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RESUMO 

 

Murraya paniculata L. Jack (Rutaceae) é uma árvore amplamente utilizada nas 
Américas como ornamental. Porém, esta espécie vegetal nativa da Índia é 
considerada medicinal na Ásia e reconhecida pelas propriedades 
adstringentes, estimulantes, analgésicas e anti-inflamatórias. Diversos estudos 
revelam a presença de alcaloides, flavonoides, cumarinas e componentes do 
óleo essencial, fundamentalmente, e as propriedades antibacterianas, 
antifúngicas, anti-inflamatórias e analgésicas foram observadas para extratos 
de M. paniculata. Fitoterápicos derivados da planta estão disponíveis no 
Sistema Nacional de Saúde cubano, como anti-inflamatórios, porém é limitado 
o conhecimento dos metabólitos secundários majoritários da espécie coletada 
em Cuba e sua relação com a atividade farmacológica. Neste contexto, foi 
desenvolvido este trabalho que teve como objetivo realizar o estudo químico do 
extrato etanólico de folhas de M. paniculata, a fim de contribuir com sua 
padronização e com o estabelecimento de especificações de qualidade com 
base na composição química e atividade anti-inflamatória. O fracionamento do 
extrato etanólico foi iniciado por extração em fase sólida fornecendo 4 frações. 
A fração EFSMp4 foi fracionada utilizando-se cromatografia em coluna. A 
purificação final das substâncias majoritárias obtidas a partir de EFSMp4 foi 
realizada por cromatografia líquida de alta eficiência preparativa de fase 
reversa. As frações, subfrações e substâncias purificadas foram analisadas por 
CCD, CLAE-DAD e CLAE-ESI-MS. As substâncias purificadas foram 
identificadas através dos dados obtidos nas análises espectrométricas (RMN 
de 1H e 13C, IV, UV e EM). O extrato e as frações obtidas por extração em fase 
sólida foram submetidos aos ensaios de edema de pata e de pleurisia 
induzidos por carragenina, em ratos de linhagem Wistar e a avaliação da 
atividade antioxidante in vitro foi realizada por vários métodos: ensaio de 
capacidade de captura do cátion radicalar ABTS+• (derivado do ácido 2,2'-
azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico); ensaio de captura do ânion radical 
superóxido (O2) e ensaio de captura do ácido hipocloroso (HClO) ou da 
Taurina-Cloramina. No caso do extrato e da fração EFSMp4 foram realizados 
ensaios de mutagenicidade. Adicionalmente a citotoxicidade da fração EFSMp4 
e das substâncias purificadas foi avaliada através do ensaio com MTT em 
macrófagos (células RAW 264.7) nos quais também foi feita a quantificação de 
nitrito. A partir de neutrófilos (recrutados do peritônio de ratos Wistar sadios), 
foi avaliada ex vivo a função da enzima mieloperoxidase e a produção total de 
EROs. O extrato etanólico (300mg/Kg) e a fração EFSMp4 (150mg/Kg) 
apresentaram o melhor efeito anti-inflamatório pelo modelo de edema de pata, 
mostrando também o menor efeito ulcerogênico na mucosa gástrica dos 
animais tratados. Os resultados do experimento de pleurisia não foram 
conclusivos pois o modelo não permitiu obter resultados associados à atividade 
anti-inflamatória, porém mostrou evidências de um provável efeito hemorrágico 
de EFSMp4. Quanto à atividade antioxidante, nos experimentos nos quais 
conseguiu-se observar a resposta das amostras em estudo, o extrato etanólico 
e as frações EFSMp3 e EFSMp4 alcançaram os menores valores CE50. Em 
relação à mutagenicidade foi observado que o extrato, bem como EFSMp4, 
atuaram induzindo potencial mutagênico nos experimentos sem e com ativação 
metabólica. Dois metabólitos majoritários de EFSMp4 foram isolados e 



 

 

 

identificados como as cumarinas hidrato de meranzina e murpanidina, já 
relatadas em folhas da espécie. O hidrato de meranzina foi quantificado, 
representando um 8,4% (m/m) do EEMp. Os metabolitos não apresentaram 
citotoxicidade em macrófagos nas concentrações de 2,5-40,0 g/mL e as 
porcentagens de inibição de NO na concentração de 40,0 g/mL foram EFSMp4 
(54%), murpanidina (30,1%) e hidrato de meranzina (8,0%). A identificação de 
outra cumarina da mesma classe das já purificadas foi proposta a partir análise 
por CLAE-ESI-MS (murralongina). Os resultados sugerem que as cumarinas 
constituem um grupo de metabólitos secundários majoritários no extrato 
etanólico, bem como sua relação com a ação anti-inflamatória do extrato. 

