendo o B-cariofileno o composto
maijoritario do 6leo essencial estudado e a presenga de a-pineno e espatulenol dentre outros
no 6leo essencial em estudo possivelmente a presenca desses compostos tenha contribuido
para os efeitos antimicrobianos observados.

De forma geral os terpenos sdo ativos contra bactérias (TAYLOR ET AL., 1996;
BARRE ET AL., 1997; MENDOZA ET AL., 1997; AMARAL ET AL., 1998). Em 1977 um

112




Resultados e Discussao

estudo realizado por Chaurasia & Vyas testou um amplo numero de espécies aromaticas
contra diversas bactérias e fungos e demonstrou que 60% dos 6leos essenciais foram ativos
contra fungos e 30% contra bactérias.

Os resultados obtidos frente as diferentes espécies bacterianas variam bastante na
maioria das vezes (OHNO et al.,, 2003) gracas a infinidade de compostos que estdo
presentes e sua variabilidade entre as espécies vegetais.

Portanto, possivelmente a atividade antimicrobiana evidenciada em nosso estudo
esta relacionada a presenga destes trés constituintes quimicos, bem como aos outros
também com potencial antimicrobiano relatado.

Embora com discrepancias nos espectros de atividade e poténcia, efeitos
antimicrobianos de 6leos essenciais tém sido relatados. Por exemplo, SHIMIZU e
colaboradores (2004) demonstraram que bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis a sua
acao inibitéria sobre o crescimento, em contraste com Deans & Ritchie (1987), os quais nao
encontraram diferengas de ac¢ao sobre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

Varios fatores podem contribuir para estas diferengas, como a volatilidade e a pobre
solubilidade da maioria dos 6leos essenciais, principalmente quando se utiliza métodos de
difusdo ou diluicdo dessas misturas em meio microbiolégico geralmente de natureza
aquosa. Diferengas na composicdo dos 6leos como ja citado, assim como no
processamento das amostras, também podem influenciar as propriedades antimicrobianas,
uma vez que se relacionam com o perfil e concentragao de ativos (DELAQUIS et al., 2002),
€ pouco se sabe sobre os efeitos de interagdes entre constituintes individuais, considerando
que estas podem acarretar efeitos aditivos, sinérgicos ou mesmo antagonistas (DAVIDSON
& PARISH, 1989).

A acado antimicrobiana de o6leos essenciais € ocasionada por efeitos toéxicos a
estrutura e fungao da membrana do microrganismo (ANDREWS et al., 1980; URIBE et al.,
1985; KNOBLOCH et al., 1988). Em muitos casos, tem-se indicado que sua atividade é
devido a presenca de monoterpenos (BEYLIER, 1979; KNOBLOCH et al., 1988; MORRIS et
al., 1979), que parecem exercer danos a membrana (SIKKEMA et al., 1995); seu carater
lipofilico causa particdo de suas estruturas, resultando em expansao, aumento de fluidez e
inibicdo de enzimas (SIKKEMA et al., 1994).

Analises estruturais por microscopia eletrbnica demonstram que bactérias quando
em contato com constituintes comuns aos 6leos essenciais reduz fortemente a insaturacao a
aumenta a saturacdo dos acidos graxos, alterando completamente a estrutura celular
bacteriana (DI PASQUA et al., 2006).

Em estudo realizado por Flordo (2006) foi observada inibicdo similar do dleo

essencial de Baccharis frente a bactéria S. aureus, cuja composicdo quimica inclui
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limoneno, linalool, a-terpineol, B-elemeno, B-cariofileno, epi B-santaleno, y-gurjuneno, y-

muuroleno, biciclogermacreno, a-muuruleno, y-cadineno, d-cadineno, a-calacoreno, ledol e

espatulenol composicdo esta semelhante ao 6leo essencial em estudo e provavelmente

responsavel pela atividade antibacteriana observada.

5.3.2 Atividade antibacteriana dos extratos brutos

Avaliou-se também a atividade antibacteriana dos extratos aquosos e etandlicos. Os

halos de inibigdo observados estdo apresentados na tabela 14.

Tabela 14. Atividade antibacteriana dos extratos obtidos a partir das partes aéreas de

Melampodium divaricatum pelo método de difusdo em agar.

MICRORGANISMOS TEMPLATE
TESTADOS C+ EA EH EE C-

Staphylococcus aureus 27+3 11+1 10+1 111 -
Bacillus subtilis 12+3 1212 11 +1 - 10 +1
Pseudomonas aeruginosa 14 +2 910 10+1 100 9+1
Escherichia coli 15+2 - - - 101

Serratia marcescens 11 +£2 12+ 2 10+1 101 -
Shigella sonnei 12 £1 111 - 111 10 +1
Proteus mirabilis 12+2 102 112 11 +1 9+1

Os halos representam a média + desvio padréo de 3 determinagées em mm.
C+: Ampicilina; EA: extrato aquoso; EH: extrato hidroetandlico 70% (v/v); EE: extrato etandlico

98,5%; C-: solugao aquosa de DMSO na proporgao (1:1); (-): sem atividade.
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O controle negativo foi obtido a partir da aplicagdo de uma solugdo de aquosa de
DMSO na mesma proporgao utilizada na solubilizagao dos extratos etandlicos, como o
extrato aquoso foi ressuspendido apenas em agua nao foi empregado controle.

De forma geral a atividade antibacteriana foi classificada em leve, moderada e boa
como descrito no item 4.2.9.1.3 e para os extratos etandlicos, cuja solubilizagao foi realizada
em solugdo de DMSO (1:1) os halos obtidos para o controle negativo foram considerados na
interpretacdo dos resultados obtidos. Nos casos em que o halo observado pelo extrato foi
inferior a 8 mm ou idéntico ao observado para o controle considerou-se como auséncia de
inibicao.

Para o extrato aquoso obtido por decocgdo nao foi considerado o valor do controle,
pois foi diluido em agua, portanto o extrato mostrou-se ativo contra todas as bactérias
testadas tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas. Sua atividade foi leve contra S.
aureus, P. aeruginosa e E. coli, moderada contra S. sonnei e P. mirabillis e boa contra B.
subtilis e S. marcescens.

