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RESUMO

Mikania glomerata Sprengel é uma espécie vegetal da flora brasileira pertencente a
familia Asteraceae, conhecida vulgarmente pelo nome de guaco. Realizou-se estudo da
folha da espécie em questdo sob os pontos de vista morfo-anatomico, de isolamento e
caracterizacdo de compostos quimicos e determina¢do da acdo antiinflamatéria e
analgésica do extrato bruto obtido das folhas. O isolamento de compostos quimicos foi
realizado por fracionamento do extrato bruto hidroalcodlico, por cromatografia em coluna
e técnicas de purificagdo usuais em quimica. A pesquisa farmacologica foi orientada pelo
teste geral de atividades e determinagdo da DLso, em camundongos. Foram isolados e
identificados espectrometricamente trés compostos do extrato bruto hidroalcoolico das
folhas de M. glomerata Sprengel: cumarina (3), acido 2-acetil-trans-cindmico (8) e 4-
hidroxi-3,5-dimetoxi-benzaldeido (9), também chamado de siringaldeido. Os estudos
farmacologicos sugerem que o extrato bruto ensaiado apresenta baixa toxicidade por via
oral e intraperitoneal, bem como, atividade antinociceptiva e antiedematogé€nica, com
fortes indicios de a¢do antiinflamatoéna.
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ABSTRACT

Mikania glomerata Sprengel is a native species from Brazilian Flora, belonging to
Asteraceae family, known in the folk medicine as guaco. A morpho-anatomic study of the
leaves, isolation and characterisation of chemical constituents and determination of anti-
inflammatory and analgesic activity were done using the crude hydro-alcoholic extract.
The isolation of the constituents was realised by fractionating the crude extract using
column chromatography and purification techniques. The pharmacology assays were
oriented by using general activity test and DLs, determination, in mice. Three compounds
were isolated and identified by spectroscopic methods: cumarina (3), 2-acyl-trans-
cinnamic acid (8) and 4-hydroxy-3,5-dimethylbenzaldehyde (9), also known as
syringaldehyde. The pharmacology studies suggest that the crude extract shows low
toxicity orally and intraperitonially as well as antinociceptive and antiedematogenic
activities with potential antiinflammatory activity.
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1. INTRODUCAO

“O Senhor fez a terra produzir os medicamentos: o homem sensato ndo os
despreza” (BIBLIA, 1995). Muito antes dessa alusdo as plantas medicinais encontrada no
texto sagrado, o homem ja fazia uso das virtudes curativas da natureza. E possivel afirmar
que se trata de uma das primeiras manifestagdes do antiquissimo esfor¢o do homem para
compreender e utilizar a natureza, como réplica a uma das suas antigas preocupagoes: a
doenga e o sofrimento.

O mais famoso relato sobre drogas e seus usos, escrito pelo botanico grego
Pedanios Dioscorides no século I d.C., intitulado De materia medica libri cinque,
corresponde a uma obra médica em cinco volumes. Nesse tratado, sdo descritas cerca de
seiscentas plantas medicinais, além de numerosos produtos de origem animal e mineral, para
uso medicinal, tendo permanecido a autoridade no assunto por aproximadamente quinze
séculos (ROBBERS et al., 1996).

Fazendo-se uma retrospectiva do caminho percorrido desde as primeiras receitas da
época da sexta dinastia egipcia, verifica-se que foi uma longa caminhada; contudo, observa-
se que ela ocorreu sempre na mesma diregdo, ou seja, na busca de mais conhecimento e
tecnologia para transformar as plantas medicinais em medicamentos (EVANS, 1996).

Assim, diz o livro sagrado: “... o farmacéutico faz misturas agradaveis, compoe
ungiientos uteis a saude, e seu trabalho nio terminara, até que a paz divina se estenda sobre
a face da terra” (BIBLIA, 1995).

A partir da necessidade de conhecer mais profundamente os produtos de origem
natural e utiliza-los na terapéutica de forma correta e segura, surgiram, na historia da
farmacia, varias ciéncias que tém como objetivo estudar as virtudes da natureza, sobretudo
as plantas, em prol do bem estar da humanidade.

Gradualmente, 4 medida que o conhecimento sobre as drogas aumentava, disciplinas

especializadas tornaram-se uma necessidade para sistematizar e organizar as novas



informagdes. No inicio do século XIX, a matéria médica comegou a ser dividida em
farmacologia (a¢@o das drogas) e farmacognosia (todos os aspectos relacionados as drogas,
com menor énfase & agdo), o que vem ao encontro com a divisdo da arte de curar em
medicina e farmacia.

Acreditou-se por muito tempo que o termo farmacognosia teria sido introduzido por
C.A. Seydler, um estudante de medicina em Halle/Saale, Alemanha, que usou o titulo
Analectica pharmacognostica para sua dissertagdo, em 1815. Estudos mais recentes
mostram que o termo pharmacognosis foi usado pela primeira vez, na realidade, por J. A.
Schimidt em 1811, que utilizou o termo em seu Lehrbuch der Materia Medica, publicado
em Viena, para descrever o estudo das plantas medicinais e suas propriedades (ROBBERS
etal., 1996).