 

Palavras-chave: Murraya paniculata. Fracionamento biomonitorado. Atividade 
anti-inflamatória. Atividade antioxidante. Cumarina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Murraya paniculata L. Jack (Rutaceae) is a widely used tree in America as 
ornamental. However, this Indian native plant is considered medicinal in Asia 
and recognized by its astringent, stimulating, analgesic and anti-inflammatory 
properties. Several studies have revealed the presence of alkaloids, flavonoids, 
coumarins and essential oil components, fundamentally, and the antibacterial, 
antifungal, anti-inflammatory and analgesic properties were observed for M. 
paniculata extracts. Phytotherapics derived from the plant are available in 
Cuban National Health System, as anti-inflammatory drugs, but knowledge of 
the major secondary metabolites of M. paniculata collected in Cuba and its 
relation to pharmacological activity is limited. In this context, the aim of this 
research was to study the ethanolic extract of M. paniculata leaves, in order to 
contribute to its standardization and to the establishment of quality 
specifications based on chemical composition and anti-inflammatory activity. 
Fractionation of the ethanolic extract was initiated by solid phase extraction 
yielding 4 fractions, the fraction EFSMp4 being fractionated using column 
chromatography. The final purification of the major components obtained from 
EFSMp4 was performed by preparative reverse phase high performance liquid 
chromatography. The fractions, subfractions and purified substances, were 
analyzed by CCD, CLAE-DAD and HPLC-ESI-MS. The purified substances 
were identified by the data obtained in the spectrometric analyzes (1H and 13C 
NMR, IR, UV and MS). The extract and fractions obtained by solid phase 
extraction were submitted to carrageenan-induced paw edema and pleurisy 
tests in Wistar rats and in vitro antioxidant activity evaluation was performed by 
several methods: radical cation ABTS+• (2,2'-azino-bis- (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid) capture capacity test; superoxide radical anion capture test (O2-•) 
and hypochlorous acid (HClO) or Taurine-chloramine capture test. In the case 
of the extract and the EFSMp4 fraction, mutagenicity tests were performed. 
Additionally, the cytotoxicity of the EFSMp4 fraction and the purified substances 
was evaluated by the MTT assay on macrophages (RAW 264.7 cells) in which 
nitrite quantification was also performed. From neutrophils (recruited from the 
peritoneum of healthy Wistar rats), myeloperoxidase enzyme function and total 
ROS production were evaluated ex vivo. Ethanolic extract (300mg/kg) and 
EFSMp4 fraction (150mg/kg) presented the best anti-inflammatory effect by the 
paw edema model, also showing the lowest ulcerogenic effect on the gastric 
mucosa of treated animals. The results of the pleurisy experiment were not 
conclusive because the model did not showed results associated with the anti-
inflammatory activity but showed evidence of a probable EFSMp4 hemorrhagic 
effect. As for the antioxidant activity, in the experiments in which it was possible 
to observe the response of the samples under study, the ethanol extract, 
EFSMp3 and EFSMp4 reached the lowest IC50 values. Regarding the 
mutagenicity, it was observed that the extract, as well as EFSMp4, acted to 
induce mutagenic potential in the experiments without and with metabolic 
activation. Two major metabolites of EFSMp4 were isolated and identified as 
the coumarins meranzine hydrate and murpanidine, already reported in leaves 
of the species. Meranzine hydrate was quantified representing a 8.4% (m/m) of 
EEMp. Macrophage cytotoxicity in the concentration range evaluated (2.5-40.0 
g/mL) was not observed and NO inhibition percent at 40.0 μg/ml were EFSMp4 



 

 

 

(54.0%), murpanidine (30.1%) and meranzine hydrate (8.0%). The identification 
of another coumarin of the same class of the two already purified was proposed 
from analysis by HPLC-ESI-MS (murralongin). The results suggest that 
coumarins are a group of major secondary metabolites in the ethanolic extract, 
as well as their relationship with the anti-inflammatory action of the extract. 
 