O extrato hidroetandlico 70% (v/v) ndo apresentou nenhuma inibicdo classificada
como boa, apresentando atividades moderadas para o B. subtilis, S. marcescens e P.
mirabillis, leve contra S. aureus e P. aeruginosa e auséncia de atividade contra E. colie S.
sonnei.

Quanto ao extrato etandlico 98,5% também n&o houve nenhuma atividade
considerada boa, mas moderada contra S. marcescens, S. sonnei e P. mirabillis e leve
contra S. aureus e P. aeruginosa. Contra E. coli e B. subtilis ndo apresentou atividade
antimicrobiana.

Como na triagem fitoquimica foi detectada apenas a presencga de flavondides nas
partes aéreas de M. divaricatum, classe esta identificada na espécie em estudo realizado
por Bohm & Stuessy (1991) possivelmente a atividade antibacteriana evidenciada em nosso
estudo estar relacionadas a presenca desta classe de metabdlito nos extratos.

Desde que ficou conhecido que os flavondides sao sintetizados pelas plantas em
resposta a infecgbes por microrganismos nao poderia deixar de ser confirmado in vitro por
diversos estudos seu potencial antimicrobiano frente a uma ampla variedade de
microrganismos (DIXON et al., 1983). Diversos sdo os mecanismos de agao propostos € ja
identificados dos flavonodides na célula bacteriana. Um deles se da pela habilidade de
complexagao com proteinas extracelulares e soluveis bem como com a parede celular que
os flavondides apresentam assim como as quinonas. Os flavondides lipofilicos podem
também destruir a membrana da bactéria (TSUCHIYA et al., 1996). Um outro mecanismo
também ja caracterizado é a inativacdo de enzimas essenciais aos microrganismos
(TANIGUCHI & KUBO, 1993).
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Um estudo avaliou a atividade de 38 flavondides contra bactérias resistente a
antibidticos e verificou que os flavondis (classe de flavondides) apresentaram-se mais ativos
contra as bactérias testadas e os mais ativos foram a miricetina, canferol e quercetina (XU &
LEE, 2001). Diante da potente atividade da miricetina, este estudo buscou evidenciar o
mecanismo de acao deste favonol e verificou que este composto atua na sintese protéica
das bactérias, possivelmente os demais flavonéis mesmo ndo apresentando-se tao eficazes
atuem pelo mesmo mecanismo.

O mesmo estudo buscou correlacionar a estrutura quimica destes flavondides com
sua maior ou menor atividade antimicrobiana e verificou que determinadas caracteristicas
moleculares estdo relacionadas a atividade. Os flavonéides mais ativos foram os
poliidroxilados (miricetina, datiscetina, quercetina, luteolina e canferol) que apresentavam
em comum hidroxilas ligadas aos carbonos 3, 4, 5 e 7 (C-3; C-4; C-5 e C-7) e pelo menos
uma hidroxila ligada ao anel B. Os flavondides que ndo apresentam nenhuma hidroxila no
anel B (pinocembrina galangina) ou entdo um substituinte como um grupo metil (canferida e
tamarixetina) ndo apresentaram nenhuma atividade, o que enfatiza a importancia desta
hidroxila no anel B para que se tenha atividade antimicrobiana. Esses resultados indicam
que quanto maior a hidrossolubilidade dos flavondides mais ativos sdo contra os
microrganismos (XU & LEE, 2001).

No presente estudo os extratos apresentaram uma leve atividade antibacteriana
contra a maioria das bactérias testadas e o extrato aquoso foi o que demonstrou uma maior
atividade, apresentando halo de inibicdo até mesmo contra E. coli e P. aeruginosa. As
bactérias mais sensiveis aos extratos foram B. subtilis, S. marcescens, uma Gram-positiva e
outra Gram-negativa. Isso nos permite afirmar que os extratos apresentaram uma atividade
mais ampla do que o 6leo essencial que ndo apresentou atividade contra nenhuma bactéria
Gram-negativa. Por outro lado os extratos ndo se mostraram ativos contra S. aureus,

enquanto que o 6leo essencial apresentou uma boa atividade contra esta bactéria.

5.4 ATIVIDADE IMUNOMODULADORA

O sistema imunolégico é um sistema complexo de defesa do organismo. A pesquisa
basica dos compostos naturais com propriedades imunomoduladoras pode ser feita através
de ensaios de estimulagao da imunidade inespecifica, como, por exemplo, a eficiéncia dos
granuldcitos, macrofagos, sistema complemento, células natural killer (NK) e seus efeitos
sobre a fagocitose, proliferagao linfocitaria, migragdo de linfocitos T, ativagdo de macréfagos
dentre outros. Outras pesquisas incluem a produgao de citocinas pelos macréfagos, como,
por exemplo, o TNF-a (WILLIAMS, 2001).
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Tem sido muito bem reportado que muitas substancias derivadas de plantas
apresentam efeito antiinflamatério significante. Portanto, sdo moléculas potenciais para o
desenvolvimento de novos medicamentos, especialmente designados para o tratamento
e/ou controle de inflamagdes crénicas como reumatismo, asma, arteriosclerose dentre
outras. Diversas classes de metabdlitos sdo descritas como os responsaveis pela atividade
antiinflamatéria de extratos vegetais, dentre eles os compostos fendlicos, principalmente os
flavondides; lignanas, terpenos e alcaléides (CALIXTO et al., 2004).

As propriedades imunomodulatérias de muitos extratos de plantas tém sido
amplamente descritas, especialmente quanto as atividades inibitérias da produgéao de éxido
nitrico e citocinas, como o TNF-a, por macréfagos (RIMBACH et al.,, 2000; RYU, 2003a;
FERREIRA et al., 2003; RYU et al., 2003b). Visto que assim como acontece com qualquer
molécula mensageira, qualquer alteracdo nos niveis de concentragdo enddégena tanto
deficiéncia quanto excesso, pode ser a causa de varios processos fisiopatologicos. Nesse
sentido, emergem duas abordagens terapéuticas distintas para o tratamento destas
doencas. No caso da superproducdo, a utilizacdo de inibidores que podem diminuir a
biodisponibilidade, enquanto que, na falta, o uso de doadores ou estimulantes da producao
para entdo eleva-la (CORREIA et al., 2005).

