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RESUMO

As propriedades biolégicas de plantas medicinais tradicionalmente utilizadas pela
populacado tém sido comprovadas através de intensivas pesquisas em todo o mundo,
visando a validagdo dessas plantas como agentes clinicos em novas fitopreparagoes.
Reconhecendo a Calendula officinalis, como uma das principais plantas medicinais em
uso no Brasil e visando comprovar suas propriedades farmacoldgicas informadas na
medicina tradicional, procedeu-se um estudo quimico biomonitorado pela atividade
antibacteriana dessa espécie. Para tanto, o estudo foi realizado nas diversas fragdes
obtidas de suas flores (hexanica, diclorometano, acetato de etila, metandlica e etandlica
85%). O perfil de sensibilidade foi avaliado frente a microorganismos patogénicos gram
positivo e negativo (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes,
Klebiciela pneumoniae e Pseudomonas aeroginosa), utilizando as metodologias de
cavidade-placa e cilindro-placa. Os resultados obtidos revelaram atividade significativa
frente a microorganismos gram positivos, principalmente para as fragdes apolares. Das
sub-fracbes bioativas foram isolados e identificados os esterdides p-Sitosterol e
Estigmasterol além dos triterpenos o-Amirina, Lupeol, mistura de B e a-amirina, e o
éster palmitico do faradiol, todos ja anteriormente identificados em Calendula officinalis.
Os compostos isolados tiveram a atividade antimicrobiana avaliada nas mesmas
condi¢cbes anteriores, apresentando um MIC para o Lupeol de >750 pg/mL para B.
cereus, >500 pg/mL para M. luteus, >500 ug/mL para B. cereus e para S. aureus. Para
o B-Sitosterol o MIC foi de >250 ug/mL para M. luteus. Para os demais compostos o
MIC foi superior a 1000 ug / mL, para todos os microorganismos testados. Quando o
extrato bruto e fracdo ativa foram testados frente a 32 cepas multirresistentes
Staphylococcus aureus, isolados em Centros de Saude Municipais e identificados
bioquimicamente, a atividade antibacteriana foi menos expressivo em relagdo aquela
obtida para a cepa padrdo. Neste estudo foi possivel observar que o grau de
sensibilidade dos microorganismos para os extratos testados se equivale aos
antimicrobianos padrbes de Penicilina e Ampicilina. Embora a fragdo apolar ativa se
mostrasse ligeiramente mais eficaz que o extrato bruto na inibicdo dos microorganismos
multiresistestes, estudos estatisticos mostraram n&o haver significancia quanto ao seu

uso. Os processos tradicionalmente utilizados para a extragdo de plantas medicinais
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tais como: percolagdo, sonicagdo e agitagdo em vortex, foram avaliadas de forma
quantitativa, por meio de CG-MS. Os resultados demonstraram que n&o houve
diferengas significativas na concentragdo dos esterdides Estigmasterol e B-Sitosterol
nos processos de extragcdo avaliados bem como no potencial antimicrobiano dos
extratos testados. Embora, a administracdo em ratos pela via oral do extrato da planta
nao tenha apresentado indicios de toxicidade, a avaliagdo do potencial toxicolégico pela
via intra-peritoneal permitiu visualizar o efeito nocivo do extrato bruto das flores de
Calendula officinalis produzido em animais de laboratério. O estudo do potencial
mutagénico agudo realizado pelo teste de micronucleos, pelas vias oral e intra-
peritoneal bem como o estudo sub-agudo pela via oral, ndo demonstraram sinais de
mutagenicidade. Porém o estudo da atividade mutagénica sub-agudo, pela via intra-
peritoneal, revelou sinais de mutagenicidade para animais de laboratério. O teste de
Ames nao revelou mutagenicidade. O controle sazonal realizado nos doze meses do
ano para o teor de sélidos totais, perfil cromatografico em CLAE e controle da atividade
antibacteriana veio de encontro aos dados da literatura, que se referem a Caléndula
como sendo uma planta que pode ser coletada durante todo o ano. Quando
confrontado estes dados com aqueles obtidos para a Caléndula de origem egipicia
percebemos que a adaptacao da planta no Brasil ndo interferiu na composi¢gao quimica
da planta ou na sua atividade antibacteriana.

Palavras chave: Calendula officinalis, atividade antibacteriana, CLAE, CG-MS,

toxicidade, mutagenicidade, sazonalidade.
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ABSTRACT

The biological properties of the medicinal plants, traditionally used by the population,
have been proved through intensive researches all over the world aiming at the validity
of these plants as clinic agents in new phytopreparations. Recognizing the Calendula
officinalis as one of main medicinal plants in use in Brazil and aiming at proving its
pharmacological properties, which are informed in the traditional medicine, a chemical
study biomonitored by the antibacterial activity of this species was proceeded. For this
reason, the study was held in several fractions obtained from its flowers (hexane,
dichloromethane acetates of ethyl, methanol, ethanol 85% ) The sensitivity profile was
evaluated with respect to gram negative and gram positive pathogenic microorganisms
(Staphylococcus aureus, Baccilus cereus, Enterobacter aerogenes, Klebiciela
pneumoniae and Pseudomonas aeroginosa), using the cavity-plate and cylinder-plate
methods. The results which were obtained revealed significant activity with respect to
gram positive microorganisms, especially for the non polar fractions. From the bio active
sub-fractions, B-Sistoterol and Stigmasterol were isolated and identified, in addition to
the triterpenes a-Amirin, Lupeol, a mixture of B and a-Amirin and the Faradiol Palmitic
ester, all previously identified in Calendula officinalis. The isolated compounds had their
antimicrobial evaluated under the same conditions previously described, displaying an
MIC for the Lupeol of > 750 ug/mL for B. cereus, > 500 pg/mL for M. luteus, > 500
Mg/mL for B.cereus and for S.aureus for B-Sitosterol the MIC was > 250 ug-mL, for
M.luteus. For the remaining compounds the MIC was greater than 1000 ug/mL for all
microorganisms tested. When the crude extract and active fraction were tested with
respect to 32 multiresistent Staphylococcus aureus strains, isolated in Municipal Health
Centers and identified biochemically, the antibacterial activity was less significant
compared to that obtained for the standard strain. In this study, it was possible to
observe that the degree of sensitivity of the microorganisms to the extracts tested is
equivalent to the Penicillin and Ampicillin antimicrobial standards. Although the active
polar fraction was found to be slightly more effective than the crude extract in the
inhibition of microorganisms, statistical studies showed such differences to be

insignificant as for its use. The processes traditionally used for the extraction of the
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medicinal plants such as: percolation, sonication and vortex shaking, were assessed in
quantitative way through GG-MS. The results showed that that there were not significant
differences in the concentration of Stigmasterol and [(-Sitosterol steroids in the
evaluated extraction processes and in the anti- microbiological potential of the tested
extracts as well. Although the plant extract which has been administered to rats orally
has not presented toxicity rates, the evaluation of toxicological potential through intra-
peritoneal via made it possible to visualize the harmful effect of the crude extract of the
Calendula officinalis flowers produced in guinea pigs. The study of the acute mutagenic
potential held by the micronucleus test, orally and intra-peritoneal via and the orally sub-
acute study as well, has not shown signals of mutagenicity. However, the study of the
sub-acute mutagenic activity through intra-peritoneal via, has revealed signals of
mutagenicity for guinea pigs. The Ames test has not revealed mutagenicity. The
seasonal control achieved throughout the twelve months of the year for the total solid
content, chromatographic profile in CLAE and the antibacterial activity, reached the
literature data which refer to the Calendula as a plant which may be picked all over the
year. When these data are confronted with those which were obtained for the Calendula
of Egyptian origin we realize that the plant adaptation in Brazil has not interfered in the

plant chemical composition or in its antibacterial activity.

Key words: Calendula officinalis, antibacterial activity, CLAE, CG-MS, toxicidity,
mutagenicity, seasonality.



1. INTRODUCAO

Desde o principio das civilizagdes, os vegetais tém sido utilizados ndo so6
como fonte alimenticia, como também medicamentosa. As mais diversas
enfermidades tém sido tratadas com chas (infuso, decocto, macerados), sucos,
tinturas, banhos, cataplasmas e unguentos, preparados a partir das plantas
(ALMEIDA, 1993). A referida conduta terapéutica remonta, principalmente, aos
antigos povos da China, Egito, Asia, Roma, em que os eruditos, com base em seus
conhecimentos, classificaram numerosas espécies vegetais, com a respectiva
indicagdo do uso medicinal. Posteriormente, os gregos instituiram o emprego
racional das plantas na pratica médica, sendo seguido pelos clinicos da Europa
Ocidental.

A idéia primordial na indicacdo do uso de fitoterapicos na medicina humana
nao € substituir medicamentos registrados e ja comercializados, mas sim aumentar a
opgao terapéutica dos profissionais de saude, ofertando medicamentos equivalentes,
também registrados, por vezes mais baratos, com espectro de agdo mais adequado,
com indicagéo terapéutica ou complementar as medicagdes existentes. Outro fator
importante seria a valorizacado das tradicdes populares e o fornecimento de substrato
para a industria farmacéutica local.

O emprego de plantas medicinais para a prevengao, tratamento ou cura de
doencgas € umas das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. A
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) divulgou, no inicio da década de 1990, que
entre 65 a 80 % da populagdo, nos paises em desenvolvimento, dependiam das
plantas medicinais como unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude.

Até a década de 50, os medicamentos utilizados eram quase exclusivamente
de origem vegetal. A partir dai foram paulatinamente sendo substituidos por
medicamentos contendo substancias ativas deles extraidos ou seus derivados
sintéticos. Em consequéncia desta pratica, poucas plantas medicinais foram
estudadas, sendo que a maioria das informacgdes atualmente disponiveis ndo atende
ao minimo exigido para garantir a eficacia e seguranga deste tipo de terapia
(SIMOES et al., 1999).

Ao longo do tempo tém sido registrados varios procedimentos clinicos
tradicionais utilizando plantas medicinais. As plantas sdo comercializadas apoiadas
em propagandas que prometem beneficios seguros, ja que se trata de fonte natural.

Muitas vezes, entretanto, as supostas propriedades farmacoldgicas anunciadas nao



possuem validade cientifica, por ndo terem sido investigadas, ou por nao tido suas
acdes farmacoldgicas comprovadas em testes pré-clinicos.

Atualmente ndo s6 no Brasil, mas também em diversos paises, um grande
numero de vegetais vem sendo utilizado como fonte alternativa de extracdo de
farmacos para industria farmacéutica. Cerca de 60% dos farmacos langados no
mercado norte-americano entre 1985 e 1995 s&o de origem natural (SIMOES et al.,
1999). Estimativas revelam que o mercado mundial de produtos farmacéuticos
movimenta cerca de US$ 320 bilhdes/ano, dos quais US$22 bilhdes oriundos de
fontes naturais. No Brasil estima-se que 25% dos US$8 bilhdes do faturamento da
industria farmacéutica sejam derivados de plantas (SIMOES et al., 1999).
Considerando que o Brasil possui a flora mais rica do mundo em matéria prima para
a produgédo de fitofarmacos (cerca de 1/3 do total) e que apenas 8% ja foram
estudadas, € de suma importancia que se busque nestas plantas uma fonte
alternativa de terapia, visando no futuro a obtencdo de novos farmacos mais
eficazes e especificos (BRAZ-FILHO, 1994). O sucesso da pesquisa para validagéo
destas plantas visando a obtengdo de novos agentes clinicos vai depender do
multidisciplinaridade entre fitoquimicos, botanicos sistematicos, farmacologistas e
microbiologistas.

Ao se abordar o tema “plantas medicinais” deve-se ter bem claro certos
conceitos. A planta medicinal, definida pela OMS (Organizagdo Mundial da Saude), é
“todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem
ser utilizada com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-
sintéticos” (BULETIN OF THE WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998). A
diferenca entre planta medicinal e fitoterapico reside na elaboracdo da planta para
uma formulacdo especifica, o que caracteriza um fitoterapico. De acordo com a
definicdo da Secretaria da Vigilancia Sanitaria, publicado pela portaria n° 6 de 31 de
janeiro de 1995, fitoterapico é “todo medicamento tecnicamente obtido e elaborado,
empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais com finalidade profilatica,
curativa ou para fins de diagnéstico, com beneficio para o usuario. E caracterizado
pelo conhecimento da eficacia e dos riscos do seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. E o produto final acabado,
embalado e rotulado. Na sua preparacdo podem ser utilizados adjuvantes
farmacéuticos permitidos na legislagdo vigente, ndo podem estar incluidas

substancias ativas de outras origens, ainda que de origem vegetal, isoladas ou



mesmo em misturas”. Ja o medicamento € um produto preparado seguindo
procedimentos legais e que tenha sido caracterizado em termos de sua eficacia,
seguranga e qualidade (CALIXTO, 2000). Com relagao aos fitoterapicos, € comum
encontrarmos a presencga de “substancias nao identificadas”, adulterantes, diluentes
e ainda a mistura com outros extratos vegetais. Neste ultimo caso, existe a
possibilidade do comprometimento da qualidade do fitoterapico, um assunto que
vem sendo abordado recentemente em publicagdes cientificas (VEIGA et al., 2002;
VEIGA et al., 2001).

Um composto vegetal caracterizado é aquele que possui um constituinte fito
quimico, proveniente de uma parte da planta, que pode ser usado para garantir a
identidade ou a qualidade da preparacéao fitoterapica, ndo sendo necessariamente
responsavel pelos efeitos terapéuticos ou bioldgicos da planta.

O isolamento de substancias ativas naturais que possuem atividade
biolégica tem inumeras vantagens, pois o composto bioativo pode ser administrado
e/ou quantificado de forma reprodutivel e em doses exatas, constituindo um
beneficio do ponto de vista experimental e terapéutico (COLEGATE; MOLYNEUS,
1993).

A globalizacdo do uso de plantas medicinais leva a necessidade de se
desenvolver métodos para otimizagdo e padronizagdao, com finalidade de se obter
um material apropriado para o consumo, buscando investigar qualidade, segurancga
e eficiéncia do uso de produtos naturais, sua pureza, identidade e estabilidade.

A regulamentagao para o controle de qualidade de produtos derivados de
plantas medicinais varia de pais para pais. Nos EUA as mesmas sao consideradas
como suplemento alimentar. J& em outros paises como Alemanha, Franga, Inglaterra
e outros sado obrigatérios a utilizagdo de métodos seguros e padronizados de
qualidade de manufaturados vegetais (SARDESAI, 2002). No Brasil a legislagao que
trata do assunto foi revisada e publicada na RDC 48 (Resolugcdo da Diretoria
Colegiada), de 16/03/04, onde determina a apresentagcdo da metodologia detalhada
utilizada no controle de qualidade, com métodos analiticos devidamente validados
para o medicamento fitoterapico. A mesma resolugdo define para controle de
qualidade da droga vegetal no produto acabado, como “resultado da prospecgao”
(screening) fitoquimico, ou perfil cromatografico, por CLAE ou CG.

Devido a falta de informagdes precisas, nem os proprios 6rgaos reguladores

das boas praticas de fabricagdo definem claramente quais técnicas cromatograficas



e métodos devem ser utilizados para a fabricagdo de medicamentos oriundos para a
maioria das plantas com potencial farmacolégico, com o objetivo de se realizar um
controle de qualidade adequado. Neste sentido, pesquisas realizadas demonstram
que os equipamentos necessarios para um correto controle de qualidade envolvem
instrumentacado analitica como CLAE e CG além de dados espectroscépicos dos
constituintes presentes no extrato ou material vegetal (BAUER; TITTEL, 1996).
Como a terapéutica de um material vegetal geralmente esta relacionada ndo a um
simples composto, mas a varias classes de metabdlitos secundarios, a analise
quimica deve ser caracterizada da forma mais completa possivel (CAPASSO et al.,
2000).

Quando os constituintes quimicos de uma preparacdo vegetal séo
conhecidos, a caracterizagdo se faz sobre estes compostos e a cromatografia
qualitativa € complementada com a determinagao quantitativa das substancias ativas
por meio de CLAE ou CG analitica, obtendo-se assim uma correlacdo entre a
quantidade dos compostos presentes e sua eficacia terapéutica e farmacoldgica. Em
preparacdes que ndo se conhece a totalidade dos constituintes quimicos, compostos
dominantes ou marcadores quimicos podem ser utilizados para a sua
caracterizagao, mesmo n&o estando relacionados com a atividade do extrato.

A Farmacopéia Brasileira, literatura oficial utilizada na consulta de dados
analiticos para medicamentos, incluiu em sua 4° edigdo com o fasciculo 2 revisado,
a C. officinalis. Sua recomendacido para controle de qualidade se resume a
caracterizagdo farmacognéstica classica e a determinagao qualitativa do teor de
flavonadides totais bem como a presencga, por meio de CCD, do flavondide rutina e do
acido clorogénico. Quando se analisa as informagdes disponiveis em literaturas
oficiais destinadas ao estabelecimento de parametros de qualidade relacionados a
C. officinalis, observa-se que nao existem dados precisos sobre o processo de
extragdo adequado a planta e se este pode influenciar de alguma forma no seu
efeito terapéutico. Quanto ao processo de floragao, torna-se evidente que o mesmo
ocorre durante todo o ano, porém faltam informacdes sobre a constancia de sua
composi¢gao quimica. Estdo disponiveis diversos trabalhos relacionados a sua
atividade antimicrobiana, porém quando se trata de informacdes sobre a
quantificacdo do(s) composto(s) ou classe de compostos responsaveis pela
atividade relatada, passiveis de serem aplicados na rotina analitica dos laboratoérios

de producao de fitopreparados, os dados s&o pouco precisos. Apesar do emprego



da tintura ou outras formas extrativas da planta ser recomendado para utilizacéo
externa e interna, existem poucos dados sobre a seguranga relacionados a
toxicologia e mutagenicidade decorrente de sua utilizagdo a curto e longo prazo.

Em decorréncia da importancia deste material vegetal no contexto nacional e
especialmente em virtude da contribuicdo das produgbes vegetais paranaense,
aliadas a auséncia de elementos cognitivos sobre a droga produzida localmente, se
oportunizam estudos quimico e biolégico deste cultivar aculturados na regidao dos
Campos Gerais, que garantam sua eficacia e seguranga. A transparéncia da
constituicdo quimica do vegetal permite a selecdo de marcadores quimicos na
prospecgao e monitoramento de estudos de elaboragao, otimizagao e validagao da
metodologia analitica, bem como de elementos que apdiem as operagdes extrativas

e o0 desenvolvimento de processos de extragao.

1.1. LEGISLA(;AO BRASILEIRA SOBRE FITOTERAPICOS:

A legislagdo RDC 48, de 16 de margo de 2004, atualmente em vigor, visa a
normatizacado do registro de medicamentos fitoterapicos. Esta resolugdo determina
que todos os testes referentes ao controle de qualidade de fitoterapicos deverao ser
realizados em rede credenciada no sistema REBLAS (Rede Brasileira de
Laboratérios em Saude) ou por empresas registradas antes de 31 de janeiro de
1995. Com excegdo dos produtos ja enquadrados como fitoterapicos tradicionais,
devera apresentar num primeiro protocolo de renovagao uma série de relatorios que
atestem a seguranca, eficacia e as normas de produgao e controle de qualidade.

Dentre as divergéncias desta RDC estdo a necessidade do controle de
qualidade do produto acabado, com métodos analiticos que incluam perfis
cromatograficos e resultados de prospeccgao fitoquimica, além de comprovagao de
segurancga de uso, incluindo estudos de toxicidade pré-clinica. Outras resolugdes da
mesma data fornecem as referéncias bibliograficas para avaliagdo de seguranca e
eficacia de fitoterapicos, tratando ainda de detalhes dos estudos de toxicidade e
fornecendo os requisitos necessarios para o processo de registro, além da lista de

registro simplificado.



1.2 INVESTIGAQAO BIOMONITORADA DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE
PLANTAS MEDICINAIS

As propriedades antimicrobianas tém sido comprovadas através de intensivas
pesquisas em todo o mundo. Geralmente, sdo estudadas, avaliadas e confirmadas
por meio de ensaios biolégicos in vitro (susceptibilidade e sensibilidade). Estes
ensaios sao realizados por meio de técnicas padronizadas, incluindo os métodos de
diluicdo e/ou difusdo em meio solido — disco, cavidade, clindro (ESPINEL-INGROFF;
PFALLER, 1995; WOODS; WASHINGTON, 1995). Portanto, a pesquisa de atividade
antimicrobiana pode ser analisada com a finalidade de se determinar o espectro
antibacteriano ou antifungico de um novo antibiético ou ainda na verificacdo da

resisténcia ou sensibilidade de uma bactéria ou fungo a numerosos antibioticos.

1.3 MECANISMO DE ACAO DOS ANTIMICROBIANOS

Com base em testes in vitro, os agentes antimicrobianos sao classificados
em bactericidas ou bacteriostaticos. Os agentes bactericidas matam os
microorganimos e sdo mais eficazes durante a fase de crescimento logaritmico, uma
vez que o aumento da atividade metabdlica proporciona susceptibilidade maxima.
Os agentes antimicrobianos bacteriostaticos apenas previnem o crescimento
bacteriano e sdo clinicamente menos desejaveis (THOMPSON; BEVAN, 1979).

De um modo geral, os agentes antimicrobianos podem manifestar sua
atividade por meio de varios mecanismos: lesdo da parede celular, alteragdes da
permeabilidade celular, alteracbes das moléculas de proteinas e acidos nucléicos,
inibicdo da sintese de acidos nucléicos (FONSECA, 1999; TAVARES, 1996).
Contudo, numerosos estudos tém sido realizados com a finalidade de estabelecer o
sitio especifico da acdo de um agente antimicrobiano. Esses estudos mostraram-se
bastante complexos pelo fato das varias modificagdes que ocorrem nas células
expostas a um agente antimicrobiano, tornando dificil o estabelecimento do local
primario da lesao celular, onde vai ocorrer, como consequéncia, a deterioracdo das
atividades vitais (PELCZAR et al., 1980).