O termo FARMACOGNOSIA foi criado para designar a ciéncia que estuda as
matérias de origem natural, usadas no tratamento de enfermidades. Esse termo, que
atualmente se refere com maior énfase as matérias de origem vegetal e animal, ¢ formado
por duas palavras gregas, a saber: pharmakon, que significa droga, medicamento, veneno e
gnosis, conhecimento (OLIVEIRA et al., 1996, ROBBERS et al., 1996; EVANS, 1996).

A farmacognosia esta intimamente ligada a outras disciplinas, sobretudo a botanica,
quimica orginica e farmacologia, de forma que a botanica considera em particular a
descri¢do e identificagdo das plantas. Além disso, a farmacognosia se preocupa também
com o historico, fontes de obtencdo, produgdo, comercializagdo, armazenamento e
preparacdo adequada de cada espécie de droga.

Sendo o objetivo da farmacognosia o estudo ou conhecimento das drogas, torna-se
imperativo estabelecer um conceito preciso a seu respeito. A origem da palavra droga ndo
esta ainda bem esclarecida. Alguns consideram provavel que esteja relacionada com o
vocabulo alemdo frocken, que significa secar, visto que as drogas de origem vegetal ou
animal se apresentam quase que exclusivamente no estado seco. Outros acreditam que a
palavra droga derive do holandés, droog, que significa seco ou através do francés, drogue
(EVANS, 1996; OLIVEIRA ef al., 1996, ROBBERS et al., 1996).

Chama-se droga, em farmacognosia, a todo vegetal ou animal ou, ainda, a uma parte
ou 6rgdo desses seres ou produtos derivados diretamente deles, que apos passarem por

processo de coleta, preparo e conservagdo, possuam composi¢do e propriedades tais, que



possibilitem o seu uso como forma bruta de medicamento ou como necessidade
farmacéutica. Droga €, pois, matéria sem vida, que sofreu alguma transformagio para servir
de base para medicamento (OLIVEIRA ef al, 1996, ROBBERS ef al., 1996; EVANS,
1996).

O estudo de novas drogas exige do farmacéutico profundo conhecimento das
caracteristicas macroscopicas e histologicas da mesma, além de capacidade para executar
ensaios cromatograficos e outros procedimentos necessarios a identificagio e determinagio
da pureza requerida para a substancia isolada ou droga em analise.

Indubitavelmente, o reino vegetal possui, ainda, muitas espécies de plantas contendo
substdncias com valor medicinal, que precisam ser exploradas sob o ponto de vista
farmacognostico. Ha, porém, um nimero grande de plantas que estdo constantemente
sendo pesquisadas, em fun¢do do possivel valor farmacologico, particularmente por suas
agOes antiinflamatoria, hipotensora, hipoglicemiante, amebicida, citotdxica, antibidtica e
anti-Parkinson (EVANS, 1996; OLIVEIRA ef al., 1996; ROBBERS ef al., 1996).

Nas ultimas décadas, trés acontecimentos relevantes ocorreram, tendo produzido
modifica¢des fundamentais na atitude, tanto da populag¢do, como de cientistas em relagdo a
farmacognosia. Primeiramente, as pessoas leigas descobriram a utilidade de muitas drogas
ou ervas, como sio comumente chamadas. A insatisfagdo com efeitos colaterais € o custo
elevado da medicina moderna induziram ao aumento na apreciagdo por produtos naturais €
organicos. Tal fato levou milhares de pessoas em todo o mundo a aderir fortemente ao uso
de drogas vegetais classicas para o tratamento de determinadas patologias.

Em segundo lugar, reconheceu-se cientificamente que as plantas com folclorica
reputagdo medicinal, muitas vezes representam a melhor fonte de compostos que podem
servir como novas drogas, ou prototipos para as mesmas.

Finalmente, a maior revolugdo, que se encontra ainda em sua infancia, teve inicio
com a tecnologia do DNA recombinante, engenharia genética, ou mais especificamente,
farmacobiotecnologia. Esse método envolve a transferéncia do material genético de um
organismo para outro, permitindo que o segundo produza em maior quantidade um
componente especifico, na forma usual de droga (ROBBERS ez al., 1996).

Dentro de todo esse contexto, o estudo da droga conhecida popularmente como

guaco (Mikania glomerata Sprengel, Asteraceae) € importante, visto que representa um



insumo farmacéutico dotado de propriedades terapéuticas consagradas na medicina popular

brasileira.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Contribuir com o estudo farmacognostico das folhas da espécie Mikania glomerata
Sprengel, Asteraceae, sob o ponto de vista de isolamento de compostos quimicos, estudo

morfo-anatomico e farmacoldgico. A referida espécie sera designada por M. glomerata.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Realizar levantamento bibliografico sobre a espécie M. glomerata,

e Caracterizar morfo-anatomicamente a folha da espécie em analise, somente a titulo de
comparagdo e confirmagdo com os estudos ja existentes;

e Isolar, caracterizar e identificar compostos biossintetizados nas folhas de M. glomerata,

e Estudar a acdo analgésica e antiinflamatdria do extrato bruto das folhas de M. glomerata.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 FAMILIA ASTERACEAE