Nesse trabalho, portanto um dos objetivos foi avaliar o potencial imunomodulador do
oleo essencial, extrato aquoso, hidroetandlico e 70% de M. divaricatum, ou seja, a possivel
acdo dos compostos quimicos presentes nos extratos dessa espécie nos macréfagos
presentes nas células do exsudato peritoneal através da liberacdo de NO, H,O, e TNF-a.

Uma importante etapa desse trabalho, que antecedeu os ensaios imunolégicos,
foram os ensaios de citotoxicidade dos extratos de frente os macréfagos presentes nas CEP
murino. A técnica escolhida foi o teste colorimétrico MTT, proposto por Mosmann (1983) que
vem sendo amplamente empregado nas avaliagdes de citotoxicidade de produtos naturais.

A escolha das concentragdes testadas baseou-se em outros trabalhos em que néo
se observou citotoxicidade representativa, tendo-se 50 e 75% de células viaveis
(MEHROTRA et al., 2003). Com base nos resultados dos ensaios de citotoxicidade
fornecidos, foram determinadas as concentragcbes a serem utilizadas, para cada extrato
testado, as quais estdo apresentadas na tabela 15.

Uma vez que as células sao retiradas de seu ambiente natural in vivo e entram em
contato com os compostos a serem testados a questdo da viabilidade é fundamental
principalmente frente as substancias teste, assegurando dessa forma que as células
conseguiram responder aos varios estimulos, quaisquer que sejam eles (FRESHENEY,
1994).
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Como os extratos e o 6leo essencial apresentaram dificuldades de solubilizagdo no
meio de cultura empregado nos testes, fez se necessario a solubilizagdo em DMSO. A
escolha da concentragdo empregada na solubilizagao foi feita tendo como referéncia um
estudo realizado por (LOPES, 2004) que avaliou a viabilidade celular de células aderentes
na presenca de DMSO. Foi verificado que o DMSO na concentragdo de 10% ¢é altamente
citotoxico, onde apenas 21,92% das células aderentes permaneceram viaveis. Porém, em
baixas concentragdes (2%) 99,89% das células permaneceram viaveis.

Mesmo diante da possibilidade do uso de 2% de DMSO sem afetar na viabilidade,
pela facilidade de solubilizagdo dos compostos o extrato aquoso foi ressuspenso apenas no
meio de cultura RPMI, os extratos hidroetandlico 70% e etandlico 98,5% foram empregados
dissolvidos no meio com a adigado de 0,5% de DMSO e o 6leo essencial com 0,25%.

Os valores de citotoxicidade obtidos para os extratos e 6leo essencial demonstram
que o potencial citotdxico em cultura de CEP é dependente da concentragdo, ou seja, a
viabilidade celular diminuiu com o aumento da concentragao.

Através das equagdes de reta obtidas com um indice de correlagcdo sempre
superiores a 0,95, foi possivel estimar em quais concentragdes dos compostos tem-se 50 e
75% de células viaveis e a partir destas concentragdes foram realizados os demais testes.

A viabilidade das células na presenga do 6leo essencial nas concentracdes de
0,0156 uyL/mL a 0,125 pL/mL variou entre 14,99 % %= 0,07% e 92,69 = 1,01% como
apresentado na figura 23.
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Figura 23. Viabilidade das células do exsudato peritoneal na presenga de diferentes
concentragdes do oleo essencial de Melampodium divaricatum.
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As concentragdes correspondentes a presenca de 50% de células viaveis (ICso) €

75% de células viaveis (ICy5) para o 6leo essencial foram respectivamente: 0,075 yL/mL e
0,040 pL/mL.

Para o extrato aquoso a viabilidade das CEP na presenca do extrato nas
concentracdes entre 0,78 mg/mL a 12,50 mg/mL variou entre 17,13 + 0,58% e 69,24 +
3,87% como apresentado na figura 24.
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Figura 24. Viabilidade das células do exsudato peritoneal na presenga de diferentes

concentragoes do extrato aquoso de partes aéreas de Melampodium divaricatum.

As concentragdes correspondentes ao ICsp € ao ICy5 para o extrato aquoso obtido a
partir da equacao de reta foram respectivamente: 3,90 mg/mL e 1,95 mg/mL.

As figuras 25 apresenta a viabilidade das CEP quando na presenga do extrato
hidroetandlico 70% (v/v), nas concentra¢des de 0,05 mg/mL a 1,50 mg/mL. A viabilidade
variou de 9,95 + 0,56% a 87,05 + 3,22%.
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Figura 25. Viabilidade das células do exsudato peritoneal na presenga de diferentes
concentragcdes do extrato hidroetandlico 70% (v/v) de partes aéreas de Melampodium
divaricatum.
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Para o extrato etandlico 98,5% a viabilidade celular variou de 7,32 + 0,04% a 86,59 + 1,37%

nas concentracgoes entre 0,01 e 3,00 mg/mL.
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Figura 26. Viabilidade de células do exsudato peritoneal na presenga de diferentes

concentragoes do extrato etandlico de partes aéreas de Melampodium divaricatum.

Segundo as equacgdes de reta as concentragdes correspondentes ao ICsq € ao ICys
respectivamente para o extrato hidroetandlico 70% foram 0,77 mg/mL e 0,30 mg/mL. Ja
para o extrato etandlico 98,5% as concentragdes foram 1,44 mg/mL e 0,50 mg/mL para ICs
e ICo5 respectivamente.

A liberacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, como H,O, e NO foi
avaliada através da exposicdo de CEP de camundongos, dentre elas os macréfagos aos
compostos (extratos e 6leo essencial) nas concentragdes previamente determinadas pelo
teste de citotoxicidade. As concentragdes testadas encontram-se apresentadas na tabela
15.

Tabela 15. Valores de ICsp e 1Co5 dos macrofagos obtidos das células do exsudato peritoneal
para os extratos de Melampodium divaricatum

Extratos ICso ICys

Oleo essencial @ 0,075 0,040
Extrato aquoso ° 3,90 1,95
Extrato hidroetanolico 70% ° 0,77 0,30
Extrato etandlico 98,5% ° 1,44 0,50

* Valores correspondentes a 50% (IC50) e 75% (IC.s) de células viaveis, determinados por uma
curva dose-resposta e expressos em: “ uL/mL; b mg/mL.

