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ANALISES BROMATOLOGICA E FITOQUIMICA DE Himatanthus drasticus
(Mart.) Plumel, 1991 (APOCYNACEA) E AVALIACAO DA ACAO
TOXICOLOGICA EM CAMUNDONGOS

Hildecy Silva da Luz'; Ana Clara Gomes dos Santos?
RESUMO

O uso indiscriminado do vegetal Himatanthus drasticus (Janauba) por criadores
de pequenos ruminantes foi 0 que objetivou a realizacdo do estudo
bromatolégico, fitoquimica do vegetal e a agédo toxicoldgica. Cascas, sementes
e folhas da janauba foram coletadas na mesorregido Leste do Maranhdo
conduzidas aos laboratérios para a identificacdo botanica, bromatologia,
fitoquimica, teste de metafase em células da medula éssea de camundongos e
analise histopatolégica dos érgaos vitais. A fitoquimica foi pela metodologia da
Prospecgéo Preliminar e CCD, realizando testes para as diversas classes de
metabdlitos secundarios. A partir do extrato bruto hidroalcéolico (EBHA) de H.
drasticus em diversas concentracdes (100; 75; 50; 25; 10%) a partir de 231,879
para realizacdo do Teste de Metafase em células da medula 6ssea de
camundongos e analise histopatolégica dos érgaos vitais coletados durante a
necropsia apés 24h da administragao do extrato. O vegetal encontra-se
depositado em exsicata sob o registro n® 01032 no Herbario Atico Seabra
(UFMA). Os resultados da bromatologia foram: matéria seca - (MS) (92,01%),
matéria mineral — (MM) (3,75%), proteina bruta - PB (4,02%), extrato etéreo -
EE (3,08%) e fibra em detergente neutro - FDN (51,35%). Os testes fitoquimico
foram considerados positivos por reacdes de precipitacbes, coloracéao,
formacao de espuma e por formagdo de manchas coloridas na placa
cromatografica. O EBHA-Janauba apresenou discreta acdo em células de
medulas do tipo GAP, CP, QcmT, MD, FAP, FAS na concentragcdo de 100 e
75%. Nao foi evidenciada nenhuma alteracao histoldégica de células teciduais
de 6rgaos de eleigcédo, considerando-se assim inécuo ao uso do EBHA-Janauba
nas dosagens abaixo de 75%. Diante dos resultados obtidos, conclui-se que o
vegetal apresenta teor de gordura baixo e ndo deve ser utilizado como
forrageira, mas a presenga de carboidratos fibrosos no vegetal podera ser
usado como volumoso na alimentacdo animal. As classes de metabdlitos
secundarios que apresentaram maior expressividade sdo os alcaldides e
taninos, quando analisadas por Prospeccao e flavondides e terpenos quando
analisadas por CCD, com isso 0 H. drasticus apresenta elementos indicativos
de acdo farmacoldgica e ndo apresenta toxidade.

Palavras-chaves: Bromatologia, Fitoquimica, Teste toxicol6gico, Histopatologia,
Himatanthus drasticus, Maranh&o.

' Mestranda Curso de Ciéncia Animal/UEMA.
* Bolsista Fixacdo de Doutor/Ciéncia Animal/UEMA.
Revista Brasileira de Farmacologia.
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BROMATOLOGICAL AND PHITOCHEMICAL ANALYSIS OF Himatanthus
drasticus (Mart.) Plumel, 1991 (APOCYNACEA) AND TOXICOLOGICAL
ACTION AVALIATION IN MICE

ABSTRACT

The indiscriminate use of plant Himatanthus drasticus (Janauba) by plant
breedus of small ruminants motivated this bromatological and phitochemical
study of the vegetal and its toxicological action. Shells, seeds and leaves of
Janauba were collected in the east midde region of Maranhdo (Brazil) and
handed to the laboratories for their botanical, bromatological and phitochemical
identification, also hispatological analysis of nutaphase in bone marrow cells of
mice and hispatological analysis of the vital organs. It was used the
phitocheminal approach of the methology of the preliminar prospection and
CDD, with tests for the several classes of secondary metabolites. From the
brute extract hydroalcoholic (EBHA) of H. drasticus in several concentrations
(100; 75; 50; 25; 10%) and also from 231,879 to the realization of metaphase in
cells of the marrow bone of mice and hispatological analysis of vital organs
collected during the necropsy after 24h of administration of the extract. The
vegetal is disposited in exsicata and the registration n® 01032 in the Seabra
Atico Hervarium (UFMA). The results from the bromatology were: dry material —
(MS) (92,01%), mineral material — (MM) 3,75%), brute protein - PB (4,02%),
ethereal extract - EE (3,08%) and fiber in neutral detergent - FDN (51,35%).
The phitochemical tests were considered positive by reactions of precipitations,
coloration, forming of foaming and colored spots in the cromatographical plate.
The EBHA — Janauba presented a slight action in cells of the type marrow GAP,
CP, QcmT, MD, FAP, FAS in the concentration of 100 and 75%. It wasn't
observed any change histological of tissue cells of organs of choice, being
considered thus harmless to the use of the EBHA-Janauba in the obtained
results it is concluded that the plant presents low fat and shonldn’t be used like
fodder, but the presence of fibrous carbohydrate in the plant may be used like
bulk element in the animal food. The classe of secondary metyabolites which
presented a major expressive use are the alkaloids and tannins when analysed
by prospection and flavonoids and terpenes when analysed by CCD. There
fore the H. drasticus presents indicative elements of pharmacoligal action and
doesn’t express toxicity.

Key words: Food Science, Phytochemistry, toxicology testing, histopathology,
Himatanthus drasticus, Maranhao.
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CAPITULO 1

ANALISES BROMATOLOGICA E FITOQUIMICA DE Himatanthus drasticus
(MART.) PLUMEL, 1991 (APOCYNACEA) E AVALIAGCAO DA ACAO
TOXICOLOGICA EM CAMUNDONGOS

1 INTRODUCAO

Existem no mundo cerca de 250 mil espécies botanicas conhecidas,
das quais apenas cerca de 5% foram estudadas quimicamente, e uma
porcentagem ainda menor € estudada sob o ponto de vista farmacologico. As
plantas tém sido muito importantes nos ultimos anos para a obtencdo de
diversos farmacos (CECHINEL FILHO; CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).
Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), os vegetais sdo as maiores
e melhores fontes de farmacos para a humanidade (BEZERRA et al., 2008).

As diretrizes da OMS, (2003) apontam para a necessidade de se
identificar praticas seguras na medicina tradicional, fomentando uma base
sélida para que se garanta, através dela, um direito universal e constitucional
de todo cidaddo, que é a saude. A pesquisa como forma de fundamentar a
medicina popular é essencial para as camadas mais pobres da populacao,
como uma maneira de ajudar a melhorar o seu status sanitario, ampliando o
acesso aos tratamentos com um custo reduzido. Assim, torna-se necessario
identificar praticas seguras e eficazes através das quais esses tratamentos
alternativos se tornem viaveis (OMS, 2008 apud MACHADO, 2008).

Sabe-se que a maioria dos farmacos de origem vegetal utilizados
atualmente foi pesquisada e posteriormente levada ao mercado, baseados em
informagdes da chamada medicina tradicional ou popular, demonstrando assim
que as substancias de origem vegetal tém papel essencial na obtencdao de
medicamentos e que partindo do conhecimento popular, bons resultados
podem ser obtidos (COLOMBO, 2008). Nesse sentido, a botanica vem

contribuindo para o desenvolvimento de novas drogas, como ciéncia que se
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ocupa do estudo do conhecimento e das conceituagdes, porque envolve nao sé
a botanica como também a fitoquimica, a farmacologia, a medicina, a
antropologia e outras areas de conhecimento (AMOROZO, 1996;
ELISABETSKY, 2003; ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).

A bromatologia consiste no estudo dos alimentos, nas caracteristicas
de sua composigao quimica e nas modificagdes de seus componentes durante
o processamento (MARTINS, 2007).

A familia Apocynaceae compreende aproximadamente 250 géneros
presentes em duas subfamilias, Apocynoideae e Plumerioideae e 2000
espécies, distribuidas pelas regides tropicais e subtropicais do planeta. Sao
plantas de habito variado, ervas, subarbustos, arvores e trepadeiras. E, tém
como caracteristica marcante a presengca de latex em laticiferos n&o-
articulados, ramificados ou nao-ramificados, nos 6érgados vegetativos,
reprodutivos, flores com prefloragcdo contorta e vivem tanto nos campos como
nas matas. Conhecida como Janaguba, sendo muito comum em alguns
estados do Nordeste do Brasil e Amazdnia. Na regido do Cariri no Nordeste, o
uso medicinal popular local do latex, assim como da casca, é muito eficaz no
tratamento de tumores, verminoses, gastrites, artrites e também contra o
cancer (PLUMEL, 1991; MODESTO, 1997; CRONQUIST, 1988; JOLY, 2002;
LORENZI; MATOS, 2008).

A preservagao do meio ambiente e a prevengao dos efeitos danosos
causados pelo seu uso nao apropriado sao preocupacdes cada vez maiores no
mundo atual (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003).

As plantas contém inumeros constituintes, e seus extratos, quando
avaliados podem apresentar efeitos sinérgicos entre os diferentes principios
ativos devido a presenca de compostos de classes ou estruturas diferentes
contribuindo para a mesma atividade. As principais classes de constituintes
quimicos de plantas que podem ser detectadas com a aplicacdo de testes
analiticos padrées sao: acidos graxos, terpendides, esterbéides, compostos
fendlicos, alcalbides, cumarinas e flavondides (WATTENBERG, 1985; MATOS,
1998).
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Estudos indicam que metabdlitos secundarios de plantas de forma
isolada, principalmente saponinas e compostos fendlicos, podem causar
mudancas na membrana celular eritrocitica e conseqUentemente produzir
hemolise (ZHANG et al.,, 1997). A estabilidade mecénica da membrana
eritrocitica € um bom indicador de danos in vitro em triagens de citotoxicidade,
ja que drogas podem alterar esta delicada estrutura e o citoesqueleto, por
alterac6es do coeficiente de particdo na membrana destas células (SHARMA,
2001). Eritrocitos também fornecem um modelo preliminar para o estudo de
efeitos protetores e toxicos de substancias ou situacdes associadas com o
estresse oxidativo, sendo um possivel indicador desse tipo de dano as células
(LEXIS; FASSET; COOMBES, 2006).

Mutacédo é uma alteragao subita e herdavel na estrutura do material
genético e como tal, € uma fonte extremamente importante de variabilidade
genética nas populacdes de seres vivos (BURNS; BOTTINO, 1991). Entretanto,
em curto prazo e do ponto de vista de um unico organismo, a alteracéo
genética € quase sempre prejudicial, especialmente em organismos, nos quais
a alteragdo genética esta mais inclinada a perturbar o desenvolvimento e a
fisiologia extremamente complexos e sintonizados, de um organismo
(ALBERTS, 2002).

A ocorréncia de mutacdes espontaneas na natureza € relativamente
de baixa frequéncia e de dificil identificacdo, por essas serem na sua maioria
deletérias (ALLARD, 1960). Para Nobrega (1998), alteracbes na sequiéncia de
bases do acido desoxirribonucléico (DNA), molécula que contém o cdodigo
genético dos seres vivos, ocorrem espontaneamente na natureza e podem ser
intensificadas por agentes mutagénicos quimicos ou fisicos como a radiagdo
ionizante. Para Carneiro et al. (1987), o efeito dos mutagénicos, apesar de ser
ao acaso, pode induzir modificacdes em caracteres desejaveis.

A utilizagdo cada vez mais acentuada de produtos como farmacos,
agroquimicos, cosmeéticos, corantes e muitos outros, tem demonstrado
aumento nas taxas de mutagénese ambiental (RIBEIRO; SALVADORI;
MARQUES, 2003). Tais agentes mutagénicos invadem a célula e se dirigem ao
nucleo causando alteracées no material genético podendo desregular o ciclo
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celular, fazendo com que a célula se reproduza descontroladamente invadindo

tecidos adjacentes, dando inicio a formacéo de tumores.

1.1 Justificativa

Algumas espécies do género Himatanthus vém sendo estudadas
com relagdo a sua constituicdo quimica. Esses estudos mostram a presenca de
compostos quimicos biologicamente ativos variados, tais como terpendides,
flavonodides, alcaldides, glicosideos cianogénicos e taninos. No entanto, na
espécie H. drasticus nao existem estudos sobre a bioatividade medicinal ou na
farmacia tradicional popular. Muito pouco se conhece a respeito do potencial
farmacolégico desse vegetal.

1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

Caracterizar a composicdo bromatolégica do vegetal Himatanthus
drasticus, a fitoquimica do Extrato Bruto Hidroalcodlico (EBHA-Janauba);
avaliar os efeitos da mutagénese através de teste de metafase em células da
medula 6ssea e estudos histopatoldégicos em érgao vitais de camundongos

(Mus musculus).

1.2.2 Especificos

- Verificar a composi¢cao bromatolégica da casca da H. drasticus;

- Realizar triagem fitoquimica preliminar das principais classes de
metabdlitos secundarios do EBHA de cascas de H. drasticus;

- Evidenciar o perfil cromatografico do EBHA de cascas de H.
drasticus;
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- Avaliar a toxicologia do EBHA H. drasticus através do teste de
metafase em células de medula 6ssea de camundongos.
- Avaliar a acao toxicolégica do EBHA de H. drasticus, através do

estudo histopatolégico em pulmao, coragao, figado, baco e rim.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Uso de plantas medicinais

A utilizacao de plantas medicinais como alternativa terapéutica vem
atingindo um publico cada vez maior e este crescimento requer dos
pesquisadores um maior empenho, no sentido de fornecer informagdes
relativas a correta identificacdo, do sistema produtivo destas plantas e preparo
adequado de medicamentos. Lorenzi; Matos (2008) relataram que o emprego
correto de plantas para fins terapéuticos pela populagdo em geral, requer uso
de plantas medicinais selecionadas por sua eficacia e seguranca terapéutica,
baseadas na tradicdo popular ou cientificamente validadas como medicinais.

O emprego de plantas medicinais na recuperacao da saude tem
evoluido ao longo dos tempos desde as formas mais simples de tratamento
local, provavelmente utilizada pelo homem das cavernas, até as formas
tecnologicamente sofisticadas da fabricacdo industrial utilizadas pelo homem
moderno (LORENZI; MATOS, 2008).

Miguel e Miguel (2004) relatam que as plantas tem sido desde a
antigliidade, um recurso ao alcance do ser humano. Durante milénios 0 homem
empiricamente aprofundou seus conhecimentos a fim de buscar a melhoria nas
condi¢cOes de alimentagdo e cura de suas enfermidades, demonstrando uma
estreita inter-relacdo entre o uso das plantas e sua evolugéo. Aplica-se o termo
conhecimento tradicional para referir-se ao conhecimento que o povo local, isto
e, residentes da regido sob estudo, conhece sobre o ambiente natural
(MARTIN, 1995). Sabe-se que o uso das espécies vegetais com fins de
tratamento, cura de doencas e sintomas se perpetuaram na histéria da
civilizacdo humana e chegou até os dias atuais, sendo amplamente utilizada
por grande parte da populacdo mundial como eficaz fonte terapéutica
(QUEIROZ, 1986).

Um exemplo da ligagdo do homem com as plantas é a utilizacédo

destas com fins medicinais, como o0s indios que preparavam seus
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medicamentos com plantas retiradas das florestas, da mesma forma, com os
benzedores, curandeiros e xamas, com o conhecimento herdado dos magos e
feiticeiros do passado (RIZZINI et al.,1995). Cunha, (1989) relatou que este
conhecimento vem sendo modificado ao longo do tempo, devido ao acelerado
mecanismo de modernizacdo que provoca visoes diferentes dos homens sobre
0 meio ambiente. Assim, novas formas de relacionamento e interagdo com o
meio, provocam em Ultima instancia alteragcées na utilizagao dos vegetais para
atender as novas necessidades de sua sobrevivéncia. Todo esse
conhecimento foi passado oralmente ao longo de geracdes, que juntamente
com mitos e rituais formavam parte importante das culturas locais (LORENZI;
MATQOS, 2008).

Entende-se como planta medicinal aquela que, nativa ou cultivada, &
utiizada com fins medicinais (OMS, 2003b). Estas devem sua acao
farmacolégica a principios ativos conhecidos, fornecendo eventualmente
matéria-prima para a industria farmacéutica (RIZZINI; MORS, 1995).

Fitoterapico € todo medicamento obtido empregando-se
exclusivamente matérias-primas ativas dos vegetais. E caracterizado pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (ANVISA, 2004).

A fitoterapia (do grego therapeia = tratamento e phyton = vegetal)
pode ser definida como o estudo e a aplicacdo dos efeitos terapéuticos de
drogas vegetais e seus derivados. Ela surgiu independente na maioria dos
povos. Na China, surgiu por volta de 3000 a.C. quando o imperador Cho-Chin-
Kei descreveu as propriedades do Ginseng e da Canfora (ELDIN; DUNFORD,
2001).

Ha uma grande quantidade de plantas medicinais, em todas as
partes do mundo, utilizadas ha milhares de anos para o tratamento de doencas,
através de mecanismos na maioria das vezes desconhecidos. O estudo desses
mecanismos e o isolamento do principio ativo da planta é uma das principais
prioridades da farmacologia. Enquanto, o principio ativo ndo é isolado, as
plantas medicinais sao utilizadas de forma caseira, principalmente através de

chas, ultradiluigdes, ou de forma industrializada, com extrato homogéneo da
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planta (MILLONIG; STADLMANN; VOGEL, 2005; CHAN et al., 2005; BERRIN
et al., 2006).

O uso de plantas medicinais ndo é isento de risco. Além do principio
ativo terapéutico, a mesma planta pode conter outras substancias toxicas, a
grande quantidade de substancias diferentes pode induzir a reacao alérgica,
pode haver contaminagdo por agrotoxicos ou por metais pesados e interagao
com outras medicacgdes, levando a danos a saude e até predisposicao para o
cancer. A medida que os principios ativos sdo descobertos, eles sdo isolados e
refinados de modo a eliminar agentes toxicos e contaminacdes, e as doses
terapéutica e téxica sdo bem estabelecidas, de modo a determinar de forma
precisa a faixa terapéutica e as interacdes desse farmaco com os demais
(MILLONIG; STADLMANN; VOGEL, 2005; CHAN et al., 2005; BERRIN et al.,
2006).