A familia Asteraceae compreende cerca de 920 géneros, com aproximadamente
dezenove mil espécies, sendo portanto, a maior familia das Angiospermas. Sio plantas de
habito variado, ervas, subarbustos, trepadeiras ou excepcionalmente arvores. A grande
maioria dos géneros, cerca de 98%, € constituido por plantas de pequeno porte. As folhas
sio também muito variadas, inteiras ou fendidas, de disposi¢do alterna ou oposta,
latescentes ou ndo. Flores sempre reunidas em inflorescéncias tipicas, formando capitulos
com simetria radial ou zigomorfa, até bilateral. S3o hermafroditas ou de sexo separado,
podendo estar na mesma inflorescéncia ou em plantas didicas. O fruto € seco indeiscente,
tipo aquénio, disperso pelo vento ou excepcionalmente encerrado no capitulo, que entdo
tem bracteas duras e espinhosas (JOLY, 1998).

A familia Asteraceae € caracterizada quimicamente pela riqueza em produtos do
metabolismo secundario. Oleo essencial, terpenoides, compostos acetilénicos, fitomelaninas,
acido caféico e seus ésteres, flavonoides e, menos freqientemente, alcaldides sdo
encontrados nesse grande grupo de vegetais (OLIVEIRA ef al., 1984).

Acredita-se que a composigdo quimica das espécies representa um fator mais
importante do que a morfologia na evolu¢do da familia Asteraceae. O primeiro composto
isolado de Asteraceae foi uma combinag@o de poliacetilenos e lactonas sesquiterpénicas, o
que representa um mecanismo de defesa do vegetal. A composi¢do quimica distinta das
espécies pode ser facilmente interpretada como uma arma desenvolvida contra o ataque de
predadores, que comegaram a se tornar mais resistentes aos compostos iriddides, os mais

antigos componentes isolados quimicamente da familia em epigrafe (CRONQUIST, 1988).



3.2 GENERO Mikania

O termo Mikania, que designa o género em questdo, tem sua origem a partir da
homenagem ao professor Mikan (BARROSO, 1978).

As espécies do género Mikania sio representadas por plantas escandentes, cujas
flores sdo de um so tipo, formando capitulos do tipo discoide, com cinco flores em cada

capitulo. As flores apresentam corola tubulosa e quatro ou cinco bracteas involucrais,

dispostas em série (CRONQUIST, 1988).

3.3 Mikania glomerata SPRENGEL

POSICAO SISTEMATICA
NO SISTEMA DE ENGLER (JOLY, 1998)
XVII DIVISAO: Angiospermae (=Anthophyta)
CLASSE: Dicotyledoneae
SUBCLASSE: Sympetalae (=Gamopetalae)
ORDEM: Campanulales (=Synandrae)
FAMILIA: Compositae
GENERO: Mikania
ESPECIE: Mikania glomerata Sprengel

NO SISTEMA DE CRONQUIST (CRONQUIST, 1988)
II DIVISAO: Magnoliophyta

1* CLASSE: Magnoliopsida

SUBCLASSE VI: Asteridae

ORDEM 11: Asterales

FAMILIA 1: Asteraceae

GENERO: Mikania

ESPECIE: Mikania glomerata Sprengel



M. glomerata é uma espécie vegetal pertencente a familia Asteraceae, conhecida
vulgarmente pelo nome de guaco, que goza de prestigio elevado como planta medicinal
(OLIVEIRA ef al., 1984). E conhecida popularmente como guaco, coragdo-de-jesus,
guaco-liso, guaco-cheiroso, cipo-caatinga e erva-de-cobra. Entretanto, outras espécies do
género Mikania recebem a denominagio popular de guaco, como M. cordifolia Willd., M.
scandens Willd., M. officinalis Mart., M. opifera DC., M. guaco Willd. e M. laevigata
Shultz (CRUZ, 1965).

O extrato fluido obtido dessa espécie da flora brasileira é empregado como
antiespasmodico, antiinflamatério, béquico, balsdmico das vias respiratorias e sobretudo
como expectorante (OLIVEIRA ef al., 1984; NEVES & SA, 1991; LEITE et al., 1993).

M. glomerata é oficializada pela 1* edi¢do da Farmacopéia Brasileira. As folhas
possuem odor aromatico agradavel lembrando baunitha, que € transmitido as formas
farmacéuticas com ela elaboradas, decorrendo, desse fato, o seu emprego como corretivo
de sabor e odor. Gragas, ainda, a essa propriedade, o guaco em estudo € utilizado no

preparo de licores, balas e pirulitos (LUCAS, 1942).

3.4 ESTUDOS BOTANICOS

OLIVEIRA et al. (1985) estudaram a folha, flor, fruto e semente de M. glomerata
sob o ponto vista morfo-anatdmico, com o objetivo de fornecer subsidios para a
identificagdo da droga vegetal.

NEVES & SA (1991) realizaram estudo estrutural da folha de M. glomerata, bem
como ensaios microquimicos e marcha fitoquimica para a espécie em analise.