Diante dos resultados de viabilidade celular é possivel afirmar que o dleo essencial

apresentou uma toxicidade elevada frente as células do exsudato peritoneal, possivelmente
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pela presenca de Oxido de cariofileno, substancia conhecida pelo potencial citotéxico
(VEIGA JR. et al., 2007).

5.4.1 Avaliacao da estimulacao de CEP

5.4.1.1 Determinacdo da producédo de 6xido nitrico (NO)

Em poucos anos o éxido nitrico passou a ser conhecido ndo apenas como um gas
téxico e poluente, mas também como uma molécula de vital importancia, envolvida na
fisiologia e fisiopatologia de microrganismos, plantas e organismos superiores. A cada dia,
sdo descobertos novos papéis fisiolégicos para o NO e ja existem indicios de sua
participacao em disturbios de ansiedade, tais como a depressdo e o panico (ZORZETTO,
2003).

O método de escolha para a determinacdo da producdao de NO pelas CEP foi o de
Griess, por consistir em uma técnica relativamente simples, eficiente e bem documentada
(MARQUES, 2002). O principio do método envolve a degradagdo oxidativa do NO em
solugdo aquosa, formando nitrito (NO,) que é determinado pelo reagente de Griess, que
reage primeiramente com a sulfanilamida (reacao de diazotizagdo) em meio acido, formando
um composto intermediario que reage com o naftiletilenodiamino formando um derivado azo
colorido prontamente monitorado em espectroscopia de UV/visivel com absorbancia maxima
de 548 nm em pH 2,0. O meio acido favorece a reagao de diazotizagdo, melhorando a
leitura espectrofotométrica (MARQUES, 2002).

Tanto o 6leo essencial quanto os extratos aquoso e etandlicos de M. divaricatum,
nas concentracdes testadas n&o induziu a producdo de NO conforme apresentado nas
figuras 27-30.
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Figura 27. Producao de 6xido nitrico (NO) em cultura de células do exsudato peritoneal na
presenca de diferentes concentracbes do 6leo essencial de Melampodium divaricatum. C+
(controle positivo, células + lipopolissacarideo de E. coli); C- (controle negativo, células em
RPMI-1640); Os resultados foram expressos em micromols de NO/ 5x10° células, como a
meédia * desvio-padrao de triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle negativo (p<0,01).
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Figura 28. Producdo de 6xido nitrico (NO) em cultura de células do exsudato peritoneal na
presenca de diferentes concentracbes do extrato aquoso de Melampodium divaricatum. C+
(controle positivo, células + lipopolissacarideo de E. coli); C- (controle negativo, células em
RPMI-1640); Os resultados foram expressos em micromols de NO/ 5x° células, como a
média * desvio-padrao de triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle negativo (p<0,01).
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Figura 29. Producao de 6xido nitrico (NO) em cultura de células do exsudato peritoneal na
presenca de diferentes concentragdes do extrato hidroetandlico 70% (v/v) de Melampodium
divaricatum. C+ (controle positivo, células + lipopolissacarideo de E. coli); C- (controle
negativo, células em RPMI-1640); Os resultados foram expressos em micromols de
NO/5x10° células, como a média + desvio-padréo de triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle negativo (p<0,01).
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Figura 30. Producao de 6xido nitrico (NO) em cultura de células do exsudato peritoneal na
presenga de diferentes concentragbes do extrato etandlico 98,5% de Melampodium
divaricatum. C+ (controle positivo, células + lipopolissacarideo de E. coli); C- (controle
negativo, células em RPMI-1640); Os resultados foram expressos em micromols de
NO/5x10° células, como a média + desvio-padréo de triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle negativo (p<0,01).
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Solugao de lipopolisssacarideo de E. coli foi utlizada como controle positivo e apenas
células em meio de cultura (RPMI — 1640) como controle negativo, visto que os macréfagos
podem ser estimulados por citocinas e por componentes microbianos como o LPS (ADAMS
& HAMILTON, 1984).

Os resultados, tanto do 6leo essencial como dos extratos, permite concluir que nas
concentracoes testadas os compostos nao estimularam significamente a produgdo de NO
pelas CEP (figura 31).
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Figura 31. Producao de 6xido nitrico (NO) em cultura de células do exsudato peritoneal na
presenca de diferentes concentragcbes dos extratos de Melampodium divaricatum. C+
(controle positivo, células + lipopolissacarideo de E. coli); C- (controle negativo, células em
RPMI-1640); OE: 6leo essencial; EA: extrato aquoso; EH: extrato hidroetandlico 70%; EE:
extrato etandlico 98,5%. |: (concentragdo correspondente ao ICsy) e Il (concentragéo
correspondente ao IC,s). Os resultados foram expressos em micromols de NO/5x10° células,
como a média * desvio-padrao de triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle negativo (p<0,01).

5.4.1.2 Determinacgé&o da liberacdo de peroxido de hidrogénio (H;0O5)

Os extratos etandlicos e o d6leo essencial de M. divaricatum, nas concentracbes
testadas nao induziram a liberagdo de H,O,, conforme apresentado nas figuras 32, 34 e 35,
porém o extrato aquoso induziu significativamente a liberacdo de peréxido de hidrogénio

como apresentado na figura 33.
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Figura 32. Producgéo de perdxido de hidrogénio (H,O,) em cultura de células do exsudato
peritoneal estimuladas com 6éleo essencial de Melampodium divaricatum. C+ (controle
positivo, células + PMA); C- (controle negativo, células em RPMI-1640). Os resultados foram

expressos em nanomols de H,0,/2x10° células, como a média + desvio-padréo de triplicatas
de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle negativo (p<0,01).
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Figura 33. Producgéo de perdxido de hidrogénio (H,O,) em cultura de células do exsudato
peritoneal de camundongos estimuladas com extrato aquoso de Melampodium divaricatum.
C+ (controle positivo, células + PMA); C- (controle negativo, células em RPMI-1640). Os
resultados foram expressos em nanomols de H,0./2x10° células, como a média + desvio-