Apesar do incentivo a pratica da medicina tradicional por parte de
orgaos oficiais como a OMS, as agdes até agora tém sido mais no sentido do
medicamento fitoterapico que das praticas populares em si, ndo recebendo
entdo a devida atengcdo nem dos profissionais da area, nem da comunidade
académico-cientifica (FONTE, 2004). Dessa maneira, com dificuldade de
acesso aos medicamentos alopaticos, grande parte da populagcédo faz uso de
plantas medicinais, sem conhecer os eventuais riscos que 0 uso dessas
plantas pode representar (FRANCA et al., 2008).

E iminente a necessidade de mais pesquisas no campo da
etnoboténica, especialmente no Brasil, visto que, € o pais possuidor da maior
biodiversidade do planeta, possuindo uma imensa flora com potencial
farmacolégico ainda carente de pesquisas (FONTE, 2004; ALVES et al., 2007 ).
Os mesmos autores também salientam que apenas 25 dos 191 paises que
fazem parte da OMS tém desenvolvido politicas referentes a medicina
tradicional, sendo que o Brasil ndo figura neste pequeno grupo.

Além da questdo social, a pesquisa de novos farmacos de origem
natural também atende a uma mudanca que sutiimente vem ocorrendo no
mercado, no qual os consumidores tém preferido as substancias naturais as

sintéticas, seja como tratamento principal, seja como auxiliar a alopatia, por
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perceberem-nas menos agressivas ao organismo (TARTUF; MARTINEZ;
STASHENKO, 2005; FRANCA et al., 2008).

O potencial das plantas superiores como fonte de medicamentos é
pouco explorado, estima-se a existéncia de 250.000-500.000 espécies de
plantas no mundo, sendo que o estudo fitoquimico foi realizado em apenas
uma minuscula parcela de Hamburger; Hostettmann, (1991 apud SOFIATI,
2009).

A planta Synadenium carinatum (Euphorbiaceae) é comumente
utilizada como planta ornamental no Brasil, e o preparo aquoso com seu latex é
usado na medicina popular contra varias doencas, tais como inflamacdes,
doencas alérgicas e principalmente contra cancer, ndao havendo nenhuma
comprovagao cientifica de suas agbes terapéuticas (SOUZA et al., 2005;
ROGERIO, 2007). E popularmente conhecida no Brasil como “cega-olho”, vem
sendo usada pela medicina popular ha muitos anos podendo conter latex
extremamente caustico para pele e mucosa, e quando ingerido, pode causar
distarbios digestivos e depressores do sistema respiratério e cardiovascular,
além de insuficiéncia renal (OLIVEIRA et al., 2005; MARIZ et al., 2006).

Ha diversos estudos publicados sobre outros géneros da mesma
familia; esses estudos mostram a presengca de compostos quimicos
biologicamente ativos variados, tais como terpendides, flavonoides, alcaldides,
glicosideos cianogenéticos e taninos. Entre esses, chamam a atencao alguns
diterpenos (tiglianos, ingenanos e dafnanos), os quais produzem, além de
efeitos urticantes, alguns tipos de cancer, ao mesmo tempo em que inibem
outros, acao que, a principio, acredita-se ser determinada pela sua
concentracdo (BITTNER et al., 2001). Estudos recentes realizados com a
espécie demonstraram um grande potencial imunomodulador de um
componente isolado a partir de seu latex, uma lecitina (AFONSO-CARDOSO,
2007; ROGERIO, 2007).

Sabe-se que a populacao faz uso do latex na sua forma “integral”
(sem qualquer processo de purificagdo, da maneira como é extraido da planta);
dessa maneira, pode-se dizer que had mais substancias além desta lecitina ja
isolada, as quais podem atuar de maneira conjunta, produzindo os efeitos
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benéficos sobre a saude humana observados naqueles que dele fazem uso.
Esta afirmacdo se baseia no principio da acédo sinérgica dos compostos
quimicos, neste caso, metabdlitos secundarios do vegetal, significando que
diferentes compostos quimicos tém uma mesma atividade que atuam de forma
conjunta, potencializando os efeitos uns dos outros (YUNES et al., 2001).
Assim, embora o isolamento e identificacdo dos compostos quimicos vegetais
sejam de extrema utilidade, é preciso lembrar que muitas vezes — no caso de
fitoterapicos — ndo € necessariamente aquela substancia isolada a mais util
para o tratamento da doenca: exemplo disto é o caso relatado por Id (2001
apud MACHADO, 2008), em que o grupo de pesquisa isolou e identificou duas
espécies quimicas a partir do vegetal Crotfon urucurara, sendo que nenhuma
das duas isoladamente teve o mesmo desempenho do extrato na forma
“‘integral”, ou seja, como € utilizado pela populagdo, nos modelos biolégicos
testados.

ld (1998 apud MACHADO, 2008), demonstrou que a espécie
Synadenium grantii ndo possui a acao antiulcerativa indicada pela medicina
popular, entretanto Premaratna, Shadaksharaswamy e Nanjappa (1981);
Rogero, Lugao e lkeda (2003) observaram a acdo benéfica de lecitinas
encontradas no latex da mesma espécie sobre o sistema imunoldgico.

Alheia a isso, a populagdo continua fazendo uso indiscriminado de
plantas do género Synadenium (AFONSO-CARDOSO et al., 2007), podendo se
tornar até mesmo um sério problema de saude publica, devido ao
desconhecimento da composicdo quimica da planta, o que pode implicar em
intoxicacdes e alergias, além do préprio problema da automedicagéao.

Estima-se que existam de 25.000 a 75.000 espécies vegetais
utilizadas nas medicinas tradicionais do mundo, das quais apenas 1% ¢é
conhecida por estudos cientificos, com demonstracdo de seu valor terapéutico,
guando administradas em seres humanos (PRIMACK, 1993).
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2.2 Botéanica, aspectos biologicos, bromatologia e fitoquimica da espécie
Himatanthus drasticus.

2.2.1 Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae Jussiaeu (1789), de acordo como 0 novo
sistema de classificacdo botanica, APG Il, que considera caracteristicas
filogenéticas e nao apenas morfoldgicas, € classificada nos seguintes clados,
em ordem decrescente: Anguiospermas — Eudicotiledéneas — Nucleo
Eudicotiledbneas — Asterideas — Euasterideas, na ordem Genianales (The
Angiosperm Phylogeny Group, 2003). As folhas sdo opostas com estipulas
rudimentares, inteiras, quase sempre com glandulas ou emergéncias
glandulares na base do limbo ou no peciolo. As flores podem ser pequenas ou
grandes e vistosas, tipicamente pentdmeras e hermafroditas. Os frutos se
apresentam como um par de foliculos, baga, capsula ou dois mericarpos
indeiscentes (BARROSO, 1991; JOLY, 1998; EVANS, 2002).

No Brasil, ocorrem cerca de 376 espécies subordinadas a 41
géneros (BARROSO, 1991), destacando-se espécies do género arbdreas de
Aspidosperma, fornecedora de madeira para carpintaria, os representantes
ornamentais de Tabernaemontana, Plumeria, Amsonia, Nerium e Vinca,
espécies de pequeno porte de Mandevilla e Thevetia, e as trepadeiras dos
géneros Allamanda e Peltastes (JOLY, 1998; DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).
Segundo levantamento de Takeda; Farago (2001), Forsteronia e Mandevilla
sao géneros encontrados no Parque Estadual de Vila Velha no Paran4, Brasil.

A familia Apocynaceae pode ser considerada uma das maiores
fontes vegetais de constituintes quimicos de utilidade na medicina moderna.
Varias substancias tém sido isoladas a partir de espécies do taxon, e muitas
delas representam prototipos de classes farmacoldgicas distintas de farmacos
e fazem parte da histéria da farmacologia e da terapéutica, por exemplo, o
isolamento de alcaldéides dos géneros Rauvolfia, Vinca, Catharanthus e
Alstonia (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).
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Esta familia € bem representada na flora brasileira e, particularmente,
no Rio de Janeiro; segundo levantamento realizado por Novaes; Rapoporte
(1996) sdo encontradas cerca de 80 espécies. E conhecida popularmente
como tiborna, jasmim-manga e raivosa em Minas Gerais e Bahia, janauba no
Ceara, pau-de-leite no Piaui, joanaguba no Rio Grande do Norte, sucuuba na
Amazobnia (PLUMEL, 1991). No Ceara, essa espécie ocorre com maior
frequéncia na Chapada do Araripe, extremo Sul do estado, onde é explorada
cotidianamente e sem controle por populares daquela localidade (MODESTO,
1997).

A casca é rugosa e exsuda um latex branco bastante utilizado na
medicina popular, principalmente pelos habitantes da regido de ocorréncia
(MODESTO, 1997; LORENZI; MATOS, 2008). O leite da janauba tem uma
longa histéria de emprego na cura do cancer no Nordeste, porém, quase sem
registro na literatura (AMARO; D'ALESSANDRO; CASTRO JUNIOR, 2006).

Estudos prévios com as espécies do género Himatanthus
demonstraram atividade farmacolégica contra o carcinoma nasofaringe
epiderméide humano (PERDUE; BLOMSTER, 1978); antiinflamatéria e
analgésica (MIRANDA; AZZAM; SHIRAKQO, 2000); antimicrobiana (SOUZA et
al., 2004) e efeito gastroprotetor (BAGGIO et al., 2005).

2.2.2 Género Himatanthus: aspectos biolégicos e farmacoldgicos

Os constituintes quimicos da familia incluem glicosideos cardioativos
e cianogénicos, saponinas, taninos, cumarinas, &cidos fendlicos, ciclitis e
triterpendides. Constituintes da subfamilia Plumerioideae incluem uma grande
variedade de alcaldides inddlicos, mais de 500 nos géneros Himatanthus,
Alstonia, Aspidosperma, Catharanthus, Hunteria, Pleiocarpa, Rauvolfia,
Tabernaemontana e Voacanga (EVANS, 2002).

Varias substancias tém sido isoladas a partir desses géneros, sendo
gue muitas delas representam protétipos de classes farmacologicas distintas,
como os alcaldides de Rauvolfia (reserpina, ajmalicina, ajmalina, ajmalinina,

serpentina e serpentinina), utilizados em casos de hipertensao e arritimias
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cardiacas; os glicosideos cardiotdnicos de Strophantus (ouabaina,
estrofantinidina e cimarina) e alcaléides antitumorais de Vinca e Catharanthus
(vimblastina e vincristina) (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

A familia apresenta cerca de 410 géneros e aproximadamente 4.650
espécies entre lianas, arvores, arbustos, latescentes, ervas, subarbustos,
trepadeiras e herbaceas, distribuidas, principalmente, nas regides tropicais e
subtropicais do mundo (SIMPSON, 2006). No Brasil ocorrem aproximadamente
90 géneros e 850 espécies, habitando diversas formagdes vegetais (SOUZA;
LORENZI, 2005).

As espécies do género Himatanthus apresentam sua distribuicéo
restrita a regido neotropical ocorrendo desde o Panama até o Sudeste do Brasil,
tendo como limite Sul o tropico de Capricornio. A maioria das espécies do
género ocorre na regidao amazébnica e no centro-oeste do Brasil, como a
Himatanthus sucuuba (arbérea nativa). Enquanto, as espécies H. drasticus e H.
bracteatus apresentam  distribuicdo restrita ao Brasil, ocupando,
respectivamente areas do cerrado, campo rupestre, caatinga e de mata
atlantica. Tradicionalmente empregam-se as folhas, caules ou cascas destes
como antiinflamatérios, analgésico, e cicatrizante (CORREA, 1984; DI STASI;
HIRUMALIMA, 2002; SPINA, 2004).

O género Himatanthus é representado por 13 espécies (PLUMEL,
1991), das quais cinco ja foram estudadas do ponto de vista quimico, cujos
metabdlitos mais isolados de Himatanthus e Plumeria sao os iriddides, que sao
compostos monoterpénicos com a estrutura do nucleo do tetraidrociclopentano-
pirano (KUBLINSKI, 2000; LIMA, et al., 2003;). Em H. sucuuba, Silva et al.,
(1998a); Miranda, Azzan e Shirako, (2000) caracterizaram a atividade
antiinflamatéria e analgésica dos iridéides e triterpendides presentes na casca,
caule e no latex. Silva et al. (1998b) avaliaram a atividade citotoxica seletiva do
latex, indicando a presencga de constituintes quimicos com acao no reparo do
DNA. C. Neto et al., (2002) mostraram que existem agentes antibacterianos no
extrato etandlico que inibem o crescimento de Clostridium histolyticum e de
Bacteroides fragilis.
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Ha poucas citacbes na literatura descrevendo a constituicao quimica
e as propriedades bioldgicas das espécies de Himatanthus (BARRETO et al.,
1998, RATTMANN et al.,, 2005). O género destaca-se principalmente pela
presenca de alcaldides, iridoides e ésteres triterpénicos, isolados
principalmente das cascas do caule, mas também presentes em menor
quantidade no latex, nas folhas e nas raizes.

A plumericina e isoplumericina foram isoladas de Plumeria multiflora
(LITTLE; JOHNSTONE, 1951), Plumeria rubra (ALBERS-SCHONBERG;
SCHMID, 1961), Himatanthus fallax (ABDEL-KADER et al., 1997), Himatanthus
articulatus (BARRETO et al., 1998) e H. sucuuba (SILVA et al., 1998c; WOOD
et al., 2001). O acido p-diidroplumericinico foi identificado em H.
phagedaenicus (VELOSO; NAGEM; SCHALL, 1999), assim como acido
confluéntico e metilperlatélico em H. sucuuba (ENDO et al, 1994).
Fulvoplumierina e plumierida s&o iriddides encontrados em Plumeria acutifolia
(GRUMBACH; SCHMID; BENEZE, 1952; SCHMID; BENEZE, 1953;
RANGASWAMI; RAO; SURYANARAYANA, 1961), H. sucuuba (PERDUE;
BLOMSTER, 1978) e Himatanthus obovatus (LIMA et al., 2003).

2.2.3 Espécie Himatanthus drasticus

A H. drasticus é uma espécie arborea que cresce até sete metros de
altura, com folhagem densa nas extremidades dos ramos, folhas obovais,
subcoriaceas, brilhantes, glabras, verde escuro, com &apice arredondado a
obtuso e peciolos curtos, possui flores brancas, aromaticas, fruto tipo foliculo,
em forma de chifre, medindo entre 15 e 20 cm de comprimento por 2,5cm de
largura e sementes com alas concéntricas. A casca € rugosa e exsuda um latex
branco bastante utilizado na medicina popular, principalmente pelos habitantes
da regidao de ocorréncia. Sua distribuicdo geografica vai desde o Sudeste do
Brasil até a Guiana Francesa e Suriname. No Brasil ocorre nos estados de
Minas Gerais, Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Rio Grande do Norte,
Ceara, Paraiba, Piaui, Maranhao, Para e Roraima (PLUMEL, 1991; MODESTO,

1997; LORENZI; MATOS, 2008).
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O vegetal H. drasticus, como outras espécies do género
Himatanthus foram escassamente relatadas em relacdo aos seus estudos
fitoquimicos e suas atividades biolégicas. Colares et al., (2008a) isolaram e
identificaram do extrato etandlico da casca o triterpeno lupeolcinamato que
provavelmente é uma substancia com perspectivas de apresentar atividade
antitumoral. Outro trabalho com agao farmacolégica dessa espécie foi o efeito
gastroprotetor do latex através de lesdo gastrica induzida por etanol e
indometacina (COLARES et al., 2008b). Ja da espécie H. sucuuba foi isolado o
iridoide  fulvoplumierina que apresentou atividade contra carcinoma
nasofaringeo epidermdéide humano (PERDUE; BLOMSTER, 1978).

Com relagdo as atividades biologicas, as espécies do género
Himatanthus possuem diversas indicagdes populares para o tratamento de
varias enfermidades, porém foram poucas estudadas cientificamente a fim de
comprovar tais efeitos terapéutucos. O quadro 1 apresenta algumas espécies
do género e atividades farmacoldgicas ou indicagées populares relatadas na

literatura cientifica.
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Quadro 1 — Atividades farmacolégicas e indicagdes populares de espécies do género Himatanthus registradas na literatura

. PARTE - . - .
ESPECIES ACAO FARMACOLOGICAS OU INDICACAO POPULAR REFERENCIAS
UTILIZADA
. . i . . . Suffredini et al.
citotoxidade contra células tumorais de leucemia promielocitica aguda (2002)
H. attenuatus folhas inibicdo da glucose-6-fosfatase em microssomos;
diminuicao da pressao arterial sem alteracdo da frequéncia cardiaca; | Jiménes et al. (2002).
letalidade significativa contra larvas de Artemia salina
H. bracteatus folhas indicagao indigena: antipirético Castillo et al. (2007).
) i indicagao popular: cancer de pulmao e linfatico, vermes intestinais, Lorenzi; Matos
H. drasticus latex o i - . i o
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2.2.4 Caracterizacao bromatolégica

A bromatologia consiste no estudo dos alimentos, nas caracteristicas
de sua composi¢ao quimica e nas modificagdes de seus componentes durante
o processamento (MARTINS, 2007). Desde 1864, o método usado para as
andlises que se fazem normalmente € o chamado Wendee. Por esse método é
que se tem a andlise proximal dos alimentos. O Sistema de Weende, também
chamado Sistema de Analise Proximal, foi criado por Henneberg em 1860 na
Weende Experimental Station, na Alemanha. As técnicas ainda sdo quase as
mesmas com excec¢ao do nitrogénio, que € feito segundo o método de Kjeldahl
(AOAC, 1975).

De acordo com Pereira, (2005), este € um dos maiores exemplos da
inteligéncia humana, ja que poucas tecnologias neste mundo permanecem
sendo usadas por tanto tempo. As analises laboratoriais visam separar os
componentes dos alimentos em fracées de digestibilidade e metabolizacéo
previsivel, a um custo analitico baixo e utilizando métodos rapidos.

Na andlise da composicdo bromatolégica s&o avaliados,
principalmente, os teores de matéria seca, proteina bruta, fibora em detergente
neutro, fibra em detergente acido, matéria mineral, podendo-se inserir também,
a andlise da composicdo quimica que inclui os macro e microminerais, com
destaque para o fosforo e o calcio, principais minerais constituintes do corpo
dos animais, entre outros. O teor de Matéria Seca (MS) é o ponto de partida da
andlise de forrageiras. E importante porque a preservacdo do alimento
depende do teor de umidade nele existente, além de servir de base para
comparar o valor nutritivo de diversos alimentos, de diferentes locais e épocas.
Os demais constituintes sdo determinados com base no teor de materia seca
(SILVA; QUEIROZ, 2002). E de fundamental importancia na nutricdo porque, é
também com base na MS, que se estabelece a quantidade de nutrientes
necessaria para manter, principalmente, a saude, producdo e reproducao
animal promovendo a eficiéncia, evitando o uso demasiado dos constituintes
nutritivos na formulacao da dieta (NRC, 2001).
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A determinacgéo do teor de Proteina Bruta (PB) inclui ndo somente a
parte proteina verdadeira, mas todo o nitrogénio presente nos alimentos, e que
€ potencialmente transformado em proteina pelas bactérias do ambiente
ruminal. A proteina é importante para a manutencao, crescimento e producao
dos animais (NASCIMENTO et al., 1996). Baixo teor de PB na dieta prejudica a
fermentacdo ruminal e a digestdo de alimentos e, consequentemente, o
consumo (KEMPTON; LENG, 1979).