OLIVEIRA et al. (1994) estudaram varias espécies do género Mikania, dentre elas
M. glomerata, sob o aspecto morfo-anatémico e farmacobotdnico. O estudo foi
concentrado na morfologia externa e anatomia da folha. Os autores sugerem também uma
chave artificial de classificagdao das espécies brasileiras do gé€nero Mikania, com base em

caracteristicas microscopicas.



3.5 ISOLAMENTO DE COMPOSTOS QUIMICOS

OLIVEIRA ef al. (1984) fizeram isolamento e caracteriza¢do de alguns compostos
encontrados nas folhas de M. glomerata e M. laevigata Schultz. Foi demonstrado que o
extrato n-hexanico de ambas as espécies tem como componentes o acido caurenoico (1),
acido cinamoilgrandiflorico (2), cumarina (3), e estigmast-22-en-3-ol (4). Foi constatada
também a presenca de um éster alifatico insaturado, cuja estrutura quimica ndo foi

elucidada.

Caracterizagdo por cromatografia em camada delgada (CCD) do extrato fluido de
M. glomerata foi realizada por OLIVEIRA et al. (1993). As fracdes n-hexanica, CHCI;,
EtOH e de EtOAc do extrato fluido de folhas de guaco foram analisadas por CCD, frente a
padrdes de acido caurenoico (1), acido cinamoilgrandiflorico (2), cumarina (3) e
estigmasterol (4), visando estabelecer um perfil cromatografico que caracterizasse a forma
farmacéutica estudada.

Estudo analitico de compostos inorginicos em plantas medicinais usadas pela

populagdo do Nordeste brasileiro foi efetuado por MORAIO ez al. (1995). Cinco espécies



10

diferentes de plantas medicinais foram analisadas, dentre elas, M. glomerata. As amostras
foram pesquisadas em termos de teor de umidade, cinzas totais, silica, taninos, cloretos,
fosfatos, nitratos, calcio, magnésio, sddio, potassio, aluminio, ferro e determinagdo do pH.
Recentemente, VILEGAS et al. (1997) estabeleceram um método de doseamento
para cumarina (3) e acido caurenoico (1) em folhas de M. glomerata, por cromatografia de
fase gasosa. O método foi considerado sensivel e reprodutivel. O teor de cumarina e acido
caurenoico na espécie coletada em Ribeirdo Preto (Brasil) foi determinado em 4,4 (+ 0,21)
e 2,0 (£ 0,06) mg/g respectivamente, calculados em fung@o do peso de droga seca.
VILEGAS et al. (1997) estabeleceram também cinco métodos de extragdo de
compostos com baixa polaridade das folhas de M. glomerata. Maceragdo convencional,
maceragdo com sonicagdo, extra¢do em Soxhlet e extragdo no estado fluido supercritico
usando n-hexano (EFS-hexano), ou dioxido de carbono (EFS-CO,) foram comparados em
termos de tempo e concentragdo de principios extraidos, dando énfase aos compostos
cumarina e acido caurendico. Os resultados mostraram que a EFS-hexano foi o método
mais eficiente, quando se considerou a velocidade de extragdo. EFS-hexano e maceragdo
convencional apontam o maior rendimento para extragdo de cumarina, enquanto, maceragao
com sonicagdo representa o maior rendimento para extragio de acido caurenoico.
VENEZIANI & OLIVEIRA (1999) realizaram isolamento de compostos dos ramos
caulinares (329g) e folhas (2,7kg) de M. glomerata, que foram extraidos separadamente, a
temperatura ambiente, com n-hexano. Tal extrato foi suspenso em MeOH - H,O (19:1) e
realizada parti¢do com n-hexano e DCM. O fracionamento e isolamento dos compostos dos
extratos n-hexanico e em DCM foram realizados por cromatografia em coluna de silica gel
G-60. A fragdo n-hexanica (15g) dos ramos caulinares deu origem a 0,35g de friedelina;
0,65g de acido ent-caur-16(17)-en-19-6ico e 0,2g de acido ent-15-B-benzoiloxicaur-
16(17)-en-19-6ico. Ja a fragdo soluvel em DCM (6g), originou uma mistura de 0,1g de
acido grandiflorico e 0,1g de acido 17-hidroxi-ent-caur-15(16)-en-19-6ico. A fragdo n-
hexanica das folhas (10g) forneceu uma mistura de 0,05g de estigmasterol e B-sitosterol,
além de 0,03g de acido ent-15B-isobutiril-oxicaur-16(17)-en-19-6ico. A fragdo em DCM

(20g), por sua vez, originou somente 0,74g de acido o-hidroxicindmico.
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3.6 ESTUDOS FARMACOLOGICOS

OLIVEIRA et al. (1985) estabeleceram pardmetros fisicos e quimicos e
determinaram a toxicidade aguda e agdo antiedematogénica dos extratos fluidos de M.
glomerata e M. laevigata Schultz. O extrato fluido das folhas de M. glomerata apresentou
residuo seco entre 16,21 a 17,95% e cinzas entre 3,48 e 3,84%. O teor alcodlico, o pH, a
densidade, a viscosidade e o indice de refragdo também foram definidos. Tais extratos
revelaram possuir atividade inibidora do edema induzido pela carragenina na pata de ratos,
além de baixa toxicidade.