padrao de triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle negativo (p<0,01).
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Figura 34. Producgéo de perdxido de hidrogénio (H,O,) em cultura de células do exsudato
peritoneal de camundongos estimuladas com extrato hidroetandlico 70% (v/v) de partes
aéreas de Melampodium divaricatum. C+ (controle positivo, células + PMA); C- (controle
negativo, células em RPMI-1640). Os resultados foram expressos em nanomols de
H,0./2x10° células, como a média + desvio-padrao de triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle negativo (p<0,01).
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Figura 35. Producéo de perdxido de hidrogénio (H,O,) em cultura de células do exsudato
peritoneal de camundongos estimuladas com extrato etandlico 98,5% de Melampodium
divaricatum. C+ (controle positivo, células + PMA); C- (controle negativo, células em RPMI-
1640). Os resultados foram expressos em nanomols de H,0,/2x10° células, como a média +
desvio-padrao de triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle negativo (p<0,01).
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Solugao de PMA (PMA - Forbol Miristato Acetato) foi utlizada como controle positivo
células em meio de cultura (RPMI — 1640) como controle negativo.

Os resultados obtidos evidenciam que nas concentracbes testadas os extratos
etandlicos e o 6leo essencial ndo estimulam a liberagao de H,O,. Porém, o extrato aquoso
promoveu a liberagcado significativa (p<0,01) de H,O,. Possivelmente esta atividade foi
promovida por algum constituinte quimico ausente nos extratos etandlicos e no dleo
essencial, ou até mesmo pela interagdo de compostos presentes apenas no extrato aquoso
(figura 36).
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Figura 36. Producio de perdxido de hidrogénio (H,O,) em cultura de células do exsudato
peritoneal de camundongos estimuladas pelos diferentes extratos de Melampodium
divaricatum. C+ (controle positivo, células + PMA); C- (controle negativo, células em RPMI-
1640); OE: dleo essencial; EA: extrato aquoso; EH: extrato hidroetandlico; EE: extrato
etandlico 98,5%. |: (concentragdo correspondente ao ICs)) e |l (concentragédo
correspondente ao IC,s). Os resultados foram expressos em nanomols de H,0,/2x10°
células, como a média + desvio-padrao de triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle negativo (p<0,01).

5.4.2 Determinagao da atividade inibitéria em cultura de CEP

5.4.2.1 Quanto a producdo de NO

Para o estudo da atividade inibitéria da produgdo de NO pelas CEP empregou-se o

LPS, que apresenta potencial atividade estimulante de macréfagos. A estrutura do LPS é
anfipatica, composta de uma porcao lipopolissacaridica covalentemente ligada a regido
hidrofobica do lipideo A. As respostas celulares dos macréfagos ao LPS sdo numerosas,

127




Resultados e Discussao

praticamente cada aspecto da fisiologia dessas células é de algum modo influenciada pelo
LPS.

O LPS induz a um aumento no consumo de glicose e oxigénio e entdo as células
adquirem alta capacidade funcional, como a capacidade de matar microrganismos e células
tumorais. Desse modo, os macrofagos desenvolveram um eficiente mecanismo para o
reconhecimento do LPS no ambiente e, como conseqiéncia, esse componente das
bactérias Gram-negativas esta entre os mais potentes estimuladores de macréfagos. Em
muitos casos uma quantidade pequena como 1 pg/mL induz resposta mensuravel
(ZWILLING & EISENSTEIN, 1994).

A avaliacdo da atividade inibitéria foi realizada com o objetivo de avaliar se os
extratos que nao apresentaram atividade estimuladora da produgcédo de NO n&o apresentam
alguma atividade inibitéria deste mediador. As CEP na presenca de LPS empregados como
controle positivo produziram altos niveis de 6xido nitrico e as figuras 37—40 apresentam a
producao de NO pelas mesmas estimuladas pelo LPS na presenca dos extratos brutos e do
Oleo essencial.

Na presenca do 6leo essencial nas duas concentracbes testadas (0,075 yL/mL e
0,040 yL/mL) a producdo de NO foi reduzida e esta inibicdo demonstrou-se dependente da

concentracdo, como apresentado na figura 37.
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Figura 37. Efeito das diferentes concentracbes do oleo essencial de Melampodium
divaricatum na producdo de NO em cultura de células do exsudato peritoneal estimuladas
por LPS. C+ (controle positivo, células + lipopolissacarideo de E. coli); C- (controle
negativo, células em RPMI-1640); Os resultados foram expressos em micromols de NO/
5x10° células, como a média + desvio-padréo de triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle positivo (p<0,01).
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Os extratos aquosos e etandlicos também promoveram uma inibicdo da producéo de

NO pelas CEP nas concentracdes testadas como se observa nas figuras 38-40.
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Figura 38. Efeito das diferentes concentracdes extrato aquoso de Melampodium divaricatum
na producdo de NO em cultura de células do exsudato peritoneal de camundongos
estimuladas por LPS. C+ (controle positivo, células + lipopolissacarideo de E. coli); C-
(controle negativo, células em RPMI-1640). Os resultados foram expressos em micromols
de NO/ 5x10° células, como a média + desvio-padrao de triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle positivo (p<0,01).
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Figura 39. Efeito das diferentes concentragcbes extrato hidroetandlico 70% (v/v) de partes
aéreas de Melampodium divaricatum na producado de NO em cultura de células do exsudato
peritoneal de camundongos estimuladas por LPS. C+ (controle positivo, células +
lipopolissacarideo de E. coli); C- (controle negativo,células em RPMI-1640). Os resultados
foram expressos em micromols de NO/ 5x10° células, como a média + desvio-padrao de
triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle positivo (p<0,01).
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Figura 40. Efeito das diferentes concentragbes extrato etandlico 98,5% de partes aéreas de
Melampodium divaricatum na producao de NO em cultura de células do exsudato peritoneal
de camundongos estimuladas por LPS. C+ (controle positivo, células + lipopolissacarideo de
E. coli); C- (controle negativo, células em RPMI-1640). Os resultados foram expressos em
micromols de NO/5x10° células, como a média + desvio-padrao de triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle positivo (p<0,01).