Key-words: Murraya paniculata. Biomonitored fractionation. Anti-inflammatory 
activity. Antioxidant activity. Coumarin. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS 

 

AcOEt: acetato de etila 
AINE: anti-inflamatório não-esteroidal 
ATCC: American Type Culture Collection (Coleção Americana de Cultura de 
Células) 
C-18: sílica octadecilsilano 
CC: cromatografia em coluna 
CCD: cromatografia em camada delgada 
CCMp: fração obtida em coluna cromatográfica de fase normal 
CI50: concentração capaz de provocar uma determinada inibição em 50 % do 
alvo 
CLAE-DAD: cromatografia líquida de alta eficiência com detector de arranjo de 
diodos 
CLAE-UV: cromatografia líquida de alta eficiência com detector 
ultravioleta/visível 
CLAEprep: cromatografia líquida de alta eficiência preparativa 
CMC: Carboximetilcelulose 
COX: ciclo-oxigenase 
COX-1: ciclo-oxigenase tipo 1 
COX-2: ciclo-oxigenase tipo 2 
d: dupleto 
dd: duplo dupleto 
DMEM: Dulbecco's modified Eagle's medium (meio de Eagle modificado por 
Dulbecco) 
EFS: extração em fase sólida 
EM: espectrômetro de massas 
ESI: ionização por eletrospray 
EtOH: etanol 
EEMp: Extrato etanólico de M. paniculata 
EFSMp1: fração 1 da EFS 
EFSMp2: fração 2 da EFS 
EFSMp3: fração 3 da EFS 
EFSMp4: fração 4 da EFS 
ERON: Espécies reativas de nitrogênio  
EROs: Espécies reativas de oxigênio  
FE: fase estacionária 
FM: fase móvel 
FN: fase normal 
FR: fase reversa 
Hex: Hexano 
IL: Interleucina  
iNOS: óxido nítrico sintase induzida 
IV-FT: espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 
J: constante de acoplamento 
λmáx: comprimento de onda máximo 
LPS: lipopolissacarídeo 
Me: metila 
MeOH: metanol 



 

 

 

MPO: mieloperxidase 
NF-κB: fator nuclear-kappa B  
NO: nitric oxide (óxido nítrico) 
NOX2: isoforma da enzima NADPH oxidasa (nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate-oxidase) 
Metanol-d4: metanol deuterado 
OMS: Organização Mundial de Saúde 
PEG: Polietilenoglicol 
PGE2: prostaglandina E2 
PLA2: fosfolipase A2 
PVDF: fluoreto de polivinildieno 
RAW 264.7: macrófagos peritoneais aderentes derivados de camundongos 
Balb/c 
Rf: fator de retenção 
RMN: ressonância magnética nuclear 
s: singleto 
SPMp1: substância purificada 1 
SPMp2: substância purificada 2 
TNF: Fator de necrose tumoral 
tR: tempo de retenção 
UV/VIS: ultravioleta/ visível 
Vm: volume morto 
Veluente: Volume de eluente 
Vinj: Volume de injeção 
X: fator de correção de modo cromatográfico 
λmáx: Comprimento de onda máximo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Mediadores inflamatórios e seus efeitos. 
Tabela 2. Parâmetros de qualidade da droga vegetal pulverizada (M. 
paniculata). 

10 
37 

Tabela 3. Resíduo seco dos extratos obtidos segundo as condições de 
extração. 

41 

Tabela 4. Rendimento das frações obtidas mediante EFS. 52 
Tabela 5. Massas e rendimento das sub-frações obtidas a partir de 
EFSMp4 

63 

Tabela 6. Dados espectrométricos de RMN obtidos para as substâncias 
purificadas SPMp1 e SPMp2 a 600 MHz para 1H e a 150 MHz para 13C, em 
metanol-d4.  

72 

Tabela 7. Dados das análises em CLAE-DAD do hidrato de meranzina para 
a construção da curva analítica. 

75 

Tabela 8. Dados obtidos na quantificação do hidrato de meranzina no 
extrato EEMp. 

75 

Tabela 9. Efeito ulcerogênico do EEMp e das frações EFSMp. Os 
resultados representam o número médio de ulceras identificadas em cada 
grupo ± desvio padrão e o grau em que foram classificadas. 

79 

Tabela 10. Atividade mutagênica expressa através da média e desvio 
padrão do número de revertentes/ placa e índice de mutagenicidade nas 
linhagens TA 98, TA 100, TA97a e TA 102 de S. typhimurium após o 
tratamento com várias concentrações do extrato de M. paniculata, em 
experimentos sem (-S9) e com (+S9) ativação metabólica 

87 

Tabela 11. Atividade mutagênica expressa através da média e desvio 
padrão do número de revertentes/ placa e índice de mutagenicidade nas 
linhagens TA 98, TA 100, TA97a e TA 102 de S. typhimurium após o 
tratamento com várias concentrações da fração EFSMp4, em experimentos 
sem (-S9) e com (+S9) ativação metabólica 

87 

Tabela 12. Atividade citotóxica das amostras em estudo a concentrações de 
40-1,25g/mL para macrófagos da linhagem RAW 264.7 determinadas pelo 
método MTT. 