De acordo com Milford; Minson (1966) o teor de PB inferior a 7%
reduz o consumo voluntario da forrageira. Segundo Van Soest (1994) os
ruminantes necessitam de, no minimo, 6 a 8% de PB na dieta para
manutencdo da atividade microbiana no ambiente ruminal. Cabras leiteiras, em
baixa produgéo, necessitam de 14% de PB na dieta, segundo Nunes (1985) de
acordo com Morand-Fehr; Sauvant (1980) esta mesma categoria de animais
com baixa producéo necessita de 13% e, em alta producao, 16% de PB.

A matéria mineral (MM) da a idéia da riqueza das forrageiras em
minerais, mas nao da a idéia da quantidade de nenhum deles separadamente.
As forragens possuem componentes minerais muito variaveis, por isso, muitas
vezes, 0 teor de cinzas desses alimentos fornece pouca informacao sobre a
composigdo. Alguns alimentos de origem vegetal sdo ainda ricos em silica, o
que resulta em teor elevado de cinza. Entretanto, esse teor ndo representa
nenhum valor nutritivo para os animais (SILVA; QUEIROZ, 2002).

A fibra em detergente neutro (FDN) é o componente que mais se
aproxima dos conteudos da parede celular, visto que, esta apenas nao contém
a pectina, que € removida durante o processo de determinagdo. Segundo
Mertens (1983) a FDN, embora ndo sendo uma entidade quimicamente pura, é
o0 componente que melhor representa os constituintes de baixa degradacao da
dieta. A Fibra em Detergente Acido (FDA), quando utilizada na formulacdo de
racdo, pode levar a erros, em virtude desta ndo conter a hemicelulose, que é
um componente de lenta digestao e presente de forma variavel nos alimentos
(RESENDE; QUEIROZ; FONTES, 1995).

O teor de FDN e FDA na composi¢cao bromatolégica das forrageiras

pode variar dentro de uma mesma espécie, principalmente, em conseqiéncia
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da diferenga entre estddio de desenvolvimento das plantas. Alimentos com
mais de 25% de FDN sao considerados volumosos (REID; KLOPFENSTEIN,
1983; LAVEZZO, 1988). Assim, a consideracao da fragao fibrosa das forragens
é de fundamental importancia para o acesso ao valor nutritivo desses alimentos
para ruminantes, pois fornece quantidade significativa de energia a baixo custo
e, por apresentar variabilidade naturalmente superior aos demais componentes
quimicos, portanto, deve ocupar posicdo central na avaliagdo de
disponibilidade de energia (CONRAD et al., 1984).

2.3 Composigao quimica de vegetais

Entende-se por metabolismo secundario de plantas, o conjunto de
processos metabdlicos que originam compostos que nao possuem uma
distribuicdo universal nos vegetais, por ndo serem necessarios a todas as
plantas (PERES, 2008). Diferente do primario, o metabolismo secundario ndo é
essencial para o desenvolvimento do vegetal, mas é imprescindivel para a
sobrevivéncia de uma espécie dentro de um ecossistema, viabilizando a
adaptacao do individuo no ambiente, respondendo pelas relagdes e interacdes
entre planta e ambiente (MONTANARI JUNIOR., 2002).

Esses metabdlitos, além de muito diversificados, possuem
interessantes propriedades bioldgicas. Muitas comercialmente importantes para
os setores alimenticio, agronémico, de perfumaria e principalmente
farmacéutico, o qual visa principalmente o grande nimero de substancias
farmacologicamente ativas (SANTOS, 2002).

2.3.1 Terpenos

Originam-se da via do acetato-mevalonato a partir de uma unidade
de isopreno. Sdo precursores de quatro classes hormonais de plantas, as
citocininas (CKs), o acido abscisico (ABA), as giberelinas (GAs) e os

brassinoesterdides (BR). Sua classificacao é feita de acordo com a quantidade

33



de unidades de isopreno em: hemiterpendides (C5); monoterpendides (C10);
sesquiterpendides, (C15); diterpendides, (C20); triterpendides, (C30) e
carotendides, (C40) (PERES, 2008).

Terpenos (ou isoprendides ou terpendides) formam uma subdivisao
de classe dos prenil-lipidios (terpenos, prenilquinonas e esterdis),
representando o grupo mais antigo de produtos de pequenas moléculas
sintetizado por plantas e provavelmente o grupo mais difundido de produtos
naturais. Terpendides pode ser descrito como terpenos modificados onde séo
movidos ou removidos grupos metila, ou sao adicionados atomos de oxigénio.
Inversamente, alguns autores usam o termo “terpenos”, mais amplamente para
incluir o terpendides (VIEGAS JR., 2003).

Os terpenos apresentam grande variedade de estruturas quimicas e
diversas funcdes bioldgicas, com isso obtem-se propriedade fisico-quimica e
atividades biol6égicas. A principal propriedade fisico-quimica € a solvéncia,
apresentando constante dielétrica de 2,2 e 6,8. Outras atividades bioldgicas
distribuem-se dentro de varios grupos, como bactericida, bacteriostatica,
fungicida, antiviral, antipatrasitaria, inseticida e analgésica. Ademais, também
sao responsaveis pelas caracteristicas aromaticas, na maioria dos produtos
naturais (BRUNETON, 1991).

2.3.2 Compostos Fendlicos

Grupo pertencente a uma classe de compostos com estruturas
bastante diversificadas e possuem pelo menos um anel aromatico no qual, pelo
menos um hidrogénio € substituido por um grupamento hidroxila (OH-)
(CARVALHO et al., 2002). Os compostos fendlicos tendem a se solubilizar em
agua e podem estar ligados a aglucares. Sdo compostos instaveis, facilmente
oxidaveis em pH alcalino. Do ponto de vista farmacol6gico possuem atividade
anti-séptica, antiinflamatéria e podem inibir atividade enzimatica (BRUNETON,
1995). A ligacao das hidroxilas com o anel aromatico Ihes confere poder anti-
oxidante. Existem cerca de cinco mil fendis, dentre eles, destacam-se os

flavonodides, acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos, ligninas e
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tocoferéis (ANGELO; JORGE, 2007). Esse grupo de compostos esta
largamente distribuido no reino vegetal, nos microorganismos e em menor
quantidade no reino animal e podem ser classificados de acordo com sua
ocorréncia no reino vegetal, como:

» Compostos fendlicos amplamente distribuidos, como exemplo os
derivados de acidos benzoicos e de acidos cinamicos, cumarinas, flavonoides e
derivados de polimerizagéo (taninos e ligninas);

* Compostos fendlicos de distribuicdo restrita, sdo em numero
reduzido, como exemplo os fendis simples, o pirocatecol, a hidroquinona, o
resorcinol e ainda os aldeidos derivados dos acidos benzbicos, que sao
constituintes dos éleos essenciais, como a vanilina (CARVALHO et al., 2002;
ANGELO; JORGE, 2007).

2.3.3 Alcaldides

Os alcaléides compreendem um grupo de metabdlitos secundarios
incomparavel a qualquer outro grupo de produtos naturais, apresentando uma
grande diversidade estrutural, vias biossintéticas complexas e atividades
farmacolégicas terapeuticamente importantes (CORDELL, 1981). Geralmente,
os alcalbides sdao compostos nitrogenados que possuem carater alcalino e sua
maioria sao farmacologicamente ativos. No entanto, ha algumas excecdes,
como é o caso da colchicina, do acido aristoloquico e dos alcaldides
quartenarios que possuem carater acido (CORDELL et al., 2001). O carater
basico dos alcaléides depende da disponibilidade do par de eletréns, como os
grupos alquila. A disponibilidade do par de eletrdbns no nitrogénio é maior e o
composto torna-se mais basico. O contréario € observado quando um radical
receptor de eletrons esta ligado ao nitrogénio, como os grupos carbonita,
consequentemente a disponibilidade do par de eletréns é menor e a basicidade
diminui (CORDELL, 1981).

A definicdo mais aceita para alcaldides é a descrita por Pelletier,
(1983) que diz que um alcaldide é uma substancia orgéanica ciclica, contendo
um nitrogénio (N) em um estado de oxidacdo negativo e cuja distribuicao é

35



limitada entre os organismos vivos. Sao compostos farmacologicamente ativos
e encontrados predominantemente em angiospermas (HENRIQUES; KERBER,;
MORENO, 2002).

Os alcaléides sao classificados de acordo com sua origem
biossintética e com o sistema heterociclico de anéis. De modo geral sao
formados a partir de aminoacidos (alcaldides verdadeiros, protoalcaldides e
pseudoalcaldides). Os alcaldides verdadeiros sdo tdxicos exibem um amplo
espectro de atividades fisiologicas, s&o quase invariavelmente basicos,
normalmente contém um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico, sao
derivados dos aminoacidos, possuem distribuicdo taxondmica limitada e
normalmente ocorrem em plantas como um sal de acido organico. Os proto-
alcaldides também sado originados de aminoacidos, porém o atomo de
nitrogénio nao esta localizado em um anel heterociclico, sdo basicos, e sédo
conhecidos por aminas biolégicas, como é o caso da mescalina e da efedrina.
Os pseudo-alcalbides, por sua vez, ndao sédo derivados de um aminoacido
precursor, mas geralmente sado basicos, e compreendem o grupo dos
alcalbides esteroidais (conessina) e dos alcaldides puricos ou metilxantinas
(cafeina) (CORDELL, 1981; HENRIQUES et al., 2004).

Os alcaléides como agente farmacoldgico, juntamente com os
terpenos, sdo os metabdlitos secundarios com maior potencial farmacoldgico e
varios tem servido, e continuam servindo, como importantes ferramentas na
elucidacdo de efeitos farmacoldgicos, respostas fisiolégicas e mecanismos
bioquimicos (DI STASI, 1996). Os alcaldides sdo caracterizados por suas
acOes agonistas e/ou antagonistas de receptores nicotinicos, muscarinicos, a-
e [B-adrenérgicos, serotoninérgicos, dopaminérgicos, GABAérgicos, e
receptores de glutamato e opiaceos. Ha ainda alcaléides que atuam sobre
canais de potassio, sédio e calcio; aqueles com atividade inibidora da
acetilcolinesterase  ou com atividade inibidora da reabsor¢cdo de
neurotransmissores; assim como alcaldides que podem ligar-se ao DNA,
afetando a sintese de proteinas (CORDELL; QUINN-BEATIE; FARNSWORTH,
2001).
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A maioria dos alcalbides possui centros quiria Unicos ou multiplos, é
extremamente rara a ocorréncia de misturas racémicas, possuem tipicamente
peso molecular moderado (250 — 600 Daltons), e sao passiveis de técnicas de
purificacdo e analise espectural. A basicidade da maioria dos alcalbides
permite que eles sejam mais solUveis em agua, determinando uma maior
biodisponibilidade, através da formagédo de um sal de alcal6ide. A diversidade
de grupos funcionais nas moléculas permite modificagbes que podem introduzir
grupos capazes de modular a atividade farmacologica e de reduzir ou aumentar
a lipofilicidade se necessario (CORDELL; QUINN-BEATIE; FARNSWORTH,
2001).

Os alcaldides inddlicos mais encontrados em familias de ordem
Genianales — Loganiaceae, Rubiaceae, Naucleaceae e Apocynaceae, onde
sdo obesrvados principalmente alcaléides inddlicos monoterpénicos. A
ocorréncia de alcaléides inddlicos fora de ordem Genianales é bastante rara e,
quando encontrados, sdao normalmente inddlicos simples (SCHRIPSEMA;
DAGNINO; GOSMANN, 2004).

2.3.4 Cumarinas

Constituem uma classe de metabdlitos secundarios derivados do
acido cinamico, amplamente distribuidos no reino vegetal, podendo também
ser encontrados em fungos e bactérias. A esses compostos atribui-se uma
grande variedade de atividades biol6gicas, como a antimicrobiana, antiviral,
antiinflamatéria, antiespasmédica, antitumoral e antioxidante, as quais podem
estar relacionadas com a inibicdo da atividade de enzimas, por exemplo,
daquelas envolvidas no metabolismo do &cido araquiddnico, e com a sua
atividade “scavenger” de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) (SOARES;
MACHADO, 2008).
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2.3.5 Saponinas

Sao glicosideos de esterdides ou de terpenos policlicos. Esse tipo
de estrutura possui uma parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou
esterdide) e outra parte hidrofilica (acucares), 0 que determina a propriedade
de reducdo da tensdo superficial da agua e suas acOes detergentes e
emulsificante. Agdo sobre membranas: muitas saponinas sao capazes de
causar desorganizacdo das membranas das células sanglineas (agao
hemolitica) ou das células das branquias em peixes (agédo ictiotdxica);
complexacdo com esterdides: razado pela qual freqlentemente apresentam

acao antifingica e hipocolesterolemiante (SIMOES et al., 2007).

2.3.6 Taninos

Sao polifenéis de origem vegetal, com pesos moleculares
geralmente entre 500 e 3000 que inibem a acdo de microorganismos
patogénicos. O composto polifendlico contendo suficientes grupos hidroxila e
outros (como carboxila) para poder formar complexos fortes com proteinas e
outras macromoléculas. Os hidrolisaveis por acidos ou bases fracos,
produzindo-se carboidrato e &acidos fendlicos, enquanto os condensados
(protoantocianidinas sao polimeros de unidades flavonéides ligadas por
ligacOes carbono-carbono). Na sua bioatividade apresenta agdo antioxidante e
sequestradora de radicais livres, complexacdo com macromoléculas, as
seguintes aplicacoes farmacolédgicas anti-sépticos, antioxidantes, antidiarréico,
adstringentes, cicatrizantes, hemostaticos, protetores e reepitelizantes
(SIMOES et al., 2007).

2.3.7 Cromatografia

Na caracterizacao fitoquimica de produtos naturais a cromatografia é

uma das técnicas mais utilizadas atualmente para o isolamento de metabdlitos
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secundarios, sendo a cromatografia em coluna (CC), cromatografia em camada
delgada (CCD) aplicadas primeiramente na etapa de identificacdo (PEREIRA;
AQUINO NETO, 2000). Esta técnica visa a separagdo de misturas em seus
varios componentes. A separag¢dao cromatografica liquido-sélido por CCD, que
consiste na separagdao dos componentes de uma mistura pela migracao
diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma
superficie solida. A CCD é uma das técnicas de separagdo mais amplamente
utilizadas devido ao seu alto nivel de reprodutibilidade, rapidez na separacao,
alta sensibilidade e por ser comparativamente mais viavel economicamente
(SANTOS et al., 2007).

Um dos problemas que continuamente desafiam os bioquimicos € a
separacao e a purificacdo de um ou mais compostos de uma mistura complexa.
Cromatografia € um processo fisico de separag¢ao, no qual os componentes a
serem separados distribuem-se em duas fases: fase estacionaria e fase movel.
A fase estaciondria pode ser um sélido ou um liquido disposto sobre um
suporte soélido com grande area superficial. A fase mével, que pode ser gasosa,
liguida ou ainda um fluido supercritico, passa sobre a fase estacionaria,
arrastando consigo os diversos componentes da mistura (PERES, 2002).

De maneira mais completa, a técnica baseia-se no principio da
adsorcao seletiva (que ndo deve ser confundida com absorc¢ao), um tipo de
adesdo. A técnica foi descoberta em 1906 pelo botanico italiano naturalizado
russo Mikahail Tswett, mas nao foi largamente utilizada até os anos 30. Tswett
separou pigmentos de plantas (clorofilas) adicionando um extrato de folhas
verdes em éter de petréleo sobre uma coluna com carbonato de calcio em pé
em um tubo de vidro vertical. Enquanto, a solucao percolou através da coluna
os componentes individuais da mistura migraram para baixo em taxas
diferentes de velocidades e entdo a coluna apresentou-se marcada com
gradientes horizontais de cores. A esse gradiente deu-se o nome de
cromatograma (STROBEL, 1973).

Esta separacdo depende da diferengca entre 0 comportamento dos
analitos entre a fase mével e a fase estacionaria. A interacdo dos componentes

da mistura com estas duas fases é influenciada por diferentes forcas
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intermoleculares, incluindo i6nica, bipolar, apolar, e especificos efeitos de
afinidade e solubilidade (VOGEL, 2002).

A selecéao do tipo de cromatografia adequada depende dos materiais
a serem isolados e, freqientemente, diversos métodos cromatograficos podem
ser usados sequencialmente para que seja obtido um composto na forma pura.
(PERES, 2002). Como uma alternativa da técnica em coluna, pode realizar a
cromatografia em uma folha ou tira de papel adsorvente. Para varias
finalidades, deve-se preferir papel de filtro celulose. E tdo hidréfilo que
normalmente mantém um revestimento de agua (totalmente imperceptivel)
adsorvida do ar. Portanto, a cromatografia em papel de filtro € quase sempre
uma particdo, um exemplo de cromatografia liquido-liquido. Essa é uma técnica
de particdo que utiliza dois liquidos (liquido-liquido) sendo um fixado em um
suporte solido (papel de filtro). Util em separacdo de compostos polares.
Encontra-se bastante difundida devido a sua facilidade experimental e ao seu
baixo custo (STROBEL, 1973; EWING, 1982). A cromatografia em papel (CP) é
uma das técnicas mais simples e que requer menos instrumentos para sua
realizacdo, porém € a que apresenta as maiores restricoes para sua utilizacao
em termos analiticos (PERES, 2002).

Na cromatografia em camadas delgadas (CCD) consiste na
separacdo dos componentes de uma mistura através da migracéo diferencial
sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana. O
processo esta fundamentado, principalmente no fenomeno de adsorcéo
(PERES, 2002).

2.4 Efeitos mutagénicos com uso de drogas quimicas e plantas medicinais

A mutacao é definida como qualquer alteragdo subita hereditaria, na
sequéncia ou no numero de nucleotideos do ADN de uma célula. Em geral,
estas mudancas levam a expressao de proteinas estruturais ou enzimas com
fungcbes alteradas, sendo detrimentais para o individuo (BICUDO, 1987;
BURNS; BOTTINO, 1991). Entretanto, em curto prazo e do ponto de vista de
um UOnico organismo, a alteracdo genética é quase sempre prejudicial,
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especialmente em organismos multicelulares, nos quais a alteracdo genética
esta mais inclinada a perturbar o desenvolvimento e a fisiologia extremamente
complexos e sintonizados de um organismo (ALBERTS, 2002).