Os percentuais de inibicdo estdo apresentados na tabela 16. As inibicbes da
producdo de NO foram significativas considerando (p<0,01) nas concentragbes

correspondentes ao ICs, para todos os extratos de M. divaricatum.

Tabela 16. Efeito inibitorio dos extratos e do 6leo essencial obtido a partir de partes aéreas
de Melampodium divaricatum na producdao de NO em células do exsudato peritoneal
estimuladas por LPS

INIBIGAO DA PRODUGAO DE OXIDO NITRICO (%)
EXTRATIVOS c o Co
Extrato aquoso 66,03 + 3,44 36,39 + 4,81
Extrato hidroetandlico 70% 60,45 + 6,07 29,33 £ 9,51
Extrato etandlico 98,5% 94,87 + 1,11 36,80 £ 8,10
Oleo essencial 80,33 +4,76 40,58 £ 6,16

*Cada valor representa a média * desvio-padrao de 5 experimentos realizados em triplicata.

O NO é uma molécula mensageira envolvida na regulacdo de diversos processos
fisioldgicas incluindo a contracdo da musculatura lisa, a reatividade plaquetaria, a

neurotransmissao central e periférica e as agodes citotdxicas. Essa molécula é crucial para
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muitas fungbes fisioldgicas e a sua liberagdo inapropriada esta ligada a numerosas
patologias (HOBBS et al., 1999). Nesta pesquisa realizada com a espécie de M. divaricatum,
foi possivel observar que a superproducao de NO, ocasionada pela estimulacido das CEP
(dentre elas os macrofagos) por LPS, foi significativamente inibida pelos extratos e pelo 6leo
essencial nas maiores concentracdes testadas. Na menor concentragao foi possivel verificar
uma inibicdo um pouco menor e nao significativa quando comparada com o controle, como

apresentado na figura 41.
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Figura 41. Efeito das diferentes concentragbes dos extratos de Melampodium divaricatum
na producdo de NO em cultura de células do exsudato peritoneal de camundongos
estimuladas por LPS. C+ (controle positivo, células + lipopolissacarideo de E. coli); C-
(controle negativo, células em RPMI-1640); OE: éleo essencial; EA: extrato aquoso; EH:
extrato hidroetandlico; EE: extrato etandlico 98,5%. I: (concentragdo correspondente ao 1Cs)
e Il (concentragao correspondente ao IC;s). Os resultados foram expressos em micromols de

NO/5x10° células, como a média + desvio-padréo de triplicatas de 5 animais.

A célula produtora de NO e sua vizinhanga s&o estdo a salvo da toxicidade dessa
molécula, podendo ser destruidas. Varias evidéncias estdo surgindo para confirmar que o
NO contribui para algumas condigbes patolégicas como a asma, artrite reumatodide,
tuberculose, esclerose multipla, doengca de Parkinson, doenca de Alzheimer e gastrite
induzida por Helicobacter pylori (HAMID et al., 1993; SAKURAI et al., 1995; MANNICK,
1996; NICHOLSON et al.,, 1996; VODOVOTZ et al.,, 1996; HOOPER et al., 1997;

CALABRESE et al.,, 2004). Além destas doengas, a faléncia cardiaca crbénica esta
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relacionada com a producao excessiva de NO pela iNOS e o excesso de NO é também um
dos principais sinais de rejeigao aos transplantes (DUSTING & MacDONALD, 1995).

Portanto, agentes que modulem a atividade do NO podem ter consideravel valor
terapéutico, principalmente aqueles capazes de reduzir a producdo excessiva de NO,
podendo ser benéficos em estados fisiopatoldégicos onde a produgdo excessiva desse
mediador & um fator contribuinte, como no caso das doencas inflamatérias (HOBBS et al.,
1999). Tanto os extratos como o 6leo essencial obtido a partir das partes aéreas de M.
divaricatum apresentaram atividade inibitéria da produgcdo de NO pelas CEP murino o que
pode indicar um potencial farmacoldgico interessante.

Portanto, seria de grande valor o desenvolvimento de inibidores potentes e seletivos
da iNOS (WANG et al., 2002) e inibidores da NOS utilizados no tratamento de processos
inflamatérios requerem alta especificidade para iINOS para que possam funcionar como
moduladores relativamente seguros do NO em varias condi¢cbes patologicas (SHIN et al.,
2004).

Alguns estudos ja estdo sendo realizados com o objetivo de descobrir esses agentes
especificos, um deles foi realizado por Matsuda e colaboradores (1999), onde testaram-se
varios sesquiterpenos e triterpenos isolados do extrato metandlico do rizoma de Alisma
orientale que é utilizado na medicina chinesa. Os resultados obtidos evidenciaram a
atividade inibitéria na produgdo de NO em CEP ativados por LPS e os constituintes ativos do
extrato (alismol e alisol F) foram capazes de inibir a indugao da iNOS.

Ganju e colaboradores (2003) em um estudo na tentativa de determinar os efeitos
imunomodulatérios de Emblica officinalis (Euphorbiaceae) e Evolvulus alsinoides
(Convolvulaceae) na artrite induzida em ratos (modelo que se assemelha a artrite
reumatéide humana), uma atividade antiinflamatodria significativa foi encontrada. A producgéo
de NO dos animais tratados com as plantas foi significativamente menor quando comparada
ao controle, sugerindo que um possivel mecanismo para conter a progressao da artrite
nesses animais pode gragas a diminuicdo da produgdo de NO, através da inibicdo da
atividade da NOS. Os autores sugerem que possivelmente a atividade antiinflamatdria
destas espécies deva-se a capacidade de neutralizar o dano oxidativo induzido pelo NO, o

que eventualmente auxilia na remodelagem das células.

5.4.2.2 Quanto a liberacéo de perdxido de hidrogénio (H,0,)

Para avaliagdo da atividade inibitéria da liberagdo de H,O, empregou-se o PMA, que
€ um estimulante quimico hidrofébico que pode atravessar a membrana citoplasmatica do

fagécito independentemente de receptor e é capaz de se ligar e também ativar a proteina
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quinase C (PKC), causando uma grande variedade de efeitos nas células (BENDER et al.,
1983; BLUMBERG, 1980). Trata-se de uma substancia extensivamente estudada, sendo
que o estresse oxidativo induzido pelo PMA é um dos mecanismos de promog¢ao tumoral
(LU et al., 2004).