Os ensaios da atividade antimicrobiana sao influenciados por um grande
numero de variaveis técnicas ou fatores que podem interferir significativamente na
pesquisam de atividade de agente antimicrobiano, incluindo a preparagédo e o
tamanho do indculo, a formulagdo do meio e seu pH duragdo e temperatura de

incubacao e o critério utilizado para a verificagao do resultado do ensaio. Para se



obter éxito e uniformidade nos testes de atividade, esses fatores devem ser muito
bem controlados (ESPINEL-INGROFF; PFALLER, 1995). No que diz respeito ao
microorganismo em teste, a atividade antimicrobiana pode depender do tipo, género,
especies e cepas. O meio de cultivo e solugdes diluentes devera ser selecionado de
modo que previnam a “injuria celular”. Células injuriadas requerem um meio nutritivo
de recuperacao (meio de enriquecimento) sem a presencga de agentes inibidores ou
de diferenciagcdo. O meio de cultivo inadequado pode produzir resultados onde os
microrganismos aparentemente apresentam alta susceptibilidade ao agente que se
estd pesquisando (BARRY, 1986). A uniformidade de preparacdao do agente
antimicrobiano, pureza do solvente utilizado, solubilidade e sua estabilidade,
também podem influenciar no ensaio. O tempo de exposicdo devera ser
cuidadosamente controlado. O numero inicial de células utilizado durante o ensaio
antimicrobiano devera ser consistente para assegurar resultados reprodutiveis. O
efeito da temperatura também é importante, seja durante a exposicdo ou durante a
etapa de incubacdo. A temperatura de exposicdo devera ser otima para o
microorganismo testado, para se recuperar o numero maximo de células viaveis e
prevenir a impressao do aumento de atividade do agente. Condi¢cdes de anaerobiose
ou microaeorofilia deve ser considerada na composi¢ao da atmosfera. Niveis de pH
também podem afetar a atividade de antimicrobianos (WOODS; WASHINGTON,
1995). Finalmente as propriedades basicas préprias do agente antimicrobiano como,
sua solubilidade, estabilidade quimica, como de acdo e a tendéncia de produzir
inibicao parcial de crescimento sob diferentes concentragdes, devem ser levadas em
consideracao (ESPINEL-INGROFF; PFALLER, 1995).

1.3.1 SELECAO DOS MICRORGANISMOS

Com relagcao aos microrganismos, geralmente sao selecionados e utilizados
nos ensaios microbioldgicos, géneros e espécies de bactérias e fungos ou outros
micoorganismos patogéncios, oportunistas e saprofitas. Podem ser cepas padrao
como American Type Culture Collection — ATCC ou Central bureau voor
Schimmelcultures — CBS, ou microrganismos isolados a partir de materiais
bioldgicos. Nestes testes de atividade antimicrobiana sempre se incluem bactérias
gram-positivas (Staphylococcus aureus), gram negativas, que representam bactérias

acido resistentes (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella



penumoniae; Mycccobacterium smegmatis), além de fungos (Candida albicans,
Cryptococcus neoformans) (CLEELAND; SQUIRES, 1991).

1.3.2 TECNICAS EMPREGADAS

Um screening inicial do potencial antibacteriano e antifungico para compostos
fitoquimicos podem ser realizados para extratos brutos ou semi-purificados
(FREIBURGHAUS et al.., 1996; SILVA et al.., 1996; ROJAS et al., 1992) ou
compostos puros (AFOLAYAN et al., 1997; BATISTA et al., 1994; KLOPUKH et al.,
1997). Os ensaios de atividade antimicrobiana referem-se as diferentes técnicas ou
métodos laboratoriais in vitro utilizados para determinar o potencial antimicrobiano
de um determinado agente.

No método de difusao a substancia em pesquisa é colocada num reservatorio
(disco de papel, cavidade no meio de cultura ou cilindro sobre a superficie), em
contato com um meio de cultura solido, inoculado com um determinado
micoorganismo. Apds o tempo adequado de incubac&o, mede-se o diametro ou halo
de inibicdo — zona clara onde ndo houve crescimento microbiano — ao redor da
substancia em pesquisa (disco, cavidade ou cilindro) (ESPINEL-INGROFF;
PFALLER, 1995; BARRY, 1986). Neste método a informacéao obtida é qualitativa, util
para estabelecer a sensibilidade do microorganismo. O método apresenta problemas
com as substéncias que nado se difundem no meio (ZACCHINO, 2001).

A técnica da diluicdo, que emprega a amostra a ser testada dissolvida num
meio solido ou liquido conveniente, possui a vantagem de ser quantitativo. A
desvantagem deste método reside no fato do excessivo trabalho envolvido na
realizacéo, no consumo consideravel de material e de estar sujeito a solubilidade no
sistema aquoso (FREIBURGHAUS et al.., 1996).

O método bioautografico é util para a localizagdo de compostos com acgao
antimicrobiana em um cromatograma de um extrato ou fragdo complexa de produtos
naturais. Isto permite o isolamento “biodirecionado” de compostos ativos. Na técnica
bioautografica, denominada bioautografia por imersdo, um meio de cultura sdlido
fundido inoculado é aplicado sobre a placa cromatografica, na qual foi eluido o
extrato ou fracdo. Durante a incubagdo da placa, os compostos deverao ultrapassar
o meio por difusdo formando zonas de inibicdo do crescimento microbiano
(RAHALISON et al., 1994).



1.3.3 PLANTAS MEDICINAIS COM POTENCIAL ANTIMICROBIANO

Em decorréncia dos problemas devido ao uso abusivo de prescrigoes
médicas de antibidticos tradicionais, os microbiologistas clinicos tém demonstrado
grande interesse na investigagdo de extratos de plantas, com potencial
antimicrobiano.

Diferentemente do que ocorre com os agentes antibidticos e
quimioterapicos, ha poucos registros na literatura quanto ao possivel mecanismo de
acao de produtos oriundos de plantas. Os compostos isolados de plantas sao
substancias com estruturas quimicas bem diferenciadas dos antimicrobianos obtidos
a partir de bactérias, leveduras e de fungos. Tais produtos podem atuar no
metabolismo intermediario ativando enzimas, alterando a acdo de inibidores que
influenciam os nutrientes do meio, inferindo nos processos enzimaticos em nivel
nuclear ou ribossomal, provocando alteracbes nas membranas ou ainda interferindo
no metabolismo secundario (COWAM, 1999).

De um modo geral, as plantas tém uma habilidade ilimitada para sintetizar
compostos aromaticos, sendo na sua maioria compostos fendlicos e seus derivados
(GEISSMAN, 1963). Em muitos casos estas substancias servem como mecanismo
de defesa da planta contra predadores, como microrganismos, insetos e herbivoros.
Alguns compostos, como os terpenoides, conferem a planta seu odor, outros
(quinonas e taninos) sao responsaveis pelo pigmento. Muitos compostos sao
responsaveis pelo sabor da planta, sendo algumas espécies utilizadas na culinaria
como tempero de alimentos. Segundo COWAN (1999), os compostos com atividade
antimicrobiana podem ser divididos em varias categorias, resumidos na tabela 1.
Alguns exemplos de compostos quimicos com atividade antimicrobiana estédo
representados na figura 1.

Com o advento e desenvolvimento da ecologia bioquimica, foi atribuida as
referidas substancias, importancia relevante nos mecanismos de defesa das plantas
contra seus predadores, como fungos, bactérias, virus, parasitas, insetos, moluscos
e animais superiores (HAENEN, 1985). Assim, quando determinadas espécies
vegetais sao agredidas por bactérias, fungos, parasitas, virus ou outros agentes
agressores, rapidamente sintetizam substéncias de defesa, como resultado da

interacao entre os sistemas metabdlicos do hospedeiro e do parasita.
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TABELA 1: CLASSES DE COMPOSTOS ORIGINADOS DE PLANTAS COM ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

NOME COMPOSTO CLASSE ATIVIDADE®  TOXICIDADE REFERENCIA
CIENTIFICO RELATIVA®
Thymus Ac. Cafeico, Alcool Virus, bactéria 2.5 THOMSON, 1978
vulgaris fendlico e fungos
Timol
Tanino Polifenol
Podocarpus | Totarol Flavonol P. acnes, bact. 0 KUBO, 1994
nagi Gram +
Nagilactone  Lactona Fungos KUBO, 1992
KUBO, 1993
Curcuma Curcumina Terpenoides Bactéria, 0 APISARIYAKUL et
longa Oleo protozodrio al., 1995
tumerico
Valeriana Oleo Terpenoides varios 2.7 THOMSON, 1978
officinalis essencial
Salix alba Salicilina Fendlico varios 0 THOMSON, 1978
glicosilado
Tanino Polifenol
Oleo Terpenoide
essencial
Gautheria Taninos polifenol varios 1.0 HAMBURGUER,
procumbens 1991
Galium Cumarinas Vérios 3.0 BOSE, 1958;
odoratum HAMBURGUER,
1991;
SCHEEL, 1972
Virus 0 BERKADA, 1978
Achillea Viroses, 2.3 THOMSON, 1978
millefolium helminticida
Rumex E. coli, 1.0 THOMSON, 1978
crispus Salmonella,
Staphylococcus

™0, sem toxicidade; 3, muito téxico
B Varios denota atividade contra muiltiplos tipos de microrganismos (bactéria, fungos, protozoarios), e
“bactéria” denota atividade contra bactérias gram positivo € gram negativo

COMPOSTOS FENOLICOS E POLIFENOLICOS

O mecanismo de acdo parece ser a toxicidade dos fendlicos ao
microorganismo, incluindo a inibicdo de enzimas por compostos oxigenados,
possivel reacdo com grupos sulfidril e outras reagdes nao especificas com proteinas
(MASON; WASSERMAN, 1987).
representantes de compostos fendlicos com alto grau de substituicdo. O acido
cafeico € muito efetivo contra viroses (WILD, 1994), bactérias (BRANTNER et al.,
1996; THOMSON, 1978) e fungos (DUKE, 1985). O catecol (2x OH) e pirogalol (3x

OH) se mostraram toxicos para microrganismos. O local (sitio) € o numero de grupos

O acido cindmico e cafeico sao bons
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hidroxil e grupo fendlico sdo associados ao efeito téxico aos microrganismos, sendo
que o aumento da hidroxilagdo resulta no aumento da toxicidade (GEISSMAN,
1963). Em adicdo, alguns autores tém relatado que quanto maior a oxidagdo dos
fendis, maior a inibicdo do desenvolvimento de microrganismos (SCALBET, 1991,
URS; DUNLEAVY, 1975).

QUINONAS

Quinonas sao compostos aromaticos com 2 cetonas substituintes. As
quinonas sao conhecidas por formar complexos irreversiveis com acidos amino-
nucleofilicos em proteinas (STERN et al.,, 1996), frequentemente levando a
inativagdo da proteina e perda da fungao. Por esta razao, o potencial antimicrobiano
das quinonas é grande. As quinonas também podem inutilizar o substrato para os

microrganismos.

FLAVONAS, FLAVONOIDES E FLAVONOLS

Flavonas séo estruturas fendlicas contendo um grupo carbonila. A adigdo de
um grupo 3 hidroxila temos o flavonol (FESSENDEN; FESSENDEN, 1982). Sao
conhecidos por serem sintetizados por plantas com infecgcdo microbiana (DIXON et
al., 1983) e apresentam in vitro o mesmo efeito antimicrobiano. Provavelmente sua
atividade se da pela habilidade de se complexar com proteinas e com células
bacterianas, como descrito para as quinonas. Muitos flavondides lipofilicos podem
ainda romper a parede bacteriana (TSUCHIYA et al., 1996).

TANINOS

De um modo geral o nome tanino € dado ao grupo de substancias fendlicas
poliméricas capaz de curtir a pele de animais, propriedade conhecida como
adstringéncia. Seu modo de ag&o antimicrobiano, como descrito para as quinonas,
pode ser traduzido pela sua habilidade de inativar enzimas microbianas e células de
transporte de proteinas. Também formam complexos com polissacarideos (YA et al.,
1988). A significancia desta atividade particular ndo foi bem esclarecida, havendo
ainda evidéncias para a inativagdo de microrganismos. Taninos em plantas inibiram
o crescimento de insetos (SCHULTZ, 1988). Em outro estudo resultou em ruptura

digestiva em animais ruminantes (BUTLER, 1988).
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CUMARINAS

Cumarinas sao substancias resultantes da fusdo do benzeno e a-pirona
(O’KENNEDY; THORNES, 1997). Sao responsaveis pelo odor do feno. Seu uso é
famoso pelas propriedades antiinflamatérias (PITLER et al., 1975), antitrombdética
(THASTRUP et al., 1985) e vasodilatadora (NAMBA et al., 1988). As cumarinas sao
conhecidas pela alta toxicidade em roedores (US DETARTMENT OF HEALTH AND
HUMAN SERVICES, 1992). Varias cumarinas apresentam propriedades
antimicrobianas, sendo encontrado in vitro inibigdo para Candida albicans
(THORNES, 1997).

TERPENOIDES E OLEO ESSENCIAL

Terpenos ou terpenoides s&o ativos contra bactérias (AHMED et al., 1993;
AMARAL et al., 1998; BARRE et al.,, 1997; HIMEJIMA et al., 1992; KUBO et al.,
1992; MENDOZA et al., 1997; TASSOU et al., 1995), fungos (AYAFOR et al., 1994;
KUBO et al., 1993; RAO et al.,, 1993), virus (FUJIOKA; KASHIWADA, 1994;
HASEGAWA et al., 1994; WEINER et al., 1980) e protozoarios (GHOSHAL et al.,
1996). Em 1977 foi reportado que 60% dos Oleos essenciais inibiam fungos
enquanto que somente 30% deles inibiam bactérias (CHAURASIA; VYAS, 1977). O
triterpendide acido betulinico € um dos varios triterpenos que mostrou inibigcado para
HIV. O mecanismo de acido de terpenos ndo esta completamente elucidado, mas
supde-se que envolve ruptura de membrana dos compostos lipofilicos. De acordo
com MENDONZA et al. (1997) foi mostrado que aumentando a hidrofobicidade do
diterpeno &acido caurendico, por adicdo de um grupo metila, sua atividade

antimicrobiana é reduzida drasticamente.

ALCALOIDES

Compostos contendo atomos de nitrogénio heterociclicos sdo chamados
alcaloides. O primeiro medicamento contendo alcaléides como matéria prima foi a
morfina, isolada em 1805 do opium papoula Papaver soniferum (FESSENDEN;
FESSENDEN, 1982). O nome morfina vem do grego Morpheus, rei dos sonhos.
Codeina e heroina sao ambos derivados de morfina. Os alcaloides diterpénicos,
comumente isolados de plantas das Ranunculaceae (JONES; LUCHSINGER, 1986;
ATTA-UR-RAHMAN; CHOUDHARY, 1995) sdo comumente associados a atividade

antimicrobiana (OMULOKOLI et al., 1997). Solamargine, um glicoalcaloide dos frutos
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(bagas) de Solanum khasianum, e outro alcaloide podem ser usados contra infecgao
HIV (SETHI, 1979), bem como em infecgbes intestinais associadas a AIDS
(McDEVITT et al., 1996).

LECTINA E POLIPEPTIDEO

O primeiro relato de peptido com atividade antimicrobiana foi relatado em
1942 (BALLS, 1942), seu mecanismo de agéo pode ser pela formacao de canais de
ion na membrana microbiana (TERRAS et al., 1993; ZHANG; LEWIS, 1997) ou por
inibicdo competitiva de adesao das proteinas microbianas dos polissacarideos
(SHARON; OFEK, 1986). Recentemente as atengdes tém se voltado para as
propriedades anti-HIV dos peptideos e lectinas, porém suas propriedades
antimicrobianas, como por exemplo, do Amaranthus, ja sdo conhecidas de longa
data (DE BOLLE et al., 1996).

Tioninas e peptideos comumente encontrados em cevada e trigo constituida
de 47 residuos de amino-acidos (COLILLA et al., 1990; MENDEZ et al., 1990). Essas
substancias s&o toxicas para leveduras e bactérias gram positivas e gram negativas
(KRAGH et al., 1995).



14

FENOL SIMPLES E Pt - - S Gom ee _
ACIDO FENOLICO U'NgNAb FLAVONAS E FLAVONOIDES g TANINOS ;
HO 0
- HD H
HO -C;\ 0 0CO =
Hi COOH H;g?dl
Acido cafeico o 0 HO 9 60}{
G i /
Quinona Flavona L OH
dﬂ * Tanino niarolizado
H -
Ho’@\u 2] OH
oH H, - @
Catecol H,C HO . OH

OH

Catequina \@Oﬂ oH
H
@ HO y oH
. P a Ho {)
/CHZ Hipericin @ ‘ “oH
Ny

OH

Eugenol HEG Tanino condensadc
Crisina
CUMARINAS TERPENOIDES ALKALOIDE ACUCARES
0 s o OH
CJ @ C P
" “oH HO L oH
Cumarina H
H..CACHJ Frutose
Mentol
CH
~OH
sl H-CH;
o H
CH, H
Varfarina o N ’
Ariemisina [

o &

HO . y
@Q Q Harmane
HSCO Nk/\/\/YCH-I
Z 2
7-Hidroxicumarina DAH
HO

Capsaisina

FIGURA 1: EXEMPLOS DE ESTRUTURAS QUIMICAS DE COMPOSTOS ORIUNDOS DE PLANTAS
MEDICINAIS COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA (COWAN, 1999).

1.4 TOXICOLOGIA DE PLANTAS MEDICINAIS

O intenso apelo comercial advindo do forte movimento cultural dos
naturalistas aqueceu, em todo o mundo, o consumo de plantas medicinais, onde nao
ha limites de uso dos fitoterapicos. Entretanto, ndo se fornecem informagdes sobre
os efeitos colaterais e o consumo de plantas, do modo como vem sendo feito,
representa cada vez mais um risco para a saude humana. Estudos

multidisciplinares, associando fitoquimicos e farmacdélogos, tornam-se cada vez mais
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importantes para a definicdo dos potenciais terapéuticos e toxicos de extratos
vegetais.

A partir da definigdo de fitoterapico como “medicamento de origem vegetal”,
o estudo toxicoldgico pré-clinico ndo difere em nada daquele recomendado para os
produtos sintéticos ou semi-sintéticos. Assim, do mesmo modo que o0s
medicamentos, além de provas de eficacia, um fitoterapico tem que possuir estudos
toxicologicos pré-clinicos que indiquem qual a dosagem segura a ser utilizada.

Diversas substéncias isoladas de vegetais considerados medicinais
possuem atividades citotdxica ou genotdxica e mostram relagdo com a incidéncia de
tumores (AMES, 1981). Como exemplo de toxicidade relacionada a substancias
presentes em plantas, pode ser citado o efeito téxico renal causado por espécies
vegetais que contém terpenos e saponinas, bem como alguns tipos de dermatites,
causadas por espécies ricas em lactonas sesquiterpénicas e produtos naturais do
tipo furanocumarians (CAPASSO et al.,, 2000). Substancias consideradas
hepatotoxicas foram associadas ao apiol, safrol, lignanas e alcaldides pirrolizidinicos
(CAPASSO et al., 2000).

O confrei (Symphytum officinale L.), considerado um produto natural com
potente efeito cicatrizante da pele devido a presenca de alantoina, foi condenado
pela OMS por provocar uma doenga hepatica veno-oclusiva, desencadeada pelos
alcaldides pirrolizidinicos, que além da hepatotoxicidade provoca ainda
carcinogénese (BUCKEL, 1998).

Apesar de estudos anteriores apontarem uma baixa toxicidade pelo uso da
espinheira-santa (Maytenus ilicifolia) (OLIVEIRA et al., 1991), estudos recentes
realizados em ratas gravidas, apontaram efeito colateral abortivo decorrente do seu
uso bem como acgao anti-ulcerogénica (SOUZA-FORMIGONI et al., 1991), anti-
inflamatdria e antinociceptiva (JORGE et al., 2004). Os extratos hidroalcodlicos desta
planta mostraram-se abortivos por atuarem no periodo de pré-implantacdo dos
embrides no utero.

Alguns O6leos essenciais também devem ser usados com cautela, como
exemplo, os provenientes de bétula (Betula alba), cedro (Cedrela brasiliensis), erva-
doce (Pimpinella anisum), jasmim (Jasminum officinalis), manjericao (Origanum
basilicum), manjerona (Manjerona hortensis) e lavanda (Lavanda angustifolia)
(DAVIS, 1996).
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No caso de gestantes 0 uso de espécies vegetais deve seguir
rigorosamente os mesmos cuidados dos medicamentos alopaticos. Entre as plantas
medicinais que podem causar riscos para mulheres gravidas, por estimular a
motilidade uterina e provocar aborto, encontram-se o alho (Allium sativum), aloe
(Aloe ferox), angélica (Angelica archangelica), arnica (Arnica montana), canfora
(Cinnamomum canphora) e sene (Cassia angustifdlia). Também ha risco para
lactentes, associados ao consumo de plantas medicinais pela mae durante o
aleitamento (DAVIS, 1996).

Como opgao para a investigacdo da presenca de possiveis agentes toxicos
nos extratos vegetais, 0 método da toxicidade aguda em dose simples representa
uma avaliacdo estimativa e preliminar das propriedades toxicas de um fitoterapico,
fornecendo informacgdes iniciais acerca dos riscos sobre a saude, resultante de uma
exposicao de curta duracio pela via de administragao selecionada. Ja a toxicidade
aguda em doses repetidas (ou cumulativa) fornece as mesmas informagoes
decorrentes de uma exposicdo em doses repetidas. Apdés a administracdo da
substancia teste, pela via escolhida, é feita uma observacao clinica dos sintomas
produzidos pela administracdo do fitoterapico nos animais. A anotacdo das
respostas € efetuada em 30 minutos, 1, 2, 4, 12 e 24 horas apds a administracao e a
partir deste tempo, uma vez ao dia durante o periodo de observacédo de 14 dias,
sendo as mais importantes: alteracdo de pélo, pele e mucosas; sistemas respiratério
e circulatério; sistemas nervoso central e periférico; atividade somatomotriz e
comportamento. Especial atencdo € dada aos sintomas, tais como: tremores,
convulsdes, salivagdo, diarréia, letargia e coma. Os resultados do estudo podem

demonstrar a necessidade de estudos de média e longa duragédo (BRITO, 1994).

1.5 AVALIACAO DE COMPOSTOS MUTAGENICOS

Os testes regulatérios de genética toxicoldgica se constituem em uma série
de testes de mutagenicidade, bem definidos, selecionados para detectar agentes
quimicos e fisicos capazes de induzir mutagbées. Uma mutagao é definida como
“toda alteragdo do material genético de uma célula que nao resulta de segregacéo
ou recombinagao”. Quando nao é letal para a propria célula, ela pode propagar-se
pelo corpo em crescimento (mutagdo somatica) ou transmitir-se as geracgdes

seguintes (mutacdo germinal). Uma vez que as mutagbes sao freqientemente
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associadas com o desenvolvimento de cancer e defeitos ao nascimento, o
conhecimento do potencial genotdéxico de um agente quimico industrializado ou
naturalmente presente no ambiente € uma informagao essencial para as agéncias
regulatorias, no que se refere ao estabelecimento de risco para o homem. Os
bioensaios avaliam o dano causado ou ao DNA ou ao material genético em teste na
presenca de sistemas metabdlicos de ativagdo e tém por objetivo avaliar o risco
potencial que os compostos quimicos ou misturas complexas representam para a
saude humana, devido a sua interagcdo com mecanismos genéticos e alteragdes
hereditarias (mutagdes) que poderao causar (BRUSICK; YOUNG, 1981).