Atualmente, qualquer mudanca na condicdo hereditaria de um
organismo é chamada de mutacdo, podendo ocorrer nos genes Ou nhos
cromossomos (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001). Estas resultam tanto de
fatores internos quanto externos (PIERCE, 2004). De acordo com Lima, (1996)
além de ocorrerem espontaneamente, podendo ser induzidas por diversos
agentes tais como: radiacdes ionizantes, radiacdes ultravioletas e substancias
quimicas. Entre diversas substancias, algumas sdo encontradas nos vegetais,
sendo necessario estudar seu provavel efeito mutagénico.

O Teste de Ames é muito utilizado no estudo de mutagénese. De
acordo com Schmidt, (1975), trata-se de um método simples e seguro. Hedley
et al., (1983) citam outras vantagens da utilizacdo do teste de Ames, entre elas,
as de que os micronucleos podem ser observado ao longo de todo o ciclo
celular e os parametros finais serdo reconhecidos até mesmo por pessoal com
pequeno treinamento formal em citogenética. O teste se caracteriza pela
observagado do efeito do agente quimico em eritrécitos policromaticos (PCEs)
anucleados, ja que estes tém um tempo de vida relativamente curto, de modo
que qualquer micronucleo que eles contenham deve ter sido gerado como
resultado de danos cromossdmicos recentemente induzidos (RIBEIRO;
SALVADORI; MARQUES, 2003). Fenech, (1997) descreve esses micronucleos
como uma pequena massa nuclear delimitada por membrana e separada do
nucleo principal, que se formam durante a mitose ou meiose, quando o0
envelope nuclear € reconstituido ao redor dos cromossomos das células filhas,
este sao derivados de fragmentos cromossémicos ou cromossomos inteiros
que nao foram incluidos no nucleo principal, dessa forma, representam perda
de cromatina em consequiéncia do dano cromossémico estrutural ou de danos
no aparelho mitético.

Os efeitos mutagénicos e teratogénicos em humanos provocados
pela quinina sdo citados através das observacdes clinicas de malformacdes
congénitas (KATZUNG, 1998). Além dos efeitos adversos, varias investigacdes

41



sobre os efeitos genotdxicos com o uso de nitroderivados em microorganismos
e organismos superiores que revelam efeitos mutagénicos e clastogénicos
(MELO; FERREIRA, 1996).

Para avaliacdo da atividade mutagénica existem diversos ensaios,
contudo, destacam-se os estudos nos quais foram usados 0s ensaios de
mutacao génica reversa com Salmonella typhimurium (Salmonella/microsome
assay). E um teste que tem sido amplamente utilizado para identificar
mutdgenos entre substancias puras, misturas complexas e amostras
ambientais. Caracteriza-se pela utilizacdo de linhagens indicadoras de S.
typhimurium sensiveis a substancias capazes de induzir diferentes tipos de
mutacdo. Na presenca de agentes mutagénicos, estas linhagens revertem seu
carater de auxotrofia para a sintese de histidina e passam a formar colénias em
meio desprovido desse aminoacido (ZEIGER, 2001; VARELLA et al., 2004).
Varias substancias mutagénicas primeiramente identificadas pelo teste de
Ames mostraram-se carcinogénicas em ensaios com animais (MARON; AMES,
1983).

Ozakl et al., (2002) avaliaram a genotoxicidade do extrato dos frutos
de gardénia, através do teste de Ames, empregando as linhagens TA98 e
TA100 de S. typhimurium, com e sem ativacao metabdlica (S9). Os resultados
demonstraram que o extrato ndo apresentou atividade mutagénica. Rhizoma
(Polygonati) odorati é utilizada como erva medicinal chinesa ha centenas de
anos para tratar muitas doencas, em especial, a tuberculose e o diabetes.
Chen et al., (2001) avaliaram a seguranca do extrato hidroalcodlico de R. (P.)
odorati, através do teste de mutagcado génica reversa com S. typhimurium,
utilizando as linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102. Os resultados revelaram
que, para as linhagens empregadas, o extrato analisado n&o induziu efeito
mutagénico.

A preservagédo do meio ambiente e a prevencao dos efeitos danosos
causados pelo seu uso nao apropriado séo preocupagdes cada vez maiores no
mundo atual. A utilizacdo cada vez mais acentuada de produtos como
farmacos, agroquimicos, cosméticos, corantes e muitos outros, tem

demonstrado aumento nas taxas de mutagénese ambiental (RIBEIRO et al.,
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2003). Tais agentes mutagénicos invadem a célula e se dirigem ao nucleo
causando alterac6es no material genético podendo desregular o ciclo celular,
fazendo com que a célula se reproduza descontroladamente invadindo tecidos
adjacentes, dando inicio a formacao de tumores.

As mutacées podem ser classificadas de diferentes maneiras
dependendo do aspecto a ser enfocado. Nos organismos dipldéides como os
eucariotes, ou os merodiploides nos procariotes, as mutagbes podem ser
classificadas como dominantes ou recessivas em fungdo da expressdo ou nao
do fenétipo alterado, respectivamente. Mutacdes podem ter natureza estrutural
(incidem sobre um gene estrutural) ou reguladora, onde a sua expressao €
detectada pela inabilidade em controlar outro gene. Muta¢des podem também
ser classificadas como letais, quando os portadores ndo sobrevivem, ou ainda
somatica ou germinativa, estas ultimas sendo transmitidas para geracdes
futuras. Quanto ao tipo de alteracdo no ADN as mutagbes podem ser
classificadas em trés grupos gerais: (i) génicas ou pontuais, (ii) cromossémicas,
e (iii) genémicas (GARDNER; SNUSTAD, 1986; BURNS; BOTTINO, 1991).

As mutacgdes pontuais sdo aquelas que envolvem alteragcdes na
sequéncia de nucleotideos em um ou mais de um cdédon e podem ocorrer pela
substituicdo de bases, delecdo ou adicdo de uma ou mais bases. A mutacao-
tipo troca de base que levam a modificacdo de um cddon pela substituicao de
um aminoacido distinto daquele presente na proteina original sdo chamadas de
mutacdes de troca de sentido, enquanto geram um dos trés cddons de
terminacdo, interrompendo precocemente a traducdo, sdo denominadas
mutacdes sem sentido. As mutacbes de troca de base podem ainda ser
divididas em transi¢des (troca de uma purina por outra purina ou troca de uma
pirimidina por outra pirimidina) ou transversais (troca de uma purina por
pirimidina ou vice-versa). As mutacdes por adicdo ou delegcdo de bases
acarretam em mudancas do referencial de leitura na traducéo, alterando a
composicao de aminoacidos de toda a proteina a partir do ponto onde ocorreu
a mutacao, sendo chamadas de mutagao de troca de referencial ou “frameshift”
(BICUDO, 1987; HENRIQUES; QUEROL, 1987).

Mutacdes pontuais, como a troca de bases e mudancas de
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referencial, causam alteracdes relativamente pequenas no ADN e sao
detectaveis apenas pelos efeitos na expressao do gene alterado, levando as
mudancas no fenotipo correspondente. Quando a mudanga altera a atividade
bioquimica da proteina, pode ocorrer uma mutagao fenotipica, como no caso
da hemoglobina na anemia falciforme e, da insulina no diabetes (VILLA;
BRENTANI, 1987; HENRIQUES; QUEROL, 1987; BURNS; BOTTINO, 1991).
Mutagbes cromossOmicas sao conhecidas pelas alteracdes
grosseiras na estrutura dos cromossomos sendo usualmente detectadas pelo
exame microscépio de células em metafase e envolvem quebras, e
eventualmente reunido de material cromossémico durante o ciclo celular e
incluem as inversdes e translocagdes. As alteracées encontradas sdo de dois
tipos: cromossGmicas e cromatidicas, dependendo da fase do ciclo celular no
qual ocorre a mutacao. Se a mutacao ocorre nas fases GO, G1 e no comeco da
fase S, a aberracao sera do tipo cromossémica (EVANS, 1984). Ha diferentes
esquemas para classificar os diferentes tipos de aberragées (SAVAGE, 1988;
OMS, 1985). O importante € que os diferentes tipos de aberragbes (gap, isso
gap, fragmento acéntrico simples, fragmento acéntrico duplo, quebra
cromossémica, quebra cromatidica, anel e rearranjo cromossémico, células
pulverizadas) sejam analisados e apresentados separadamente, calculando-se
a freqliéncia de aberragdes por células e para cada tipo de aberracao (ADLER,
1984; PRESTON; DEAN; GALLOWAY, 1987; BURNS; BOTTINO, 1991).
Mutacdes de origem exogenas estao relacionadas com danos no
ADN causados pelos chamados agentes mutagénicos, definidos como
elementos fisicos (por exemplo, irradiagéo eletromagnética com luz ultravioleta,
raios X, gama e alfa, choque térmico e campos magnéticos), quimicos (agentes
alquilantes, analogos de base, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, e
outros) ou biolégicos (certos virus) capazes de causar danos ao ADN levando
ao surgimento de mutagdes (SINGER; GRUBER, 1983; DRAKE, 1989;
BRUSICK, 1994). Os agentes mutagénicos, em geral, causam um aumento na
taxa de mutagao de todos os genes de uma célula (BURNS; BOTTINO, 1991).
Os agentes mutagénicos ambientais sdo de particular interesse, pois, a eles

estamos constantemente expostos, como os poluentes que estao no ar, égua e
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alimentos, aumentando consideravelmente os riscos de indugcdo de mutacodes e
cancer no homem e nos animais (GUTERIDGE, 1992; HARMAN, 1992; VIJG;
GOSSEN, 1993; KING; GILLESPIE; MCKENNA, 1994).

2.5 Testes citogenéticos para a determinacao da genotoxicidade

Os testes citogenéticos em roedores sdao os mais utilizados por se
aproximarem mais de um resultado ideal no que se refere a avaliacao da
mutagenicidade de agentes genotdxicos e sua extrapolagdo para outras
espécies animais inclusive para o homem. A proximidade filogenética, a
natureza das células, a presenca de processos fisiolégicos (metabolismo)
atuando na absorcao, distribuicdo, ativacdo e excrecao da droga fazem destes
testes os paradigmas dos ensaios toxicoldgicos e genotdoxicos (MATTER,;
TSUCJIMOTO, 1980; CARANO; NATARAJAN, 1988).

O exame microscopico dos cromossomos para a detecgdo de
aberracOes estruturais, alteragdes numéricas e troca de cromatides irmas sao
os procedimentos melhor estabelecidos para a avaliacdo dos efeitos
genotoxicos de drogas sobre as células de mamiferos (PRESTON; DEAN;
GALLOWAY, 1987; CARANO; NATARAJAN, 1988).

Nos ensaios citogenéticos in vivo, os camundongos séo inoculados
com a droga a ser testada e, depois de completado o ciclo celular, as células
da medula éssea, baco, rins, figado, gbnadas, ou érgaos fetais sdo removidos
e analisados quanto a sua incidéncia de lesdes cromossdmica em microscopia
otica. Analises citogenéticas sado realizadas através do monitoramento de
aberragdes cromossémicas de células em metafase, oriundas de quebra nos
cromossomos ou cromatides, rearranjos ou perda de fragmentos ou
cromossomos inteiros, ou pela freqiéncia de micronucleos (PRESTON DEAN;
GALLOWAY, 1987).
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO BROMATOLOGICA E ANALISE FITOQUIMICA DO
VEGETAL Himatanthus drasticus PLUMEL (APOCYNACEAE) DA
MESORREGIAO LESTE MARANHENSE

BROMATOLOGICAL CHARACTERIZATION AND PHITOCHENICAL
ANALYSIS OF VEGETABLE Himatanthus drasticus (MART.) PLUMEL
(APOCYNACEAE) OF THE MIDDLE REGION, EAST OF MARANHAO

Hildecy Silva da Luz'; Ana Clara Gomes dos Santos?

RESUMO

O uso indiscriminado do vegetal Himatanthus drasticus por pequenos criadores
foi 0 que objetivou a realizacdo do estudo bromatoldgico e a fitoquimica do
vegetal. Cascas da janauba foram coletadas na mesorregido Leste do
Maranhao e foram conduzidas aos laboratérios para a identificacdo botanica,
bromatologia e fitoquimica pela metodologia da Prospecc¢éo Preliminar e CCD,
realizando testes para as diversas classes de metabdlitos secundarios. Os
resultados da bromatologia foram: matéria seca - (MS) (92,01%), matéria
mineral — (MM) (3,75%), proteina bruta - PB (4,02%), extrato etéreo - EE
(3,08%) e fibra em detergente neutro - FDN (51,35%). Os testes fitoquimico
foram considerados positivos por reacdes de precipitacdes, coloracéao,
formacao de espuma e por formagdo de manchas coloridas na placa
cromatografica. Diante dos resultados obtidos, conclui-se que o vegetal
apresenta teor de gordura baixo e ndo deve ser utilizado como forrageira na
alimentacdo animal, entretanto podera ser utilizado como volumoso pela
presenca de carboidratos fibrosos. As classes de metabdlitos secundarios que
apresentaram maior expressividade sao os alcaléides e taninos, quando
analisadas por Prospeccédo e flavonodides e terpenos quando analisadas por
CCD, com isso 0 H. drasticus (Janauba) apresenta elementos indicativos de
acao farmacologica.

Palavras-chaves: Bromatologia, Fitoquimica, Himatanthus drasticus, Maranhao.

! Mestranda Curso de Ciéncia Animal/UEMA
* Bolsista Fixacdo de Doutor/Ciéncia Animal/UEMA.
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ABSTRACT

The indiscriminate use of the vegetable Himatanthus drasticus by small farmers
motivated the bromatological study of it and the phitoclinical one of this
vegetable. Crusts of Janauba were collected in the middle region East of
Maranhao and were conducted to the laboratories for botanical identification,
also bromatological and phitoclinical ones by the methodology of the Preliminar
Prospection and CCD. It was performed tests to the several classes of
metabolites secoudary the results of bromatology were dry material —(MS)
(92,01%), mineral material — (MM) (3,75%) brute protein — PB(4,02%) ethenal
extract — EE (3,08%) and fiber in nustral detergent — FDN (51,35%), the
phitochenical tests were considered positive because of reactions by
precipitations, coloration, formation of foam and by formation of colourful stains
in the chromatographical plaque. Because of those results the paper concludes
that the vegetable presents low grease terior and shal not be used live an
animal feed, however it can be used like a bulky way because of the presence
of fiberful carboidrats, the classes of secoudny metabolites which presented a
major expressity are the alkaloids and tanings, when analysed by Proception
and flavonoids and terpens when analysed by CCD. Therefore the H drasticus
(Janauba) presents indicative elements of pharmacological action.

Keywords: Bromatology. Phitochemis try. Himatanthus drasticus. Maranhao.
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1 INTRODUCAO

A familia Apocynaceae Jussaeu (1789) pode ser considerada uma
das maiores fontes vegetais de constituintes quimicos de utilidade na medicina
moderna. Varias substancias tém sido isoladas a partir de espécies do taxon.
Muitas delas representam prototipos de classes farmacoldgicas distintas de
farmacos e fazem parte da histéria da farmacologia e da terapéutica. O
isolamento de alcaldides de plantas pertencentes aos géneros Rauvolfia, Vinca,
Catharanthus e Alstonia sao exemplos que podem ser citados (DI STASI;
HIRUMA-LIMA, 2002).

A familia Apocynaceae compreende aproximadamente 250 géneros
presentes em duas subfamilias, Apocynoideae e Plumerioideae e 2000
espécies, distribuidas pelas regides tropicais e subtropicais do planeta. S&o
plantas de habito variado, ervas, subarbustos, arvores e trepadeiras
encontradas na flora brasileira e, particularmente, no Rio de Janeiro; segundo
levantamento realizado por, Novaes; Rapoporte (1996), existindo cerca de 80
espécies. O vegetal H. drasticus é conhecido popularmente como tiborna,
jasmim-manga e raivosa em Minas Gerais e Bahia, janauba no Ceara, pau-de-
leite no Piaui, janaguba no Rio Grande do Norte, sucuiuba na Amazébnia
(PLUMEL, 1991).

No Ceard, a espécie H. drasticus ocorre com maior freqiéncia na
Chapada do Araripe, extremo Sul do estado, onde é explorada cotidianamente
e sem controle por populares daquela localidade (MODESTO, 1997).
Conhecida como Janaguba, trata-se de uma planta muito comum em alguns
estados do Nordeste do Brasil e Amazénia. Pertencente & familia Apocynaceae,
seus galhos e troncos produzem um latex muito comercializado na regiao do
Cariri. De acordo com o uso medicinal popular local, o latex, assim como a
casca e o caule sao utilizadas como antinflamatério, analgésico e cicatrizante
(CORREA; 1984; PLUMEL; 1991; MODESTO; 1997; LORENZI DI STASI;
HIRUMA-LIMA; 2002; MATOS; 2008).

A avaliacao quimico-bromatoldgica de uma planta é importante por

fornecer uma descricao dos compostos que a formam, e assim oferecer um
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direcionamento quanto as propriedades biolégicas e/ou forrageiras das
mesmas (COSTA, 2004). A concentragcao e disponibilidade dos nutrientes do
vegetal permite avaliar a capacidade de suporte da pastagem e identificagao
das partes mais preferidas e consumidas pelos animais, destacando-se as
caréncias alimentares ao longo do ano (VAN SOEST, 1994). Andlises
laboratoriais devem ser utilizadas para dar uma idéia aproximada do valor
nutricional de determinada dieta, que é a mistura de todos os ingredientes
oferecidos a um animal (BLOIS, 1958).

Trabalhos realizados sobre constituintes quimicos da familia
Apocynaceae incluem glicosideos cardioativos e cianogénicos, saponinas,
taninos, cumarinas, acidos fendlicos, ciclitdis e triterpendides (EVANS, 2002).
Os metabdlitos mais isolados de Himatanthus e Plumeria sao os iriddides, que
sdo compostos monoterpénicos com a estrutura do nucleo do
tetraidrociclopentano-pirano (KUBLINSKI, 2000).

Nas cascas do caule de Himatanthus sucuuba foram isolados os
compostos iridoides alamandina, plumericina, isoplumericina, B3-di-hidro-
pulmericina, 15-desmetilisoplumierideo, plumerideo (iridoide majoritario no
latex) e isoplumerideo (ENDO et al., 1994; SILVA et al., 1998; WOOD et al.,
2001; MOREL et al., 2006; SOUZA et al., 2006; BARRETO et al., 2007;
CASTILLO et al., 2007; SILVA et al., 2007), o triterpeno lupeol e os ésteres
triterpénicos cinamato de lupeol, acetato de lupeol, B-fenilpropionato de lupeol,
cinamato de a-amirina e cinamato de B-amirina (SILVA et al., 1998; WOOD et
al., 2001; SOUZA et al., 2006). No latex de H. sucuuba foram identificados o
polimero cis-poli-isopropeno e 0s agucares araninose, glucose, xilose, ramnose
e galactose (SILVA et al., 2003).