Os macréfagos sao células que produzem e liberam espécies reativas de oxigénio
(ROS) em resposta a fagocitose ou a estimulagao por varios agentes. A enzima responsavel
pela producao de superoxido e peroxido de hidrogénio € a NADPH oxidase (FORMAN &
TORRES, 2002). Neste trabalho, o PMA foi utilizado como um indutor do burst oxidativo.

A producédo de H,O, pelas CEP estimuladas por PMA foi fortemente inibida na
presenca do oleo essencial e extratos etandlicos de M. divaricatum, como se observa na
figuras 42, 44 e 45, ja o extrato aquoso ndo apresentou atividade inibitéria significativa
(figura 43).
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Figura 42. Efeito das diferentes concentracbes do 6leo essencial de Melampodium
divaricatum na producéo de H,O, em cultura de células do exsudato peritoneal estimuladas
por PMA. C+ (controle positivo, células + PMA); C- (controle negativo, células em RPMI-
1640). Os resultados foram expressos em nanomols de H,0,/2x10° células, como a média +
desvio-padrao de triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle positivo (p<0,01).
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Figura 43. Producao de peréxido de hidrogénio (H.O,) por células do exsudato peritoneal de
camundongos estimuladas por PMA frente ao extrato aquoso de Melampodium divaricatum.
C+ (controle positivo, células + PMA); C- (controle negativo, células em RPMI-1640). Os
resultados foram expressos em nanomols de H,0,/2x10° células, como a média *+ desvio-
padrao de triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle positivo (p<0,01).
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Figura 44. Producao de peréxido de hidrogénio (HO,) por células do exsudato peritoneal de
camundongos estimuladas por PMA frente ao extrato hidroetandlico a 70% (v/v) de partes
aéreas de Melampodium divaricatum. C+ (controle positivo, células + PMA); C- (controle
negativo, células em RPMI-1640). Os resultados foram expressos em nanomols de
H,0,/2x10° células, como a média + desvio-padrao de triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle positivo (p<0,01).
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Figura 45. Producao de peréxido de hidrogénio (H2O,) por células do exsudato peritoneal de
camundongos estimuladas por PMA frente ao extrato etandlico 98,5% de partes aéreas de
Melampodium divaricatum. C+ (controle positivo, células + PMA); C- (controle negativo,
células em RPMI-1640). Os resultados foram expressos em nanomols de H,0,/2x10°
células, como a média + desvio-padréo de triplicatas de 5 animais.

* Valor estatisticamente significativo quando comparado ao controle positivo (p<0,01).

O percentual de inibicdo da producao de H,O, calculado conforme descrito no item
4.2.9.2.6, encontra-se apresentado na tabela 17 e o extrato que apresentou maior efeito
inibitério foi o extrato etandlico 98,5%, e este efeito ndo se mostrou dose-dependente, pois
quanto menor a concentragao dos extratos e do 6leo essencial maior o efeito inibitério

observado.

Tabela 17. Efeito inibitério do 6leo essencial e extratos obtidos a partir das partes aéreas de
Melampodium divaricatum na producdo de H,O, em células do exsudato peritoneal
estimuladas por PMA.

INIBIGAO DA PRODUGAO DE PEROXIDO DE

EXTRATIVOS HIDROGENIO H,0, (%) *
IC 5 IC 25
Extratoaquoso | @ ——— |
Extrato hidroetandlico 70% 51,89 £+ 9,43 69,89 + 4,87
Extrato etandlico 98,5% 50,16 + 4,09 75,72 +1,22
Oleo essencial 76,22 + 8,87 70,59+ 1,19

*Cada valor representa a média * desvio-padrao de 5 experimentos realizados em triplicata.
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A figura 46 apresenta o potencial inibitério do 6leo essencial e dos extratos brutos

frente a producao de H,O, por células do exsudato peritoneal.
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Figura 46. Producao de peréxido de hidrogénio (H.O,) por células do exsudato peritoneal de
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camundongos estimuladas por PMA frente aos extratos etandlicos e 6leo essencial obtido
de partes aéreas de Melampodium divaricatum. C+ (controle positivo, células + PMA); C-
(controle negativo, células em RPMI-1640); OE: 6leo essencial; EH: extrato hidroetandlico;
EE: extrato etandlico 98,5%. Os resultados foram expressos em nanomols de H,0,/2x1 0°

células, como a média + desvio-padréo de triplicatas de 5 animais.

Os resultados obtidos na avaliagdo da produgao de TNF-a por bioensaio indicam que
nenhum das substancias testadas (extratos e 6leo essencial) etimularam a liberacdo da
citocina pelos macréfagos peritoneais, nas concentragoes testadas, correspondentes a 50 e
75% de células viaveis.

Apesar das substancias testadas terem promovido o aumento ou a inibicdo da
producdo de NO e H,0,, verificamos que as mesmas nao foram capazes de aumentar a
producdo de TNF-q, resultados estes ja esperados, visto que a producdo de TNF-a esta
diretamente relacionada com a produgao de NO, portanto se o composto inibe a producao
de NO possivelmente inibira a producédo de TNF-a (RIMBACH et al., 2000; PASSOS et al.,
2007; FERNANDES et al., 2007). Os ensaios de inibicdo de TNF-a nao foram realizados
neste trabalho, porém o direcionamento dos experimentos nesse sentido representa uma
interessante proposta para estudos biolégicos futuros. Além disso, a determinacao de outras
citocinas relacionadas ao processo inflamatoério, como o interferon —gama (IFN-y), pode

auxiliar na elucidagao dos resultados obtidos nesse trabalho.
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Os resultados inibitérios tanto para os extratos como para o 6leo essencial de M.
divaricatum podem ser justificados pela presenga de compostos cujas atividades
imunomoduladora encontram-se evidenciadas como os flavondides e terpenos, cujas
presencas foram detectadas no material em estudo. Varios sdo os estudos que elucidam a
atividade imunomoduladora destes compostos.