88 

Tabela 13. Atividade citotóxica das amostras em estudo a concentrações de 
10-0,3g/mL para macrófagos da linhagem RAW 264.7 determinadas pelo 
método MTT. 

89 

Tabela 14. Atividade citotóxica das amostras em estudo a concentrações de 
40-2,5g/mL em neutrófilos peritoneais determinada pelo método MTT. 

91 

  
  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. M. paniculata: individuo adulto (a), detalhe de folhas (b), flores (c) e 
frutos (d). 

4 

Figura 2. Principais esqueletos básicos de classes de cumarinas isoladas de 
plantas. 

7 

Figura 3. Geração dos metabólitos do ácido araquidônico e seus papéis na 
inflamação.  

9 

Figura 4. Distribuição granulométrica da droga vegetal (pó originado na 
primeira moagem) de M. paniculata. 

38 

Figura 5 Distribuição granulométrica da droga vegetal (pó originado da 
segunda moagem após a primeira extração) de M. paniculata. 

39 

Figura 6. Diagrama do processo de extração. 40 
Figura 7. Cromatograma de EEMp1 (3 mg/mL) registrado em 324 nm.  43 
Figura 8. Cromatograma de EEMp2 (3 mg/mL) registrado em 324 nm.  44 
Figura 9 Cromatograma de EEMp3 (3 mg/mL) registrado em 324 nm.  45 
Figura 10. Cromatograma do EEMp (3 mg/mL) registrado em 324 nm (10a) e 
apresentando os valores de comprimento de onda máximo de absorção no 
UV para cada pico (10b).  

46 

Figura 11. Espectros no UV dos picos majoritários de EEMp (a: tR= 19,57 
min e b: tR= 22,09 min).  

47 

Figura 12. Cromatograma do EEMp (3 mg/mL) registrado em 324 nm.  48 
Figura 13. Cromatograma (BPC) do EEMp (3 mg/mL) em modo de ionização 
positivo mostrando os valores de tR e m/z para cada pico.  

49 

Figura 14: Espectros de massas ESI-MSn no modo positivo para a 
substância com Tr= 17,6 min no EEMp. 

50 

Figura 15. Análise por CCD (sílica gel) das frações obtidas por EFS (EFSMp) 
utilizando tolueno:acetato de etila (93:7) como fase móvel. (a) – cromatoplaca 
observada sob luz UV 365 nm. (b) – cromatoplaca após revelação com 
anisaldeído sulfúrico. 

51 

Figura 16. Cromatogramas das frações EFSMp1 (1 mg/mL) registrado em 
254 nm.   

54 

Figura 17. Cromatogramas das frações EFSMp2 (1 mg/mL) registrado em 
324 nm.  

55 

Figura 18. Cromatogramas das frações EFSMp3 (1 mg/mL) registrado em 
324 nm. 

56 

Figura 19. Cromatogramas das frações EFSMp4 (1 mg/mL) registrado em 
324 nm. 

57 

Figura 20. Cromatograma (BPC) do EFSMp1 (1 mg/mL) em modo de 
ionização positivo mostrando os valores de tR e m/z para cada pico.  

58 

Figura 21. Cromatograma (BPC) do EFSMp2 (1 mg/mL) em modo de 
ionização positivo mostrando os valores de tR e m/z para cada pico.  

59 

Figura 22. Cromatograma (BPC) do EFSMp3 (1 mg/mL) em modo de 
ionização positivo mostrando os valores de tR e m/z para cada pico.  

60 

Figura 23. Cromatograma (BPC) do EFSMp4 (1 mg/mL) em modo de 
ionização positivo mostrando os valores de tR e m/z para cada pico.  

61 

Figura 24. Análise por CCD (sílica gel) de frações obtidas mediante CC de 
fase normal (CCMp) utilizando tolueno:acetato de etila:metanol (60:35:5) 
como fase móvel – cromatoplacas após revelação com anisaldeído sulfúrico. 

64 



 

 

 

Figura 18a) frações 1 a 16, 18b) frações 17 a 35, 18c) frações 36 a 54 e 18d) 
frações 55 a 70. 
Figura 25. Cromatograma da fração CCMp16 registrado em 324 nm.  65 
Figura 26. Cromatograma da fração CCMp24 registrado em 324 nm. 66 
Figura 27. Cromatograma da fração CCMp44 registrado em 324 nm. 66 
Figura 28. Cromatograma da fração CCMp51 registrado em 324 nm. 67 
Figura 29. Espectro de absorção no UV para o pico majoritário 2 (tR= 22,12 
min) da fração CCMp44. 