O latex de H. drasticus tem indicacdo popular contra o cancer de
pulmao e linfatico, vermes intestinais, febre e Ulceras gastricas (LORENZI;
MATOS, 2008). Estudos realizados por Mesquita et. al., (2005) nas raizes de H.
drasticus indicaram que apresentam efeito leishmanicida contra promastigotas
de Leishmania donovani. Estudos prévios com as espécies de Himatanthus
demonstraram atividade farmacoloégica contra o carcinoma epidermdide
nasofaringe de humano (PERDUE; BLOMSTER, 1978); antiinflamatoria e
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analgésica (MIRANDA et al.,, 2000); antimicrobiana (SOUZA et al., 2004) e
efeito gastroprotetor (BAGGIO et al., 2005).

1.1 Justificativa

O uso do vegetal como medicinal pela populagédo, a utilizacdo na
alimentacdo em animais de produgao como controle de verminose e o fato de
nao haver estudos sobre a atividade com a espécie do género Himatanthus foi
0 que objetivou a realizagdo da caracterizagdo bromatolédgica e a fitoquimica
para rastrear os possiveis grupos de compostos com algum tipo de bioatividade,

quer seja toxica, nos extratos analisados.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do vegetal e local de processamento

A coleta de H. drasticus foi realizada nas é&reas florestais do
municipio de Caxias, MA. localizado nas coordenadas (latitude 4°51’32” S e
longitude 43°21°22” O), altitude de 66m, em um ecossistema tipico de cerrado,
na mesorregiao Leste Maranhense (IBGE, 2008). As folhas, sementes, frutos e
casca do vegetal foram acondicionados em sacos de papel, enviadas aos
laboratorios de Nutricdo da Universidade Estadual do Maranhdao (UEMA), de
Botanica e de Produtos Naturais da Universidade Federal do Maranhao
(UFMA) e de Nutricado Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria,
Campus Jaboticabal, (UNESP), Sao Paulo, SP, para identificacdo e
processamento.

As cascas foram desidratadas a sombra em temperatura ambiente
(27°C), acondicionadas em sacos de papel, para desidratacdo em estufa com
triagem de ar umido, a temperatura de 45°C por um periodo de 48 horas. A
moagem foi realizada em moinho elétrico de facas, obtendo-se no final do
processo a matéria-prima (p6), que foi pesada e acondicionada em sacos de

papel e mantido em temperatura ambiente em local seco.

2.2 Botéanica e Bromatologia

A identificagdo e classificagdo botanica do vegetal H. drasticus foi

realizada através de chaves analiticas, comparacées com as descricdoes e
ilustracdes da literatura especifica, segundo a classificacdo padronizada por
Spina, (2004) e Lorenzi, (1992), utilizando-se folhas, flores, frutos e sementes,
sendo realizada no Laboratério de Botanica, Herbario Atico Seabra (UFMA),
onde se encontra catalogada e depositada em exsicata sob o registro n® 01032.
A composicdao bromatoldgica foi realizada a partir de 500g do pé de H.

drasticus (Janauba) no laboratério de Nutricdo Animal (UNESP). O teste foi
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realizado em triplicata, para cada determinagédo do teor de: Cinzas, Matéria
Mineral (MM), Fibra Bruta (FB), Lignina (L), Fibra em Detergente Neutro (FDN),
Fibra em Detergente Acido (FDA), Energia Bruta (EB cal/kg), Materia Fibrosa
(MF), Extrato Etéreo (EE), Extrato Nitrogenado (EN), Fésforo (Absorv Materia
Seca (MS) a 105° e Proteina Bruta (PB), segundo Van Soest (1967); PB
(A.O.A.C., 1975) e EB (SILVA; QUEIROZ, 2002).

2.3 Analise fitoquimica

Os ensaios fitoquimicos foram realizados no laboratério de Produtos
Naturais (UFMA). O Extrato Bruto Hidroalcodlico (EBHA) de H. drasticus
(Janauba) foi preparado segundo a metodologia proposta por Moreira, (1979) e
modificada por Nakashima, (1993).

A partir do vegetal moido, desidratado e pesado (3 kg) foi realizado o
preparo do extrato bruto (EB). O material foi colocado sob maceragéo a frio em
uma mistura hidroalcodlica de EtOH: H,O (7:3 v:v), e submetido a agitacao
mecanica esporadica.

A extragdo do macerado foi realizada mediante quatro trocas
sucessivas a cada 24 horas com renovagdo do solvente, até a exaustdo da
extracao, por um periodo de 96h. A somatoria dos filtrados foi concentrada em
evaporador rotativo de Southesher, obtendo-se assim o EBHA-Janauba,
separando-se uma aliquota e, transferido a um baldo apropriado para ser
concentrado em rotaevaporador até que seu volume fosse reduzido a
aproximadamente um terco do original na concentracdo do extrato para
diminuir a interferéncia deste no processo de particionamento. Determinou-se o
peso seco e o rendimento.

Através da triagem fitoquimica da espécie H. drasticus (Janauba)
foram realizadas as determinagdes do residuo seco e rendimento, principais
grupamentos quimicos, perfil cromatografico do EBHA-Janauba e dos
subextratos, que foram utilizados eluentes no fracionamento aplicado em
ordem crescente de polaridade em Coluna Cromatografica (CC) de subextrato
Acetato de Etila e o perfil Cromatografico em Camada Delgada (CCD) das
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frac6es do Subextrato Acetato de Etila (Tabela 1), de acordo com metodologia
descrita por Matos, (1999).

Os Subextratos foram obtidos a partir do EBHA pelo processo de
particao liquido-liquido, ETOH: H>O (2:1, v:v). As misturas foram preparadas
com solventes organicos de polaridades crescentes: hexano, acetato de etila e
butanol. A extragéo foi realizada em funil de separacdo Todos os subextratos
foram acondicionados sob refrigeracdo em frascos rotulados e devidamente
fechados e denominadas de subextrato hexanico (S. He), subextrato acetato de
etila (S. Ac.), subextrato butandlico (S. Bu) e subextrato aquoso (S. AQ).

Tabela 1 - Fracionamento em Coluna Cromatografica do Subextrato Acetato de Etila
de Himatanthus drasticus proveniente do municipio de Caxias, MA.

Eluentes Proporgoes (v:v) Fracoes coletadas
CHCl3: MeOH 98:2 1-3
CHCl3: MeOH 97:3 4
CHCl3: MeOH 95:5 5
CHCl3: MeOH 92:8 6
CHCl5: MeOH 90:10 7
CHCI3: MeOH 85:15 8
CHCI3: MeOH 80:20 9
CHCl3: MeOH 70:30 10
CHClI3: MeOH 60:40 11
CHCl3: MeOH 40:60 12
CHCI3: MeOH 30:70 13
CHCl3: MeOH 20:80 14 -15
CHCl3: MeOH 100 16-18
H.O:MeOH 50: 50 19- 20

53



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Botanica e Bromatologia

O vegetal foi identificado como pertencente ao Reino: Plantae,
Familia Apocynaceae Juss. 1789, Subfamilia: Apocynoideae, Género:
Himatanthus (Mart.) e Espécie: Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel (1991),
conforme as especificagdes de Spina (2004) que reportou sobre caracteres de
morfologia e distribuicdo do género Himatanthus no Brasil, encontrado na
regiao Nordeste, nos estados do Maranhdo, Piaui, Alagoas e Bahia como
areas de ocorréncia natural da espécie, também considerado o trabalho
realizado por Linhares (2010) que verificou o género Himatanthus no municipio
de Alcantara, MA, através da identificacdo do material botanico amplamente
utilizada pela populacao devido as propriedades terapéuticas.

A casca da H. drasticus apresentou teores de MS de 92,01%,
indicando uma perda de 7,99% de agua. O teor de MM apresentado foi de
3,57%, porém, segundo a metodologia utilizada, a cinza diz pouco dos
elementos minerais da forragem, pois vegetais possuem uma quantidade muito
pequena de minerais, sendo muito variados. As cinzas apresentaram em
pequena porg¢do, residuo mineral inorganico que pode contribuir para a
determinacdo de sais minerais, ou seja, através deste teor pode-se ter uma
posi¢cao da fitodisponibilidade de metais neste vegetal. Os teores de PB, FDN,
EB foram respectivamente 4,02%; 51,35% e 3643,31 (cal/g) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Teores médios (%) de Cinzas, MS, MM, FB, PB, P, EE, ENN, FDN, FDA,
Lignina e EB (kcallkgMS) de Himatanthus drasticus proveniente do municipio de
Caxias, MA.

indices Resultados (%)
Cinzas 512

MS 92,01

MM 3,75

PB 4,02

MF 34,23

EE 3,08

ENN 46,93

FDN 51,35

FDA 38,86
Lignina 15,28
Fosforo (Absorvancia) 0,059
Energia Bruta (cal/g) 3643,31

MS — matéria seca EE — extrato etéreo

MM — matéria mineral ENN — extrato ndo nitrogenado
PB - proteina bruta FDN — fibra em detergente neutro
MF — matéria fibrosa FDA — fibra em detergente acido

3.2 Fitoquimica

O processo de triagem fitoquimica se baseia no principio de que
toda e qualquer substancia presente na planta, independente da sua
concentracao, pode ser um principio ativo (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Sao inumeras as metodologias descritas para a preparacdo de
extratos vegetais, visando o isolamento de seus constituintes quimicos. Um dos
métodos considerados o mais adequado para a andlise quimica farmacolégica
é a preparacao de um extrato hidroalcéolico - etanol/agua (YUNES, 2001).

O residuo seco e rendimento para o Extrato Bruto (EB) e os
subextratos obtidos a partir do EB apresentaram uma variacao de 7,03 a 48%.
O EBHA-Janauba na concentragéao de 0,56g/mL se obteve 231,87g de massa e
rendimento de 7,03%, esse rendimento encontra-se dentro da estimativa
observada por Lino; Garrote, (2005) que relataram que geralmente a obtengao
de extratos brutos apresenta uma variacao de 3 a 10%. Entretanto, quando foi
utilizado o S.Aqg. o rendimento foi de 48%, a massa obtida apenas 4,89, para
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uma concentracdo de 0,16g/mL. No entanto, os demais subextratos verificou-
se que houve uma variagdo em massa (g) de 0,72 a 2,279 e o rendimento entre
7,2 a 22,7% (Tabela 3). Esses baixos rendimentos costumam dificultar o teste
de substancias vegetais, pois tornam necessario usar grandes quantidades de
material vegetal para o preparo dos extratos e subseqlente fracionamento.

Tabela 3 - Peso Seco e Rendimento médio do Extrato Bruto Hidroalcodlico (EBHA) e
subextratos de Himatanthus drasticus.

Amostras Concentracao Massa Rendimento
(g/mL) (9) (%)
EBHA 0,56 231,87 7,03
Subextrato Hexanico 0,02 0,72 7,2
Subextrato Acetato de Etila 0,04 1,35 13,5
Subextrato n-Butanol 0,07 2,27 22,7
Subextrato Aquoso 0,16 4.8 48

A triagem fitoquimica de H. drasticus evidenciou a presenca de
grupos de metabdlitos secundarios de interesse farmacoldgico, alcaléides de
forma significativa na fracao cloroférmica (F2) observados na reacao de Meyer,
em que houve formacdo de precipitado branco. As outras fragdes
apresentaram resultado negativo. Esses resultados vém corroborar com
estudos ja realizados anteriormente com o género Himatanthus através da
quimiotaxia, revelando principalmente a presenca de alcaléides e outros
metabdlitos na espécie da familia Apocynaceae (KISAKUREK; HESSE; 1980;
GRUPO, 1998; KAZMI, 1989; FRANCA; BROWN et al., 2000; MASSIOT;
BOUMENDEL; 1992).

O perfil cromatografico em CCD foi realizado a partir do EBHA-
Janauba para os subexiratos de S.He., S.Ac., S.Bu. e S.Ag. no qual foi
observado que a fase moével utilizada foi eficiente apenas na separacao das
substancias componentes do S.He, no entanto para a avaliagdo cromatografica
do EBHA e os demais subextratos foi necessario aumentar a polaridade da
fase mével de modo a promover uma melhor interacdo com as substancias,

permitindo assim o arraste delas ao longo da placa (Figura 1).
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Figura 1 - Cromatogramas do EBHA de Himatanthus ~ Figura 2 - Cromatogramas do EBHA e
drasticus e Subextratos. Fase movel: CHCI3:MeOH ~ Subexiratos. Fase mével: CHCIs:MeOH (8,0:2,0
(8,5:1,5 viv).Revelagao com vapores de iodo. v:v). Revelagéo com vapores de iodo.

Ao se utilizar a fase mével com os mesmos solventes organicos
ocorreu um aumento da polaridade da mesma. E, esse aumento da proporcao
de MeOH foi observado que, quando ocorrer a variagdo das proporgdes entre
0s solventes organicos utilizados na fase mével é possivel se obter uma melhor
separacao entre os compostos presentes em cada amostra estudada.

No cromatograma foi observada uma maior concentragao relativa de
componentes mais polares do que menos polares, notando-se que no S.Aqg. e
no S.Bu. o perfil cromatografico € semelhante entre eles e também com a
metade inferior do EBHA. Enquanto, no S.Ac. ocorreu menor quantidade de
‘manchas”, o que é um indicativo de pouca quantidade de substancias
componentes nessa fracdo, o que a torna uma primeira fracao de interesse a
ser fracionada na procura de fracbes mais limpas ou até de substancias
isoladas. Tomando como base essa avaliacdo cromatogréafica preliminar foi
possivel escolher o melhor eluente para o fracionamento do S.Ac. por CC
(Figura 2).

Nos resultados obtidos na triagem fitoquimica do EBHA e dos
subextratos obtidos da casca de H. drasticus (Janauba) foi verificado a
presencga de reagOes fortemente positiva para taninos, alcal6ides, saponinas,
tripertenos e cumarinas. E, auséncia de heterosideos flavénicos e esterdides
para o EBHA-Janauba. Importante ressaltar que o alcal6ide s6 foi encontrado
no EBHA-Janauba, demonstrando assim que o solvente ETOH é eficiente para
particio desse metabdlito; j4& nos demais subextratos esse elemento
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metabodlico secundario ndo foi observado. No S.Bu estavam presente com
maior intensidade as saponinas e triperternos; enquanto, S.Aq apresentou
somente as saponinas. Os esterdides s6 foram encontrado no S.He (Tabela 4).
Os terpenos estao envolvidos em diferentes fungcées nos vegetais,
desde a composicao de alguns 6leos essenciais de plantas (monoterpenos), o
que confere caracteristicas como a atracdo de polinizadores; agéo inseticida e
antimicrobiana (sesquiterpenos), dentre outras (OLIVEIRA, 2007). As
atividades biologicas de terpenos distribuem-se dentro de varios grupos.
Devem ser citadas: bactericida bacteriostdtica, fungicida, antiviral,
antiparasitaria, inseticida, analgésica e aromaticas dos 6leos essenciais
derivados dos monoterpenos (VIEGAS Jr., 2003). Nesse estudo foi verificado
apenas no EBHA-Janauba e no S.Bu a presenca de triterpenos (Tabela 4).
Comparando o0s resultados desta pesquisa com as analises
fitoquimicas, realizadas através da técnica de CCD com Himatanthus obovatus
coletadas no cerrado do municipio de Caxias, MA e Timon, MA foi observada a
presenca de esterdides, flavondides, alcalbdides, taninos e saponinas (SANTOS,
2002). J4 Miranda et al. (2000) observaram fracées hexanicas, triterpenos e
iridéides nos extratos hidroalcodlicos obtidos das cascas e folhas de H.

sucuuba.
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Tabela 4 - Prospeccao quimica do EBHA de Himatanthus drasticus e dos Subextratos.

Metabolitos EBHA- Subextratos

Secundarios Janauba S. He S. Ac S. Bu S. Aq
Taninos +++ - ++ ++ +
Heterosideos - ++ ++ ++ +
Flavénicos

Alcaléides +++ - - - _
Saponinas +++ - + + F+
Triterpenos +++ - - +++ -
Esteroides - e+ - - )
Cumarinas +++ NR NR NR NR

LEGENDA - presenga da classe de
metabdlitos secundarios indicada por:

+ : reacao fracamente positiva NR: n&o realizado

++: reacao positiva EBHA-janlba= estrato bruto hidroalcoolico
+++: reagao fortemente positiva janauba

Auséncia indicada por: S.He= subextrato hexanico

- rausente S. Ac. =subextrato Acetado de Etila

S.Bu= subextrato n-butandlico
S. Ag. = subextrato Aquodo

Honda, (1990) no estudo de plantas em Mato Grosso do Sul realizou
triagem fitoquimica de 100 espécies vegetais daquela regido, dentre essas o
género Himatanthus, utilizando a Técnica de Prospeccdo de constituintes
quimicos de extratos de plantas, ndo obtendo resultados positivos para a
classe de metabdlitos secundarios de alcaloides.

Os testes para taninos foram considerados positivos pela formagao
de uma coloracao verde ou azulada e pela formacao de precipitado. A espécie
vegetal apresentou taninos condensados, pela coloragado verde caracteristica
na reacao de sais de ferro para os subextratos S.Bu., S.Ac. e S.Aqg. Os taninos
sao usados tradicionalmente na diarréia, hipertensao, reumatismo, hemorragias
e em processos inflamatérios, possuindo atividades comprovadas tais como:
bactericida, fungicida, antiviral, moluscicida e antitumoral (SIMOES et al.,
2007).

Os flavondides encontrados em H. drasticus (Janaldba) constituem

uma importante classe de polifendis, presentes entre os metabdlitos
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secundarios de vegetais, de acordo com as caracteristicas quimicas e
biossintéticas relatadas por Angelo; Jorge, (2007) sobre as diversas classes
que constituem os flavondides, como: chalconas, flavondis, flavonas,
dihidroflavondides (flavanonas, flavandides, antocianidinas, isoflavondides,
acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferois).
Esse grupo pertence a uma classe de compostos com estruturas bastante
diversificadas e possuem pelo menos um anel aromatico no qual, pelo menos
um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila (OH-) (CARVALHO et
al., 2002).