Por exemplo, o resveratrol, presente no vinho tinto, mostrou forte efeito inibitério na
expressao de iINOS e geragdo de NO por macréfagos ativados (TSAI et al.,, 1999); a
quercetina mostrou atividade inibitéria na superproducdo de NO e TNF-a em macréfagos
(MANJEET et al., 1999); muitos outros flavonoides presentes na dieta ja foram estudados,
como a morina, apigenina, acido elagico, acido cafeico e curcumina, e todas essas
substancias apresentaram efeitos supressores dose-dependente sobre a produgdo de NO
(SOLIMAN & MAZZIO, 1998; FANG et al., 2003).

Resultados inibitorios semelhantes aos obtidos com os extratos etandlicos e o dleo
essencial de M. divaricatum foram observados por Benencia e colaboradores (1999), que
observaram uma diminuigdo da capacidade fagocitica e do burst oxidativo de macréfagos
murinos tratados com o extrato aquoso das folhas da Trichilia glabra, rico em terpenos. O
burst oxidativo permite a geracdo de espécies reativas de oxigénio e o extrato inibiu
significativamente esse processo nos macréfagos estimulado por PMA.

O extrato de Taraxacum officinale, rico em terpenos, é capaz de inibir marcadamente
a expressao de proteinas responsaveis pela indugao de citocinas pré—inflamatdrias (IL-1p3, IL
17 e TNF-a) (KIM et al., 1981). O dleo essencial de Melaleuca alternifolia, cujo constituinte
majoritario € o terpineol, inibe a formagdo de TNF-a, IL 1B, IL-8, IL 10 em mondcitos
peritoneais humanos ativados por LPS (HART et al., 2000).

De forma geral 0 mecanismo de atuagao proposto para diversos terpenos tem sido a
inibicdo da producdo destas citocinas pelo bloqueio da ativagdo do fator nuclear NF-kB
(GHOSH et al., 1998; GERONDAKIS et al., 1998).

As espécies reativas de oxigénio demonstram induzir a ativagdo do NF-kB, fator
importante nas respostas inflamatérias, mas os mecanismos nao sado claramente
compreendidos (FORMAN & TORRES, 2002). Portanto, torna-se de grande interesse a
descoberta de compostos capazes de atuar de forma seletiva e eficaz imunomodulando
estas espécies reativas de oxigénio, o que terapeuticamente significaria um grande avanco.

De forma geral as substancias testadas inibiram a producado de NO e H,0O, e apenas
o extrato aquoso foi capaz de inibir a producdo de NO e estimular a producédo de H,O, em
células do exsudato peritoneal de camundongos. Este resultado é interessante, uma vez
que altas concentra¢des desses mediadores s&o prejudiciais ao organismo e ocasionam 0s

mais diversos estados patologicos.
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Resultados imunomoduladores semelhantes aos obtidos para o 6leo essencial de M.
divaricatum foram observados por Veiga Jr. e colaboradores (2007) que avaliaram a
atividade antiinflamatéria do oleo essencial de trés espécies de copaiba (Copaifera
cearensis, C. reticulata e C. multijuga). Nas concentragdes testadas a espécie C. reticulata
(500 pg/mL) foi capaz de inibir 85% da producgédo de NO, ao passo que a C. multijuga inibiu
30% em uma concentracao dez vezes menor (50 pg/mL), concentragao relativa a presenca
de cerca de 100 % de células viaveis.

A similaridade no potencial inibitério pode estar relacionado a presenga dos
constituintes majoritarios S-cariofileno e a-humuleno presentes em concentragdes superiores
a 50% tanto no dleo essencial das espécies de copaiba (VEIGA JR. et al., 2007) como na
espécie M. divaricatum. A atividade antiinflamatéria destas substancias ja estdo bem
estabelecidas através de estudos com edema de pata induzido por carragenina, no qual
tanto o B-cariofileno quanto o a-humuleno reduziram significamente o edema de pata apos
4 h da administracdo por via oral, comparado a reducido do edema promovido por
dexametasona apods 1 h da administracdo via subcutédnea (FERNANDES et al., 2007).

Esse efeito antiinflamatério promovido pelo B-cariofiieno e a-humuleno estéo
fatores transcricionais assim como o fator nuclear (NF-kB).

Vérios substancias ja foram desenvolvidas e aprovadas para tratamento de diversas
doencgas relacionadas ao descontrole dos niveis de NO, sendo a grande maioria delas
inibidoras seletivas da enzima NO sintase ou doadoras de NO (CORREIA et al., 2005).
Contudo, a descoberta de novos farmacos, mais potentes e seletivas que possam atuar na
producdo de outros intermediarios do processo inflamatério € um aspecto altamente
desejavel.

Ainda sdo necessarios estudos futuros para elucidar o exato mecanismo de acgao
destas substancias, mas ja € evidente através dos resultados obtidos que tanto os extratos
quanto o 6leo essencial apresentam potencial antiinflamatério principalmente pela presenca

de terpenos e flavonoides, metabdlitos potencialmente ativos contra a inflamacao.
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AVAVAV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA HEE

u nesp JPLIO DE MESQUITA FILHO” ;

Céampus de Araraquara m

Protocolo CEP/FCF/CAr. n° 18/2007 — Animais em Pesquisa

Interessado: GRACE PRISCILA PELISSARI

Orientador: Profa. Dra. RAQUEL REGINA DUARTE MOREIRA

Projeto: Estudos farmacognésticos e atividade antimicrobiana e

imunolégica de Melampodium divaricatum (Rich. In Pers.)
DC (“falsa-caléndula”) (Asteraceae)

Parecer n° 41/2007 — Comité de Etica em Pesquisa

O Comité de Etica em Pesquisa desta Faculdade, considera o
protocolo para uso de animais na pesquisa: Estudos farmacognoésticos e
atividade antimicrobiana e imunolégica de Melampodium divaricatum (Rich.
In Pers.) DC (“falsa-caléndula®) (Asteraceae), estruturado dentro dos
principios éticos na experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de
Experimentagcdo Animal — COBEA, manifestando-se FAVORAVEL a sua
execucao.

O relatoério final do protocolo de pesquisa, com no maximo trés
folhas (espaco 1,5 e letra 12) devera ser entregue em marco de 2008.

Araraquara, 21 de dezembro de 2007.

Profa. Dra. MARIA VIRGINIA C. SCARPA
Coordenadora do CEP
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