Uma variedade de compostos que existe na natureza pode exercer atividade
antimutagénica. AMES (1981), reportou que algumas substancias de origem natural
possuem fatores que poderiam reduzir ou inibir a atividade de mutagénese da dieta

humana.

1.5.1 Investigacdo da mutagénese pelo teste de micronucleos

O teste de micronucleo é o ensaio “in vivo” mais amplamente utilizado para a
deteccdo de agentes clastogénicos (que quebram cromossomos), e de agentes
aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregacao cromossdmica anormal)
(MACGREGOR et al., 1987). O procedimento foi desenvolvido por HEDLE (1973) e
modificado por SCHMID (1975). As caracteristicas basicas do teste séo:

(a) o efeito do agente quimico é observado em eritrocitos policromaticos
anucleados (PCEs);

(b) o eritrécito policromatico tem um tempo de vida relativamente curto, de
modo que qualquer micronucleo que ele contenha deve ter sido gerado como
resultado de danos cromossémicos induzidos recentemente;

(c) os micronucleos sao facilmente identificaveis e sua distribuicdo é bem
definida;

(d) a frequéncia de micronucleo induzida em eritrocito policromatico é
dependente do tempo de amostragem.

Os micronucleos (MN) aparecem nas células filhas, em decorréncia de danos
induzidos nas células parenterais. Os fragmentos cromossémicos que resultam de
quebras, podem nao ser incorporados no nucleo principal das células filhas apos a
mitose. Os MN podem, também, ser formados a partir de um cromossomo inteiro,

quando ocorre dano no aparelho mitético da célula, ou no proprio cromossomo.
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Nesta situagcdo, o MN ira conter o centrébmero do cromossomo, o qual pode ser

detectado utilizando-se sondas especificas.

1.5.2 Investigacdo da mutagénese pelo teste de Ames

Este ensaio foi desenvolvido por Bruce Ames na década de 70 (AMES, 1971)
e tem por objetivo avaliar a capacidade de determinados compostos quimicos ou
misturas complexas, induzirem muta¢gées no genoma de linhagens de Salmonella
typhimurium através da reversdo do fenotipo histidina negativo (his”) para histidina
positivo (his*), na presenca ou auséncia de sistemas metabdlicos de ativagdo. Varios
autores tém demonstrado que existe alta correlagdo entre a atividade mutagénica
em S. typhimurium e efeitos cancerigenos em mamiferos (MESELSON; RUSSEL,
1977).

1.6 COMPOSTOS DA CLASSE DOS TRITERPENOS

Os triterpenos sao amplamente distribuidos entre o reino vegetal,
especialmente nas plantas clorofiladas. Os terpenos sao classificados em multiplos
de unidades isopreno como hemiterpenos (CsHg); monoterpenos (CioH1s)
sesquiterpenos (C4sHz4); diterpenos (CyoHsz); sesterpenos (CasHao); triterpenos
(CsoHsg) aos quais os esterdides estdo intimamente relacionados; tetraterpenos
(C40Hs4) € politerpenos (CsHs) (OLEA; ROQUE, 1990).

Segundo HARBONE e BAXTER (1983), os triterpenoides podem ser divididos

em quatro classes:

- Triterpenoides verdadeiros;

- Esterdides sao triterpenos baseados na estrutura do
ciclopentanoperidrofenantreno. Ocorrem livres ou como glicosideos.

- Saponinas sao glicosideos de esterdides ou triterpenos que tém acéao
surfactante e propriedades afrogénicas e de hemolise.

- Sao também triterpenos os cardendlidos ou glicosideos cardioativos.

A literatura indica para os triterpenos uma diversidade muito ampla quanto a
esqueleto carbbdnico e funcionalizagdo. Os grupos funcionais, predominantemente
oxigenados, podem ser de qualquer espécie e € comum a ocorréncia de triterpenos
com mais de um grupo funcional oxigenado (OLEA; ROQUE, 1990).

Os triterpenos consistem na sua grande maioria de compostos de estrutura

policiclica sendo tetraciclicos ou pentaciclicos. Alguns deles s&o substancias
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alifaticas totalmente saturadas e muitos tém carater olefinico, possuindo uma, duas e
até trés ligacdes duplas, acompanhadas na maioria dos casos de grupos funcionais
oxigenados como —OH, -OR, -OAc, -COOH, -COOR, =0. Existem dois extensos
grupos tetraciclicos: lanostano e damarano (figura 2).

A funcdo que este tipo de substidncias desempenha nas plantas é
praticamente desconhecida. Até agora tem sido comprovada acido tdxica sobre
alguns insetos (VARANDA et al., 1987) e que, uma classe de substéancias derivada
por degradacdo oxidativa de triterpenos, os limondides, sdo a causa do sabor
amargo de algumas espécies, provocando uma rejeigdo por parte dos herbivoros
(HARBONE; BAXTER, 1983). Porém, é cada vez maior o numero de trabalhos que
atribuem atividades bioldgicas aos triterpenos, como por exemplo: atividade
antimicrobiana, antiinflamatéria, citotoxica e agao em nivel do sistema cardiovascular
(MAHATO et al., 1988).

Provavelmente o grupo mais amplamente distribuido dos triterpenos
pentaciclicos é representado pelos esqueletos ursano e oleano (figura 2). Existem
ainda quatro esqueletos adicionais: lupano, friedoursano, friedooleano e
gamacerano (figura 2). Algumas variagdes nos tipos principais sao conhecidas como

acido ceandotico, serratenediol e as limoninas (ou meliacinas) (MAHATO et al., 1988).
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TRITERPENO TETRACICLICO

2
URSANO

FRIEDOURSANO

27 GAMACERANO

FRIEDOOLEANO

FIGURA 2: ESTRUTURA QUIMICA DE TRITERPENOS COM ESQUELETO TETRACICLICO E
PENTACICLICO.
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A elucidacédo estrutural destes compostos tem normalmente ocorrido por
técnicas de RMN '3C (tabela 2), pois uma das grandes diferencas entre um espectro
de RMN ®C e um RMN "H é que o primeiro apresenta valores de deslocamento
quimico para os atomos de carbono numa faixa de aproximadamente 250 ppm, e o
segundo apresenta valores de deslocamento quimico para os atomos de hidrogénio
numa faixa de aproximadamente 15 ppm. Esta diferenca torna-se muito importante
na analise de compostos saturados, que possuem um numero de atomos de
hidrogénio bem maior que o numero de atomos de carbono (HARBONE; BAXTER,
1983).

O espectro de RMN 'H mostraria uma grande acumulacéo de sinais numa
faixa estreita, de aproximadamente 2 ppm, enquanto que o espectro de RMN '3C
espalharia a maior quantidade de sinais numa faixa maior, de aproximadamente
60ppm, permitindo obter as informacdes de uma maneira mais clara.

Sobre os triterpenos existem abundantes informacgdes sobre deslocamentos
quimicos, estudos estereoquimicos, comparagao de isbmeros, etc, baseados nesta
técnica (OLEA; ROQUE, 1990).

Dentro da ampla variedade destas substancias, existe uma quantidade
significativa de triterpenos que podem ser considerados de estrutura simples, que
apresentam como caracteristicas comuns um grupo funcional oxigenado apenas no
carbono trés, ou neste carbono e em algum dos grupos metila, e uma unica ligagéo
dupla.

Provavelmente a simplicidade da mistura destes triterpenos é o que permite
encontra-los frequentemente nas plantas, e comumente varios deles huma mesma
espécie. Essas caracteristicas comuns fazem com que os triterpenos apresentam o
mesmo comportamento frente a diferentes técnicas cromatograficas convencionais,
como é a cromatografia em coluna, a CCDC e a CCDP.

Deste modo, a extracdo destes triterpenos a partir das plantas produz
misturas complexas deles, cuja separagao se torna muito dificil e consequentemente
a identificacdo dos mesmos € também dificultada. Como freqlentemente estes
triterpenos simples tém apenas uma ligacao dupla, os valores dos deslocamentos
quimicos de RMN de C dos carbonos sp, ddo uma informagao inicial sobre os tipos
de esqueletos carbdnicos dos triterpenos existentes na mistura, mostrado nas
tabelas 2 e 3 onde esta apresentado os valores de 6 mais habituais para as posicoes

em questdo. Em seguida, a comparagcédo dos outros valores de deslocamentos
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quimico, sobretudo dos carbonos metinicos e metilicos leva a confirmar, com certa

seguranga, os constituintes da mistura.

TABELA 2: VALORES CARACTERISTICOS DE RMN "®C (PPM, CDCL;) DOS ATOMOS DE
CARBONO na fungéo Oxigenada.

Carbono tipo Deslocamento Quimico (ppm)

C(3) = OH (a) 76,1+0,5
C(3) - OH () 78,6 +0,5
C(3) - OAc (B) 80,6 +0,4

C(3)— OCHjs (B) 88,7+0,1

C(3) — OCHjs (B) 57,5+0,1

C(3) — O,CH; (B) 170,6 +0,3
C(3) — O,CCHj3 (B) 21,2+0,2
C(3)=0 216,8 +1,2
C(28)0O,H 181,1+2,3
C(28)0,CHj5 177,3+0,8
C(28)0,CHj5 51,4+0,2

TABELA 3: VALORES CARACTERISTICOS DE RMN '>C DE CARBONOS SP? EM TRITERPENOS
Dados observados (ppm) Triterpenos

157,9(s); 117,0(d)
154,3(s); 107,0(t)
151,5(s); 115,9(d)
150,5(s); 109,3(t)
148,7(s); 114,8(d)
146,0(s); 117,7(d)
130,8(s); 125,1(d)
142,7(s); 120,1(d)
145,9(s); 116,3(d)
145,4(s); 116,4(d)
145,3(s); 117,3(d)
145,1(s); 121,7(d)
142,6(s); 129,8(d)
141,9(s); 131,0(s)
140,4(s); 122,7(s)
140,0(s); 136,0(s)
139,6(s); 118,8(d)
139,4(s); 124,1(d)

6(s); 134,2(s)

A(s); 134,2(s)
134.1(s); 133.6(s)
134,1(s); 133,3(s)
130,0(s); 125,2(d)
130,8(s); 125,4(d)

D-friedoolean-14-eno

Urs-20(30)-eno
D:C-friedo-B’:A'neogamecer-9(11)-eno
Lup-20(29)-eno
Lanosta-9(11),24-dieno
Lanosta-7,24-dieno(13 o, 14p)

Lanosta-7,9(11)-dieno

D:C-friedours-7-eno
Lanost-7-eno

Olean-12-eno

Olean-18-eno
B’:A’-neogamacer-13(18)eno
A’-neogamacer-21-eno
A’-neogamacer-17(21)-eno
Urs-20-eno

Urs-12-eno
D:C-friedours-8-eno
Lanost-8-eno

Lanost-8-eno (13 a, 14B)
Lanosta-8,24-dieno (13 o, 14p)

9,19-ciclolanost-24-eno

Sem ligagao dupla, 6,8(q)
Sem ligagao dupla, 20,0(s)

D:A-friedoolean-3-ona
9,19-ciclolanostano
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta planta é originaria da Europa meridional, com o transcurso dos anos
tem se estendido a numerosos paises, tanto no velho mundo como na América
(WULF; MALLEVA, 1969).

A Calendula é uma espécie descrita pelo botanico sueco Carl Von Linné, a
qual responde pelo bindmio Calendula officinalis L., sendo conhecido apenas um
sindnimo: Caltha officinalis Moench (WULF; MALLEVA, 1969).

2.1 POSICAO TAXONOMICA
SEGUNDO CRONQUIST (1988):
Reino — PLANTAE
Divisdo — MAGNOLIOPHYTA
Classe - MAGNOLIOPSIDA (DICOTILEDONEA)
Sub-classe — ASTERIDAE
Ordem — ASTERALES
Familia - ASTEARACEAE
Género - CALENDULA

Espécie — Calendula officinalis

2.2 SINOPSE DA FAMILIA ASTERACEAE

Antiga familia Compositae (CORREA et al., 1994), atualmente classificada
como Asteraceae (ESCHRICH, 1997), compreende cerca de 1.100 géneros e 25.000
espécies (BARROSO, 1986), a familia Asteraceae é composta por plantas
herbaceas e arbustivas, podendo ser anual ou perene (JOLY, 1979). Representam
um grupo recente, possivelmente surgido no final do Oligoceno (CRONQUIST,
1977), tendo origem no Novo Mundo, diferenciagcdo na América do Sul e posterior
migragédo em diregédo ao norte (STUESSY, 1977).

A grande maioria dos géneros (cerca de 98%) € constituida por plantas de
pequeno porte (JOLY, 1991), somente nas zonas tropicais e subtropicais chegam a
formar arbustos e até arvores (SCHULTZ, 1988)

As folhas geralmente sao inteiras ou ligeiramente denteadas (SCHEFFER,
1989), imitando a forma de espatula (PENNA, 1921), porém nunca compostas,

podendo ser opostas, alternas ou verticiladas. Possuem tricomas glandulares que
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secretam 6leos essenciais. Encontram-se também glandulas no tecido foliar (JOLY,
1979).

A inflorescéncia € do tipo capitulo, o qual € constituido por um receptaculo
achatado, céncavo ou convexo, sobre o qual se inserem flores séssil sendo o
conjunto envolvido por bracteas involucrais denominadas filarias. As flores sdo de
simetria radial ou zigomorfa até bilabiadas.

As Asteraceae possuem interesse econdmico consideravel, pelo fato de
seus representantes serem empregados, por exemplo, na alimentagao, na medicina,
na fabricacdo de cosméticos, corantes e inseticidas, e na producéo de ictiotdxicos e
plantas ornamentais (LAWRENCE, 1951; HUTCHINSON, 1973; DILLON, 1980). A
familia € a unica representante das Asterales, uma das 11 ordens de asteridae, a
subclasse mais avangada das Magnoliopsida. O sucesso evolutivo do taxon parece
ser devido ao grande numero de compostos de defesa que apresenta, do que
propriamente a sua morfologia floral especializada (CRONQUIST, 1981). Observam-
se a tendéncia de acumulo de poliacetilenos, diterpendides, lactonas
sesquiterpénicas, alcaldides e flavondides, muitos conferindo vantagem seletiva as
espécies produtoras, a medida que protegem contra herbivoria e invasao de
microrganismos (SWAIN, 1963; HERZ, 1968; VICKERY, 1981; SEAMAN, 1982;
ABAD et al., 1995). Iriddéides e alcaldides do tipo benzil-isoquinolinicos ndo estédo
presentes na familia (CRONQUIST, 1981).

De acordo com o sistema proposto por JEFFREY (1978), as Asteraceae sao
divididas em 2 subfamilias e 17 tribos: a sub-familia Lactucoideae, compreendendo
as tribos Lactuceae, Mutisieae, Eremothamaneae, Arctotideae, Carduceae,
Vernonieae, Liabeae e Eupatorieae; e a subfamilia Asteroideae, englobando as
tribos Senecioneae, Tageteae, Heliantheae, Inuleae, Anthemideae, Ursineae,

Calenduleae, Cotuleae e Astereae.

2.3 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O GENERO CALENDULA

O nome botanico provém do latim calendulae ou calends e significa o
primeiro dia do més, enfatizando o longo periodo de floragado (STUART, 1979).

Nas flores observa-se um capitulo com receptaculo uniforme e varios
verticilos de flores femininas. E comum serem estéreis na margem da inflorescéncia.

A corola destas flores ¢é ligulada, grande e tem a fungao de aparelho chamariz, para
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atrair os insetos, podendo assim imitar as pétalas de uma flor individual. No centro
da inflorescéncia ha hermafroditas, actinomorfas, unicamente destinadas a
reprodugao. A disposi¢cado descrita encontra-se em muitos géneros, n&o, porém em
todas. Existem todas as disposi¢des, teoricamente possiveis, com ou sem
diferenciagdo em aparelho chamariz e reprodutor. Pode haver no mesmo capitulo
flores todas do mesmo sexo, unissexuais e todas iguais entre si, bem como flores
femininas e masculinas e ainda pode haver flores femininas e hermafroditas, ou
masculinas e hermafroditas. O caélice das flores individuais € sempre pouco
desenvolvido, sendo aderente ao tubo corolinico. Muitas vezes se transforma numa
roda de cerdas persistente, destinadas a transportar o fruto, funcionado como um
pequeno paraquedas denominado papo. O ovario é infero, formado por dois
carpelos sincarpos que constituem um ovario unilocular, com um unico évulo. Produz

um aquénio de forma variavel, conforme a espécie (SCHULTZ, 1988).

2.4 CONSIDERACOES SOBRE A Calendula officinalis L.

FIGURA 3: FOTO DA FLOR DE Calendula officinalis L. (ASTERACEAE)

2.4.1 NOMES POPULARES
A planta Calendula officinalis L. (Asteraceae) é conhecida popularmente

como caléndula; maravilha; bem-me-quer;, mal-me-quer; mal-me-quer-amarelo;



26

margarida dourada; flor de todo ano; maravilha dos jardins; flor de cemitério; erva-
do-sol entre outros (SCHEFFER, 1989; FONT-QUER, 1987; STUART, 1979;
CASTRO, 1981; PENNA, 1921; JOLY, 1991).

2.4.2 HABITO

Planta herbacea, anual, caule ereto, anguloso e ramoso. Folhas alternas, as
superiores lanceoladas e as inferiores oblongo-lanceoladas. As inflorescéncias s&o
grandes, dispostas em capitulos solitarios. A coloragéo das pétalas (ligulas) varia do
amarelo ao laranja. Os frutos sdo do tipo aquénio, arcados e providos de pontuagdes
sobre o dorso (CORREA JUNIOR et al., 1991).

2.4.3 CARACTERISTICAS BOTANICAS GERAIS

RAIZ — E considerada uma raiz longa (KEVILLE, 1995). E constituido por uma raiz
cabeluda, amarelo palido, com forma cilindrica (BALBACH, 1968), haste direita
angular e ramosa (PENNA, 1921).

CAULE - apresenta um caule robusto e anguloso (SCHEFFER, 1989) ereto de 35 a
70 cm (CORREA et al., 1994), podendo ainda ser ramoso e aveludado (CASTRO,
1981), com hastes espessas, onde se inserem as folhas (CORREA et al., 1994).
Possui 15-20 cm de altura (CHATONET, 1983)

FOLHAS - Possui folhas inteiras ou denteada e calosa (FONT-QUER, 1987;
SCHEFFER, 1989), as inferiores oblongas, as superiores espatuladas (CASTRO,
1981), sendo entradas ligeiramente sinuosas, alterando saliéncias (URIBE;
GIMENEZ, 1990). As folhas superiores possuem um pouco de pubescéncia
(CORREA et al., 1994; FONT-QUER, 1987).

FLORES — Séo cultivadas como planta ornamental, que cresce facilmente e serve
para decorar o jardim ou até mesmo pequenos vasos (CORREA et al.,, 1994). As
flores brotam nas extremidades das hastes e tem 4 a 5 cm de diametro
(SCHEFFER, 1989). O botdo central possui de 15 a 20 ligulas ao redor, muito
estendidas ao sol, de coloracdo amarelo as vezes alimonado ou alaranjado, de
acordo com a variedade. A ligula produz fruto e as flores do botdo central, ndo
(FONT-QUER, 1987). As pétalas centrais das flores sao tubulosas e as periféricas
liguetadas (CORREA et al., 1994). Geralmente se prefere os cultivares dobrado
vermelho alaranjado escuro (STARY, 1992; VOLAK; STODOVA, 1990), sendo estas
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as mais recomendadas pela farmacopéia (ARMOND, 1998). Possui aroma brando e
pouco agradavel e sabor a principio adocicado e depois amargo (PENNA, 1921).
SEMENTES - As sementes, que na verdade sao frutos, tém uma forma curiosa,
arqueada (SCHEFFER, 1989), ligeiramente curvo (PENNA, 1921), em arco ou
circulo (CASTRO, 1981).

2.4.4 CARACTERISTICAS DE CULTIVO

CLIMA - O clima deve ser temperado, aproximadamente 28 °C, solo drenado e rico
em nutrientes organicos. Deve-se evitar alagamento, pois 0 excesso de agua é
prejudicial para seu desenvolvimento (ROSESTELATO, 1996).

SOLO - Vegeta facilmente em solos bem estruturados, originarios da decomposi¢éo
organica (SCHEFFER, 1989).

ESPACAMENTO - Recomenda-se 40 a 50 cm de espagamento (SCHEFFER, 1989).
GERMINACAO - Precisam do escuro para germinar (SCHEFFER, 1989; KEVILLE,
1995), ocorrendo este em 24 dias (SCHEFFER, 1989).

TEMPERATURA - Variando de 20 a 30 °C (SCHEFFER, 1989).

pH DO SOLO - 5,8 (ROSESTELATO, 1996).

COLHEITA - Da caléndula é colhida somente as flores (capitulos florais). Como a
planta emite flores por um longo periodo, as colheitas devem ser feitas
regularmente, colhendo-se somente as flores totalmente desenvolvidas, ainda sem
inicio de formacao de "sementes", com um minimo de pedunculo. A colheita deve
ser feita apds a evaporacédo do orvalho (SCHEFFER, 1989). A colheita das flores
promove o florescimento (KEVILLE, 1995)

SECAGEM - A secagem pode ser feita em galpao ou estufa. Nesta, a temperatura
nao deve ultrapassar 35 graus (SCHEFFER, 1989).

ESSENCIA - Contém ao redor de 0,002 % de 6leo essencial (SCHEFFER, 1989).
Segundo STARY (1992) o teor de 6leo essencial varia de acordo com a coloragéo
das flores, sendo que o teor médio de esséncia obtida das flores amarelas foi de

0,0277 % e das alaranjadas de 0,0435 % de 6leo essencial.
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2.4.5 CARACTERISTICAS FARMACOGNOSTICAS
2.4.5.1 Descricdo macroscopica das flores

A Calendula officinalis € uma planta mais ou menos pilosa, de 30 a 60 cm
de altura. Apresentam capitulos florais largos com uns 4 cm de didametro
(SCHEFFER, 1989), terminais, solitarios, encontrados no alto de cada ramo
(BRITISH PHARMACORPEIA, 1953).