Estudo farmacologico comparativo entre M. glomerata, Justicia pectoralis Jacq.,
conhecida popularmente como anador, e 7orresea cearensis Fr. (cumaru) foi realizado por
LEITE ef al. (1993). Para tanto, os extratos hidroalcdolicos das folhas, partes aéreas e
cascas do caule de cada uma das espécies foram submetidos a ensaios farmacologicos in
vivo (edema de pata induzido pela carragenina) e in vitfro (jejuno de rato, ileo de cobaia e
traquéia de rato). Os resultados foram semelhantes, dose-dependentes e mostraram agao
espasmolitica, antiinflamatoria e broncodilatadora, ndo somente nos extratos, mas também
em solugdo de cumarina. As diferengas observadas em relagdo as intensidades dos efeitos
farmacoldgicos indicam que outros compostos biologicamente ativos, além da cumarina
estdo presentes nos extratos ensaiados.

FIERRO e al. (1999) estudaram uma fragdo do extrato etanolico (MG1) de M.
glomerata, avaliando suas propriedades como antialérgico e antiinflamatorio. A agdo
antialérgica foi determinada pela inducdo da pleurisia alérgica, através da ovalbumina. Os
modelos de inflamacdo local foram induzidos por aminas biogénicas, carragenina e PAF.
Infiltragdo de neutrofilos e eosinolifos provocada pela inje¢do intrapleural do antigeno foi
significativamente reduzida pela fragdo do extrato analisada. A indugdo de inflamagio por
PAF também ¢ inibida por MG1. Por outro lado, o pré-tratamento dos animais com MG
ndo se mostrou eficiente na inibi¢do da inflamac¢do da pleura pela histamina, serotonina e
carragenina. Tais resultados sugerem que MGI1 é efetivo na inibicdio da inflamagdo

imunologica, mas ndo afeta a resposta inflamatoria aguda causada por outros agentes.
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3.7 ESTUDOS MICROBIOLOGICOS

BARBOSA et al. (1994) determinaram a atividade antimicrobiana de alguns extratos
fluidos de plantas medicinais brasileiras. O extrato fluido das folhas de M. glomerata foi
avaliado frente a cocos gram-positivos e bacilos gram-negativos, sendo as cepas
padronizadas e sorotipadas pela ATCC. A metodologia adotada foi a técnica de pour plate,
sendo o extrato fluido diluido 1:1000 no meio de cultura e o inéculo padronizado, semeado
por esgotamento. As placas foram lidas 24 horas apods incuba¢do em estufa a 37°C. Os
resultados revelaram auséncia de atividade antimicrobiana para o extrato fluido de guaco,
enquanto que M. hirsutissima DC manifestou atividade antimicrobiana de leve a moderada,

frente a microrganismos gram positivos, principalmente no extrato aquoso.

3.8 BIOSSINTESE DE FENILPROPANOIDES

Os compostos chamados de fenilpropanoides representam um grande grupo de
produtos naturais, derivados dos aminoacidos aromaticos fenilalanina (16) e tirosina (18).
Como seu nome sugere, muitos desses compostos contém em suas estruturas, um radical
fenil, ao qual esta associada uma cadeia lateral de trés atomos de carbono.

Os principais precursores de compostos fenilpropanoides sao o acido cindmico (19)
e 0 acido p-hidroxicindmico (20), também chamado de acido p-cumarico. Nas plantas, estes
compostos s3o originados a partir dos aminoacidos aromaticos fenilalanina (16) e tirosina
(18), respectivamente, que por sua vez sdo sintetizados pela via do acido xiquimico (10).
Essa via biossintética foi elucidada com microrganismos, pelo uso de mutantes autotroficos
de Escherichia coli e Enterobacter aerogenes, que necessitam de aminoacidos aromaticos
para crescimento. Durante a biossintese, dois metabolitos da glicose, D-eritrose 4-fosfato
(6) e fosfoenolpiruvato (5) reagem para formar um ceto-agucar fosforilado, com sete
carbonos, acido 3-desoxi-D-arabinoheptuno-sonico-7-fosfato (DAHP) (7). Esse composto
sofre cicliza¢do, dando origem ao acido 3-deidroquinico (8), que € convertido a acido
xiquimico (10). O acido xiquimico (10), através de uma série de reagdes de fosforilagao, €
convertido a acido corismico (13), um importante elemento de ramificagdo da rota

biossintética.
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Esquema 1: Biossintese de fenilpropanodides pela via acido xiquimico, até o acido
corismico (13)

Por um lado, chega-se ao acido antranilico e triptofano e por outro ao acido
prefénico (14), o ultimo composto ndo aromatico da seqiéncia. O acido prefénico pode ser
aromatizado por duas vias. Na primeira, ocorre simultaneamente uma desidratacdo e
descarboxila¢do, originando o acido fenilpiravico (15), precursor direto da fenilalanina (16).
A segunda via ocorre pela desidrogenacgio do anel e descarboxilag@o, chegando ao acido p-
hidroxifenilpiravico (17), precursor da tirosina (18).