67 

Figura 30. Cromatograma preparativo do procedimento de purificação de 
substâncias majoritárias.  

68 

Figura 31. Cromatogramas das substâncias purificadas SPMp1 (a) e SPMp2 
(b).  

69 

Figura 32. Espectro de massas (ESI+, MS1) para substâncias purificadas: 
murpanidina (SPMp1) e hidrato de meranzina (SPMp2). 

71 

Figura 33. Estrutura da 7-metoxicumarina. 72 
Figura 34. Estruturas propostas para as substâncias purificadas: a) 
murpanidina e b) hidrato de meranzina 

72 

Figura 35. Espectro de absorção no IV para substâncias purificadas: 
murpanidina (SPMp1) e hidrato de meranzina (SPMp2). 

73 

Figura 36. Curva analítica para solução padrão de hidrato de meranzina. 75 
Figura 37. Efeito da administração oral do EEMp (300mg/Kg) e das frações 
EFSMp1 (20mg/Kg), EFSMp2 (30mg/Kg), EFSMp3 (25mg/Kg) e EFSMp4 
(150mg/Kg) sobre o edema de pata induzido por carragenina (200 µg/pata) 
em ratos.  

76 

Figura 38. Mucosa gástrica de animais submetidos aos ensaios de edema 
de pata. Grupo 1- Controle carragenina; Grupo 2- Controle indometacina; 
Grupo 3- EEMp (100mg/Kg); Grupo 4- EEMp (150mg/Kg) e Grupo 5- EEMp 
(300 mg/Kg) 

78 

Figura 39. Mucosa gástrica de animais submetidos aos ensaios de edema 
de pata. Grupo 1- Controle carragenina; Grupo 2- Controle indometacina; 
Grupo 3- EFSMp1 (20mg/Kg); Grupo 4- EFSMp2 (30 mg/Kg); Grupo 5- 
EFSMp3 (25 mg/Kg) e Grupo 6- EFSMp4 (150 mg/Kg). 

78 

Figura 40. Efeito da administração intrapleural de EEMp (300mg/Kg), 
EFSMp1 (20mg/Kg) e EFSMp2 (30mg/Kg), sobre a pleurisia induzida por 
carragenina em ratos.  

80 

Figura 41. Tubos contendo lavados pleurais coletados de animais pertences 
ao grupo tratado com EFSMp4 (150mg/Kg). 

80 

Figura 42. Gráfico da porcentagem de inibição do radical ABTS+• versus a 
concentração de EEMp (µg/mL). 

82 

Figura 43. Gráfico da porcentagem de inibição do radical ABTS+• versus a 
concentração de EFSMp2 (µg/mL). 

82 

Figura 44. Gráfico da porcentagem de inibição do radical ABTS+• versus a 
concentração de EFSMp3 (µg/mL). 

83 

Figura 45. Gráfico da porcentagem de inibição do radical ABTS+• versus a 
concentração de EFSMp4 (µg/mL). 

83 

Figura 46. Efeito das amostras em estudo sobre a inibição de nitrito em 
ensaio de macrófagos estimulados por LPS (100 ng/mL) in vitro. 

89 

Figura 47. Atividade de NOX2/MPO de neutrófilos peritoneais mediante 
quimiluminescência luminol-dependente. Os valores estão expressos como 
média ± erro padrão da média (EPM). 

91 



 

 

 

Figura 48. Atividade de NOX2/MPO de neutrófilos peritoneais mediante 
quimiluminescência luminol-dependente. Os valores estão expressos como 
média ± erro padrão da média (EPM). 

92 

Figura 49: Concentração de HOCl em neutrófilos peritoneais ativados com 
PMA 

93 

Figura 50: Concentração de HOCl em neutrófilos peritoneais ativados com 
PMA 

94 

 

 



 

 

 

SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO 1 
2 REVISÃO DE LITERATURA 4 
2.1 Murraya paniculata (L.) Jack. 4 
2.1.1 Classificação taxonômica e descrição botânica 4 
2.1.2 Habitat e distribuição 4 
2.1.3 Fitoquímica e farmacologia 5 
2.2 Cumarinas 7 
2.3 Processo Inflamatório 8 
2.3.1 Fármacos Anti-inflamatórios Não Esteroidais 11 
2.3.2 Plantas com Atividade Anti-inflamatória 13 
2.3.3 Estresse oxidativo e sua correlação com o processo inflamatório 14 
3 OBJETIVOS 16 
4 MATERIAL E MÉTODOS 17 
4.1 Materiais, equipamentos e acessórios. 17 
4.2 Material vegetal 19 
4.2.1 Obtenção e preparo da matéria-prima vegetal 19 
4.2.2 Análise da matéria-prima vegetal 19 
4.3 Obtenção e análise do extrato, frações e substâncias 

prurificadas. 
20 

4.3.1 Obtenção e análise do extrato etanólico 20 
4.3.2 Fracionamento do extrato etanólico de folhas de M. paniculata por 

extração em fase sólida EFS 
21 

4.3.3 Análises cromatográficas do extrato EEMp e frações EFSMp 22 
4.3.4 Fracionamento de EFSMp4 por cromatografia em coluna de fase 

normal (CC) e análises das sub-frações CCMp 
23 

4.3.5 Purificação de metabolitos maioritários por CLAE-UV 
semipreparativa 

24 

4.3.6 Determinação estrutural das substâncias isoladas 25 
4.3.7 Quantificação do hidrato de meranzina no extrato EEMp 25 
4.4 Ensaios biológicos 26 
4.4.1 Avaliação da atividade anti-inflamatória do EEMp e frações 

EFSMp através do modelo de edema de pata em rato 
26 

4.4.2 Avaliação “in vivo” da atividade anti-inflamatória do EEMp e 
frações EFSMp por pleurisia 

27 

4.4.3 Avaliação “in vitro” da atividade antioxidante 28 
4.4.4 Ensaios de mutagenicidade 30 
4.4.5 Ensaios com macrófagos “in vitro” 31 
4.4.6 Ensaios com neutrófilos “ex vivo” 34 
4.4.7 Análise estatística 36 
5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 37 
5.1 Análise do material vegetal 37 
5.2 Obtenção e análise do extrato, frações e substâncias 

prurificadas. 
39 

5.2.1 Análise dos extratos por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 
(CLAE) 

41 

5.2.2 Análises cromatográficas do extrato EEMp 46 
5.2.3 Fracionamento do extrato etanólico de folhas de M. paniculata por 

extração em fase sólida (EFS) e análise das frações EFSMp 
51 



 

 

 

5.2.4 Fracionamento de EFSMp4 por cromatografia em coluna de fase 
normal (CC) e análises das sub-frações CCMp 

62 

5.2.5 Purificação de metabolitos maioritários por CLAE-UV 
semipreparativa 

68 

5.2.6 Determinação estrutural das substâncias isoladas 70 
5.2.7 Quantificação do hidrato de meranzina no extrato EEMp 75 
5.3 Ensaios biológicos 76 
5.3.1 Avaliação da atividade anti-inflamatória do EEMp e frações 

EFSMp através do modelo de edema de pata em rato 
76 

5.3.2 Avaliação “in vivo” da atividade anti-inflamatória do EEMp e 
frações EFSMp por pleurisia 

79 

5.3.3 Avaliação “in vitro” da atividade antioxidante 81 
5.3.4 Ensaios de mutagenicidade 85 
5.3.5 Ensaios com macrófagos “in vitro” 88 
5.3.6 Ensaios com neutrófilos “ex vivo” 90 
6 CONCLUSÕES 95 
7 PERSPECTIVAS FUTURAS 97 
 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 98 
 APÊNDICES 109 
 ANEXOS 113 

 

 



1 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A utilização da medicina tradicional e complementar segue sendo 

ampliada na maioria dos países. Os dados disponíveis sugerem que esse 

mercado é substancial. De acordo com estimativas, em 2012, os produtos 

chineses de matéria médica representaram US$ 83,100 milhões, um aumento 

de mais de 20% em relação ao ano anterior. Na República da Coréia, as 

despesas anuais em medicina tradicional foram de US$ 4,400 milhões em 2004 

e aumentaram para US$ 7,400 milhões em 2009. Em 2008, nos Estados 

Unidos, os usuários gastaram US$ 14,800 milhões na compra de produtos 

naturais. Apesar disso, em muitas partes do mundo, as instâncias normativas, 

os profissionais da saúde e o público estão levantando questões sobre a 

segurança, eficácia, qualidade, disponibilidade, preservação e regulamentação 

da medicina tradicional e complementar (OMS, 2013).  

No caso do uso de plantas medicinais e fitoterápicos, como parte da 

medicina tradicional e complementar, são especialmente importantes padrões 

de qualidade que garantam a segurança e eficácia adequadas para os 

consumidores. 