As folhas apresentam-se oblongas, agudas, um tanto suculento, largas, um
pouco cordatas na base, parte superior lanceolada, margens internas com
frequéncia hispidas, com pequenos fiapos. O caule errante, com 15-45 cm de altura,
possui numerosas ramificagdes, apresenta-se estriado, verde, suculento e
pubescente. As raizes sao fibrosas (BRITISH PHARMACOPEIA, 1953).

As flores sao desprovidas de ovario, corola amarelo brilhante ou alaranjada,
com 15-25 mm de comprimento e 3 mm de largura, 1-3 denteada com quatro a cinco
nervuras, margem quase inteira, tubo pubescente frequentemente fechando os
vestigios do estilete filiforme e do estigma bifido; ovario oblongo, 0,5 mm de
comprimento, pubescente. Odor fraco e aromatico, sabor salgado e levemente
amargo (BRITISH PHARMACOPEIA, 1953).

2.4.5.2 Descrigao microscoépica das flores
Microscopicamente, o fragmento da corola apresenta-se com células da
epiderme alongadas e arredondadas, onde o ponto de ligagado € em forma de raiz. A
epiderme mostra-se de forma irregular com numerosos estdbmatos dispersos.
Apresenta ainda os graos de pdlen em grande numero e espinhosos com 40 um de
didmetro com trés poros e exima espinhosa (BRITISH PHARMACOPEIA, 1953)
Caracteriza-se como p6 amarelo, consistindo de fragmentos de flores. Células
epidérmicas estreitas, alongadas com paredes sinuosas, cromoplatideos irregulares
e algumas vesiculas de oleo, pélos ndo glandulares bisseriados, com 1-2 células no
apice de até 900 um de comprimento; cristais de oxalato de calcio de 2-6 uym de
didmetro (BRITISH PHARMACOPEIA, 1953).

2.4.6 CONSTITUICAO QUIMICA DE Calendula officinalis
Os principios ativos extraidos de plantas medicinais tém demonstrado que o

teor destes pode variar em funcédo da temperatura, duracdo da extragao e o tipo de
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solvente (TEGLIA, 1989), além da influéncia dos fatores ambientais como clima,
solo, época de coleta, estagio de crescimento da planta, que podem influenciar na
composicdo quimica de plantas (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Entre os compostos mais investigados, devido sua importadncia na

farmacologia, esta:

Carotenoides

A planta possui um conteudo de 0,078 e 0,017 % de carotendides totais nas
flores liguladas e nos receptaculos respectivamente (OCIOSZIYNSKA, 1977). Entre
os compostos identificados, podemos citar: carotendides (o, B e y-caroteno),
violaxantina, rubixantina, citroxantina, flavocromo, flavoxantina, galenina, luteina,
licopeno, valentiaxantina, auroxantina, microxantina, 5,6 epoxicaroteno, [-

zeacaroteno, mutatoxantina e luteina epoxido (ANDREEVA, 1961).

Classe dos Flavonoides

Em relagao aos flavondides estes se encontram na faixa de 0,88 e 0,33% de
flavondides totais em flores liguladas e receptaculos respectivamente (HADSON,
1985). Segundo MASTEROVA (1991), os flavonodides glicosidicos sdo os principais
constituintes com efeito antiinflamatorio da C. officinalis.

Isorhamnetina, isoquercitrina e quercitina sdo flavondides ja isolados da C.
officinalis (KOMISSARENKO, 1988), além de glicosideos flavénicos derivados de
isoramnetina, como por exemplo: isoramnetina neohesperidosideo, quercitina
neoheperidosideo,  rutina  2%-ramnosilrutinosideo  (VIDAL-OLIVIER,  1989),
isorhamnetina-3-O-rutinorhamnosideo (TEGLIA, 1989), embora o0s maiores
glicosideos sejam CAL 1, CAL 2 e CAL 3 (BEZAKOVA et al., 1996).

Também foram encontrados dois triglicosideos derivados da isoramnetina nas
flores de C. officinalis sendo: isoramnetina 3-O-a- L-ramnopiranosil-(1—2)-O-[a. -L-
ramnopiranosil-(1—6)]-p-D-glucopiranosideo e isoramnetina-3-O-a-L-ramnopiranosil-
(1—6)-0-B-D-glucopiranosideo (narcissina) (MASTEROVA, 1991) (figura 2)

Derivados flavbnicos como calendoflasideo, calendoflavosideo e
calendoflavobiosideo também foram isolados (KOMISSARENKO, 1988) (figura 2).
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R = H (Isoramnetina) OH O

R = Glc: Isoramnetin-3-O-B-D-glucopyranoside (CAL 1)

R = Rha-Glc: Isoramnetin -3-O-a-L-ramnopyranosyl-(1—6)-O-p-D-glucopyranoside (CAL 2)

R = Rha-Rha-Glc: Isoramnetin-3-O-a-L-ramnopyranosyl-(1—2)-O-a-L-ramnopyranosyl-(1—6)-3-D-
glucopyranose (CAL 3).

OCH;

OH OH .
OHOH (CALENDOFLAVOSIDEO)

(CALENDOFLASIDEO)

HO

OH OH

(CALENDOFLAVOBIOSIDEO)
FIGURA 4: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE FLAVONOIDES ISOLADOS DE C. officinalis.

Oleo Essencial:

Para a flor de Calendula obtém-se um rendimento médio de aproximadamente
0,02%, para as flores liguladas 0,12% e para o receptaculo, 0,4% (OCIOSZIYNSKA,
1977).
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A composi¢cao quimica do o6leo essencial foi determinada por GRACZA
(1986), sendo que ao o6leo essencial, principalmente os constituintes alcoois e
lactonas terpénicas, foi associada uma boa atividade tricomonicida, sendo efetivo no
tratamento da leucorréia. A composicao do 6leo essencial € constituida de mentona,
isomentona, cariofileno, uma epoxide e cetona derivado, pedunculatina, a e B

ionona, um derivado epoxido B-ionona e dihidroactinidiolida (figura 3).

CH3
/ CH3 CH3
CH3 o
3
0— W /\(
H
H3 3 o ; CHs
H3C CH3 H3 3 (6]

(pedunculatina) (alfa-ionona) (beta-ionona)
CH3
(0]
CH3
| N B
CH
H)C CH; i CHs H3C 3 0
CH3
(transcariofileno) (carvona) (geranilacetona)
CH; HO
H3 i
0]
0 O
WCH} IS
H3C .
3 CH3 Il e CH _
(beta-ionona-5,6-epoxide) (dihidroactinidiolide) (oplopanona)
[0) H3C, OH H3C OH
H3 H3C
CHp CH3
CH3 H3C CH3 Hs CH3
(cariofileno-cetona) (cadinol 1) (cadinol 2)

FIGURA 5: COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE C. officinalis.
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Classe dos Terpendides

Os triterpenos sao encontrados nos brotos, folhas jovens e botdes florais
(CUBAS, 1990), sendo importantes principios antiinflamatérios da C. officinalis
(DELLA LOGGIA et al., 1994).

As sementes germinadas possuem a capacidade de sintetizar compostos
triterpénicos com estruturas do tipo oleano, ursano e lupano, além do proprio acido
oleandico que é transportado das sementes para as raizes da caléndula (CUBAS,
1990).

Encontra-se ainda em grande quantidade o faradiol, taraxasterol, Y-
taraxasterol, calenduladiol, B-amyrin, a-amyrin, arnidiol e lupeol (DELLA LOGGIA et
al., 1994) (figura 4), faradiol miristico ester e faradiol palmitico ester (ZITTERL-
EGLSEER et al., 1997) (figura 5).

Os terpenos clofodiol e maniladiol também foram isolados e tiveram suas
estruturas determinadas. (CUBAS, 1990).

VIDAL-OLIVIER (1989) descreve diversas saponinas isoladas das flores de
C. officinalis, como: calendulosideo F (nas raizes), saponosideos A, B, C, D, E
identificados por HPLC. Em 1990, VIDAL-OLLIVIER cita que o acido oleandico 3-O-
beta-D-glucoronideo € a unidade basica dos saponosideos.

Nas folhas e raizes foram encontradas glicosideos triterpénicos, chamados
calendulosideo A, C, E, G, H (CUBAS, 1990).

O acido oleandico também foi encontrado na forma livre em todas as partes
da planta, principalmente nas folhas maduras e durante a floragdo (a partir dai é
transportado para a parte subterranea da planta). Concluiu-se que a produgéo deste
acido se da em todo o crescimento da planta, inclusive submetendo os brotos a
diferentes intensidades de luminosidade (CUBAS, 1990).
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FIGURA 6: REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DOS TRITERPENOS FARADIOL,

TARAXASTGEROL, y-TARAXASTEROL, CALENDULADIOL, o E B-AMIRINA ISOLADOS DE C.
officinalis.
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R = myristil — miristato de faradioila
R = palmitil - palmitato de faradioila

FIGURA 7: REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DOS TRITERPENOS ARNIDIOL, LUPEOL,
MIRISTATO E PALMITATO DE FARADIOL ISOLADOS DE C. officinalis.

Acidos graxos e fenodlicos

Ha relatos ainda da presenca de acidos graxos livres (laurico, estearico,
palmitoleico, oleico e linoleico) e triacilglicerol nas sementes formado a partir do
acido linoleico. Além dos acidos graxos, varios acidos fendlicos também foram
detectados como o p-hidroxibenzdéico, p-cumarinico, gentisico, vanilico e cafeico
salicilico (CUBAS, 1990)
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3.4.7 ASPECTOS FARMACOLOGICOS DE Calendula officinalis

3.4.7.1 Uso na medicina tradicional

Segundo reportado na literatura (ROIG, 1974), as decocgdes das flores de
Calendula tém um amplo espectro no tratamento de diversas afeccdes, entre as
quais podemos citar: no tratamento de feridas, como colutério nas estomatites, no
tratamento de gastrite, ulcera, hepatite e outras enfermidades gastrointestinais; no
tratamento da hipertensdo, taquicardia e arritmia; no tratamento de diversas
afeccdes do sistema urinario assim como enfermidades do SNC e periférico, entre
outros.

De uma maneira geral, os extratos aquosos da Calendula apresentam as
seguintes propriedades farmacologicas: cicatrizante, antiinflamatéria, antibacteriana

e tranquilizante.

3.4.7.2 Estudos farmacoldgicos experimentais

Os estudos farmacolégicos realizados com o extrato aquoso e fragbes a
partir de Calendula tém comprovado as mesmas propriedades informadas na
medicina tradicional.

WOJEICKI (1980) demonstrou que a aplicagao diaria durante 12 semanas
dos saponosideos das flores de Calendula em ratas com hiperlipemia experimental,
em doses de 10 mg/Kg, normalizaram o colesterol, acidos graxos livres,
fosfolipideos, lipideos totais e triglicerideos presentes no sangue. Em outro estudo,
SAMOCHOWIECH (1983) comprovou que os saponosideos isolados da Caléndula
diminuiram o nivel de colesterol, triglicerideos e lipideos totais em ratas alimentadas
com uma dieta aterogénica.

A separacao e o isolamento de ésteres de faradiol das flores desta planta
mostraram em testes farmacologicos atividade antiedematogénica no teste de
edema induzido em orelha de rato. Ambos os ésteres do faradiol mostraram quase a
mesma atividade antiedematogénica dose-dependente e nenhum efeito sinérgico
significativo apareceu com a mistura (ZITTERL-EGLSEER et al., 1997)

Extratos de flores secas de C. officinalis foram examinados pela inibicao da
replicacédo do virus HIV-1. Ambos, extrato organico e aquoso, foram relativamente
nao téxicos para os linfocitos humanos (células Molt-4), mas apenas o0 organico

exibiu potente atividade anti-HIV em um ensaio in vitro do tipo MTT/tetrazolium. Em
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adicao, na presencga do extrato organico (500ug/mL), as células Molt-4 nao afetadas,
foram completamente protegidas acima de 24 h de uma infusdo e
subsequentemente morte, causada por co-cultivagdo com infeccdo persistente de
células U-937/HIV-1. Foi também encontrado que o extrato orgéanico de flores de C.
officinalis causou um significante reducado dose e tempo dependente na transcri¢ao
de HIV-1 reversa. Estes resultados sugerem que o extrato organico das flores desta
planta possui uma interessante atividade anti-HIV (KALVATCHEYV et al., 1997)

Estudo relativo a toxicidade do extrato aquoso da Caléndula foi ensaiado
por MANOLOV et al. (1964) apresentando uma DL50 de 375mg/Kg e uma DL100 de
580mg/Kg, utilizando como via de administragdo a endovenosa e intra-peritoneal.
Para o extrato hidroalcoolico das flores, a DL50 foi de 450mg/Kg pela administragao
subcuténea e de 526mg/Kg em rato na administragcdo endovenosa (BOYADZHIEV;
VISSH, 1964). O extrato etilenoglicolico das flores de Caléndula se mostrou n&o
téxico para ratos albinos na administracdo sub-cutdnea na dose de 10mL/Kg
(RUSSO, 1972). Nao houve sinal de toxicidade depois da administracdo oral de
100mg/Kg do extrato hidroalcoolico (80%) em ratos (MASCOLO et al.,, 1987).
Nenhum sinal de irritagao foi atribuido a aplicacédo tépica no rato de uma pomada
contendo 5% de extrato de Caléndula (KLOUCHEK-POPOVA et al., 1982).

Trabalhos realizados anteriormente (ELIAS et al., 1990) para investigacao
da genotoxicidade se mostraram negativos quando seis saponinas isoladas de
Caléndula foram ensaiados pelo teste de AMES, utilizando Salmonella TA 98 na
concentragdo de 400 uL e na concentracdo de 5,0 uL. Entretanto PARKHURST e
SOTOLZENBERG (1973) relatam para as saponinas presentes na Caléndula,
propriedades espermaticida, antiblastica e abortivas. A mutagenicidade para o
extrato fluido da Caléndula foi negativa quando ensaiada pelo teste com Salmonella,
em cepas TA 1535, TA 1537, TA 98 e TA 100, com concentragdes de 50 a 5.000 ug
e pelo teste de micronucleo em ratos pela administragéo oral na concentragao de
1g/Kg por 2 dias (RAMOS et al., 1998).

ROCAUD-MAITRE (1988) demonstrou a atividade antitumoral e citotoxica
dos extratos de Calendula ricos em saponinas triterpénicas.

A atividade antibidtica contra Staphylococcus aureus e S. fecalis, Klebsiela
pneumoniae, Echerichia coli, Sarcina lutea, Candida albicans, Trichomonas vaginalis
foi atribuida aos flavonoides (TARLE & DVORZAK, 1989). A acao tricomonicida da
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Caléndula foi relacionada aos terpenos oxigenados, desenvolvendo também alta
atividade antibiética (GRACZA, 1987). A acao também foi associado ao vapor
emanado das flores frescas (PANDEY et al., 1982). O extrato etandlico a 80%
mostrou atividade antibacteriana especialmente contra Staphylococcus aureus e
Staphylococcus fecalis (DUMENIL et al., 1980).

3.4.8 COMPOSTOS QUIMICOS ISOLADOS DE Calendula officinalis E SUA
ATIVIDADE BIOLOGICA

A compilagao dos dados disponiveis na literatura, correlacionando os efeitos
biolégicos a diversas substancias quimicas isoladas, também presentes no extrato
de C. officinalis, permitiu confirmar os diversos efeitos terapéuticos associados ao
seu uso pela medicina popular.

Sua acado pode variar desde um efeito antisséptico, analgésico,
antiinflamatadrio e cicatrizante até os efeitos a nivel genético em células cancerosas e
viroticas. As agdes farmacoldgicas ja relatadas na literatura estdo resumidas na
tabela 4.
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TABELA 4: ATIVIDADE FARMACOLOGICA RELACIONADA AO COMPOSTO QUIMICO OU
CLASSE DE COMPOSTOS ISOLADOS DE C. officinalis.

(continua)
COMPOSTO PARTE ACAO FARMACOLOGICA REFERENCIA
B - Sitosterol flores Hipolipoemiante VALISENKO, 1982;
MIRONIVA, 1982;
SAMOCHOWIECH, 1983;
HATINGUAIS, 1984
o-Amirina flores Antitumoral, citotoxico DUKE, 1985
Acido gentisico flores Antiinflamatorio, antioxidante, GRENAND et al., 1987;
antireumatico, antivirirético HARBONE; BAXTER, 1983
Acido oleandico flores Inibidor da sintese de GAMBER; SPIELLER, 1995;
estrogeno, Antialérgico, AQUINO et al., 1991
antibacteriano,
anticarcinogénico, anti-HIV,
antiinflamatério
Acido p-hydroxy- flores Fungistatico, pesticida. NIGG; SEIGLER, 1992
benzoico
Acido salicilico planta Analgésico, antiartritico, MADAUS, 1976
antibacteriano,antiinflamatério, HUANG, 1993
antioxidante, antipirético,
antisséptico
Acido vanilico Flores Antihelmintico, antibacteriano, HARBONE; BAXTER, 1983
antiinflamatorio, ascaricida, DUKE, 1985
laxativo
Campesterol flores Hipocolesterolemico DUKE, 1985
Caryophyllene flores Antiedémico, antiinflamatdrio SHIMIZU et al., 1990
Faradiol flores Antiedematogénico, DELLA-LOGIA et al., 1994;
antiinflamatério (topico e ZITTER-EGLSEER et al., 1997;
sistémico), inibidor da BEZAKOVA et al., 1996
lipoxigenase
Isorhamnetin-3- flores Hepatoprotetor CHANG et al., 1985
glucoside
Kaempferol planta Antiherpetico, antiinflamatorio AMOROS et al., 1992
DUKE, 1985
Lupeol flores Antihiperglicémico, HARBONE; BAXTER, 1983
antimalarico, citotoxico KHALID, et al., 1986
DUKE, 1985
Luteina flores Anticancerigena, antitumoral MADHAVI et al., 1988.
Lycopene flores Antitumor DUKE, 1985
Quercitina planta Inibidor da sintese de GAMBER; SPITELLER, 1995;
estrogeno, Alleloquimico, HARBONE; BAXTER, 1983
alergénico, antialzheimer, NEWMARK; SCHULICK, 2000
antibacteriano
Rubixantina planta Colorante HARBONE; BAXTER, 1983
Rutina flores Antibacteriano, HARBONE; BAXTER, 1983
antifhepatotdxico, antioxidante, KEELER & TU, 1991
antihemorrodidal
Saponinas flores Normaliza colesterol, acidos WOJCICKI, 1980
triterpénicas graxos livres, lipideos,
fosfolipideos e
betalipoproteinas
Taraxasterol Flores Antiedemico, antiinflamatério, YUSUKAWA, 1996, DUKE, 1985

Violaxanthina

planta

antitumoral
Colorante

HARBONE; BAXTER, 1983
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Realizar estudo biomonitorado da atividade antibacteriana da planta medicinal
Calendula officinalis L. (Asteraceae), com o intuito de selecionar padrbes analiticos
que permitirdo avaliar a qualidade de preparacdes fitoterapicas com propdsito
antibacteriano, enfatizando processos de extracdo, sazonalidade, toxicidade e

mutagenicidade.

3.2 ESPECIFICOS

a) Investigar a atividade antibacteriana do extrato bruto, sub-fracbes e compostos
isolados a partir de flores de Calendula officinalis bem como para cepas
multirresistentes de Staphylococcus aureus;

b) Isolar e caracterizar o(s) constituinte(s) quimico(s) da fracdo que apresentar
atividade antibacteriana e que possam ser empregados como marcadores
quimico-biologicos desta atividade;

c) Avaliar o efeito da sazonalidade no perfil cromatografico por CLAE e pela
atividade antibacteriana de exemplares obtidos no decorrer dos meses do ano;

d) Avaliar o efeito dos diferentes processos de extragcado no perfil cromatografico por
meio de CLAE e quantificar os marcadores quimico-biologicos selecionados para
a atividade antibacteriana por meio de cromatografia em fase gasosa acoplado
com massas;

e) Estudos bioldgicos:

- Analisar o potencial toxicoloégico pelo estudo agudo e sub-agudo do extrato
bruto da droga vegetal, administrado pela via intraperitoneal e oral;

- Analisar o potencial mutagénico pelo teste de micronucleos e de Ames.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ESPECIFICACAO DOS EQUIPAMENTOS E MATERIAIS UTILIZADOS

— As anadlises em CCD analitica e preparativa foram efetuadas utilizando-se
respectivamente, silica gel 60 G e 60 PFs4, ambas da Merck®, e reveladas com
irradiacdo de lampada UV, em comprimento de onda de 254 e 365 nm; e/ou
anisaldeido sulfurico seguido de aquecimento;

— Nas separagdes cromatograficas em coluna, foi utilizado silica gel G 60 (Merck)
como adsorvente;

—Os meios de cultura utilizados foram da marca Oxoid ou Difco;

— Os solventes e reagentes utilizados durante os processos de fracionamento
cromatograficos bem como nos ensaios biolégicos, foram das marcas: Merck,
Aldrich e Sigma, sendo que este ultimo foi purificado por destilagao antes do uso.
Os solventes para analise em CLAE foram da marca Merck, grau Ominisolv;

— Os espectros de RMN foram obtidos em espectrofotdbmetro da AC-200 da Brucker,
operando a 200 e 50 MHz para 'H e '*C, respectivamente;

— Para avaliagdao em CLAE foi utilizado o equipamento Lachrom da Merck-Hitashi,
utilizando-se bomba quaternaria com fluxo de 1 mL/min e detector UV fixado em
215, 232, 274 e 430 nm. A coluna analitica foi Lichrospher® RP-18 250x4, injetor
Reodhyne®. As amostras foram previamente filtradas em filtros Millipore® 0,45p;

— Para avaliagdo em CG foi utilizado um cromatégrafo gasoso, modelo CG-17A da
marca Shimatzu acoplado a um espectrémetro de massas modelo QP5050A
também da marca Shimatzu, munido de uma coluna apolar DB5 (5%
fenilmetilsiloxano) de 20 m x 0,25 mm de didmetro interno;

— Vortex: marca Quimis, com agitagdo continua;

—Moinho de facas analitico marca IKL;

—Balanga para determinagao de umidade marca Digimed;

— Ultrassom: marca Quimis;

— Forno Mufla: Marca IKL, com 5 patamares de aquecimento.
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4.2 MATERIAL VEGETAL

Para o estudo foi utilizado o capitulo floral da planta, composto por ligulas,
tubo floral e receptaculo. A planta foi coletada no més de dezembro 2001, entre oito
e dez horas da manha, na regido metropolitana no municipio de Ponta Grossa — PR.

Para o controle sazonal, a planta foi coletada uma vez ao més (janeiro a
dezembro do ano de 2002), no mesmo canteiro, no mesmo horario.

O exemplar de origem egipcia foi fornecido pela empresa importadora

Santos Flora.