O acido cinamico (19), precursor dos fenilpropandides, ¢ formado diretamente pela
desaminacdo enzimatica da fenilalanina. Ja o acido p-cumarico (20) pode ter sua origem de
forma analoga, a partir da tirosina (18), ou ainda, pela hidratagdo do acido cindmico (19),
na posi¢do para. O acido p-cumarico (20) é um intermediario central, na biossintese de
muitos fenilpropandides, incluindo desde alcoois e fenilpropanos, como o anetol e eugenol,
até compostos mais complexos, como flavonoides (21), ligninas, neoligninas, cumarinas

(22) e taninos (23) (ROBBERS er al., 1996).
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Esquema 2: Biossintese de fenilpropanoides pela via do acido xiquimico, a partir do acido
corismico (13)



4. MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

O material botanico foi coletado em julho de 1997 em Curitiba, Parana. Coletou-se
material para confec¢do de exsicatas, estudo morfo-anatomico, isolamento de compostos
quimicos e estudo farmacologico.

A espécie coletada foi identificada como Mikania glomerata Sprengel, Asteraceae,
sendo a exsicata registrada sob o n° 14526, no herbario UPCB, do Departamento de

Botanica da Universidade Federal do Parana.

4.2 ESTUDO MORFO-ANATOMICO
Processamento do material coletado

Com o material fresco foram realizados testes histoquimicos e fixou-se todo o
material remanescente em FAA 70 (formol/acido acético/etanol a 70%, na propor¢ao
5:5:90) (JOHANSEN, 1940), estocando depois em solug@o etanolica a 70% (BERLYN &
MIKSCHE, 1976).

Caracterizacio macroscépica e microscopica

A caracterizagdo macroscopica (morfologia externa) foi realizada por meio de
observagao visual da morfologia das folhas, comparando-se com o descrito na literatura.

Os estudos anatomicos foram efetuados em folhas adultas, coletadas a partir do 6°
nd caulinar, sendo analisada a estrutura do peciolo e da lamina foliar. Nesta, foram
analisados a epiderme em secgdo paradérmica; a nervura mediana no tergo inferior e o

mesofilo, na regido entre a borda e a nervura mediana, em sec¢des transversais.
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Testes histoquimicos

Para os testes histoquimicos, foram elaboradas laminas, utilizando-se os seguintes
corantes e reagentes: Sudan III (SASS, 1951) para compostos lipossoluveis; azul de
metileno (SAKAI, 1973) para mucilagem; glicerina iodada (BERLYN & MIKSCHE, 1976)
para amido de assimilagdo, floroglucina cloridrica (FOSTER, 1949) para lignina e cloreto

férrico (JOHANSEN, 1940) para compostos fenolicos.

Analise em microscopia fotonica (MF) e eletronica de varredura (MEYV)

Para o preparo de laminas semipermanentes foram realizados cortes a mao livre nos
sentidos transversal e longitudinal (paradérmico), utilizando-se isopor como suporte
(QUINTAS, 1963) e solugdo de hipoclorito de sodio a 20% para clarificagdo do material.
Os corantes utilizados foram azul de toluidina (O’BRIEN et al., 1965) e a dupla coloragdo
fucsina basica/azul de astra (ROESER, 1962). A montagem das laminas foi feita com
glicerina a 40% (PURVIS et al., 1964) e para lutagem foi utilizado esmalte incolor
(BECAK & PAULETE, 1976).

Para a montagem de laminas permanentes, procedeu-se a desidratagdo do material
botadnico em série etanodlica crescente, 70%, 96% e 100%. O material foi entdo, emblocado
em glicol-metacrilato (GMA) (FEDER & O’BRIEN, 1968; BENNET, 1976) e segundo
informagdes contidas no kit JB4 - Polysciences/USA. O material emblocado foi seccionado
em microtomo rotatorio, obtendo-se cortes com espessura de 7um. Utilizaram-se as
mesmas coloragdes acima citadas, empregando-se entellan® como meio de montagem.

As laminas obtidas foram fotografadas em microscopio foténico Olympus BX-40,
acoplado a camara clara. As escalas foram fotografadas e reprografadas nas mesmas
condi¢des das fotos.

O material para microscopia eletronica de varredura fixado em FAA 70 foi
seccionado em fragmentos de cerca de 0,5cm’ e desidratado em série etandlica ascendente,
realizando-se duas trocas de etanol absoluto a cada duas horas. O material foi fixado em
suporte metalico apropriado com cola a base de prata, sendo submetido ao ponto critico em
equipamento Balzers Sputtening CPCO10 e ao processo de metalizag¢do (revestimento com

ouro) em equipamento Balzers Sputtening SCD030. As amostras foram fotografadas em
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microscopio eletronico de varredura Philips SEMS505, juntamente com as escalas nas

mesmas condi¢des.