Nesse sentido, os estudos de padronização de fitoterápicos nos últimos 

anos têm como objetivo correlacionar concentração e estabilidade dos 

marcadores químicos conhecidos com a atividade biológica, proporcionando 

um protocolo viável para a análise de qualquer produto à base de plantas 

(MOSIHUZZAMAN e CHOUDHARY, 2008; VENIL, 2010).  

M. paniculata é uma arvore nativa da Índia que foi introduzida em vários 

países americanos, Cuba e Brasil entre eles, sendo largamente utilizada como 

arbusto ou árvore ornamental. Além disso, é considerada como planta 

medicinal nas regiões tropicais e subtropicais da Ásia. As folhas, cascas e 

raízes desta planta têm sido usadas para tratar a diarreia, disenteria, 

reumatismo, erupções na pele e coceira. As flores são usadas na produção de 

produtos cosméticos (ROIG, 1988; GHANI, 2003; ROUT et al., 2007; 

MESQUITA et al., 2008; VARONA, 2013). É também reconhecida 

tradicionalmente por suas propriedades adstringentes, estimulantes, 

analgésicas e anti-inflamatórias, entre outras (ROIG, 1988; GHANI, 2003; 
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RAHMAN et al., 2010; NARKHEDE, 2012). A espécie é também conhecida 

pelas sinonímias botânicas de Chalcas paniculata L., M. exotica e pelos nomes 

comuns de árvore de jasmim-laranja, jasmim-da-pérsia, murta-de-cheiro, 

murallera e café-índio. O “Formulario Nacional de Fitofármacos y Apifármacos” 

de Cuba (MINSAP, 2014) refere-se ao uso do extrato hidroalcoólico na 

elaboração de um fitoterápico para uso tópico (fricção), com propriedades anti-

inflamátorias e analgésicas. 

Do ponto de vista das atividades biológicas, dados da literatura 

demonstram que M. paniculata apresentou atividade antioxidante, 

antinociceptiva, anti-inflamatória, antidiarreica e analgésica (RAHMAN et al., 

2010; KUMAR et al., 2011; SUNDARAM et al., 2011; NARKHEDE et al., 2012; 

RODANANT et al., 2012).  

Estudos fitoquímicos revelam a presença nesta espécie de cumarinas, 

alcaloides e flavonoides, entre outros metabólitos secundários (KONG et al., 

1985; ITO; FURIKAWA, 1990; FERRACIN et al., 1998; SHIMADA, 2002; 

KINOSHITA; NEGI et al., 2005; SAIED et al., 2008,). A espécie também contém 

óleo essencial em diferentes órgãos (ROUT et al., 2007; OLAWORE et al., 

2005; CHOWDHURY et al., 2008; MESQUITA et al., 2008; JORGE et al., 

2012). Em geral, os estudos preliminares do extrato etanólico das folhas da 

espécie, em plantas que crescem na região ocidental de Cuba, têm mostrado a 

partir do ponto de vista fitoquímico a presença, entre outros compostos, de 

copaeno, β-cubebeno, cariofileno, germacreno B, ostol, 6-fenil izoquinolina, 

sitosterol, L-prolina, ácido ferúlico e mio-inositol, para os quais são descritas na 

literatura propriedades anti-inflamatórias e analgésicas. Além disso, a avaliação 

pré-clínica inicial dos extratos, não mostrou nenhuma evidência de toxicidade 

cutânea aguda nos animais e corroborou o efeito anti-inflamatório (modelo de 

edema auricular), tradicionalmente reconhecido, com resultados próximos aos 

encontrados com benzidamina nas condições testadas (VARONA, 2013). 

O uso tradicional de M. paniculata e os resultados dos trabalhos 

científicos já relatados constituem a fundamentação desta pesquisa, que visa o 

estudo químico-farmacológico do extrato etanólico das folhas de M. paniculata 

coletada em Cuba, que irá contribuir no estabelecimento de especificações de 

qualidade, com base na sua composição química e atividade farmacológica. 

Contribuindo com informação relevante à ação anti-inflamatória in vivo e os 
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prováveis mecanismos de ação, a partir da avaliação de mediadores do 

processo inflamatório, assim como de possíveis efeitos tóxicos, junto à 

determinação dos marcadores químicos ativos e o desenvolvimento de um 

método de análise para esses marcadores, a presente pesquisa estará 

contribuindo para uso racional, padronização e controle de qualidade adequado 

dos produtos derivados de M. paniculata já incluídos na Lista Básica de 

Medicamentos de Cuba (MINSAP, 2016),  
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6. CONCLUSÕES  

 

O EEMp (300mg/Kg) e a fração EFSMp4 (150mg/Kg) apresentaram o melhor 

efeito anti-inflamatório pelo modelo de edema de pata, mostrando também o menor 

efeito ulcerogênico na mucosa gástrica dos animais tratados. O modelo de pleurisia 

não permitiu obter resultados associados à atividade anti-inflamatória, porém 

mostrou evidências de um provável efeito hemorrágico de EFSMp4.  