4.2.1 IDENTIFICACAO BOTANICA

A espécie Calendula officinalis L. (Asteraceae) foi identificada pela Prof.
Dra. Rosemeri Moro, do departamento de Biologia, da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG), onde ha uma exsicata depositada no Herbarium da UEPG,

sob nimero 6483.

4.2.2 IDENTIFICACAO MICROSCOPICA DA PLANTA

Com o objetivo de se identificar microscopicamente algumas estruturas da
planta foram realizados cortes histoldgicos nas partes da planta fresca como: folhas
e flores (sépalas, receptaculo e pétalas). Os cortes obtidos foram previamente
diafanizados com cloral hidratado.

Com o auxilio de microscoépio otico, foi possivel observar algumas estruturas

descritas nas farmacopéias brasileira e britanica.

4.2.3 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS FISICAS DA PLANTA
Para as analises fisicas, foram empregadas flores de C. officinalis, secas

em estufa a 45°C e moidas em moinho de facas com tela de 3 mm.

4.2.3.1 Densidade aparente

A determinacdo da densidade aparente foi realizada em triplicata onde se
preencheu uma proveta de 250 mL com a planta moida. O material vegetal utilizado
foi pesado e foi calculada a sua densidade de acordo com a férmula: d = m.v 7,

onde d = densidade, m = massa em g e v = volume em mL.
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4.2.3.2 Determinacédo granulométrica
A determinacao da granulometria foi realizada utilizando-se 50 g de amostra
seca e moida, realizada em um jogo de 5 pratos com telas de 0,5; 0,35; 0,25; 0,15

mm e um fundo para depésito final.

4.2.3.3 Determinacgao de voléteis

A determinagdo dos volateis totais foi realizada a 45 °C, e 105 °C (90 min
em cada temperatura), em balanca de infravermelho. A anadlise foi realizada
pesando-se 2 g de droga seca e moida em um prato de aluminio especifico para

determinagao de perda de massa.

4.2.3.4 Determinacao do teor de agua

Foi pesado 5 g da planta moida em um tubo de Falcon de 50 mL. A este foi
adicionado 20 mL de metanol e macerado por 15 minutos. A seguir iniciou-se o
processo de extragcdo por turbolise. O extrato foi centrifugado e o sobrenadante
transferido, por filtracdo em papel, para baldao volumétrico de 50 mL. O processo
extrativo foi repetido por mais duas vezes. O volume foi completado com metanol e o
teor de agua determinado no aparelho de Karl Fisher. A determinacgao foi realizada

em triplicata.

4.1.3.5 Determinacao do teor de cinzas

Foram utilizados seis cadinhos de porcelana, previamente tarados e
calcinados, com aliquota de 2 g de planta moida. Estes foram levados ao forno mufla
programado em gradientes crescentes de temperatura, composto por cinco
patamares. Ao final de cada patamar de temperatura (com excecado da temperatura
de 250 °C), os cadinhos foram resfriados em dessecador e suas massas foram

determinadas em balanga analitica.

4.3 CEPAS DE MICRORGANISMOS

Para o perfil de sensibilidade foram utilizadas cepas de bactérias mantidas
em agar Muller-Hinton a temperatura de 4°C, fornecidas pelo laboratério de
microbiologia / Departamento de Biologia / Universidade Estadual de Ponta Grossa:
Staphylococcus aureus ATCC 25923; Micrococcus luteus ATCC 9341; Bacillus
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cereus; Enterobacter aerogenes ATCC 13048; Klebiciela pneumoniae ATCC 13883;
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853.

As cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus, provenientes de
lesdes infecciosas de pele, coletadas em centros de saude municipais, conservadas
em agar Muller-Hinton a uma temperatura de 4°C, foram fornecidas pelo laboratério
de microbiologia / Departamento de Analises Clinicas / Universidade Estadual de
Ponta Grossa. As cepas foram identificadas bioquimicamente e o perfil de
sensibilidade foi determinado por disco difusdo (NCCLS, 2004).

4.4 INVESTIGAQAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Para os testes preliminares de sensibilidade foram analisadas as fragdes
HEX, DCM, AcOEt, MeOH e EtOH 85%, bem como os compostos isolados e
identificados, dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO), utilizando a metodologia de
cavidade placa (CLEELAND et al.,, 1991). A suspensdo bacteriana em salina foi
padronizada pelo tubo 0,5 da escala de McFarland e ajustado para 90% de
transmitancia (530nm), correspondendo aproximadamente 10° UFC/mL. Os ensaios
foram submetidos a 37°C por um periodo de 24-48 horas. Para as fragbes foram
utilizados 3,0 mg de cada extrato por cavidade. Para os compostos isolados foi
determinado o MIC nas seguintes concentragdes: 1000, 500, 250 e 125 ug/mL em
DMSO. O experimento foi realizado em triplicata e foi utilizado como controle
negativo um volume equivalente de DMSO e controle positivo, o antimicrobiano
padrdo Cloranfenicol (30ug/mL). Os didmetros dos halos de inibicdo foram
determinados pela média aritmética, em milimetros (mm). As fragdes HEX, DCM,
AcOEt, MeOH e EtOH 85% também foram ensaiadas pela técnica do cilindro em
placa (USP, 1990). Para tanto foram selecionados dois microrganismos gram
positivo (S. aureus e M. luteus), empregando-se o volume de 150 uL das fragbes
dissolvidas em DMSO, na concentragdo de 20 mg/mL.

O estudo da atividade antibacteriana frente a cepas multirresistentes de
Staphylococcus aureus, foi realizado pela modificagdo do método de cilindro em
placas (USP, 1990). Foi feita uma suspensao bacteriana das cepas em solugao
fisiologica 0,9%, utilizando cultura recente (24 horas). A concentragéo do inoculo foi

padronizada segundo a escala 0,5 de MacFarland e ajustada em espectrofotdmetro.
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Uma cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle. Em
seguida as cepas foram semeadas em placas de agar Mueller-Hinton com swab e
apos quinze minutos foi adicionado o cilindro de ago inox (dois por placa) sobre a
camada do agar inoculado. Os testes foram realizados utilizando o extrato bruto e
fracédo ativa na concentragcéo de 30 mg/mL de DMSO. No interior de cada cilindro foi
adicionado 150 uL de cada extrato. Como controle negativo foi utilizado volume
equivalente de DMSO e controle positivo os antimicrobianos Ampilicina e Penicilina.
Aguardaram-se alguns minutos e cuidadosamente as placas foram colocadas em
estufa, sem empilha-las. Todas as placas foram incubadas por 18-20 horas a 35°C.
Foi considerado como possuidora de atividade antibacteriana, aquela fracdo que
quando aplicada sobre o0 meio de cultura contendo a suspensao do microorganismo
apresentou um halo de inibi¢do, caracterizado por uma zona de clareamento que foi
determinada em milimetros (mm). O teste t foi aplicado para comparar os diametros

determinados entre o extrato bruto e a fragao ativa.

4.5 OBTENCAO E FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS

Para a realizagao do experimento, foram utilizados extratos vegetais obtidos
sob duas metodologias diferentes: extrato A e extrato B. Para ambos os extratos,
foram empregadas flores de C. officinalis, secas em estufa a 45°C e moidas em
moinho de facas com tela de 3 mm, posteriormente extraidas em aparelho de
Soxhlet.

4.5.1 Extrato A (extrato bruto): Para a extragdo foram utilizados 50g de flores,
utilizando como liquido extrator uma solugéo hidroalcoolica a 90%, com aquecimento
em aparelho de Soxhlet por um periodo de 20 horas. Depois de evaporado o
solvente remanescente, obteve-se um rendimento total do extrato bruto de 27g
(54%). Este extrato foi utilizado para a investigagdo da atividade antibacteriana
preliminar. Sob as mesmas condi¢des foram preparados os extratos utilizados para o
controle sazonal, coletado nos doze meses do ano, bem como o extrato proveniente

da planta egipcia.

4.5.2 Extrato B (extracdo fracionada): Neste processo 70g de flores foram extraidas

em aparelho de Soxhlet por 18 horas, empregando uma sequéncia de solventes de
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polaridade crescente: hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e etanol 85%
(500 mL de cada solvente). Depois de evaporado o solvente, as massas obtidas
para os extratos hexano, diclorometano, acetato de etila, metandlico e etandlico
foram respectivamente de 4,925g (7%), 1,678g (2,4%), 0,921g (1,3%), 13,729
(19,6%), 8,97g (12,81%). Ao final do processo extrativo, o material vegetal
submetido a extragdo teve o solvente remanescente evaporado em estufa a 50°C,
apresentando uma massa final de 40,5g (57,86%) (esquema 1).

Os extratos hexano e diclorometano foram reunidos por apresentarem perfil
cromatografico e espectroscopico semelhante bem como por possuirem um perfil de
sensibilidade para os microrganismos testados bastante semelhantes (tabela 15,

pag. 59 ).

4.5.3 Fracionamento da sub-fracéo apolar (HEX-DCM)

O extrato apolar, proveniente da reunido das fragcbes hexanica e
diclorometano, 2,0 g foi submetido a cromatografia em coluna filtrante (Silica gel,
230-400 mesh, & 3,0 / 18,0 cm) com solventes de polaridades crescentes, éter de
petréleo, diclorometano, acetato de etila e metanol, e fornecendo as sub-fragées Ap-
Eter (244 mg), Ap-DCM (260 mg), Ap-AcOEt (805 mg) e Ap-MeOH (642 mg)

(esquema 1).

Flores
709

- Fragéo Apolar

HEX DCM AcE MeOH EtOH
4,925 g 1,678 0,921 13,72 g 8,97 g
- ETER AP — DCM AP — AcOEt AP — MeOH
244 mg 260 mg 805 mg 642 mg
a = Soxhlet por 18 horas

b = coluna filtrante (Silica gel, 230-400 mesh, & 3,0/ 18,0 cm)

(HEX + DCM)
29

T

ESQUEMA 1: PROCESSO DE EXTRAQAO REALIZADO POR SOXHLET E SUB-FRACIONAMENTO
POR COLUNA FILTRANTE DAS FRACOES HEXANICA E DICLOROMETANO.
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4.5.3.1 Fracionamento da sub-fracao apolar (Ap-AcOEt):

A Sub-fragcdo AcOEt (700 mg) foi submetida a cromatografia em coluna
(Silica gel, 230-400 mesh, @ 3,0 / 18,0 cm) usando solventes em gradiente de
DCM/Hex/ AcOEt (8:1:1, 7:1:2, 6:1:3, 5:1:4), 250 mL de cada mistura. As fragcbes
foram analisadas por CCDC e reunidas em 8 fragcbes (A — H). A fracdo B foi
submetida a uma CCDP em Hex/DCM/AcOEt (7:2:1), eluida 2 vezes, e fornecendo o
composto 2 (18 mg). A fracdo D foi submetida a CCDP em Eter
petréleo/DCM/AcOEt (7:1,5:1,5), e fornecendo também o composto 2 (6 mg). A
fragcdo E foi purificada em CCDP em DCM/AcOEVIsop (7:3:gts), eluida 2 vezes,
levando ao isolamento dos compostos composto 3 (6 mg) e do composto 5 (8 mg). A
fracdo G foi purificado em CCDP em Eter/DCM/AcOEt (8:1:1), eluido 2 vezes e
resultou no isolamento do composto 6 (7 mg) (esquema 2).

AP —
AcOEt

OOOO OOOO™

a = gradiente de DCM/Hex/ AcOEt (8:1:1, 7:1:2, 6:1:3, 5:1:4), 250 mL de cada mistura
b = CCDP em Hex/DCM/AcOEt (7:2:1), eluido 2 vezes

¢ = CCDP em Eter petréleo/DCM/AcOEt (7:1,5:1,5),

d = CCDP em DCM/AcOEt/Isop (7:3:gts), eluido 2 vezes

e = CCDP em Eter/DCM/AcOEt (8:1:1), eluido 2 vezes

ESQUEMA 2: FRACIONAMENTO PARCIAL DA FRACAO APOLAR ACETATO DE ETILA (AP/AcOEt)
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4.5.3.2. Fracionamento da sub-fracéo apolar (Ap-MeOH):

A Sub-fragdo Ap-MeOH (500 mg) foi submetida a cromatografia em coluna
(Silica gel, 230-400 mesh, & 2,0 / 50,0 cm), usando como mistura de solventes em
gradiente de Hex/ DCM/AcOEt/MeOH (8:1:0,5:0,5, 7:1:1:1, 6:1:1,5:1,5, 5:1:2:2). As 68
fragdes obtidas foram analisadas por CCDC e reunidas em 4 fragdes (I — L). A fragéo
K foi submetida a uma CCDP em Hex/DCM/Isop (8:1:1), eluida 2 vezes e fornecendo
o composto 2 (8 mg). A fragdo L foi submetida a CC usando como solvente a
mistura isocratica Eter/DCM/AcOEL (7:2:1). As fragdes foram analisadas por CCDC e
reunidas em 5 fracbes (M — Q). A fragdo M foi submetida a CCDP com
Hex/DCM/Isop (7:2:1), eluida 2 vezes e resultou no isolamento dos compostos 1 (5
mg) e 4 (12 mg). A fracdo P foi submetida a CCDP em Hex/DCM/Isop (8:2:gts), e

resultou no isolamento do composto 2 (5 mg) (esquema 3).
AP —
MeOH

a

(OO «

b | c |
I I I I
2 M N o] P Q
R mn
d o e |
1 2
5 man 5 man
4
a = gradiente de Hex'DCM/AcOEt/MeOH ¢ = Eter/DCM/AcOEt (7:2:1).
(8:1:0,5:0,5, 7:1:1:1, 6:1:1,5:1,5, 5:1:2:2), 300

d = CCDP com Hex/DCM/Isop (7:2:1), eluido 2
vezes

e = CCDP em Hex/DCM/Isop (8:2:gts),
ESQUEMA 3: FRACIONAMENTO PARCIAL DA FRACAO APOLAR METANOLICA (Ap/MeOH)

mL de cada
b = em Hex/DCM/Isop (8:1:1), eluido 2 vezes
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As substancias isoladas foram identificadas pelos métodos
espectroscopicos tradicionais: ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
1H) e de carbono-13 (RMN 13C) e posteriormente por comparagdo com os dados
reportados na literatura. Os triterpenos obtidos em mistura foram identificados
segundo a metodologia descrita por OLEA e ROQUE (1990).

Os compostos isolados foram posteriormente utilizados como marcadores

quimico-biologicos no controle de qualidade da fitopreparagéao.

4.6 ANALISE COMPARATIVA DE DIFERENTES TECNICAS EXTRATIVAS

Devido ao fato de que tanto a composicdo quimica, como a atividade
bioldgica pode ser influenciada pela metodologia adotada no processo de extragao,
foram preparados extratos vegetais a partir de trés diferentes metodologias de
extragdo (sonicacdo, agitagdo e maceragao), empregando-se o0 mesmo solvente
extrator (DCM). Os processos de extragdo foram comparados, de acordo com:
rendimento, perfil cromatografico em CLAE (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia), atividade antibacteriana e andlise quantitativa de marcador quimico-

bioldgico por CG-EM (Cromatografia Gasosa / Espectrometria de Massas).

4.6.1 Preparo dos extratos

| - Sonicagao: foi utilizado 1,0 g de planta, extraido com 20 mL de DCM (3x). Cada
extragao foi realizada durante 15 minutos com 10 minutos de intervalo (3x) em
temperatura ambiente;

Il - Agitacdo: foi utilizado 1,0 g de planta moida, extraido com 20 mL de DCM (3x).
Cada extracao foi realizada sob agitagdo em Vortex durante 15 minutos com 10
minutos de intervalo (3x) em temperatura ambiente;

[l - Maceracgéao: foi utilizado 1,0 g de planta moida, extraido com 20 mL de DCM (3x).
Cada extracdo foi realizada durante 24 horas durante 3 dias em temperatura

ambiente.

4.6.2 Analise do rendimento dos extratos brutos
Apos a extragdo, o solvente remanescente foi evaporado e a massa do
extrato determinada. Os resultados foram expressos pela média de duas

determinacgdes.
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4.6.3 Investigacao do perfil de sensibilidade frente aos processos de extracao
Os trés processos de extragdo foram investigados sobre possiveis

alteracbes da atividade antibacteriana, decorrentes do processo utilizado na

extragdo. Foram empregados microrganismos patogénicos gram positivo e negativo.

A metodologia empregada foi cavidade placa.

4.6.4 Avaliacdo do perfil cromatografico dos processos extrativos

Avaliagao do perfil cromatografico por CLAE foi realizada em coluna RP-18
250x4 e fase mével uma mistura de agua (A) com pH ajustado para 3,0 com acido
ortofosférico, acetonitrila (B) e metanol (C) (tabela 5), com fluxo de 1mL/min. Os
extratos para analise foram preparados na concentracdo de 1mg/mL de MeOH .O
volume de injegdo foi de 20ul, com detector UV fixado em 215 nm, utilizando-se

eluicdo na forma gradiente.

TABELA 5: SISTEMA DE ELUICAO PARA ANALISE EM CLAE DOS PROCESSOS DE EXTRAGAO:

Gradiente
Tempo A B C
(min)

0 50 10 40

5 40 9 51
10 35 7 58
15 30 7 63
20 20 5 75
25 10 3 87
30 2 1 97
35 0 0 100

(A) Agua (pH 3,0), (B) Acetonitrila e (C) Metanol.

4.6.5 Analise quantitativa dos compostos isolados por CG-EM

A determinacdo quantitativa dos compostos isolados foi realizada em
CG/EM modelo CG-17A Marca Shimadzu, coluna BD5 a temperatura do injetor foi
de 230°C e o detector de ionizagdo de chama (FID) de 280 °C. Rampa de
aquecimento foi uma isoterma de 250 °C. Hélio foi utilizado como gas de arraste, a
uma pressao de 80 Kpa e velocidade linear de 1 mL/min. A identificacdo do pico foi
baseada na comparacado dos tempos de retencdo obtidos e espectros de massas
com as dos padroes.

Com o objetivo de se investigar as concentragdes a serem trabalhadas na
construcado da curva de calibracao, foi realizada uma pré-analise nos processos de

extragdo. Desse modo foi possivel obter as informagdées sobre a provavel
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concentracdo dos compostos quimicos presentes no extrato, de modo que a

concentracao dos extratos ficasse dentro das concentragdes da curva de calibracao.

Para a analise da concentragcido dos extratos, foi preparada uma solugao de
cada processo de extragdo, sendo que a analise cromatografica dos esterdides

estigmasterol e f—sitosterol foi obtida, conforme demonstrado na tabela 6.

TABELA 6: AREA OBTIDA PARA OS ESTERQIDES ESTIGMASTEROL E B-SITOSTEROL, PARA
0OS PROCESSOS DE EXTRACAO PERCOLACAO, AGITACAO EM VORTEX E SONICACAO.

Processo de Area Area
extracao Estigmasterol p-Sitosterol
Percolagao 3.812.411 3.757.217
Agitacao Vortex 3.862.464 4.375.739
Sonicagao 4.817.594 3.963.807

A quantificacao foi estabelecida pela relacdo existente entre a area do pico,
determinada por CG, com a concentracao obtida mediante curva de calibragao (Y =
A + Bx).

4.6.5.1. Curva de calibracdo do estigmasterol:

A curva de calibracgao linear para o estigmasterol foi obtida através da area
dos picos do estigmasterol (Y), versus a quantidade injetada (X mg/g) (tabela 7;
figura 4). Os valores obtidos para A e B na curva de calibragdo foi de (- 1,41388 x
10°) e (1,73139 x 10°), respectivamente.

TABELA 7: RELACAO ENTRE A CONCENTRAGAO DO ESTIGMASTEROL E A AREA DO PICO:

CONC (mg/g) AREA DO PICO TR
0,02 3.417.767
0,03 4.860.050 13,4

0,04 6.880.552
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Curva de Calibracdo do Estigmasterol

7,0x10° |- o E
|  Regressédo Linear : (Y=A+B*X) ]
65x10° F A -1,41388E5 i
| B 1,73139E8
R 0,99539
6,0x10° ’ E
U1 o 2,36057e5
8 5,5x10° | E
n_ -
] 6 i
g 5,0x10 - 7
o s
< 4,5x10° [~ -
4,0x10° | R
6 _ Concentrago = ( Area do Pico + 1,41388 x 10° ) / 1,73139 x 10° _
3,5x10 5
3,0x10° : . : . : . : . L

0,020 0,025 0,030 0,035 0,040
Concentragdo (mg/mL)

FIGURA 4: CURVA DE CALIBRAGAO OBTIDA PARA O ESTIGMASTEROL, ONDE (Y) E AREA DO
PICO E (X) E CONCENTRACAO EM mg/g.

4.6.5.2. Analise Quantitativa do pB-Sitosterol:

A curva de calibragao linear para o p-sitosterol também foi obtida através da
area dos picos do B-sitosterol (Y), versus a quantidade injetada (X mg/g) (tabela 8;
figura 5). Os valores obtidos para A e B na curva de calibragao foram de (1,39854 x
10°) e (8,3262 x 10"), respectivamente.

TABELA 8: RELACAO ENTRE A AREA DO PICO E A CONCENTRACAO:

CONC (mg/qg) AREA DO PICO TR
0,03 2.642.730
0,04 3.460.314 14,7

0,05 4.307.972
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Curva de Calibracéo para o Sitosterol

| Regressdo Linear : (Y=A+B*X)
4,2x10° |-

4,4x10°

139854,66667
8,32621E7
0,99995

P 12277,65909

4,0x10° |-

O wW>

3,8x10° [
3,6x10° [

3,4x10° I

Area do Pico

3,2x10° |
3,0x10° |

2,8x10° |- B ! . .
L Concentracéo = (Area do Pico - 1,39854 x 10°) / 8,32621 x 10" |

2,6x10° |-
1 " 1 " 1 " 1

0,030 0,035 0,040 0,045 0,050
Concentragdo (mg/mL)

FIGURA 9: CURVA DE CALIBRAC/:\O OBTIDA PARA O B-SITOSTEROL, ONDE Y E AREA DO
PICO E X E COCENTRACAO EM mg/g.

4.7 AVALIACAO DA VARIABILIDADE QUIMICA PELO CONTROLE SAZONAL

O controle sazonal teve como finalidade a avaliagdo da variabilidade
quimica dos metabdlitos secundarios de C. officinalis, nos meses do ano. A
variabilidade quimica decorrente dos fatores sazonais nas flores de C. officinalis foi

avaliada por meio cromatografico em CLAE.

4.7.1 Analise do rendimento dos extratos brutos
ApOs a extragdo, o solvente remanescente foi evaporado e a massa do

extrato determinada. Os resultados expressos pela média de duas determinacgdes.