Os S.Bu., S.Ac. e S.Ag. apresentaram flavandis, pois houve o
desenvolvimento de coloragdo vermelho alaranjada, o S.Ac também
apresentou flavanonas, enquanto o S.Aq. apresentou uma coloragdo pardo-
amarelada, evidenciando assim a presenca de catequinas. O S.He. apresentou
resultado positivo para flavonas, flavondis e xantonas, pois houve o
desenvolvimento de coloragdo amarela. Do ponto de vista farmacoldgico
possuem atividade anti-séptica, antiinflamatéria e podem inibir atividade
enzimatica (BRUNETON, 1985). A ligagao das hidroxilas com o anel aroméatico
Ihes confere poder anti-oxidante.

A presenca de alcaldides foi observada de maneira significativa no
extrato bruto, na reacdo de Drangedorff, Mayer e Hager, pois houve a formacéo
de precipitados floculoso ou turvacdo da solucdo. Nos demais subextratos
apresentaram resultados negativos. Essa classe de compostos é conhecida
pela presenca de substancias que possuem acentuado efeito no sistema
nervoso, sendo muitas delas largamente utilizadas como venenos ou
alucinégenos (PERES, 2008). Como exemplo desse potencial alucinégeno
tem-se o alcaléide conhecido como DMT, N,N-dimetiltriptamina, presente em
algumas plantas. Os alcaldides séo classificados de acordo com sua origem
biossintética. De modo geral sdo formados a partir de aminoacidos (alcalbides
verdadeiros e protoalcaléides).

Apocynaceae € uma familia caracterizada pela ocorréncia frequente
de estruturas alcaloidicas. Na literatura ndo ha relatos para a presenca deste
composto para H. sucuuba. Entretanto, sdo comprovadas as atividades
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gastroprotetivas para os alcaldides indélicos de H. lancifolius (BAGGIO et al.,
2005). Rodrigues et al., (2006) observaram o predominio de alcaldides,
triterpendides, compostos fendlicos e cumarinas entre as plantas indicadas
como analgésicas por 26 etnias indigenas do Brasil.

Os S.Ac., S.Bu. e S.Ag. apresentaram resultados positivos para
presenca de saponinas. Estudos comprovam a agado das saponinas nas
atividades antiinflamatorias, antihelminticas e antivirais. Para saponinas os
testes foram considerados positivos pela formagdo permanente de espuma ou
colarinho, ap6s a solucdo ser agitada. As saponinas, também chamadas
saponosideos, formam um grupo particular de heterosideos derivados dos
triterpenos tetraciclicos. O nome provém do fato de formarem espuma
abundante quando agitadas na agua, a semelhangca do sabdo. Esta
propriedade decorre de sua estrutura quimica, na qual acucares soluveis estao
ligados a esterdides lipofilicos ou triterpénicos (HARBONE; BAXTER, 1995).
Elas reduzem a tensao superficial da agua, e causam, in vitro, a hemolise de
eritrocitos. As saponinas, apesar de muito usadas na industria farmacéutica,
apresentam propriedades téxicas aos seres humanos (VICKERY; VICKERY,
1981). Sua acao lipofilica facilita a complexacao das saponinas com esterdéides,
proteinas e fosfolipideos das membranas celulares alterando a permeabilidade
das mesmas, ou causando sua destruicdo (SCHENKEI et al., 2001).

As reacdes para pesquisa de esterbides e triterpenos também
apresentaram resultados interessantes nos S.He. e S.Bu.. Isso ocorre porque
essa classe de metabdlitos secundarios tem maior afinidade, principalmente
pelos solventes como o n-hexano e o n-butanol, sendo estes utilizados no
presente estudo. Assim, os triterpenos e iridéides detectados nesse estudo nos
extratos hidroalcodlicos corroboram com os descritos nas fragdes hexanicas do
latex de H. sucuuba por Miranda et al., (2000) e das cascas do caule por Silva
et al., (1998a). A comparacdo com o extrato bruto notou-se o surgimento de
uma coloragao verde ou azul apds a reacao de Liebrman-Burchard.

A pesquisa de cumarinas (cumarinas sao lactonas do acido o-

hidroxi-cindmico) para o EBHA-janauba apresentou resultado satisfatério, do
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ponto de vista da evidéncia da presenca desses metabolitos, ocorrendo o
desenvolvimento de florescéncia azulada forte.

Pode ser observado, que a triagem fitoquimica € coerente com o
perfil cromatogréafico avaliado em termos de uma maior presenca relativa de
componentes com maior polaridade, ressaltando que compostos como
esterdides e triterpenos podem ser considerados como de baixa a meédia
polaridade, compostos como os taninos, cumarinas e heterosideos flavonicos
de meédia para alta polaridade, e que as saponinas sao de polaridade relativa
alta. Analisando os cromatogramas de CCD foi possivel observar que algumas
fragbes apresentaram “manchas” com o mesmo deslocamento, o que sugere a
possibilidade de reuni-las para assim obter fracdes semelhantes com maior
massa (Tabela 5). O comportamento cromatografico de algumas fragdes cujo
polaridade da fase mével empregada foi alta, ocorrendo o arraste das
substancias até o topo, havendo necessidade de diminuir a polaridade da fase
mével, ou seja, reduzindo a quantidade de MeOH e aumentando a de CHCls,
como mostrado no cromatograma da figura 3.

Analisando-se o cromatograma foi possivel observar que, com a
diminuicdo da polaridade da fase mével houve uma melhor separagdao das
substancias presentes nas fragdes, sendo que a fracdo FR8 apresentou um
perfil cromatografico interessante devido a presenga de “manchas” com maior
intensidade (mais concentradas), e um melhor deslocamento (melhor

resolucao) ao longo da placa (Figura 4).
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Tabela 5 - Reunido das Fracbes do Subextrato Acetato de Etila

Fracoes Reuniao
1-3 FR-1
4-6 FR-4
8-9 FR-8
10-14 FR-10
15-19 FR-15

Figura 3 - Cromatogramas das fragoes 1-19 obtidas pelo fracionamento da Subextrato
Acetato. Fase mével: CHCI;: MeOH (7,5:2,5 v:v). Revelagdo com vapores de iodo.

Figura 4 - Cromatogramas das fragdes reunidas pelo
fracionamento do Subextrato Acetato. Fase moével:
CHCI3:MeOH (8,5:1,5 v:v). Revelagdo com vapores de
iodo.
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4 CONCLUSAO

O estudo bromatolégico da casca de H. drasticus indica a presenca
de alto teor de substancias nutritivas, pérem baixo indice de gordura e
minerais.

A triagem fitoquimica do vegetal H. drasticus demonstra a presenga
de metabdlitos secundarios expressivos, tais como alcalbides, taninos,
flavonodides, fendis e triperpendides, substéncias quimicas com potencial
farmacolégico. Registrando pela primeira vez o estudo fitoquimico desse

vegetal.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA ATIVIDADE TOXICOLOGICA DO EXTRATO BRUTO
HIDROALCOOLICO DE Himatanthus drasticus (MART.) PLUMEL
(APOCYNACEAE) EM CELULAS DA MEDULA OSSEA DE CAMUNDONGOS

EVALUATION OF TOXICOLOGICAL AND MUTAGENIC ACTIVITY OF
CRUDE EXTRACT HYDROALCOHOLIC Himatanthus drasticus (MART.)
PLUMEL (APOCYNACEAE) IN BONE MARROW CELLS IN SWISS MICE

Hildecy Silva da Luz '; Ana Clara Gomes dos Santos 2

RESUMO

Os metabdlitos secundarios contidos nas plantas medicinais podem ter
acao toxicolégica em animais. Com o objetivo de avaliar o potencial
toxicologico causado pelo uso indiscriminado da Janauba em pequenos
ruminantes, cascas de Himatanthus drasticus (janauba) foram coletadas na
mesorregido Leste do Maranhdo e conduzidas aos laboratérios para a
identificagéo botanica. Foram feitas a partir do extrato bruto hidroalc6olico
(EBHA) de H. drasticus diversas concentracdes para realizacdo do Teste
de Metafase em células da medula 6ssea de camundongos e analise
histopatolégica dos 6rgaos vitais coletados durante a necrdépsia apds 24h
da administracdo do EBHA-Janauba. Os resultados demonstraram que
EBHA-Janauba apresenta discreta agdo em células de medulas. Nao foi
evidenciada nenhuma alteracao histolégica de células teciduais de érgaos
de eleigdo, considerando-se assim in6cuo ao uso do EBHA-Janauba nas
dosagens abaixo de 173.902mg (75%).

Palavras-chaves: Teste de metafase, teste toxicoldgico, histopatologico,
Himatanthus drasticus.

' Mestranda Curso de Ciéncia Animal/UEMA.
* Boslsista Fixagao de Doutor/Ciéncia Animal/UEMA. E-mail: hildecy.luz@hotmail.com
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ABSTRACT

The secoundary metabolicals contained in the medical planas can be have their
performance in animals. Aiming to avaliate the toxicological potential
performance caused by the indiscriminated use of Janauba in little ruminants,
crusts of Himatanthus drasticus (Janauba) were collected in the middle region
East of Maranhdo and conducted to the laboratories for botanical identification.
It was made from the hidroalcoholical brute extract (EBHA) of H. drasticus
several contrations to the making of the Metaphase test of the mice’s bone
marrow and histopathological analysis of the vital orgaus collected during the
necropsy after 24 h of the administration of the EBHA — Jarnauba, the results
demonstrated that EBHA — Jarnauba present discreet performance in marrow
cells, there was met expressed any histological changes of tissue cells of
orgaus of election, benig considered so harmless to the use of EBHA -
Jarnauba in dosages below 173.902mg.

Keywords: Metaphase test. Toxicilogical test. Hispathological. Himanthus
drasticus.
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1 INTRODUCAO

Atualmente os estudos fitoquimicos abrangem a utilizagdo de
vegetais, e nao apenas a plantas medicinais, para obtencdo ou
desenvolvimento de medicamentos, ou seja, como fonte de matéria-prima
farmacéutica, também a descoberta de substancias ativas de plantas como
protétipo de farmacos, bem como o desenvolvimento de fitoterapicos (SIMOES,
2001).

A vida dos organismos vivos depende das transformacdes quimicas
executadas pelos seus metabolismos primarios e secundarios. A bioquimica
investiga a quimica de produtos naturais do metabolismo primario, que produz
substancias amplamente distribuidas nos seres vivos: aminoacidos, lipidios,
carboidratos e macromoléculas. A quimica dos produtos naturais de
metabolismo secundario é estudada por quimicos organicos, reconhecidos
como quimicos de produtos naturais. O estudo dos constituintes quimicos
bioproduzidos pelo metabolismo secundario dos organismos vivos continua
proporcionando a descoberta de diversas substancias organicas, com
atividades bioldgicas, que dependem da investigacdo farmacolégica (BRAZ
FILHO, 1994).

As espécies botéanicas dos vegetais ocorrem em diferentes regides e
sua composicao quimica também pode apresentar diferencas. As
discrepancias nos resultados das comparacoes qualitativas e até quantitativas
dos metabdlitos deve-se a aspectos relacionados o solo, clima, coleta de
material, temperatura, reagentes quimicos, dentre outros (MATOS, 1997).

As andlises fitoquimicas fornecem informacdes relevantes a cerca
da presenca de metabdlitos secundarios nas plantas, para que assim possa
chegar ao isolamento de principios ativos importantes na producao de novos
fitotergpicos. O método cromatografico destaca-se entre os diversos métodos
de analise como um dos mais frutiferos em resultados satisfatorio e mais rico
em numero de variadas técnicas. Como processo de andlise imediata tem

permitido o fracionamento de misturas em seus componentes com maior

73



precisdo e com menor consumo de tempo e trabalho, a medida que vém sendo
desenvolvidos novos materiais € novas técnicas (MATOS, 1997).

O potencial mutagénico de um agente quimico pode ser determinado
em laboratorio, por testes que podem ser realizados in vitro ou in vivo, usando
sistemas unicelulares ou sistemas mais complexos como ratos ou
camundongos (RODRIGUES; CAMARGO, 2000), entre eles destaca-se o teste
de micronucleos em medula 6ssea de roedores in vivo (RIBEIRO, 2003) que
além de atender as exigéncias dos 6rgaos nacionais que regulam os registros
de produtos farmacolégicos e quimicos, também segue as recomendacgdes do
Gene-Tox Program da Environmental Protection Agency (MELO et al., 2009).

Os testes citogenéticos em roedores sdo os mais utilizados por se
aproximarem mais de um resultado ideal no que se refere a avaliagdo da
mutagenicidade de agentes genotoxicos e sua extrapolacdo para outras
espécies animais inclusive para o homem. A proximidade filogenética, a
natureza das células, a presenca de processos fisioldgicos (metabolismo)
atuando na absorc¢ao, distribuicdo, ativagdo e excrecao da droga fazem destes
testes os paradigmas dos ensaios toxicolégicos e genotdoxicos (MATTER;
TSUCJIMOTO, 1980; CARANO; NATARAJAN, 1988).

Muitas espécies vegetais foram avaliadas quanto a mutagenicidade,
apresentando resultados negativos, como as aparas de bambu, que sdo as
camadas intermediarias dos talos de Bambusa tuldoides, Sinocalamus
beecheyana var. pubescens ou Phyllostachys nigra, Munro var. henonis, que
sdo plantas perenes da familia Gramineae. Elas tém sido usadas,
principalmente, como medicamento tradicional chinés para reduzir ou curar
dores de estbmago, vémitos, diarréia, inflamagdes do térax, inquietacdo ou
sede excessiva. E reconhecido que ha abundantes componentes biolgicos
ativos em aparas de bambu, tais como triterpendides, saponinas e esterois
(CHEN et al., 2002).

Zhang et al. (2004) avaliaram a seguranca do extrato aquoso de
aparas de bambu, através do teste de Ames, utilizando as linhagens TA98,
TA97a, TA100 e TA102 de Salmonella typhimurium, na auséncia e presenga
de ativacdo metabdlica (S9). A auséncia de aumento no numero de coldnias
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revertentes nas quatro linhagens da referida bactéria em todas as doses
testadas, assim como auséncia de relagdo dose-resposta evidente, indicaram
que o extrato testado nao apresentava atividade mutagénica. Frutos de
Gardenia jasminoides (gardénia) sao amplamente utilizados em paises
asiaticos como corante natural e como medicamento tradicional chinés.

Neste sentido, pode-se citar os estudos realizados com o latex da
planta Euphorbia milii var. hislopii, syn. Euphorbia splendens var. hislopii,
conhecida como “coroa de cristo” que segundo Vasconcellos; Schall (1986);
Schall et al.,, (1992), pode ser utii como molusquicida no controle da
esquistossomose, pois é ativa em concentracbes muito baixas, é biodegradavel
e é facilmente cultivada em areas endémicas de esquistossomose, produzindo
grandes quantidades de latex em todos os periodos do ano. Complementando
estes relatos, o estudo toxicolégico do latex de E. milii, realizado por Freitas et
al., (1991) demonstraram que solucdes aquosas dessa planta ndo sao irritantes
para a pele (em concentragbes abaixo de 0,5%) e olhos de ratos (quando
abaixo de 0,35%). Estudos quanto a citotoxicidade e genotoxicidade revelaram
que o latex desta mesma planta nao tem feito citotéxico em células CHO e nao
se apresentou mutagénico perante o teste de Ames (SCHALL et al., 1991).

1.1 Justificativa

O uso indiscriminado de Himatanthus drasticus (Janauba) por
pequenos e médios criadores de pequenos ruminantes como controle de
verminose foi 0 que objetivou a realizagdo da pesquisa, verificando o potencial
toxicolégico do vegetal H. drasticus através do teste de metafase em células de
medula 6ssea de camundongos e estudo histopatolégico dos 6rgaos de

camundongos.
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2 MATERIAL E METODOS

A identificacdo e classificacao botanica do vegetal H. drasticus foi
realizada no Herbario Atico Seabra, da Universidade Federal do Maranhao
(UFMA), onde se encontra depositada em exsicata sob o registro n® 01032.

A preparagao do extrato bruto hidroalcoolico (EBHA) de H. drasticus
(Janauba) foi realizada a partir de 3 kg da casca do vegetal proveniente da
mesorregido Leste Maranhense, segundo as coordenadas latitude 4°51'32” S e
longitude 43°21°22” no laboratério de Produtos Naturais (UFMA). Apds
secagem do vegetal em estufa de ventilagao forcada a temperatura constante
de 45°C, moido em moinho tipo Willey® até extracdo do pé. O Extrato Bruto
(EB) do vegetal foi macerado manualmente a frio em EtOH:H,O (7:3, v.v) e
mantidos sob agitagdo mecéanica esporadica durante 24 horas com renovagao
do solvente por um periodo de 96 horas. Os filtradros foram concentrados em
evaporador rotativo do tipo Southesher obtendo-se o EBHA-Janauba. A analise
fitoquimica foi realizada seguindo-se a metodologia preconizada por Matos
(1998).

2.1 Teste de Metafase

O teste de metéafase foi realizado em camundongos albinos Swiss,
machos com 30 dias de vida, oriundo do Biotério (UFMA), mantidos em salas
sob baixa temperatura a 22°C, acompanhamento diario, periodo de 10 dias no
sistema ad libitum, rotina com a metodologia viviseccionista como execugao e
padronizacdo do manejo nutricional e higienico, eliminando assim qualquer
agravo.

Os animais foram distribuidos em grupos(G) de seis, sendo trés em
cada gaiola, enquanto o GVI (controle) apenas com trés animais, mantidos sob
0 mesmo sistema, considerando-se as concentra¢gdes do EBHA-Janauba e
peso dos animais. A partir de 231.87g de rendimento bruto do extrato EBHA-
Janauba realizou-se as seguintes concentracdo de 231.870mg considerado
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como Gl (100%), 173.902mg (Gll = 75%), 115.935mg (Glll = 50%), 57.937mg
(GIV = 25%), 23.187mg (GV = 10%) e o GVI (controle negativo, solu¢do de
NaCl 0,9%).

No experimento in vivo com EBHA-Janauba, a administracdo foi
realizada por via intra peritonial (i.p.), dose unica. de 0,2 uL/p.v. (peso vivo) do
animal, seguindo-se o protocolo de distribuicdo dos grupos (G) pela média do
p.v. e concentragdo do EBHA-Janauba, como: Gl=24,16+2,7g variacao (21-
289); Gll=25,66£3,5g (21-309); Glll=22,5%£4,13g (16-279); GIV=27,0+4,93g (23-
369); GV=24,83+1,83g (22-269) e o0 GVI (0,9%, NaCl)=28,0% ,0 (27-299).