4.3 ISOLAMENTO DE COMPOSTOS QUIMICOS
Equipamentos e reagentes

As cromatografias em camada delgada analiticas foram feitas em placas de silica
Merck pré-ativadas com Kieselgel 60 (F»s4) € a visualizagdo em lampada de UV e aspersdo
de solugdo de acido fosfomolibdico 10%, seguido de aquecimento a 100°C. Os sistemas de
solventes usados estdo indicados entre parénteses e as mobilidades relativas expressas pela
convengdo R¢. As cromatografias em colunas foram realizadas sobre Kieselgel 60 (230-400
mesh) Merck.

As determinagdes de ponto de fusdo foram feitas em aparelho marca Kofler, sem
correcao.

Os espectros de ultravioleta foram obtidos em aparelho Shimadzu UV 1601 e os
espectros de infra-vermelho determinados em aparelho Perkin-Elmer P-E 1710 FT-IR. Os
espectros de ressonancia nuclear magnética de protons e carbono-13 foram obtidos em
espectrometro Varian INOVA-300 de 300MHz e 75MHz, respectivamente, no
Departameno de Quimica, da Universidade de Manchester, Inglaterra. As posi¢des ou os
centros dos multipletes sdo dados na escala & com referéncia ao tetrametilsilano (TMS),
como padrio interno. As multiplicidades, tipos de protons e as constantes de acoplamento
estdo indicadas. Os espectros de massa foram realizados em espectrometro Kratos Concept
usando ioniza¢do elétrica (EI) e quimica (CI). As formulas moleculares foram determinadas
a partir de medida de massa de precisao.

Solventes e reagentes foram purificados, antes do uso, por meio de métodos
padrdes. Solucdes orgéanicas foram secas através de lavagem com solugdo saturada de
cloreto de sodio e repouso sobre sulfato de sodio anidro (AMAREGO & PERRIN, 1996).
A vidraria usada foi seca em estufa e esfriada em dessecador antes do uso.

Unidades e simbolos estdo baseados no Systeme Internationale d'Unités (SI) de

acordo com a recomendag¢do da [UPAC.
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Processamento do material botanico

As folhas de M. glomerata (3kg) foram secas em estufa a 30°C e moidas a pé fino.

Extracao

As folhas de guaco moidas (500g) foram colocadas em contato com solugdo de
alcool etilico a 70% (v/v), em percolador e deixadas em maceragido por cinco dias para
facilitar a extragcdo dos constituintes.

Apos esse periodo, procedeu-se & percolacdo lenta, acrescentando-se mais liquido
extrator ao percolador até esgotamento da droga.

Concentrou-se o extrato obtido em evaporador rotatorio a 50°C, com formagdo de

uma pasta, obtendo-se 131,68g do extrato pastoso bruto, designado por EB1.

Eliminacao de clorofila e outras substancias lipossoluveis do extrato bruto EB1
Suspendeu-se EB1 em agua gelada, na propor¢do de sete partes de agua para uma
parte do extrato bruto. Todo o conteudo obtido foi transferido para copo de béquer e
mantido sob agitacdo com agitador mecdnico em banho de gelo por oito horas. Apds a
agitacdo, o extrato foi mantido na geladeira por doze horas e filtrado gelado por papel de
filtro.
Obteve-se cerca de um litro do extrato bruto desclorofilado, de coloragido castanha,

agora designado EB1D.

Particdo do extrato bruto desclorofilado (EB1D) com solventes organicos
Em funil de separacdo colocou-se o EB1D e realizaram-se extragdes com 7n-hexano
(4 x 250ml), CHCI; (2 x 250ml) e EtOAc (2 x 250ml), nessa ordem. Trabalhou-se com o
extrato, os solventes e o funil de separagdo gelados para minimizar a formac¢éo de emulséo.
As quatro fracdes de cada extrato organico foram reunidas e concentradas em
evaporador rotatorio a 50°C, obtendo-se 3,38g de extrato hexa@nico (EB1DH), 6,85¢g de
extrato CHCl; (EB1DC) e 3,42¢g de extrato em EtOAc (EB1DA). A fragdo aquosa foi

concentrada em banho-maria a 50°C, obtendo-se 100,03g de extrato aquoso (EB1DW).
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Fracionamento do extrato em n-hexano (EB1DH)
O extrato EB1DH mantido em geladeira com vestigios de »n-hexano, favoreceu a
cristaliza¢do de um composto dentro do baldo. Procedeu-se entdo a separagdo e purificagdo

do referido composto, que foi designado por MG1°.

Cristalizacao e purificacdo de MG1’

Todo o EB1DH foi transferido para um frasco Erlenmeyer de 10ml com »-hexano
gelado e levado & camara fria para cristalizagdo. O produto cristalizado apresentou
impureza detectada por CCD (CHCl3/MeOH 9:1).

A solucdo hexandlica de MG1’ isenta de impurezas, por lavagem com MeOH
gelado, foi levada novamente a camara fria para cristalizagdo. Os cristais obtidos foram
novamente lavados com n-hexano gelado e filtrados em funil de Biichner.