4.7.2 Investigacao do potencial de sensibilidade frente aos processos de
extracao

Os trés processos de extragdo foram investigados sobre possiveis
alteracbes da atividade antibacteriana, decorrentes do processo utilizado na
extracdo. Foram empregados microrganismos patogénicos gram positivo e negativo.

A metodologia empregada foi cavidade placa.
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4.7.3 Analise qualitativa do perfil cromatografico por meio de CLAE

Para a analise do perfil cromatografico em CLAE foi utilizada coluna
cromatografica RP-18 250x4 e a fase movel foi composta por uma mistura de agua
(A) com pH ajustado para 3,0 com acido ortofosforico, acetonitrila (B) e metanol(C)
(tabela 9), com gradiente de eluicdo. O fluxo foi de 1mL/min e o volume de injegao
de 20ul. Foi realizada uma analise preliminar com o detector UV fixado em 215, 232,
274 e 430nm. Posteriormente para as analises, o detector foi fixado em 215 nm. Os

extratos foram analisados na concentragdo de 1mg/mL dissolvidos em MeOH.

TABELA 9: SISTEMA DE ELUICAO PARA ANALISE EM CLAE NO CONTROLE SAZONAL ( DOZE
MESES DO ANO).

GRADIENTE GRADIENTE
TEMPO A B C TEMPO A B C
(min) (min)
0 100 0 0 20,0 40 9 51
1 100 0 0 25,0 35 7 58
5,1 80 18 2 30,0 30 7 63
7,0 77 16 7 35,0 20 5 75
8,5 74 13 13 40,0 10 3 87
10,0 70 10 20 42,0 2 1 97
13,0 60 10 30 50,0 0 0 100
15,0 50 10 40

(A) Agua (pH 3,0), (B) Acetonitrila e (C) Metanol.

4.8 AVALIACAO DO POTENCIAL TOXICOLOGICO E MUTAGENICO

Foram utilizados ratos albinos (Rattus norvergicus albinus, Wistar), machos e
fémeas (para os estudos de toxicologia) e apenas machos (para os estudos de
mutagénese), com aproximadamente 60 dias de vida, fornecidos e confinados em
espaco fisico apropriado no Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da
Universidade Estadual de Ponta Grossa - UEPG - PR, recebendo racdo especial

para animais de laboratério e agua "ad libitum".

4.8.1 POTENCIAL TOXICOLOGICO

Para o estudo toxicoldgico foi trabalhado com n=10, subdivididos em dois
grupos: controle negativo (salina) e teste (extrato de Caléndula). A investigacao foi
avaliada para o extrato bruto segundo a metodologia descrita por BRITO (1994). O
estudo iniciou se pela administragdo de 5g de extrato por Kg de rato. Foram

selecionadas duas vias para administragdo: oral e intra-peritoneal (IP). Durante o
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tratamento foi realizado o monitoramento do peso dos animais. Os resultados

obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste “t de students”.

4.8.2 POTENCIAL MUTAGENICO

Para a investigacdo do potencial mutagénico foi adotado o teste do
micronucleo descrito originalmente por HEDDLE (1973) e modificado por SCHIMID
(1975), em células de medula 6ssea, e posteriormente pelo teste de AMES (1971).

4.8.2.1 Teste do Micronucleo

A pesquisa de micronucleo foi realizada em células de medula 6ssea. Para
esta investigacdo foram realizados ensaios agudo e sub-agudo (ou agudo com
doses repetidas). Para o estudo foi trabalhado com n=5 subdivididos em trés grupos:
controle negativo (salina 10mL/Kg), teste (extrato de Caléndula 100mg/Kg) e
controle positivo (mitomicina C® 1 mg/Kg). A administracéo foi realizada pelas vias

oral e IP:

4.8.2.1.1 Ensaio Agudo

O sacrificio e retirada da medula ocorreram apdés 36 horas da

administracao, para os trés grupos;

4.8.2.1.2 Ensaio Sub-agudo

Foi administrado o extrato de Caléndula (100mg/Kg) e salina (10 mL/Kg)
durante 9 dias, com intervalo de 24 horas entre cada administragdo. O controle
positivo foi administrado 36 horas antes do sacrificio. No estudo sub-agudo, a

analise de micronucleos foi ainda realizada no sangue periférico.

A analise estatistica de ambos os testes foi realizada pelo teste ANOVA /
Kruskal-Wallis.

4.8.2.2 Teste de Ames
O teste de Ames foi realizado, com a cepa TA 100 (Salmonela typhimurium),

através da técnica de incorporagao em placa de petri com pré-incubagado de 30
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minutos. O volume utilizado foi de 12,5; 25; 50; 75 e 100uL por placa, de extrato da
Calendula officinalis suspendido em DMSO (5mg/mL). O teste foi realizado em
triplicata e o controle positivo utilizado foi Azida Sédica (25uL). A analise estatistica

foi realizada pelo ANOVA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises Preliminares
Com o proposito de se estabelecer parametros de qualidade, foram

realizadas analises macroscopicas, microscépicas e fisicas preliminares com a

planta em estudo.

5.1.1 Anélises Macro e Microscépicas

As anadlises macro e microscépicas permitiram evidenciar estruturas
celulares descritas na FARMACOPEIA BRASILEIRA (2003) e que caracterizam a C.
officinalis, como por exemplo, presenca de cristais de oxalato de calcio, regido basal
da face abaxial com tricomas tectores longos, multicelulares e bisseriados, células
do parénquima subjacente da corola ligulada com numerosas gotas de oleo de
coloracdo amarelo-alaranjada a amarelo-clara, graos de pdlen, aparelho reprodutor,

entre outros.

5.1.2. Avaliagao das caracteristicas fisicas do material vegetal:

As andlises fisicas que foram realizadas (densidade aparente,
granulometria, teor de volateis, teor de agua e cinzas), confirmaram que a planta
medicinal apresentava condicbes adequadas para o emprego na fitoterapia, pois

estdo de acordo com o que preconiza a Farmacopéia brasileira.

5.1.2.1 Densidade Aparente

A determinacao da densidade aparente da C. officinalis apresentou como
resultado médio das analises um valor de aproximadamente de 0,18 g/mL (tabela
10).

TABELA 10: DENSIDADE APARENTE da C. officinalis REALIZADA EM TRIPLICATA.

PESO (g) VOLUME (ml) DENSIDADE (g/ml)
DETERMINACOES
1 45,6 250 0,17
2 45,3 250 0,18
3 45,6 250 0,18
Média 455 250 0,18




57

5.1.2.2 Determinag¢&o Granulométrica

A avaliagao granulométrica da C. officinalis (tabela 11), permitiu concluir que
o material utilizado no experimento apresentava um pé moderadamente grosso,
sendo este, definido pela FARMACOPEIA BRASILEIRA (1988), como aquele cujas
particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha de

710 um e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 250 um.

TABELA 11: DETERMINAGAO DA GRANULOMETRIA DA DROGA.

TELA 0,50 TELAO0,35 TELAO0,25 TELAO,15 FUNDO
Amostra =50 g mm mm mm mm
Massa de planta / tela 26,48 11,96 7,23 2,87 1,50
% 57,97 23,92 14,46 5,74 3,00

5.1.2.3 Determinacéo de Volateis
A determinacdo de perdas por volatilizagcdo, realizada em duplicata nas
temperaturas de 45 e 105°C, obteve como resultado um teor de 4,4 % e 11,9%,

respectivamente (tabela 12).

TABELA 12: PERDA DA DROGA REALIZADA EM BALANCA DE INFRAVERMELHO EM DOIS
PATAMARES DE TEMPERATURA.

TEMPERATURA (°C) TOTAL (%)
45 4.4
105 11,9

5.1.2.4 Determinacé&o do Teor de Agua

A determinacdo do teor de agua, realizada em ftriplicata (tabela 13),
apresentou como resultado médio um teor de 13,79%. O teor de agua presente no
material vegetal estava ligeiramente acima do teor de 12% recomendado pela
FARMACOPEIA BRASILEIRA (2003).

TABELA 13: DETERMINAGAO DO TEOR DE AGUA NA DROGA POR KARL FISHER.

DETERMINAGAO % DE AGUA DA PLANTA
ESTABILIZADA
1 13,96
2 13,89
3 13,53
Média 13,79
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5.1.2.5 Determinacgao do Teor de Cinzas

A avaliacao do teor de cinzas, determinada em forno mufla, apresentou como
resultado um teor de cinzas de aproximadamente de 8,33 % (tabela 14), estando
este valor de acordo com a recomendacio da FARMACOPEIA BRASILEIRA de,

no maximo, 10% de cinzas.

TABELA 14: DETERMINACAO GRAVIMETRICA DA PERDA DA DROGA REALIZADA EM MUFLA
COM CINCO PATAMARES DE TEMPERATURA.

Temperaturas (°C) Massa (g)

(Média — 5 determ.) % perdas
45 1,9350 4,22
105 1,8562 8,12
450 0,1802 91,08
675 0,1682 91,67

5.2 INVESTIGA(;AO DO GRAU DE SENSIBILIDADE DOS EXTRATOS DE C.
officinalis FRENTE A CEPAS PATOGENICAS

Para iniciar o estudo biomonitorado pela atividade antibacteriana, as sub-
fragcdes HEX, DCM, AcOEt, MeOH e EtOH 85% das flores de C. officinalis foram
ensaiadas pela metodologia da cavidade em placa, com o intuito de avaliar o perfil
de sensibilidade frente a microrganismos patogénicos, gram positivo
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus) e negativo (Enterobacter aerogenes,
Klebiciela pneumoniae e Pseudomonas aeroginosa).

De um modo geral, a atividade antibacteriana observada permitiu conlcuir
que, conforme mostra a tabela 15, para as espécies ensaiadas, os extratos foram na
maioria ativos para as cepas gram positivas, sendo que apenas o extrato MeOH
apresentou atividade para gram negativos (K. pneumoniae). As sub-fragdes MeOH e
EtOH apresentaram atividade inibitéria para B. cereus (gram positivo). Dentre as
fracbes ensaiadas, as fragdes HEX e DCM apresentaram melhor desempenho na
atividade antibacteriana para gram positivos (B. cereus e S. aureus).

Estes resultados provavelmente estdo relacionados com as diferengas na
composi¢cao quimica da membrana que existe entre os grupos de bactérias, como,
estrutura, composicdo e permeabilidade da parede celular. As bactérias gram
negativo contém uma porcentagem mais alta de lipideos (11-22%) que as bactérias

gram positivo (1-4%). Observa-se que as bactérias gram positivo sdo mais
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permeaveis que as bactérias gram negativo, permitindo a passagem dos compostos
ao seu interior.

Com o objetivo de confirmar a agdo antibacteriana das fragdes apolares
para gram positivos, o estudo também foi realizado pela técnica do cilindro em
placas, utilizando dois microrganismos (S. aureus e M. luteus), ambos gram positivo.
Os resultados, apresentados na tabela 16, demonstraram uma sensibilidade mais
expressiva dos microrganismos gram positivos, em relagdo a técnica da cavidade-
placa. Observamos ainda que os resultados confirmam a atividade antibacteriana

para as fragbes apolares (HEX e DCM).

TABELA 15: AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DAS FRACOES DE C. officinalis (TECNICA
CAVIDADE PLACA)

microrganismos Extratos (3,0mg/cavidade) Controles
HEX DCM  AcOEt MeOH EOH85% | VC C1 Cc2

S. aureus 12,0 10,0 R R R + R 18
B.cereus 11,0 10,5 R 9,5 10 + R 21
E. aerogenes R R R R R + R 20
K. pneumoniae R R R 10 R + R 17
P. aeroginosa R R R R R + R 18

R: Resistente; VC: viabilidade da cepa; C1: controle negativo (DMSO); C2: Controle positivo
(Cloranfenicol).
Resultado expresso em mm.

TABELA 16: AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DAS FRACOES DE C. officinalis, 20 mg/mL DE
DMSO (TECNICA CILINDRO EM PLACAS):

microrganismos Extratos (150ul/cilindro) Controles
HEX DCM AcOEt MeOH EOH85% | VC C1 Cc2
S. aureus 19,5 17,0 R R 8,0 + R 31
M. luteus 11,0 13,0 R R 8,0 + R 29
R: Resistente; VC: viabilidade da cepa; C1: controle negativo (DMSO); C2: Controle positivo
(Ampicilina).

Resultado expresso em mm.

Em continuidade ao estudo biomonitorado, a investigagdo concentrou-se no
fracionamento cromatografico por coluna filtrante das sub-fragdes HEX E DCM
reunidas, utilizando em sequéncia os solventes éter de petrdleo (Ap-éter),
diclorometano (Ap-DCM), acetato de etila (Ap-AcOEt) e metanol (Ap-MeOH),
seguido de avaliagcdo da sensibilidade dos microrganismos anteriormente testados.
Os resultados obtidos, apresentados na tabela 17, sugeriram que o isolamento dos
compostos responsaveis pela atividade antibacteriana poderia ser obtido a partir das
sub-fracdes Ap-AcOEt e Ap-MeOH.
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TABELA 17: AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DAS SUB-FRAGOES APOLARES DE C. officinalis

microrganismos Extratos 3 mg/cavidade Controles
Ap-ETER Ap-DCM Ap-AcOEt Ap-MeOH | VC C1 Cc2

S. aureus R R 10,5 R + R 20
B. cereus R R 10,0 10,0 + R 20
E. aerogenes R R R R + R 18
K. pneumoniae R R R R + R 19
P. aeroginosa R R R R + R 18

R: Resistente; VC: viabilidade da cepa; C1: controle negativo (DMSO); C2: Controle positivo
(Cloranfenicol).
Resultado expresso em mm.

A analise espectroscopica das sub-fracbes AcOEt e MeOH revelou que as
mesmas eram constituidas basicamente por compostos alifaticos, possivelmente

esteroides e triterpenos.

5.3. ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS:

Na tentativa de isolar os metabdlitos responsaveis pela atividade
antibacteriana, presentes na fragdo apolar (hexénica e diclorometano) foram

realizados diversos procedimentos cromatograficos.

A partir da fragdo Ap-AcOEt, foram isolados os compostos 2 (18 mg e 6
mg), 3 (6 mg),5(8 mg)e 6 (7 mg).

A partir da fracdo Ap-MeOH, foram isolados novamente o compostos 2 (8
mg), o composto 4 (12 mg) e o composto 1 (5 mg).

Os compostos isolados foram identificados por espectro de RMN de 'H- e
3C bem como por comparacdo com dados reportados na literatura, visto que todos
os compostos isolados ja haviam sido isolados anteriormente na espécie. Os
triterpenos obtidos em mistura foram identificados segundo a metodologia descrita
por OLEA e ROQUE (1990).
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e Substancia 1 — B-Sitosterol

FIGURA 10: ESTRUTURA DA SUBSTANCIA 1
Os esterdides sao biogenéticamente muito relacionados aos triterpenos com

um esqueleto ciclico base igual ao dos triterpendides tetraciclicos. Apresentam-se
como soélidos incolores, cristalinos, opticamente ativos, de ponto de fusao
ligeiramente inferior a 200°C.

O espetro de RMN de °C (fig 24, pag. 105), listados na tabela 18 mostrou a
presenca de 29 sinais de carbono. Dentre os quais, apenas dois deles, em 5C 121,7
e 140,7, caracteristicos de carbonos olefinicos, referentes a ligagdo dupla entre os
carbonos 5 e 6 do esteroide (esqueleto lanostano). A identificagdo estrutural final do
composto 1 foi realizada por comparagdo com dados encontrados na literatura (NES
et al., 1992) e posteriormente por espectrometria de massas. Este composto tratava-
se do B-sitosterol, um esteréide comumente encontrado como metabdlito secundario

em plantas, inclusive nas angiospermas.
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TABELA 18: DADOS DE & OBTIDOS A PARTIR DE ESPECTRO DE RMN °C DO COMPOSTO 1 (B-
SITOSTEROL) (CDCL3 50MHZ):

C 5°C (ppm)' & °C (ppm)> Multip. C  §"C(ppm)' & °C (ppm)*>  Multip.
1 37,2 37,2 CH;, 16 56,0 29,6 CH,
2 nic 33,9 CH, 17 11,9 56,0 CH
3 71,8 71,8 CH 18 19,4 11,9 CHs
4 nic 42,3 CH, 19 36,1 19,4 CHs
5 140,0 140,7 C 20 18,8 36,1 CH
6 121,7 121,7 CH 21 nic 18,8 CHs
7 n/c 31,8 CH, 22 n/c 29,13 CH,
8 n/c 31,6 CH 23 45,8 n/c CH,
9 50,1 50,1 CH 24 n/c 45,8 CH
10 36,5 36,4 C 25 19,8 n/c CH
" 21,1 21,0 CH, 26 19,1 19,8 CH,
12 39,7 39,7 CH;, 27 23,0 19,0 CH,
13 42,3 45,8 C 28 12,0 23,0 CH;,
14 56,7 56,7 CH 29 56,0 12,0 CH,
15 nic 24,2 CH,

' _ Dados da literatura para o B-Sitosterol, NES, 1992 (CDCl;, 50MHz)
2_ RMN "C dados experimentais para o p-Sitosterol (CDCls, 50 MHz)

e Substancia 2 — Estigmasterol

FIGURA 11: ESTRUTURA DA SUBSTANCIA 2
da substancia 2 foi

A identificagdo estrutural

realizada através da

comparacio de seus espectros de RMN de 'H e de ®C da substancia isolada com
os relatados na literatura (FORGO; KOVER, 2004). Os espectros de RMN de 'H
dessa substancia revelaram a presenca de sinais caracteristicos de esterdides,

basicamente com a mesma apresentagcdo do composto 1.

Na andlise do espectro de RMN de C na regido dos Csp?, onde foi

possivel observar a presenga dos sinais em 140,7 e 121,7 ppm, relativos a dupla em



A>® de esterdides, além dos sinais em & 138,3 e 129,2 relativos a dupla em

Os dados de RMN "C (fig. 25, pag. 105) estdo demonstrados na tabela 19.

A identificacado estrutural final do composto 2 foi realizada por comparagao
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A22'23.

com dados encontrados na literatura (FORGO; KOVER, 2004) e posteriormente por

espectrometria de massas. Este composto tratava-se do Estigmasterol, também um

esterdide comumente encontrado como metabdlito secundario em plantas,

juntamente com o B-Sitosterol.

TABELA 19: DADOS DE § OBTIDOS A PARTIR DE ESPECTRO DE RMN "*C DO COMPOSTO 2
(ESTIGMASTEROL) (CDCL; 50MHZ):

C 3 °C (ppm)’ 8 °C (ppm)* Multip  C 3 °C (ppm)’ 8 °C (ppm)* Multip.
1 37,6 37,2 CH, 16 28,9 29,0 CH,
2 31,9 31,7 CH, 17 56,3 55,9 CH
3 72,0 71,8 CH 18 12,2 12,0 CHs
4 42,5 42,3 CH, 19 19,5 18,9 CH,
5 140,8 140,7 C 20 40,4 39,7 CH
6 121,8 121,7 CH 21 21,4 21,1 CHs
7 32,1 31,9 CH, 22 138,3 138,3 CH
8 32,2 31,9 CH 23 129,7 129,2 CH
9 50,5 50,1 CH 24 51,5 55,9 CH
10 36,5 36,5 C 25 32,2 31,9 CH
" 21,2 19,4 CH, 26 21,2 21,2 CHs
12 40,0 40,0 CH, 27 19,2 18,9 CH;,
13 42,2 42,3 C 28 25,4 25,4 CH;
14 57,1 56,8 CH 29 12,2 12,2 CHs
15 25,4 25,4 CH,

" — Dados da literatura para o Estigmasterol, (FORGO; KOVER, 2004)(CDCls;, 50MHz)
2 _ RMN C dados experimentais para o p-Sitosterol (CDCls, 50 MHz)

e Substancia 3 — o - Amirina

FIGURA 12: ESTRUTURA DA SUBSTANCIA 3
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A partir da analise do espectro de RMN de °C, realizado para a substancia

3, foi possivel observar na regido dos Csp?, havia sinais referentes aos carbonos em

124,9,1 e 140,0ppm, podendo ser caracteristica de triterpenos com esqueleto olean-

12-eno (fig. 26, pag. 106). O triterpeno o-Amirina é um derivado do esqueleto

ursano, com 5 anéis de 6 atomos e 2 metilas, nas posi¢cées 19 e 20 do anel “E”. Sua

idetentificacdo foi

comparando dados de "*C com a literatura (MAHATO, 1994) (tabela 20).

realizada pela metodologia de OLEA e ROQUE (1990),

TABELA 20: DADOS DE 5 OBTIDOS A PARTIR DE ESPECTRO DE RMN '*C DO COMPOSTO 3 (a-
AMIRINA) (CDCL; 50MHZ):

C 8 "°C (ppm)’ 5 °C (ppm)° Multip. C 5 °C (ppm)’ 5 °C (ppm)° Multip.
1 38.7 37,4 CH, 16 26.6 26,6 CH;
2 27.3 27,7 CH, 17 33.7 34,2 C
3 79.0 79,5 CH 18 58.9 59,5 CH
4 38.8 38,7 C 19 39.6 39,3 CH
5 55.3 55,7 CH 20 39.6 39,3 CH
6 18.3 18,8 CH, 21 31.2 31,7 CH;
7 32.9 33,4 CH, 22 415 40,1 CH;
8 40.0 40,5 C 23 28.1 26,6 CH,
9 47.7 48,2 CH 24 15.6 16,2 CHs
10 37.9 36,5 C 25 15.6 16,1 CHs
" 23.3 23,8 CH, 26 16.8 17,3 CHs
12 124.3 124,9 CH 27 23.3 23,7 CHs
13 139.3 140,0 C 28 28.1 29,25 CHs
14 42.0 42,0 C 29 17.4 17,9 CHs
15 28.7 28,7 CH; 30 21.3 22,0 CHs

' _ Dados da literatura para a-Amirina, MAHATO, 1994 (CDCls, 50MHz)
?_ RMN "C dados experimentais para a a-Amirina (CDCls, 50 MHz)
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e Substancia 4 — Mistura de o e 3 - Amirina
30

it

o-amirina B-amirina
FIGURA 13: ESTRUTURA DA SUBSTANCIA 4

O Espectro de RMN de "*C da fracdo 4 (fig. 27, pag. 106) apresentou uma
grande quantidade de sinais, principalmente na regidao mais blindada do espectro (14
— 60 ppm), sendo que alguns deles com intensidades duplicadas, indicando que esta
fracao tratava-se muito possivelmente de uma mistura de triterpenos. Através dos
deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos foi possivel identificarmos dois
esqueletos de triterpenos presentes na mistura (tabela 21). Na regido dos Csp? os
sinais referentes aos quatro carbonos em 145,1 e 121,6 ppm e 139,5 e 124,3 ppm
podem ser caracteristicos de triterpenos com esqueleto olean-12-eno e urs-12-eno,
respectivamente. Os dados de RMN de 'C obtidos para a substancia 4 sdo muito
parecidos com aqueles obtidos para a a-Amirina, sugerindo que um dos compostos
da mistura podia tratar-se do mesmo triterpenos isolado na substancia 3.