Os animais foram inoculados com uma solucao de colchicina (1%)
(droga antiinflamatéria), i.p. na dose de 0,1uL/10g de p.v., 22 horas apos terem
recebido o EBHA-Janauba. Apds 24 horas os camundongos foram sacrificados
por deslocamento cervical, em seguida, os fémures foram extirpados,
dissecados e cortados a altura das epifises proximais, seguindo-se as técnicas
preconizadas por Ribeiro, (2003), posteriormente foram confeccionadas duas
laminas por fémures de cada grupo onde se realizou a leitura e analise em
microscépio binocular Zeis®, (1000x). Para a varredura do campo laminar foi
utilizado a metodologia em “zigue-zague” sugerida por Franca; Brown) sendo
analisadas 250 células por lamina, totalizando 1.000 células, para todos os
grupos estudados.

O grau de toxidez foi avaliado através dos valores dos indices
mitéticos empregando-se a formula IM (%) = numero de células metafasicas X
100/Total de células (SIEGEL; SHADDUCK, 1990).

ApGs coleta da medula foi realizado a necropsia completa. Amostras
de oOrgaos vitais (pulmao, figado, coracao, rins e baco) foram coletadas e
fixadas em formaldeido 10% (v/v) preparado em PBS 0,01M; pH 7,2. Os
fragmentos submetidos a clivagem, sendo em seguida processados de acordo
com as técnicas de rotina para inclusdo em blocos de parafina, cortados em
micrétomo a 3-4 micrébmetros e corados com Hematoxilina-Eosina (H.E.)
realizados no Laboratério de Anatomia Patolégica (UEMA) seguindo-se os
métodos de Carlton; McGavin, (1998) e Luna, (1968). A andlise histopatoldgica
foi realizada para verificacdo de alteracbes nos 6rgaos, apds 24h da
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administracdo do EBHA-Janauba.

Os procedimentos de eutandsia dos animais obedeceram aos
Principios Eticos na Experimentagdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo (COBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica e
Bem Estar Animal (CEBEA) (UEMA), conforme o Protocolo n® 21/2010.

Os resultados foram analisados através da Analise de Variancia e as
médias comparadas pelos testes de Student e Tuckey-Kramer, com nivel de
significancia de 5%, pelo Software GraphdPad, Instat, v 3 (1993).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fitoquimica

O residuo seco e rendimento do EBHA-Janauba foi de 231,87 g
(massa) e 7,03%, respectivamente, na concentracdo de 0,56g/mL. A triagem
fitoquimica do EBHA-Janauba foi observada a presenca de taninos, alcal6ides,
saponinas, triterpendides e cumarinas. Esses grupamentos quimicos
apresentam acao bioativa no metabolismo animal, principalmente os alcal6ides
que € um composto conhecido pela presenga de substancias que possuem
acentuado efeito no sistema nervoso, sendo muitas delas largamente utilizadas

como venenos ou alucinégenos (PERES, 2008).

3.2 Teste de Metafase

Nos resultados observados constatou-se a presenga de anomalias
estruturais (AE) e totais (AT) encontradas nas células cromossémicas,
consideradas como aberragdes cromossdmicas (AC) e classificadas como:
cromossomos com falhas pequenas (GAPs), quebra de cromatina (Qcmt),
cromossomos pulverizados (CP), cromossomos muito danificados (MD),
fragmentos dicéntricos (FAP), fragmentos acéntricos simples (FAS).

Resultados das AT foram de 1956 cellulas com AE, dentre as quais,
os animais do Gl que apresentou o IM (%) de 82,25%, o Gll (17,58%) e o GllI
(0,15%), enquanto os demais grupos, ndo foram observados AE (Tabela 1).

Os IM (%) das AC em ordem crescente foram de 29,08; 19,51 e
17,40% para GAPs, CP e Qcmt, respectivamente, para o Gl (100%) e de 47,83;
25,28 e 11,04% (Gll — 75%) (Tabela 1).

Os camundongos apresentaram somente AC do tipo GAP, para os
animais do Gl (100%) e Gll (75%) que foram submetidos a acédo do EBHA-
Janauba, respectivamente. As AC do tipo CP e Qcmt para animais do Gl

(100%) e Gll (75%) foram inversamente, quando comparado com animais do
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Glll (50%), que apresentaram maior percentual de AE. As AC do tipo MD
apresentaram um discreto IM(%) no Gll (75%) (Tabela 1) (Figura 1; 2; 3 ).

Nas AC do tipo FAP e FAS nas células da medula dos animais do Gl
(100%) quando comparado ao Gll (75%) observou-se AE. no entanto, os
animais dos Glll (50%), GIV (25%) e GV (10%), as células da médula éssea
nao apresentaram AC, o mesmo evento também ocorreu nos animais do GVI
(controle) (Tabela 1). Na figura 1 observa-se que os animais do Gl (100%)
apresentaram elevada variagdo em todos os tipos de AC quando comparados
aos demais grupos de animais e em algum momento os animais do Gll (75%)
também apresentaram discreta variacao.

As AC comumente induzidas por agentes clastogénicos (indutores
de quebras no DNA) séo identificadas como fragmentos acéntricos ou
dicéntricos ou produtos de translocacées nao-reciprocas. Estes tipos de
aberrac6es sao denominados instaveis. Inversées, duplicacdes e translocacdes
sdo consideradas AC estaveis (GRANT, 1982). A presengca de quebras
cromossdmicas deve ser considerada como um sinal de alerta para a
ocorréncia de danos herdaveis no material genético (NICHOLS, 1973), embora
algumas quebras possam ser reparadas ou podem levar a célula a morte e nao
causar mutacdes herdaveis (GRANT, 1982).

O tipo de AC induzida esta relacionado ao tempo no qual o nucleo
interfasico foi exposto ao agente indutor de dano. Exposicoes que ocorrem
durante a fase Gi1 do ciclo mitético resultam em danos em cromossomos
inteiros, enquanto tratamentos durante as fases S e Gzresultam em danos nas
cromatides individuais. Apds exposicdo durante a fase S, as AC mais
encontradas sdo as quebras cromatidicas e as trocas entre 38 cromatides.
Exposicoes durante a fase Gz originam, principalmente, quebras cromatidicas e
gaps cromatidicos (GRANT, 1978).

A possibilidade de alimentos possuirem efeitos adversos tem sido
negligenciada e até mesmo ignorada (STOPPER, et al., 2005). Estudos na
literatura indicam que diferentes produtos de origem natural como alguns
flavondides, alcalbides, terpenos e esterdis, amplamente utilizados nos ultimos

tempos, podem ser potencialmente genotdxicos, cancerigenos ou
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teratogénicos desses compostos relacionadas a efeitos psicoanalépticos que
desencadeiam crises epileptiformes e tetaniformes, transtornois psiquicos e
sensoriais (SCHMITTA et al., 2003).

O mentol pode induzir a espasmo de glote e asfixia reflexa; a
esséncia de Sabina, hemorragias uterinas, € a esséncia de enebro esta
relacionada a hematurias (BRUNETON, 1991). Os mecanismos envolvidos que
explicam a clastogenecididade e/ou interagdo com o DNA n&o estéo totalmente
elucidados. Segundo Schmitta e colaboradores, 2003, a seguranga ou
toxicidade da utilizacdo destes produtos de origem natural dependem do tempo
de exposicao da dose utilizada.

Os resultados apresentados na tabela 1 quando comparados com os
resultados do grupo controle sdo importantes no que diz respeito a indicacédo
do possivel efeito mutagénico do EBHA-Janauba, considerando od Gl e Gll,
sendo mais acentuado no Gl, provavelmente indica o potencial lesivo as
células da medula. Entretanto, deve-se considerar a dosagem a ser
administrata ao animal.

As AC dos tipos GAPs, MD, FAP e FAS nos animais do Gl (100%)
apresentaram médias com diferenca estatistica significativa, quando
comparada aos Gll (75%) (P<0,0001), assim como para as células medulares
dos tipos Qcmt e CP (P<0,001 e P<0,05), respectivamente. Os cromossomos
dos tipos GAPs e CP tanto para os animais do Gl (100%) como para o Gll
(75%), ambos foram superiores quando comparados as demais AC (Tabela 2).

Dentre as AC em células medulares dos tipos Qcmt, MD, FAP e FAS
nos animais do Gll (75%) foram bem inferiores aquelas encontradas nos
animais do Gl (100%) sob a acao do EBHA-Janauba. Nesse caso, observou-se
que os animais do Gll (75%) nao apresentaram muitos danos estruturais nas
células medulares, entretanto, o uso desse fitoterapico deve ser utilizado com
medidas de seguranca, na quantidade da dosificacdo por via oral (v.0.), em
animais. Apesar de se observar que as AE foram de baixas no IM (%) no qual
reproduz uma agao negativa aos animais, mesmo assim o fitoterapico deve ser

administrado com seguranca (Tabela 2).
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Tabela 1 — Anomadlias Estruturais e indice Mitético (%) das aberragdes
cromossOmicas da medula éssea em camundongos machos (Mus musculus) tratados
com EBHA de Himatanthus drasticus, nas concentracoes de 100; 75; 50; 25; 10% e
controle negativo.

Aberragdes Grupos/IM(%) GVIF Total
Cromossomicas Gl Gll Gl GIvV GV
GAP 29,08 47,83 0 0 0 0 631
QcmT 17,4 11,04 33,33 0 0 0 319
CP 19,51 25,58 66,66 0 0 0 404
MD 13,85 1,62 0 0 0 0 227
FAP 13,05 9,88 0 0 0 0 244
FAS 7,08 1,05 0 0 0 0 131
TOTAL 82,25 1758 0,15 0 0 0 1956
GAPs=cromossomos com falhas pequenas; QcmT=quebra de cromatina;
CP=cromossomos pulverizados; MD=cromossomos muito danificados;

FAP=fragmentos dicéntricos; FAS=fragmentos acéntricos simples; *GVI= animais com
células medulares normais; G=grupos; IM=indice mitético.
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Figura 1 — Demonstrativo das Aberra¢cdes Cromossdmicas: GAP, CP, Qcmt, MD, FAP e FAS encontradas em células de
medula 6ssea de camundongos machos (Mus musculus) tratados com EBHA de Himatanthus drasticus.



Tabela 2 - Avaliacdo média das aberracdes cromossémicas da medula éssea de camundongos machos (Mus musculus) tratados com
EBHA de Himatanthus drasticus, nas concentracées de 100; 75; 50; 25; 10% e controle negativo.

ABERRACOES CROMOSSOMICAS

Grupos/
GAP* Qcmt** cpP** MD* FAP* FAS*
Concentracoes  Animais
g/mL (%) (%) M+ DP M+ DP M + DP M + DP M+ DP M = DP
Gl -100 6 19,5+ 7,78a 11,66 £ 6,41a 13,08 £6,78a 9,29+527a  8,75+6,38a 4,75 £ 2,4a
Gll -75 6 6,79 + 3,16b 1,58 £ 1,71bc 3,66+231bc 0,16+0,48b 1,41+1,61b 0,70£1,39b
Glll - 50 6 0 0,043 + 0,20bd 0,08+ 0,41bd 0 0 0
GIV -25 6 0 0 0 0 0 0
GV -10 6 0 0 0 0 0 0
GVI - (C+) 3 0 0 0 0 0 0
<0,001 <0,001 <0,0001 <0,0007 <0,0001
VI. P - <0,0001 <0,001 <0,05 <0,0001 <0,0002 <0,0001
>0,05 <0,0001
VI.T - 7,41 - - 8,42 5,46 7,15

Letras mindsculas iguais na coluna nao apresenta diferenca estatistica (P < 0,05), ANOVA pelos de *Teste T (Student) e ** Teste

Tuckey-Krammer

GAPs=cromossomos com falhas pequenas; QcmT=quebra de cromatina; CP=cromossomos pulverizados; MD=cromossomos muito
danificados; FAP=fragmentos dicéntricos; FAS=fragmentos acéntricos simples; *GVI= animais com células medulares normais;

G=grupos; IM=indice mitoético
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As secoes de figado e baco do grupo controle negativo nao
revelaram alteragbes hostopatoldgicas. Os hepatocitos conservaram a sua
estrutura tipica. O mesmo evento foi verificado nos grupos tratados por EBHA-
Janauba, considerando-se as diversas concentracdes dosificadas nos animais.
Os tecidos apresentaram aspecto histolégico normal tanto no figado, quanto no
baco, mostrando uma capsula hepatica lisa e delgada, veia centrolobular e
hapatocitos normais. O bago, foliculos de tamanho uniformes, com capsula lisa
e delgada.

As secdes do pulm&o do grupo controle negativo; assim como 0s
demais grupos tratados com EBHA-Janauba nas diferentes concentragées nao
foram evidenciada nenhuma alteragédo histoldgica das células do parenquima
pulmonar. Os bronquios apresentaram o epitélio simples e células caliciformes,
avéolos pulmonares com epitélio cilindrico simples, pleura sem alteracao
microscépica

As sec¢des de rim dos camundongos do grupo controle negativo com
NaCl 0,9%, nédo apresentaram alteragdes celulares morfoldgicas, destacando-
se entre as varias zonas do rim foi nitida, sem hemorragias e nem alteracées
celulares, apresentando glomérulos com estruturas morfolégicas normais.
Quanto aos grupos tratados com EBHA-Janauba também nao foi verificado
nenhuma alteragdo histoldégica que evidenciar-se toxidez. A zona cortical e
medular sem alteracbes patolégicas; tubos excretores e Ibébulos com
normalidade.

Na literatura encontram-se estudos com plantas medicinais com
propriedades nefroprotetoras, via atividade antioxidante e/ou de remocéo de
radicais livres devido a concentracao elevada de flavondides e alcaldides que
estas contém (RICE-EVANS et al., 1997). Estudos de protecao mostraram que
as plantas tém ingredientes ativos que sdo capazes de remover radicais livres
nos sistemas vivos (MITRA et al., 1998 apud SILVA, 2009). Pode-se inferir que
a Janauba possui uma acao protetora devido a presenca na sua constituicao
fitoquimica de varios compostos fendlicos, como os flavondides que sao

antioxidantes naturais. O flavonoide quercetina tem mostrado ser o mais ativo,
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uma vez que apresenta todas as caracteristicas estruturais para sua atividade
antioxidante (PIETTA, 2000).

As sec¢bes do coragdo dos camundongos do grupo controle negativo
com NaCl 0,9%, somados aos tratados com EBHA-Janauba nas diversas
concentracdes nao apresentaram alteracoes celulares morfolégicas. O corte
transversal demonstra que o endocardio apresentou caracteristicas proprias de
celulas endoteliais de revestimentos normais, o mesmo ocorreu com 0

miocaridio com caracteristicas proprias de tecido muscular estriado cardiaco.
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3 CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que EBHA-Janauba apresenta
discreta acao em células medulares, porém nao foi evidenciada nenhuma
alteracao histolégica de células teciduais dos 6rgaos avaliados, indicativo de
baixa toxicidade, considerando-se assim in6cuo ao uso do fitoterapico de
forma moderada, com seguridade.
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CAPITULO 4

1 CONSIDERAGOES FINAIS

De forma indiscriminada, a populacado faz uso de varias plantas no
tratamento de muitas doencas podendo se tornar até mesmo um sério
problema de saude publica. Muitas substancias quimicas sdo encontradas nas
plantas, sendo necessario entdo que testes fitoquimicos sejam realizados para
que se conhecer quais 0os metabdlitos secundarios presentes e desta forma
poder usa-las de uma forma mais segura, obtendo-se assim bons resultados.

A utilizagdo cada vez mais acentuada de produtos como farmacos,
agroquimicos, cosméticos, corantes e muitos outros, tem levado ao aumento
nas taxas de mutagénese.

Os metabdlitos secundarios contidos nas plantas medicinais podem
ter acado mutagénica e toxicoldégica em animais. Testes citogenéticos devem ser
realizados para a avaliacdo de agentes genotoxicos contidas nas plantas
medicinais que agem nas ceélulas dos mamiferos.

Faz-se necessario conhecer a composicao quimica dos alimentos,
sua acao no organismo, seu valor alimenticio e calérico, suas propriedades
fisicas, quimicas, toxicologicas, etc. para que se possa oferecer aos animais e
assim, assegurar boa produtividade a um custo/beneficio compativel com a
realidade da producéo nos diferentes momentos do ano.

A gordura fornece energia para todas as atividades metabdlicas dos
organismos que a consomem, constituindo a fragdo mais energética dos
alimentos. Por ter apresentado o teor de gordura baixo no estudo
bromatolégico, o vegetal ndo deve ser a Unica fonte de alimentagao animal.

A presencga de varias substancias de metabdlitos secundarios nos
resultados do estudo fitoquimica do vegetal Himatanthus drasticus caracteriza

o extrato com potencial farmacoldgico.
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O estudo da mutagenicidade de H. drasticus apresentou discreta
acdo em células de medulas sem toxidez e sem nenhuma alteragdo na
histologia das células teciduais nos 6rgaos estudados. Desta forma, pode-se
considerar segura a utilizacdo da janauba como fitoterapico.
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ANEXO A - Teste de Metafase em células de medula 6ssea de camundongos
(Hsu; Patton, 1969; Zambrano et al., 1982; Melo, 1996).

O teste de metafase foi realizado em camundongos albinos Swiss,
machos com 30 dias de vida. A distribuicdo dos animais foi realizada em grupos
(G), considerando-se as concentra¢des do EBHA-Janauba e peso dos animais.

Os camundongos foram inoculados com uma solugdo de colchicina
(1%), via i.p. na dose de 0,1 ml/10g de peso corporal, 22 horas apos terem
recebido o extrato EBHA-Janauba. Apds 24 horas os camundongos foram
sacrificados por deslocamento cervical.

Em seguida, os fémures foram extirpados, dissecados e cortados a
altura das epifises proximais. Com uma seringa e agulha, tipo tuberculina, foi
injetada no canal medular dos fémures dos camundongos 0,3 ml de uma solugao
isotbnica de NaCl (0,9 %) deixando-se escorrer as células da medula 6ssea dentro
de um tubo de centrifuga contendo 3,0 mL da solugéo de NaCl.

A suspensdo de células foi homogeneizada varias vezes com uma
pipeta de Pasteur fina e, em seguida, centrifugada a 1.000 rpm durante 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento homogeneizado em 4 ml de
solucao hipotdnica de KCI (0,075M). A suspensdo foi deixada em repouso a
temperatura ambiente durante 25 minutos para hipotenizagéo e lise das células. A
suspensao foi, em seguida, centrifugada a 1000 rpm durante 5 minutos e o
sobrenadante descartado. Ao sedimento, adicionou-se o fixador (metanol: acido
acetico 3:1), recém preparado, sendo as células ressuspensas até obter-se uma
solugcdo homogénea sem grumos.