O procedimento de fracionamento biomonitorado pela atividade anti-

inflamatória in vivo do extrato etanólico das folhas de M. paniculata, conduziu ao 

isolamento de dois metabólitos majoritários do extrato, a partir da fração bioativa 

EFSMp4. A partir dos dados da literatura e das análises espectrométricas os 

metabólitos purificados foram identificados como duas cumarinas previamente 

relatadas na espécie a murpanidina e o hidrato de meranzina. Também foi proposta 

a presença da murralongina a partir das análises por CLAE-EM. Esta classe de 

cumarinas (7-metoxi-8-preniladas) tem mostrado evidências da sua relação com o 

efeito anti-inflamatório de extratos vegetais. 

Quanto à avaliação da atividade antioxidante pelo método do cátion radical 

ABTS+•, o EEMp e as frações EFSMp3 e EFSMp4 alcançaram os menores valores 

de CE50, e foram similares a dados encontrados na literatura para outros extratos 

vegetais. 

Em relação à mutagenicidade o extrato de M. paniculata e a fração EFSMp4, 

induziram potencial mutagênico tanto direta, como indiretamente (sem e com 

ativação metabólica). Mesmo que atualmente sejam muitas as plantas de uso 

popular que apresentam efeitos genotóxicos, o uso destas deveria ser feito com 

mais critério para garantir a segurança do paciente e uso racional de os produtos 

fitoterápicos elaborados a partir delas. O uso de M. paniculata por via tópica poderia 

então garantir uma maior segurança, porém não deve ser descartada a possibilidade 

de efeitos negativos na saúde.   

A fração EFSMp4, a murpanidina (SPMp1) e o hidrato de meranzina (SPMp2) 

não apresentaram citotoxicidade significativa nas concentrações desde 2,5 até 

40g/mL em macrófagos da linhagem celular utilizada (RAW 264.7). Na quantificação 

de NO não foi possível estabelecer valores de CE50 para as amostras em ensaio, 

pois em média não foram observados valores de inibição superiores a 50% para o 
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experimento. As porcentagens médias de inibição alcançadas na maior 

concentração testada (40 g/mL) foram 53,96, 30,11 e 8,01% para EFSMp4, SPMp1 

e SPMp2, respectivamente. Sendo assim a fração testada garante uma adequada 

inibição de NO o que pode contribuir positivamente em processos inflamatórios 

crónicos nos quais a elevada formação de ERO pode gerar até destruição tecidual. 

Adicionalmente, considerando a porcentagem de inibição das substâncias 

purificadas da própria fração, poderia ser inferido que são as fundamentais 

responsáveis pelo efeito observado para EFSMp4. 

Em neutrófilos peritoneais de ratos foi observada citotoxicidade para a fração 

EFSMp4 e a murpanidina (SPMp1) acima de 2,5 e 5 g/mL, respectivamente, e o 

hidrato de meranzina (SPMp2) apresentou citotoxicidade em todas as concentrações 

testadas. O efeito observado nos ensaios de função neutrofílica não permite ainda 

fazer uma correlação adequada das EROS avaliadas, com o processo inflamatório, 

mas há evidências da contribuição nas etapas iniciais. 
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Os resultados da pesquisa realizada contribuem no conhecimento tanto químico 

quanto farmacológico da espécie M. paniculata coletada em Cuba, mas também 

levantam uma série de questões relacionadas fundamentalmente com a eficácia e 

segurança do seu uso na terapia.  

A identificação de um número maior de metabolitos presentes no extrato 

contribuirá a uma melhor caraterização da espécie.  

Estudos farmacologicos deveram ser aprofundados com a finalidade de 

estabelecer o mecanismo pelo qual o efeito anti-inflamátorio é exercido e a relação 

com espécies reativas de oxigênio e nitrogênio. 

As evidências de efeitos tóxicos indicam a necessidade de estabelecer uma via 

de administração segura para fitoterápicos obtidos a partir do extrato etanólico da 

planta.  

Outros extratos, preferencialmente hidroetanólicos, podem ser estudados com a 

finalidade de determinar se a regulação dos metabolitos maioritários extraídos 

(cumarinas) influencia nos efeitos tóxicos observados.  
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