Partindo-se do pressuposto que se tratava de uma mistura de triterpenos
desses esqueletos, o & da mistura foi comparado com os valores de 6 para a e
Amirina, justamente por serem isolados sempre juntos e pertencerem aos
esqueletos acima citados. A identificacdo se baseou na metodologia descrita por
OLEA e ROQUE (1990), usando dados de RMN de "C e comparagdo destes com
dados descritos na literatura (MAHATO, 1994). As comparagdes desses dados

corroboram que a fragao 4 trata-se de uma mistura de a-Amirina e B-Amirina.
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TABELA 21: DADOS DE § OBTIDOS A PARTIR DE ESPECTRO DE RMN *C DO COMPOSTO 3 (o
E B AMIRINA) (CDCL3 50MHZ):

c &% (ppm)™  5"C (ppm)* Multip. 3 ~C(ppm)" & "°C (ppm)® Multip.
1 38.7 39,6 CH;, 38.7 39,6 CH;
2 27.2 26,9 CH, 27.3 nc CH,
3 78.8 79,1 CH 79.0 79,1 CH
4 38.7 47,2 C 38.8 nc C
5 55.2 55,2 CH 55.3 55,2 CH
6 18.3 19,1 CH, 18.5 19,1 CH,
7 32.9 32,4 CH, 32.8 32,5 CH,
8 40.0 39,9 C 38.8 39,6 C
9 47.7 47,7 CH 47.7 47,2 CH
10 36.9 36,9 C 37.6 37,1 C
" 23.3 23,2 CH, 23.6 23,3 CH,
12 124.3 124,4 CH 121.8 121,7 CH
13 139.3 139,6 C 145.1 145,2 C
14 42.0 42,0 C 41.8 41,5 C
15 28.7 28,1 CH, 26.2 26,1 CH,
16 26.6 26,6 CH, 27.0 27,2 CH,
17 33.7 33,7 C 32,5 32,6 C
18 58.9 59,0 CH 47.4 47,6 CH
19 39.6 39,7 CH 46.9 46,8 CH,
20 39.6 39,8 CH 31.1 31,2 C
21 31.2 31,1 CH, 34.8 34,7 CH,
22 415 415 CH, 37.2 36,9 CH,
23 28.1 28,1 CHs, 28.2 28,1 CHs
24 15.6 15,7 CHs 15.5 15,6 CHj
25 15.6 15,6 CH;, 15.6 15,6 CH;,
26 16.8 16,8 CH;, 16.9 16,8 CH;,
27 23.3 23,3 CHs 26.0 25,9 CH;
28 28.1 28,7 CHs 28.4 28,1 CH;
29 17.4 17,4 CHs 33.3 33,3 CH;
30 21.3 21,4 CHs 23.7 23,5 CHs

"™ _ Dados da literatura para a-Amirina, MAHATO, 1994 (CDCls, 50 MHz)
A _ RMN "3C dados experimentais para a a-Amirina (CDCls, 50 MHz)

'® _ Dados da literatura para B-Amirina, MAHATO, 1994 (CDCls, 50 MHz)
% _ RMN ™C dados experimentais para a f-Amirina (CDCl, 50 MHz)

nc — Nao consta
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e Substancia 5 — Palmitato de Faradioila

FIGURA 14: ESTRUTURA DA SUBSTANCIA 5

A identificacdo da substancia 5 foi realizada com base nos espectros de
RMN de 'H e de "*C. Destes, o primeiro forneceu poucas informacdes quanto a sua
estrutura, indicando apenas a presenga de acidos graxos, evidenciada pela
presenca de um sinal intenso em 6 1,2 além de pelo menos mais um composto de
natureza triterpénica, evidenciado pelo numero grande de sinais em o préximo a 1,0
ppm, referentes aos grupos metilicos.

Em uma primeira analise parecia tratar-se de um triterpeno impurificado por
acidos graxos. Porém em CCD analitica, realizados em varios sistemas de solventes
diferentes, o comportamento da fragdo era de uma substancia pura.

O espectro de RMN de "*C (fig. 28, pag. 107) da amostra apresentou 40
sinais, sendo que alguns deles com intensidade duplicada. Na regido dos Csp? os
sinais em 139,4 e 118,7 ppm, caracteristicos de triterpenos com esqueleto urs-20-
eno. O sinal em 173,6 ppm foi atribuido ao carbono carbonilico do éster do acido
graxo. A comparagao dos & dos carbonos proximos ao carbono C-3, com valores da
literatura para o faradiol (ZITTERL-EGLSEER, 1997) mostraram que C-2 estava
protegido (Ad 5,0 ppm) enquanto que o carbono oxi-metinico C-3 apresentava
discreto efeito de desprotecdo. Os dados acima citados, aliados ao fato de que
quando submetidos a CC em coluna apolar, nenhum composto era observado. Os
dados apresentados permitiram concluir que o composto tratava-se entdo de um
ester de triterpeno e ndo de uma mistura de substancias como anteriormente
sugerido. Por comparagdo com valores da literatura, o composto foi identificado
entdo como o éster palmitico do Faradiol (ZITTERL-EGLSEER, 1997), ja
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anteriormente isolado de calendula. Os dados de RMN "3C estdo demonstrados na

tabela 22.

TABELA 22: DADOS DE & OBTIDOS A PARTIR DE ESPECTRO DE RMN "®C DO COMPOSTO
PALMITATO DE FARADIOILA (CDCL3; 50MHZ):

C 8 "°C (ppm)’ 5 °C (ppm)° Multip. C 5 °C (ppm)’ 5 °C (ppm)° Multip.
1 38,5 38,4 CH, 16 76,2 76,3 CH
2 27,2 27,2 CH, 17 39,9 39,8 C
3 80,5 80,5 CH 18 47,6 47,5 CH
4 37,8 37,8 C 19 35,9 35,8 CH
o 55,4 55,3 CH 20 139,6 139,7 C
6 18,2 18,1 CH, 21 118,3 118,7 CH
7 34,2 34,1 CH, 22 36,6 36,5 CH;,
8 4111 41,0 C 23 28,0 27,9 CH,
9 49,9 49,8 CH 24 14,1 14,1 CHs
10 37,6 37,8 C 25 16,3 16,3 CHs
" 22,7 22,6 CH, 26 16,0 16,0 CHs
12 29,2 29,6 CH, 27 16,5 16,5 CHs
13 38,8 38,7 C 28 11,6 11,5 CHs
14 42,5 42,4 C 29 24,2 22,6 CHs
15 37,0 36,9 CH, 30 21,5 21,5 CHs

*ACIDO PALMITICO: 173,6; 34,8; 29,6; 29,4; 29,3; 29,2; 29,1; 25,1; 23,7; 16,3.

1 — Dados da literatura para Palmitato de Faradioila, ZITTERL-EGLSEER, 1997 (CDCl;, 50 MHz)

2 — RMN "®C dados experimentais para a Palmitato de Faradioila (CDCls, 50 MHz)

e Substancia 6 — Lupeol

23

FIGURA 15: ESTRUTURA DA SUBSTANCIA 6

24

A substancia isolada 6, identificado como sendo o triterpeno Lupeol (fig. 29,

pag. 107), também baseada na metodologia proposta por OLEA e ROQUE (1990),
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usando dados de RMN de ™C e comparacdo destes com valores descritos na
literatura (NES, 1992).

O Lupeol € um triterpeno do esqueleto lupano, e possui uma estrutura
pentaciclica no anel “E” composto por 5 membros. O Espectro de RMN de *C da
fragdo E apresentou sinais na regido dos Csp® referentes a dupla exociclica em
151,0 e 109,3 ppm, sendo estas caracteristicas de triterpenos com esqueleto lup-
20(29)-eno (NES, 1992). A presenca da dupla exociclica & perfeitamente observavel
em RMN de 'H, os dois hidrogénios H-29 absorvem na regido de 4,6 ppm, como
dois singletos largos visto que a constante de acoplamento entre eles é bastante
pequena, da ordem de 1 Hz. Os dados de RMN *C estdo demonstrados na tabela
23 foram extraidos de RMN de "°C.

TABELA 23: DADOS DE § OBTIDOS A PARTIR DE ESPECTRO DE RMN '*C DA SUBSTANCIA 6
(LUPEOL) (CDCL; 50MHZ):

C  5°C(pm)'  8"°C(ppm)* Mulip. C  §™C(ppm)' & "°C(ppm)*  Multip.
1 38,7 38,69 CH, 16 35,6 35,57 CH;,
2 27,4 27,4 CH, 17 43,0 42,99 C
3 78,9 79,0 CH 18 48,3 48,29 CH
4 38,8 38,84 C 19 47,9 47,98 CH
5 55,3 55,28 CH 20 150,9 150,98 C
6 18,3 18,31 CH, 21 29,8 29,69 CH,
7 34,2 34,26 CHy 22 40,0 39,98 CH,
8 40,8 39,98 C 23 28,0 29,83 CHs
9 50,4 50,42 CH 24 15,4 15,35 CH;,
10 37,1 37,16 C 25 16,1 16,11 CHs
" 28,8 nic CH, 26 15,9 15,96 CH;,
12 25,2 25,13 CH, 27 14,5 14,54 CHs
13 38,0 38,03 CH 28 18,0 17,99 CH,
14 42,8 42,82 C 29 109,3 109,3 CH;
15 27,4 27,4 CH; 30 19,3 19,28 CHs

' Dados da literatura para o Lupeol, NES, 1992 (CDCl, 50 MHz)
>~ RMN "*C dados experimentais para o Lupeol (CDCl;, 50 MHz)

Foram isoladas até o momento, 4 substancias da subfracdo hexanica/
acetato de etila e 3 da subfracdo hexanica/metandlica dos extratos Hexano/DCM de
flores de C. officinalis. O estudo fitoquimico de C. officinalis permitiu o isolamento
dos esterdides B-sitosterol (1) e estigmasterol (2) além dos triterpenos a-amirina (3),

mistura dos triterpenos a e B-amirina (4), palmitato de faradioila (5) e o lupeol (6). Os
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demais compostos que foram isolados até o0 momento, encontram-se ainda em fase

de identificagdo e em pequena quantidade, ndo fazendo parte desta discussao.

5.4 AVALIACAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE PARA AS SUBSTANCIAS
ISOLADAS E IDENTIFICADAS
Para o controle analitico quantitativo foi determinado o perfil de
sensibilidade para os compostos isolados bem como a concentracdo inibitéria
minima (MIC). Os compostos Estigmasterol, a-Amirina, o/pf-Amirina e Palmitato de
faradioila ndo apresentaram atividade antibacteriana na concentragao inicial de 1000
ug / mL. O triterpeno Lupeol apresentou uma concentragao inibitéria minima de >750
ug/mL para B. cereus, e >500 pug/mL para M. luteus, sendo que para os demais
microrganismos ndo apresentou inibigdo na concentracdo inicial de 1000 ug / mL. O
composto B-Sitosterol apresentou uma concentragao inibitéria minima de >500
ug/mL para B. cereus e S. aureus e de >250 ug/mL para M. luteus (tabela 24 ).
Embora o perfil de sensibilidade apresentado para a fragdo apolar do extrato
de Calendula tenha se mostrado satisfatério, a maioria dos compostos isolados do
seu extrato mostraram uma baixa atividade antibacteriana. Este fato pode ser
resultado de efeitos sinérgicos, antagdnicos, além de outros fatores interativos entre
diversos componentes, uma vez que a atividade antimicrobiana de extratos vegetais
depende, ndo apenas da presenga de substancias antimicrobianas, mas também,

das fases de desenvolvimento da planta e das condi¢des de extracdo das mesmas.

TABELA 24: ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS COMPOSTOS ISOLADOS DE Calendula
officinalis EXPRESSADOS EM MIC (ug/mL).

MIC (ug / mL)
Microrganismos (gram positivo) Microrganismos (gram negativo)
B. S. M. E. K. P.

COMPOSTOS cereus aureus luteus | aerogenes | pneumoniae | aeroginosa
Estigmasterol > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
B-Sitosterol > 500 > 500 > 250 > 1000 > 1000 > 1000
Lupeol > 750 > 1000 > 500 > 1000 > 1000 > 1000
o /B- Amirina > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
o - Amirina > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
Palmitato de > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
Farodioila

Os resultados da atividade antibacteriana apontaram até o momento para

uma acéo frente a microrganismos gram positivos. Os microrganismos que foram
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utilizados neste estudo sado provenientes de laboratérios de referéncia, nao
estiveram em contato com agentes antibacteriano e, portanto nao adquiriram
qualquer tipo de resisténcia aos mesmos. Com o proposito de avaliar o
comportamento antibacteriano da C. officinalis frente a microrganismos patogénicos
multirresistentes, foram selecionadas 32 estirpes de Staphylococcus aureus
(identificadas de 1 a 32), coletadas de pacientes que apresentaram lesbes de pele
associadas a infecgao. Este estudo possui um interesse particular, pois as cepas
que ja estiveram em contato com algum tipo de antimicrobiano adquirem formas
diferentes de resisténcias a acao dos antibidticos.

Os resultados obtidos (tabela 25) demonstraram que, embora a atividade
antibacteriana da C. officinalis para a cepa padrao fosse significativa, este resultado
nao se reproduziu para as cepas multirresistentes, apresentando baixo desempenho
como antimicrobiano, tanto o extrato bruto como a fracéo ativa.

Pudemos observar que as cepas com maior sensibilidade para o extrato
bruto e fracdo apolar de C. officinalis (cepas 13, 17 e 23), também apresentaram
sensibilidade para os antimicrobianos Penicilina e Ampicilina.

Observou-se ainda que a fracao apolar da planta apresentou uma atividade
antibacteriana ligeiramente superior (diametros médios 11,030 mm) ao extrato bruto
(diametros médios 10,121 mm). Estudos estatisticos (teste t) comparando os
didmetros obtidos com os dois extratos da Calendula officinalis, no entanto,

mostraram que a a¢ao antimicrobiana n&o era significante (P > 0,5).
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TABELA 25: PERFIL DE SENSIBILIDADE DO EXTRATO BRUTO E FRACAO APOLAR ATIVA DE C.
officinalis FRENTE A CEPAS PADRAO E MULTIRRESISTENTE DE Staphylococcus aureus
(METODO CILINDRO-PLACA)

CEPA | EXTRATO | FRAGAO | Antibidticos |CEPA | EXTRATO | FRACAO Antibidticos
BRUTO HEX/DCM ["amP T PEN BRUTO | HEX/DCM [ amMP | PEN
(halo mm) | (halo mm) (>29) | (>29) (halo mm) | (halo mm) (>29) | (>29)
ATCC* 21 26 31 32 16 11 12 20 28
1 08 08 R R 17* 16 21 40 40
2 08 08 17 14 18 10 10 18 24
3 08 08 19 18 19 08 11 18 24
4 09 12 12 10 20 10 08 25 23
5 08 08 16 15 21 08 10 13 15
6 10 10 18 17 22 10 09 R R
7 08 09 17 14 23* 18 18 34 40
8 08 08 18 15 24 08 08 17 17
9 08 08 18 14 25 12 12 17 18
10 09 09 16 12 26 10 12 11 R
11 10 15 R R 27 08 08 12 R
12 08 10 19 14 28 12 08 20 21
13* 20 24 36 29 29 08 08 11 R
14 08 08 23 21 30 08 08 R R
15 10 13 26 23 31 08 09 17 16
32 08 08 20 18

*Cepas sensiveis para Ampicilina e Penicilina.

5.5 COMPARACAO DAS TECNICAS EXTRATIVAS

Na busca de dados disponiveis na literatura a respeito de processos de
extragao, sob o ponto de vista qualitativo e quantitativo, ndo foi encontrada nenhuma
informagdo que subsidiasse qual metodologia seria mais recomendada como
processo de extracdo de C. officinalis. Como este parametro é extremamente
importante para a realizacdo de nosso estudo, realizamos uma analise comparativa
entre trés diferentes processos de extracdo (percolagdo, agitacdo em vortex e
sonicagao), com relagado ao perfil cromatografico em CLAE bem como do teor de
sélidos totais, de modo que pudessem exercer alguma influéncia sobre a atividade

antibacteriana testada.

5.5.1 Analise do rendimento do extrato bruto

Do ponto de vista quantitativo, a massa dos extratos obtidos, a partir de 1 g
de planta, ficou aproximadamente em 10% da massa total do vegetal (tabela 26). O
maior valor de rendimento foi observado para o processo de extragdo com agitagao

em vortex. A diferenga de rendimento entre os processos de extracdo difere em
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torno de 1%, de modo que a maior diferenga de rendimento ficou entre o processo

de percolagao e agitagao (com cerca de 2%).

TABELA 26: AVALIACAO DAS PORCENTAGENS DE RENDIMENTO DOS PROCESSOS DE
EXTRACAO:

Processo Massa obtida | % rendimento
Percolagéo 92 mg 9,2%
Agitacdo em Vortex 110 mg 11,0%
Sonicagao 104 mg 10,4%

5.5.2 Analise da atividade antibacteriana

Foram selecionados microrganismos gram positivo e negativo para
avaliacdo do potencial da atividade antibacteriana dos extratos obtidos por
percolacao, agitagdo em vortex e sonicagao. O perfil de sensibilidade apresentado
para os microrganismos testados (tabela 27) revelou que a atividade antibacteriana
apresentada para os trés extratos testados se mostrou relativamente constante, de
modo que, qualquer que seja o processo de extracdo escolhido, o nivel de

sensibilidade é o mesmo.

TABELA 27: AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DAS FRACOES DE C. officinalis (TECNICA
CAVIDADE PLACA).

microrganismos Extratos (3,0 mg/cavidade) Controles
PERCOLACA AGITACAO SONICACAO | VC C1 C2
O VORTEX

S. aureus 13,0 13,2 12,5 + R 20
B. cereus 14,0 15,0 13,5 + R 19
E. aerogenes R R R + R 21
K. pneumoniae R R R + R 20
P. aeroginosa R R R + R 21

VC: viabilidade da cepa; R: Resistente; C1: controle negativo (DMSQO); C2: Controle positivo
(Cloranfenicol).
Resultado expresso em mm.

5.5.3. Andlise Cromatografica em CLAE:

A anadlise cromatografica realizada em CLAE foi desenvolvida com
finalidade de monitorar possiveis alteragdes no perfil cromatografico decorrentes do
processo de extragdo do material vegetal. Para tanto se procedeu com escolha do A

a ser utilizado no detector do equipamento CLAE, através da analise do espectro de
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UV da fragao apolar (hexanica/DCM) que apresentou bandas de absor¢ao 215, 232,
274, e 430 nm (figura 6).

Os cromatogramas, realizados dentro das mesmas condigdes
cromatograficas, permitiu a vizualizacdo do perfil quimico do extrato. Pdde-se
observar que o cromatograma realizado com A em 215 nm (1) apresentou o0 maior
numero de picos, pois detectam nesse comprimento de onda também os triterpenos
e esteroides (figura 6).

Observa-se ainda que conforme o aumento do valor de A no detector, nas
analises com A= 232nm (2) e com A= 274nm (3), foi possivel observar uma sensivel
diminuicdo na visualizagcdo dos compostos mais apolares presentes no extrato.
Contudo, foi possivel observar também que no cromatograma obtido com A= 274 nm
(3), s6 compostos mais polares do extrato (p. ex. flavondides) puderam ser
observados, podendo em casos mais especificos, ser utilizado para as analises
exclusivas para essa classe de compostos. A analise realizada com A= 430 nm (4)

n&o privilegiou nenhuma classe de compostos.

Dentro do aspecto qualitativo, foi realizada uma investigacdo cromatografica
em CLAE com o objetivo de verificar possiveis variagbes do perfil cromatografico nos

extratos obtidos.

Os cromatogramas foram comparados (figura 7), sendo que nao foram
observadas mudangas significativas. Quanto ao perfil dos compostos quimicos na
regidao de 30 a 40 min, observa-se que o processo de extragdo obtido por sonicagao
foi ligeiramente superior ao da agitagao, principalmente para o composto com tr 37
minutos. De acordo com o resultado da atividade antibacteriana, esta diferenca
parece n&o interferir, pois o extrato da agitacdo apresentou um desempenho
antibacteriano ligeiramente superior. As figuras estdo apresentadas individualmente

nos anexos, (fig. 30 - 32, pag. 108-9).
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(A) Absorbancia em espectrofotémetro UV

[

(B) Absorbancia em CLAE do extrato bruto em A 215 (1), 232 (2), 274 (3) e 430 (4)

FIGURA 16: AVALIAGAO DA ABSORTIVIDADE DA TINTURA FRENTE EM ESPECTROFOTOMETRO
(A) E ATRAVES DE CLAE NOS COMPRIMENTOS DE ONDA (1) EM 215NM (1); 232NM (2); 274NM (3)
E 430NM (4) (B). (CLAE: EIXO Y= ABSORBANCIA/EIXO X=TEMPO DE RETENGCAO)
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1- Percolagéo; 2- Agitagéo; 3- Sonicagao.
FIGURA 17: ESTUDO COMPARATIVO DO PERFIL CROMATOGRAFICO POR CLAE ENTRE OS
PROCESSOS DE EXTRACAO (EIXO Y= ABSORBANCIA / EIXO X= TEMPO DE RETENCAO)



76

5.5.4. Andlise Quantitativa dos Compostos Isolados por Meio de CG-EM:

Para a analise quantitativa dos compostos isolados e identificados, foi eleita,
num primeiro momento, a metodologia por meio de CLAE. As analises foram
realizadas variando-se o comprimento de onda de A 195 a 215 nm, porém, devido a
baixa absortividade das substancias testadas, a reprodutibilidade das analises ficou
bastante comprometida. Como o objetivo era priorizar uma técnica rapida de analise,
e que pudesse ser utilizada na rotina analitica, a opcao se fez pela analise em CG-
EM, posto que esta se mostrou eficiente na separacdo dos compostos e reposta do

detector.

Os extratos obtidos pelos processos de percolacdo, agitacdo em vortex e
sonicagao foram analisados sob as mesmas condi¢des e estdo demonstrados nas

figuras 8, 9 e 10, respectivamente.