O processo de fixacdo das células foi repetido duas vezes sendo
diminuido os volumes dos fixadores para 3 ml nas duas Ultimas centrifugacdes.
Ap6s a ultima centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado e as células,
novamente ressuspensas. Em |aminas previamente limpas e totalmente
desengorduradas, mantidas submersas em agua destilada gelada, foram pingados
2 a 3 gotas do material sobre uma pelicula de agua que se forma sobre as
laminas. Em seguida as laminas foram secas em papel de filtro e, ligeiramente,
flambadas em lamparina a alcool onde foram coradas pelo método de Giemsa e

analisadas ao microscopio 6tico convencional.
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ANEXO B - Revista Brasileira de Farmacognosia

INSTRUCOES AOS AUTORES
o Escopo e politica
« Forma e preparacao de manuscritos
« Envio de manuscritos

Escopo e politica

A Revista Brasileira de Farmacognosia € um periddico destinado a publicacao de
trabalhos cientificos originais, artigos de revisdo e divulgacdo no campo da
Farmacognosia (estudo dos produtos naturais biologicamente ativos).

Artigos Originais (em portugués, inglés ou espanhol): refere-se a trabalhos inéditos
de pesquisa. Devem seguir a forma usual de apresentagédo, contendo Introducéo,
Material e Métodos, Resultados e Discussao, etc, de acordo com as peculiaridades de
cada trabalho.

Artigos de Revisao (em portugués, inglés ou espanhol): destinados a apresentagéao
do progresso em uma area especifica da Farmacognosia, contendo uma viséo critica,
com o objetivo principal de beneficiar clientela formada por pés-graduandos e néo-
especialistas da area. Os Editores da RBFAR poderdo, eventualmente, convidar
pesquisadores qualificados para submeter artigo de revisdo. E desejavel que o autor
tenha publicagdes na referida area.

Artigos de Divulgacao (em portugués, inglés ou espanhol): apresentacdo de algum
aspecto ou area da Farmacognosia, redigido de forma didatica, com o objetivo de
beneficiar clientela formada por estudantes de graduagdo, pds-graduagdo, nao-
especialistas na area, farmacéuticos e professores de areas afins.

Forma e preparacdo de manuscritos

1. NORMAS GERAIS

1.1 Todos os manuscritos submetidos devem ser inéditos. A publicagdo simultanea de
manuscritos descrevendo o mesmo trabalho em diferentes periddicos nao é aceitavel.
Os direitos de publicagdo passam a ser da Revista Brasileira Farmacognosia, inclusive
traducdes; publicagdes subsequientes sdo aceitas desde que citada a fonte.

1.2 A Revista Brasileira Farmacognosia recebe para publicagédo trabalhos cientificos
originais, revisbes e comunicagbes. O conteudo dos trabalhos é de total
responsabilidade do(s) autor(es), e nao reflete necessariamente a opinido do Editor,
dos Editores de Secdo ou dos membros do Conselho Editorial.

1.3 O idioma para a publicagédo é o inglés. Manuscritos escritos por autores cuja lingua
materna nao é o inglés devem ser verificados por um servico de edicéo profissional de
lingua inglesa antes da submisséo. Auxilio de servigos de edigdo independente pode
ser encontrado em http://journalexperts.com?rcode=BJP. Este trabalho é pago e de
responsabilidade dos autores e o uso de um desses servigos de tradugcado nao garante
o aceite ou preferéncia para publicagéo.

1.4 A Revista Brasileira de Farmacognosia submeterd todos os manuscritos
recebidos a andlise de consultores ad hoc, cujos nomes permanecerdao em sigilo e que
emitirdo pareceres para decidir sobre a pertinéncia de sua aceitacdo, podendo
inclusive, reapresenta-los ao(s) autor(es) com sugestdes para que sejam feitas
alteragbes necessarias e/ou para que os mesmos sejam adequados as normas
editoriais da revista.

1.5 Toda idéia e conclusdo apresentadas nos trabalhos publicados sado de total
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responsabilidade do(s) autor(es), e nao reflete necessariamente a opinidao do Editor,
dos Editores de Secado ou dos membros do Conselho Editorial.

1.6 Todos os artigos envolvendo estudos com humanos ou animais deverdo ter
Pareceres dos Comités de Etica de Pesquisa em Seres Humanos ou em Animais das
instituicoes a que pertencem os autores, autorizando tais estudos.

1.7 Todo material vegetal utilizado na pesquisa descrita no trabalho deve ter a
indicacdo do seu local de coleta (inclusive coordenadas obtidas por GPS, se possivel),
0 pais de origem, o responsavel pela identificacdo da espécie e a localizagcdo da
exsicata. Os autores devem estar preparados para fornecer evidéncia documental de
que a aprovacao para a coleta foi concedida pela autoridade apropriada no pais de
origem.

1.8 Os seguintes critérios de rejeicdo tém aplicacao imediata: i) 0 manuscrito ndo se
enquadra nas areas da Revista; ii) 0 manuscrito € muito preliminar, com apenas relato
de atividade bioldgica sem a comparagcdo com uma referéncia ou sem um controle
positivo; iii) a origem boténica ndo esta claramente identificada, autenticada e
documentada; iv) trabalhos experimentais de atividade antimicrobiana e antioxidante
com extrato bruto sem a identificacdo das substancias ativas isoladas e identificadas.

2. NORMAS PARA A ELABORACAO DAS CONTRIBUICOES

2.1 Os autores devem manter uma copia eletrébnica do manuscrito submetido, para o
caso de possivel perda ou danos causados ao original enviado a revista.

2.2 As Figuras (fotografias, graficos, desenhos etc.) deverdo ser apresentadas no final
no texto, apds as Referéncias, numeradas consecutivamente em algarismos arabicos.
As respectivas legendas deverdo ser claras, concisas, sem abreviaturas e localizadas
abaixo das figuras. Suas respectivas posicbes no texto deverdo ser indicadas,
preferentemente, logo apos sua citagcao no corpo do trabalho.

2.3 As Tabelas e os Quadros também devem ser apresentados apds as Referéncias,
numerados consecutivamente em algarismos arabicos. As tabelas (dados numéricos)
ndao podem ser fechadas por linhas laterais. As respectivas legendas deverdo ser
claras, concisas, sem abreviaturas e localizadas na parte superior dos mesmos.
Deverao ser indicados os locais aproximados no texto, onde as tabelas e os quadros
serdo intercalados, preferentemente, logo apés sua citacao no corpo do trabalho.

2.4 As legendas de ilustracées botanicas devem ser de acordo com as normas
adotadas pela revista. Solicitar as normas pelo endereco revista@sbfgnosia.org.br.

3. FORMATACAO DO TEXTO E CONTEUDO DO TRABALHO

3.1 Original papers. Trabalhos originais sdo artigos de pesquisa original descrevendo
resultados experimentais. O manuscrito deve estar disposto na seguinte ordem: Titulo,
Resumo, Unitermos, Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussao,
Agradecimentos, Referéncias, Figuras com legendas, Tabelas, Férmulas estruturais.
Resultados e Discussdo podem aparecer como duas partes distintas, ou como um
combinado "Resultados e discusséo". O tamanho normal do texto principal de um
trabalho original, excluindo referéncias, tabelas, figuras e legendas de figuras, é de
cerca de 3000 palavras. Em casos excepcionais e casos devidamente justificados,
manuscritos podem ser aceitos. Ao submeter tais manuscritos, os autores devem
apresentar uma justificativa com as razdes para o texto ser longo.

3.2 Short communication. Esta secdo é destinada principalmente para artigos que
descrevem isolamento de substancias conhecidas de nova fonte neotropical, ou
resultados complementares de um trabalho em andamento. A comunicagao deve ser
escrita na seguinte ordem: Titulo, Resumo com 200 palavras, Palavras-chave,
Introducao, Material e Métodos com detalhes dos dados experimentais sem sub-titulo,
Resultados e Discussdo em um corpo de texto sem titulo, Agradecimentos, no maximo
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vinte Referéncias, e no maximo trés Figuras e/ou Tabelas. Os autores deverao limitar
o texto a no maximo 2000 palavras.

3.3 Revisoes geralmente a partir de convites pelo editor-chefe. Os textos devem ser
concisos € nao € necessario incluir detalhes experimentais. O principal objetivo de
revisoes é fornecer, de uma forma concisa e precisa, o estado-da-arte de um assunto
e informar o leitor os desenvolvimentos mais recentes nesta area.

3.4 Além dessas normas, modelos para formatacao de trabalhos originais e da carta
de submissdo estdo disponiveis em www.sbfgnosia.org.br/revista. Os autores sao
convidados a utilizar esses modelos ao preparar um manuscrito.

3.5 Os originais deverao ser redigidos em folhas de papel tamanho A4, espaco duplo,
fonte tipo Times New Roman, tamanho 12, com texto justificado, margem de 2 cm em
cada um dos quatro lados, e perfazendo o total de, no maximo, quinze e, no minimo,
cinco paginas, incluindo figuras, tabelas e quadros.

3.6 Titulo e subtitulo: Deverdo estar de acordo com o contetddo do trabalho, levando
em conta 0 ambito e objetivos da Revista. Estes deverdo estar escritos em caixa
baixa, negritados, fonte tipo Times New Roman, tamanho 14. Para os trabalhos
redigidos nas linguas Portuguesa e Espanhola, providenciar também versdo do titulo
para a lingua Inglesa, o qual acompanhara o Abstract. O nome das plantas no titulo
deve estar completo, incluindo nome do autor e Familia, conforme
http://www.tropicos.org.

3.7 Autores: Os nomes dos autores devem vir abaixo do titulo, centralizados. O nome
e 0s sobrenomes devem aparecer na ordem correta, sendo obrigatério que o primeiro
(nome) e o ultimo (sobrenome) aparecam por extenso (e.g. Carlos N. U. Silva ou
Carlos N. Ubiratan Silva). No caso de varios autores, seus nomes deverdo ser
separados por virgulas.

3.8 Filiacao dos autores: Ap6s o nome de cada autor devera constar um numero
Ardbico, sobrescrito, que indica sua instituicao de procedéncia e, devera aparecer logo
abaixo da nominata dos autores, também centralizado e com enderegos completos,
inclusive o CEP da cidade. Deve-se assinalar o nome do autor correspondente com
um asterisco sobrescrito, para o qual toda correspondéncia devera ser enviada. O
endereco eletronico institucional, telefone e fax do autor principal aparecerdo na
primeira pagina do trabalho como uma nota de rodapé. A revista ndo publica
enderecos eletrbnicos comerciais.

3.9 Abstract: Devera apresentar concisamente o trabalho destacando as informacdes
de maior importancia, expondo metodologia, resultados e conclusdes. Permitira avaliar
o interesse pelo artigo, prescindindo de sua leitura na integra. Dever-se-a dar
destague ao Resumo como tépico do trabalho (maximo de 200 palavras). Os
manuscritos devem vir acompanhados também da versdo do resumo para a lingua
Portuguesa. Para autores nado-brasileiros, o resumo em portugués sera feito pela
revista.

3.10 Keywords: Também em nimero maximo de seis e separados por virgula.

3.11 Introducao: Devera estabelecer com clareza o objetivo do trabalho e sua relagdo
com outros trabalhos na mesma area. Extensas revisoes da literatura deverdo ser
substituidas por referéncias a publicacées mais recentes, onde estas revisdes tenham
sido apresentadas e estejam disponiveis.

3.12 Material e Métodos: A descricdo dos materiais e dos métodos usados devera
ser breve, porém suficientemente clara para possibilitar a perfeita compreenséo e a
reproducgdo do trabalho. Processos e técnicas ja publicados, a menos que tenham sido
extensamente modificados, deverao ser referenciados por citagao.

3.13 Resultados: Deverao ser apresentados com o minimo possivel de discussao ou
interpretacéo pessoal e, sempre que possivel, ser acompanhados de tabelas e figuras
adequadas. Os dados, quando pertinentes deverdo ser submetidos a uma analise

113


http://www.sbfgnosia.org.br/revista
http://www.tropicos.org/

estatistica.

3.14 Discussao: Devera ser restrita ao significado dos dados obtidos e resultados
alcancados, evitando-se inferéncias ndo baseadas nos mesmos. Opcionalmente,
Resultados e Discussao poderao ser apresentados em um unico item.

3.15 Agradecimentos: Este item é opcional e devera vir antes das Referéncias
Bibliograficas.

4 REFERENCIAS
A formatagdo das referéncias deve ser padronizada em conformidade com as
exigéncias da revista, como € mostrado abaixo:

4.1 Citacoes no texto: no inicio da citagdo: autor em caixa baixa, seguido do ano
entre parénteses. Ex. Pereira (1999); no final da citacdo: autor em caixa baixa e ano -
ambos entre parénteses. Ex. (Silva, 1999) ou (Silva & Souza, 1998) ou (Silva et al.,
1999) ou (Silva et al., 1995a,b); citagdo textual: colocar, também, a pagina Ex. (Silva,
1999, p.24).

4.2 As Referéncias Bibliograficas serdo ordenadas alfabeticamente pelo sobrenome
do primeiro autor, em caixa baixa e em ordem crescente de data de publica¢do. Levar
em consideracao as seguintes ocorréncias:

4.2.1 Revista: Sera utilizado a abreviatura do periddico, em italico, definida no
Chemical Abstracts Service Source Index (ver http:/www.cas.org/sent.html). Caso a
abreviatura autorizada de um determinado peridédico ndo puder ser localizado e nao for
Obvio como o titulo deve ser abreviado, deve-se citar o titulo completo.
Vargas TOH 1996. Fatores climéaticos responsaveis pela morte de borboletas na
regido sul do Brasil. Rev Bras Assoc Entomol 11: (100-105).

No caso especial da revista citada nao ser de facil acesso, € recomendado citar o seu
nuamero de Chemical Abstracts, como segue:

Qu W, Li J, Wang M 1991. Chemical studies on Helicteres isora L. Zhongguo Yaoke
Daxue Xuebao 22: 203-206, apud Chemical Abstracts 116: 124855r.

Numa citagao de citagédo, colocar o nome das fontes em italico

Wax ET 1977. Antimicrobial activity of Brazilian medicinal plants. J Braz Biol Res 41:
77-82, apud Nat Prod Abs 23: 588-593, 1978.).

4.2.2 Livro:

Costa AF 1996. Farmacognosia. Lisboa: Calouste Gulbenkian.

4.2.3 Capitulo de livro:

Farias CRM, Ourinho EP 1999. Restauragéao dentéria. In: Goldaman GT (org.). A nova
odontologia. 5. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, p. 95-112.

4.2.4 Tese e Dissertacao:

Lima N 1991. Influéncia da agdo dos raios solares na germinagdo do nabo selvagem.
Campinas, 755p. Tese de Doutorado, Faculdade de Ciéncias Agrarias, Universidade
Estadual de Campinas.

Romero MAV 1997. Estudo quimico de Brunfelsia hopeana Benth e do mecanismo de
acdo da escopoletina. Joao Pessoa, 119 p. Dissertacdao de Mestrado, Programa de
Pés-graduagéo em Produtos naturais, Universidade Federal da Paraiba.

4.2.5 Congressos:

Thomas G, Selak M, Henson PM 1996. Estudo da fragdo aquosa do extrato etandlico
das folhas de Cissampelos sympodialis em neutréfi los humanos. XIV Simpdsio de
Plantas Medicinais do Brasil. Florianépolis, Brasil.

4.2.6 Patentes:

Devem ser identificadas conforme modelo abaixo e na medida do possivel o numero
do Chemical Abstracts deve ser informado.
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Ichikawa M, Ogura M, Lijima T 1986. Antiallergic flavone glycoside from Kalanchoe
pinnatum. Jpn. Kokai Tokkyo Koho JP 61,118,396, apud Chemical Abstracts 105:
178423q.

4.2.7 Paginas Internet:

Taylor L 2000. Plant based drugs and medicines. http://www.rain-
tree.com/plantdrugs.htm, acesso em outubro 2009.

5 ABREVIATURAS

As unidades devem ser de acordo com o Sistema Internacional (SI) como adotado na
11th General Conference on Weights and Measures. Abreviaturas comuns para seren
usadas sdo: m metro; ppm partes por milhdo; cm centimetros; cpm contagem por
minuto; mm milimetro; dpm disintegracdées por minuto; um micrometro; nm nanometro;
kg kilograma; g grama; mg miligrama; pg micrograma; ng nanograma; LD50 dose letal
meédia; mL mililitro; LC50 concentragdo letal média; pL microlitro; Hz hertz; s
segundos; M molar; min minutos; mM milimolar; h horas; M molar; uM micro molar; SD
desvio padrao; SE erro padrao; Ci Curie; X média. Ao usar uma palavra que €, ou esta
confirmada para ser, uma marca de propriedade comercial, os autores devem utilizar o
simbolo ®.

6. ILUSTRACOES

6.1 A qualidade das ilustracdes depende da qualidade dos originais fornecidos. As
Figuras ndo podem ser modificados ou realcadas pela equipe de educao da revista.
Os graficos devem ser apresentados como parte do arquivo do manuscrito. O
contraste é importante.

6.2 Remover as cores das ilustracoes, exceto para os graficos em que o autor gostaria
de té-los publicados coloridos (ver a segao de Custos abaixo para informacoes).

6.3 Coloque as figuras em formato .TIFF, . jpg ou .eps, indicando o nimero e o titulo
da figura Tons ndo sado aceitaveis. InscricdesAs legendas devem estar com fonte
Times New Roman, em um tamanho razoavel que possa estar legivel apds reducéo,
quando necessario.

7. CUSTOS

A Revista custeara integralmente os trabalhos de até quinze paginas, incluindo tabelas
e figuras. Acima deste numero de paginas, as despesas correrdo por conta do(s)
autor(es). Nao serdo aceitas fotografias coloridas, a nao ser que o(s) autor(es)
custeiem sua publicacao, independente do nimero de paginas do trabalho.

8. PROVAS TIPOGRAFICAS

As provas tipograficas serdo enviadas ao autor correspondente em arquivo PDF.
Modificagcbes de frases ou adicbes nao sao permitidas nesta fase. E da
responsabilidade do autor correspondente garantir que todos os autores do manuscrito
estejam de acordo com as alteragdes feitas sobre as provas. As provas tipograficas
devem retornar no prazo de cinco dias, a contar da data do recebimento das mesmas
a fim de garantir a publicagdo do manuscrito no prazo.

Todo contato com a revista deve ser feito ao Editor, conforme endereco abaixo:
Revista Brasileira de Farmacognosia

Prof. Cid Aimbiré M. Santos - Editor

Laboratério de Farmacognosia

Departamento de Farmacia - UFPR

Rua Pref. Lothario Meissner, 632 - Jd Botanico

80210-170, Curitiba-PR, Brasil

revista@sbfgnosia.org.br
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