Dentre as substancias que foram isoladas, os esterdides Estigmasterol
(figura 11) e B-Sitosterol (figura 12) apresentaram as melhores condi¢bes de analise,
pois 0s picos no cromatograma ficaram melhor separados. Os triterpenos Lupeol e
a-Amirina tiveram tempos de retengao muito proximos, sendo de 17,6 minutos para
o-Amirina e 17,9 para lupeol, ndo sendo possivel a quantificacdo nas mesmas

condicdes de analise.
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FIGURA 18: CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG DO EXTRATO OBTIDO POR PERCOLAGAO.
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FIGURA 19: CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG DO EXTRATO OBTIDO POR AGITACAO EM

VORTEX
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FIGURA20: CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG DO EXTRATO OBTIDO POR AGITACAO POR

SONICACAO
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FIGURA 21: CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG DO COMPOSTO ESTIGMASTEROL
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FIGURA 22: CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG DO COMPOSTO B-SITOSTEROL.

5.5.4.1 Comparacdo da concentracdo do composto Estigmasterol nos

processos de extracdo percolacao, agitacdo em vortex e sonicacgéao.

As analises quantitativas por CG/FID, permitiram calcular as concentragcbes
do esterdide Estigmasterol, nos trés diferentes processos de extragdo, a partir da
area dos picos do Estigmasterol (tr de 13,67 min no extrato) dos extratos
extrapolados em relacdo a curva de calibracdo. Os dados estdo demonstrados na
tabela 28 e sugerem nao haver diferenga significativa entre os processos de

extracao avaliados para o esterdide observado.

TABELA 28: COMPARAGAO DA CONCENTRAGAO DO ESTIGMASTEROL NOS PROCESSOS DE
EXTRACAO NAS FLORES DE C. officinalis.

Processo de extragao Conc. (mg/g)
Percolacdo 2,28 x 10
Agitagao Vortex 2,31x 107
Sonicagao 2,86 x 102

5.5.4.2 Comparacao da concentragcdo do composto B-Sitosterol nos processos

de extracao percolagéo, agitacao em vortex e sonicacao

As analises quantitativas por CG/FID, permitiram identificar e calcular as
concentracdes nos trés diferentes processos de extragao, a partir da area dos picos
do esteroide B-Sitosterol (tr de 15,06 min) dos extratos, extrapolados em relagéao a

curva de calibragdo. Os dados estdo demonstrados na tabela 29 e sugerem néo
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haver diferenca significativa entre os processos de extragdo avaliados para este

esterdide.

TABELA 29: COMPARAGAO DA CONCENTRAGAO DO SITOSTEROL NOS PROCESSOS DE
EXTRAGAO NAS FLORES DE C. officinalis.

Processo de extracao Conc. (mg/g)
Percolagao 4,34 x 10°
Agitagéo Vortex 5,08 x 107
Sonicagao 4,59 x 10

Baseado nos resultados obtidos, podemos concluir que os processos de
extracdo percolagao, agitacdo em vortex e sonicagdo analisados, podem serem
utilizados nas fitopreparagdes sem comprometimentos em relagdo a concentragao

dos esteroides estigmasterol e B-sitosterol ou na atividade antibacteriana.

5.6. CONTROLE DA VARIACAO SAZONAL:

Diversos fatores sazonais podem interferir diretamente na biossintese e
acumulo dos metabdlitos secundarios em plantas, modificando sua acéao
farmacologica. Para a avaliacdo dos efeitos sazonais provocado nas flores de C.
officinalis durante o periodo do ano de janeiro a dezembro de 2002, foram coletados
exemplares da planta, variando-se o arbusto mas mantendo-se o mesmo canteiro.
Para o estudo foram realizados estudos de rendimento de extragdo, atividade
antibacteriana e perfil cromatografico por meio de CLAE. Paralelamente a esta
investigacdo, que trata especificamente da Caléndula cultivada na regido dos
Campos Gerais, foi realizado a investigacdo da Caléndula cultivada no Egito. A
amostra da Caléndula egipcia foi obtida através de importagdo realizada pela
empresa Santos Flora. O interesse em realizar a investigacdo paralela entre a
Calendula paranaense e a egipicia surgiu decorrente da origem da planta em
questao, posto que a mesma se originou inicialmente no Egito, conforme demonstra
dados da literatura. Outro dado interessante fornecido por distribuidores da planta é
que grande parte da Caléndula utilizada nas preparagdes farmacéutica industriais

brasileiras é de origem egipcia.
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5.6.1. Avaliagdo do rendimento obtido no processo de extrag¢éao:

O rendimento em extrato bruto seco (em gramas), obtido por extragdo em
aparelho de Soxhlet, utilizando como solvente extrator uma solu¢gdo de metanol/agua

(90:10), apresentou um rendimento médio de 48,8 % (tabela 30)

TABELA 30: AVALIACGAO DO RENDIMENTO OBTIDO PARA O EXTRATO BRUTO DE C.
OFFICINALIS NOS DOZE MESES DO ANO.

Mes Massa % Mes Massa %
rendimento rendimento
Jan 3,70 46,2 Jul 3,92 49,0
Fev 3,79 47,3 Ago 3,86 48,2
mar 4,01 50,1 Set 3,98 49,7
Abr 4,00 50,0 Out 3,84 48,0
Mai 3,69 46,1 Nov 3,93 49,1
Jun 4,10 51,2 Dez 4,05 50,6
Egipicia 3,91 48,9

5.6.2 Avaliagdo da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana, ensaiada para os microrganismos gram positivo
e negativo, apresentou um perfil de sensibilidade semelhante para os extratos brutos
de C. officinalis, coletado durante o ano de 2002. Com relagao a Calendula egipicia,
o exemplar coletado no més de agosto € o que mais se assemelha em termos de
grau de sensibilidade frente ao microorganismo M. luteus. Como nao foi possivel
obter a informagao sobre as condigdes climaticas em que o exemplar egipcio foi

coletado, nao tivemos parametros para comparacgoes (tabela 31).
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TABELA 31: AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DA VARIACAO SAZONAL DE FLORES DE C.
officinalis COLETADAS NOS DOZE MESES DO ANO UTILIZANDO-SE 3 mg/CAVIDADE (METODO
DE DIFUSAO RADIAL EM AGAR - CAVIDADE)

MICRORGANISMOS

*P. S. M. B. E.
mirabilis aureus luteus cereus coli

M Jan R 12 R 14 R
E Fev R 10 R 10 R
S Mar R 10 R 12 R
E Abr R 11 R 11 R
S Mai R 10 R 10 R
Jun R 11 R 9 R

D Jul R 12 R 11 R
(0] Ago R 13 7 11 R
Set R 10 R 11 R

A Out R 11 R 11 R
N Nov R 11 R 10 R
(0] Dez R 10 R 11 R
S. Flora R 11 7 11 R

VC + + + + +

C1 R R R R R

C2 17 18 18 21 20

*PR1 — P. mirabilis teve redugédo em todos os extratos

VC: viabilidade da cepa; R: Resistente; C1: controle negativo (DMSQO); C2:
Controle positivo (Cloranfenicol).

Resultados expressos em mm.

5.6.3 Avaliacado do perfil cromatografico em CLAE

A analise do perfil cromatografico foi realizada no extrato bruto, na
concentragdo de 1 mg/mL dissolvido em metanol. No perfil cromatografico
apresentado, a regido de interesse estad nos compostos com maior tempo de
retencdo entre 35 e 50 minutos, baseado na analise dos esterdides e triterpenos
isolados do extrato.

Na avaliagdo do perfil dos cromatogramas obtidos no controle sazonal do
extrato de caléndula, demonstrados na figura 13, através da expansao dessa regiao,
foi possivel constatar que n&o houve diferengas significativas no perfil
cromatografico entre os meses do ano. Os cromatogramas estao apresentados

separadamente em anexo (fig. 33 - 45; pag. 109-16).
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FIGURA 23: AVALIACAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO DA TINTURA NOS DOZE MESES

DO ANO (EIXO Y= ABSORBANCIA / EIXO X= TEMPO DE RETENCAO).

De acordo com os registros realizados nos periodos de coleta, foi observado
que, no decorrer deste ano especificamente, ndo ocorreram mudancas climaticas
drasticas, onde tanto o verdo como o inverno manteve temperaturas amenas. Para
um estudo mais aprofundado, seria recomendado que o controle sazonal se

estendesse por um periodo mais prolongado.

5.7 INVESTIGAGAO DO POTENCIAL TOXICOLOGICO
A investigacao foi realizada por duas vias de administracéo diferentes: oral e

intra-peritoneal.

5.7.1 Toxicidade Via Oral

O extrato bruto de C. officinalis foi administrado pela via oral, na concentragao
de 5.000 mg/Kg de rato. A anadlise dos resultados revelou que n&do houve alteragdes
perceptiveis no comportamento dos animais, nado apresentando indicios de

toxicidade.

5.7.2 Toxicidade Via Intra-Peritoneal
O extrato bruto de C. officinalis foi administrado, pela via IP, nas seguintes
concentragdes: 5.000 mg/Kg, 2.500 mg/Kg, 1.250 mg/Kg, 625 mg/Kg e 300 mg/Kg.
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Os animais investigados apresentaram significativa perda de peso durante o
periodo de tratamento com o extrato de Caléndula. Os resultados foram tratados
estatisticamente pelo teste t de Students apresentando um p < 0,01.

Baseado nos resultados obtidos pode observar que os niveis de seguranga
apresentados para o uso do extrato de Caléndula, por esta via de administracao, &
inferior a 625 mg e superior a 300 mg/Kg de rato.

A avaliagdo do potencial toxicolégico permitiu visualizar o efeito nocivo do
extrato bruto das flores de Calendula officinalis produzido em animais de laboratério,
nas seguintes dosagens de extrato por Kg de rato: 5.000 mg/Kg, 2.500 mg/Kg, 1.250
mg/Kg e 625 mg/Kg (tabela 32). O estudo revelou toxicidade e um expressivo indice
de mortalidade. Quanto ao peso, observou-se reducéo significativa de peso para o

grupo tratado com o extrato de Caléndula.

TABELA 32: INDICES DE MORTALIDADE

~ 0,
FEMEAS MACHOS % MOTRoTﬁ'A‘I'_DADE

DOSAGEM 6 h (%) 14d (%)  6h(%) 14.d (%)

5000 mg/Kg 100 0 100 0 100
2500 mg/Kg 100 0 100 0 100
1250 mg/Kg 80 20 100 0 100
625 mg/Kg 40 0 20 0 60
300 ma/Kg 0 0 0 20 20

5.8 INVESTIGAGAO DO POTENCIAL MUTAGENICO

A investigacdo do potencial mutagénico promovido pela administragdo do
extrato bruto de C. officinalis foi realizada pelo teste de micronucleos (estudo agudo
e sub-agudo, ambos com administragao oral e intra-peritoneal) e pelo teste de Ames,

utilizando a cepa de S. Typhimurium TA 100.

5.8.1 Teste do Micronucleo

5.8.1.1 Estudo agudo
O extrato de Caléndula (100 mg/Kg) assim como a solugcao salina (controle
negativo) e a solugdo de mitomicina C® (controle positivo) foram administradas 36

horas antes do sacrificio dos animais.
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5.8.1.1.1 Administracéao via oral

A analise estatistica, realizada por meio do Teste de Kruskal-Wallis, referente
a contagem de micronucleo em medula éssea de roedores in vivo, com extrato de
caléndula (MN em 1000 NCE, 1000 PCE , 1000 E) revelou que os resultados obtidos
nao apresentaram diferengcas estatisticas para o controle negativo ou positivo,
apresentando um (P< 0,01). Neste experimento os resultados n&o indicaram

claramente se o tratamento induz ou ndo a mutagenicidade.

5.8.1.1.2 Administracéao via intra-peritoneal

Analise estatistica realizada por meio do Teste de Kruskal-Wallis, referente a
contagem de micronucleo em medula éssea de roedores in vivo, com extrato de
caléndula (MN em 1000 NCE, 1000 PCE , 1000 E). Assim como no experimento do
teste agudo pela via de administragdo oral, os resultados revelaram que nao houve
diferencas estatisticas entre o extrato de Caléndula e o controle positivo e controle
negativo, porém o controle positivo difere do controle negativo. Sendo assim, nao
ficou esclarecido, neste experimento, se o extrato de caléndula causa ou nao

mutagenicidade.

5.8.1.2. Estudo sub-agudo:

O extrato de Caléndula (100 mg/Kg) assim como a solugdo salina foi
administrada por um periodo de 9 dias, com intervalo de 24 horas entre as
aplicagdes. A solugdo de mitomicina C® foi administrada 36 horas antes do sacrificio

dos animais.

5.8.1.2.1 Administracao via oral:

Analise estatistica, realizada por meio do Teste de Kruskal-Wallis, referente a
contagem de micronucleo em medula éssea de roedores in vivo, com extrato de
caléndula — MN em 1000 NCE, 1000 PCE , 1000 E. Os resultados revelaram que
nao houve diferencas estatisticas entre o extrato de Caléndula e o controle positivo e

controle negativo, porém o controle positivo difere do controle negativo. Sendo



&5

assim, nao ficou esclarecido neste experimento se o extrato de caléndula causa ou

nao mutagenicidade.

5.8.1.2.2. Administracéao via intra-peritoneal:

Na avaliacdo de micronucleo em medula éssea, avaliado pelo teste t de
Students, as médias obtidas no grupo teste com caléndula e o grupo controle
positivo com Mitomicina C® nao diferem estatisticamente entre si (p<0,05). Os
resultados revelaram que o controle positivo (Mitomicina C®) foi estatisticamente
semelhante ao extrato de Caléndula, ou seja, a Caléndula induz a formagao de
micronucleos sugerindo ser este, um agente genotdxico, nas condigdes
experimentais deste estudo.

Na avaliagcdo de micronucleo em sangue, avaliado pelo teste ANOVA, as
médias obtidas no grupo teste com caléndula e o grupo controle positivo com
Mitomicina diferem estatisticamente entre si (p=0,1276), indicando como resultado
uma agao nao-mutagénica para o extrato de caléndula, nas condi¢gbes experimentais
deste estudo.

Na investigacdo em células do sangue, os resultados encontrados nao
revelaram diferencgas significativas entre os grupos testados. Este fato pode estar
relacionado a agcdo do bago que € o orgao responsavel por “sequestrar’ células
mutantes, ou ainda pelo fato de ser necessario um periodo de 24 horas a mais para

a pesquisa destes micronucleos na corrente circulatoria.

5.8.2. Teste de Ames frente a Salmonela typhimurium:

De acordo com os resultados obtidos no experimento, expostos na tabela 33
observam-se que no teste de Ames nao houve diferenga significativa entre as
colénias revertentes no grupo teste e no grupo controle (p<0,001), apontando para
um efeito ndo mutagénico.

Observa-se no modelo polinomial ajustado, conforme a figura 14,
representando bem o fendmeno analisado, onde o coeficiente de regressao obtido

(r = 0,92) se aproxima da unidade.
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TABELA 33: AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MUTAGENICO DO EXTRATO BRUTO DE C.
OFFICINALIS FRENTE A CEPA TA 100 (Salmonela typhimurium).

Dose Contage Contage Contage Contagem Contagem
m 1 m 2 m 3 Média Prevista
0 180 171 180 177.00 177.00
12.5 138 164 169 157.00 149.73
25 125 113 113 117.00 130.87
50 118 117 150 128.33 118.37
75 142 120 146 136.00 139.49

100 164 216 204 194.67 194.24
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6 CONCLUSOES

- A investigacdo da atividade antimicrobiana do extrato obtido das flores de
Calendula officinalis comprovou que a atividade esta presente para as bactérias
patogénicas gram positivos em cepas padrdo, sendo pouco efetivos contra gram
negativos. O estudo revelou ainda que esta atividade se concentra principalmente
nas fragcbes menos polares da planta, ou seja, nas fracbes hexanica e
diclorometano. Estudos cromatograficos revelaram que ambas as fragbes s&o ricas

em esteroides e triterpenos;

- O potencial antibacteriano frente a bactéria gram positivo da cepa padréo de
Staphylococcus aureus, apresentado para a fragdo apolar, ndo se repetiu quando
testado em cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus, mostrando-se pouco
ativo. Neste estudo foi possivel observar que esta fracdo apolar s6 foi ativa nas

cepas que foram sensiveis a acdo da Penicilina e Ampicilina;

- O isolamento biomonitorado das fracdes que apresentaram atividade antibacteriana
foi realizado por meio de técnicas cromatograficas classicas, sendo identificados, até
o0 momento, os seguintes compostos: na sub-fracdo Ap- acetato de etila: o esteroide
Estigmasterol e os triterpenos Lupeol, Palmitato de Faradiolila e o-Amirina . Na
subfracdo Ap-metandlica: os esterdides B-Sitosterol e Estigmasterol, os triterpenos «
e S Amirina em mistura. As demais substéncias isoladas estdo em processo de

identificacdo e ndo fizeram parte da nossa discusséao;

- O controle sazonal realizado nos doze meses do ano para o teor de soélidos totais,
perfil cromatografico em CLAE e controle da atividade antibacteriana veio de
encontro aos dados da literatura, que se referem a Caléndula como sendo uma
planta que pode ser coletada durante todo o ano. Quando confrontado estes dados
com aqueles obtidos para a Caléndula de origem egipicia percebemos que a
adaptacao da planta no Brasil ndo interferiu na composi¢ao quimica da planta ou na

sua atividade antimicrobiana;
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- Com relagao aos diferentes processos de extracao realizados observa-se que, para
0 processo de percolagao, agitacdo em vortex e sonicagao, nao ocorreu diferengas
significativas quando foram analisados o potencial antibacteriano ou perfil
cromatografico por CLAE. Os esteroides Estigmasterol e p-Sitosterol foram
quantificados por meio de CG-EM, onde se observou que a concentragcdo destes
compostos varia de forma insignificante nos trés processos de extragdo, quando

analisados sob as mesmas condig¢oes;

- Embora a utilizacdo do extrato bruto da planta pela via oral ndo tenha apresentado
indicios de toxicidade, a avaliagdo do potencial toxicolégico pela via intra-peritoneal
permitiu visualizar o efeito nocivo do extrato bruto das flores de Calendula officinalis
produzido em animais de laboratério. Este estudo necessita de complementacao
com a finalidade de se esclarecer qual é a classe de compostos responsavel pelo
efeito apresentado, posto que seu extrato é rico em saponinas triterpénicas, sendo
que estas sao comprovadamente hemoliticas. Recomenda-se a utilizagdo com

cautela devido a toxicidade apresentada,;

- O estudo do potencial mutagénico agudo realizado pelo teste de micronucleos,
pelas vias oral e intra-peritoneal bem como o estudo sub-agudo pela via oral, ndo
demonstraram mutagenicidade. Porém, o estudo da atividade mutagénica sub-
agudo, pela via intra-peritoneal, revelou sinais de mutagenicidade para animais de

laboratdrio. O ensaio realizado pelo teste de Ames nao revelou mutagenicidade;

- Tendo em conta que a Caléndula se adapta bem nas condigdes de cultivo, com
bons resultados agrotécnicos e que avaliagdes fisicas, quimicas e farmacognosticas
correspondem com o informado na literatura nacional e internacional, podemos
afirmar que a Caléndula cresce na nossa regiao com as condi¢ées necessarias para
a sua comercializagdo e pode ser utilizada para a obtencdo de extratos que se
utilizam na confecgao de fitofarmacos e fitocosméticos em ampla demanda e boas

potencialidades de comercializagao.
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FIGURA 25: ESPECTRO DE RMN DE "°C DA SUBSTANCIA 2 (ESTIGMASTEROL) — CDCls; 50MHz
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FIGURA 26: ESPECTRO DE RMN DE "°C DA SUBSTANCIA 3 (o - AMIRINA) — CDCls; 50MHz
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FIGURA 27: ESPECTRO DE RMN DE "°C DA SUBSTANCIA 4 (a/p - AMIRINA) — CDCls; 50MHz
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FIGURA 30: CROMATOGRAMA DO PROCESSO DE EXTRAGAO OBTIDO POR PERCOLAGAO.
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FIGURA 31: CROMATOGRAMA DO PROCESSO DE EXTRAGAO OBTIDO POR AGITAGAO EM
VORTEX.
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FIGURA 32: CROMATOGRAMA DO PROCESSO DE EXTRACAO OBTIDO POR SONICAGAO.
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FIGURA 34: CROMATOGRAMA DO CONTROLE SAZONAL — MES DE FEVEREIRO.
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FIGURA 35: CROMATOGRAMA DO CONTROLE SAZONAL — MES DE MARCO.
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FIGURA 36: CROMATOGRAMA DO CONTROLE SAZONAL — MES DE ABRIL.

Intensity (mV)

1200

1000

BOO

&00

8 B
o o

=

__..1|_...|....LL.JJ_L“_L.¢.”_.LL._|....I.LL.JM_LL.J_LL.JLUL

Chrom Type: HPLC Channel : 1

maio

8 R L 0 L o 1 o A R
35 40 45 50

L=]

Retention Time (min)

FIGURA 37: CROMATOGRAMA DO CONTROLE SAZONAL — MES DE MAIO.
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FIGURA 38: CROMATOGRAMA DO CONTROLE SAZONAL — MES DE JUNHO.
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FIGURA 39: CROMATOGRAMA DO CONTROLE SAZONAL — MES DE JULHO.
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FIGURA 40: CROMATOGRAMA DO CONTROLE SAZONAL — MES DE AGOSTO.
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FIGURA 41: CROMATOGRAMA DO CONTROLE SAZONAL — MES DE SETEMBRO.



114

Chrom Type: HPLC Channel : 1
1400
1200 —
£ outubro
1000 —

800

600 —

Intensity (mV)
|

400 —

200

Or =

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retention Time (min)

50 10 ) 2 1 0 o L 5 0L 7 0 i ) PG S A B R ol R A 5 T 8 L 6 B Bt

45

FIGURA 42: CROMATOGRAMA DO CONTROLE SAZONAL — MES DE OUTUBRO.
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FIGURA 43: CROMATOGRAMA DO CONTROLE SAZONAL — MES DE NOVEMBRO.




115

Chrom Type: HPLC Channel : 1

1400 —
E
1200 5 |
E dezembro
1000
E 3
. 800 —
Ni] =
= ]
600 —
@ E
FE] e
c E
i 400 —
f.:
200

0 5 10 15 20 - 25 30 35 40
Retention Time (min)

|
B B 0 B R B B L BA T e R 1 34 BR RA R R i T Ll 12 R L0 R R B B B 0 7 0

45

FIGURA 44: CROMATOGRAMA DO CONTROLE SAZONAL — MES DE DEZEMBRO.
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FIGURA 45: CROMATOGRAMA DO CONTROLE SAZONAL — EXEMPLAR EGIPICIO.