O composto MG1’ cristalizou na forma de pequenas agulhas levemente esverdeadas
e com odor adocicado, semelhante a baunilha, sendo seco em secador Abderhauden, em
presenga de P,Os por 24 horas. Obteve-se 611mg de MG1’, que correspondem a 0,12%

(p/p), em relagdo a droga seca.

Fracionamento do extrato cloroféormico (EB1DC)

‘ O extrato cloroformico (6,85g) foi percolado em coluna de silica, eluindo-se com n-
hexano, n-hexano/CHCI; (1:1), CHCl;, CHCI;/MeOH (1:1), (1:2), (1:3), (1:4) e (1:5),
CHCl:/MeOH (1:10) e por fim MeOH puro.

Desse fracionamento foram obtidas 148 fracdes, que foram submetidas a CCD
(CHCl:/MeOH 9:1) e reunidas as fragdes de 50 a 57 (FA) e 69 a 75 (FB) que apresentavam
cristalizagdo. As demais fracSes foram desprezadas por n3o conterem material em

quantidades representativas.

Fracionamento das fracées S0 a 57 (FA)

A partir do fracionamento obtido conforme dados acima, a fragdo FA foi eluida
através de m-hexano, n-hexano/CHCl; (9,5:0,5), (9:1), (8:2), (7:3), (6:4) (1:1), CHCI;,
CHCI:/EtOAc (9:1), (8:2), (1:1) e EtOAc, em aproximadamente vinte vezes 0 seu peso em

silica, obtendo-se 84 fragdes.
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As fragdes anteriores a 34 foram desprezadas por ndo apresentarem manchas a luz
UV em CCD.

As fragdes 34 a 44 (FA1) foram reunidas por apresentarem somente duas manchas a
luz UV em CCD. As demais fragdes foram desprezadas por ndo apresentarem quantidades

de compostos apreciaveis.

Fracionamento das fracoes 34 a 44 (FA1)

A partir do fracionamento obtido conforme dados acima, a fragdo FA1 foi eluida
através de m-hexano, n-hexano/ CHCl; (1:1), CHCl;, CHCI;/EtOAc (9:1), (8:2), (1:1) e
EtOAc, em aproximadamente 20 vezes o seu peso em silica, obtendo-se 21 fragdes. Essas
foram submetidas a CCD (n-hexano/EtOAc 1:1). As fra¢Oes anteriores a doze foram
desprezadas por nao apresentarem manchas em CCD a luz UV. As fragbes 17 a 21 também
nao foram analisadas.

Reuniram-se as fragdes doze a dezesseis, que apresentaram cristalizagdo e uma so
mancha em CCD a luz UV. O composto assim obtido foi designado por MG2. O material
cristalizado foi submetido a cuidadosa cromatografia em coluna, eluindo com
CHCI/EtOAc(3:1), mostrando ser dois compostos, os quais foram denominados MG2A e
MG2B, sendo o primeiro bastante solivel em CHCl; e o segundo insoluvel. O composto
MG2A foi cristalizado em DCM e submetido a analise espectrofotométrica. Em fungédo dos
espectros terem apresentado sinais de impureza, possivelmente material gorduroso, o
composto foi submetido a tratamento com carvao ativado em DCM a quente, filtrado em
coluna de silica gel, cristalizado e novamente enviado para obtengdo de espectros. Obteve-
se 36mg de MG2B, que correspondem a 0,0099% (p/p), em relacdo a droga seca. O
composto MG2B, devido a sua insolubilidade em solvente apropriado, ndo foi feita analise

da sua estrutura.

Purificacao das fracoes 69 a 75 (FB)

O material cristalizado foi submetido a cuidadosa cromatografia em coluna, usando
pipeta Pasteur, eluindo com DCM, CHCl; e EtOAc e as fragdes obtidas deixadas para
cristalizar. As fragdes que apresentaram cristais foram reunidas € o composto submetido a

varias recristalizagdes em DCM/MeOH, e enviado para obtengao de espectros. O composto
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assim purificado foi designado por MG3, tendo-se obtido 27mg do mesmo, que

correspondem a 0,0074% (p/p), em relagio a droga seca .

Fracionamento do extrato em EtOAc (EB1DA)

O extrato em EtOAc (EB1DA) (3g) foi fracionado por cromatografia em coluna,
nas mesmas condi¢des de EB1IDC. Desse fracionamento foram obtidas 137 fragdes, que
foram submetidas a CCD (EtOAc/n-hexano 1:1) e reunidas as fragdes semelhantes.
Nenhuma das fragdes apresentaram quantidades apreciaveis de material, que compensasse

um maior fracionamento.

Fracionamento do extrato aquoso (EB1DW)

O extrato EBIDW mantido em geladeira, apés partigdio com n-hexano, CHCI; e
EtOAc, favoreceu cristalizagdo de um composto dentro do baldo. Procedeu-se a lavagem e
filtragdo do mesmo com MeOH gelado, recristalizando-o em agua. Sucessivas lavagens e
cristalizagdes foram feitas, até obtengdo de cristais transparentes e com formato bem
definido. O composto, assim obtido, foi designado por MG4 e pesou 3,57g, o que
corresponde a 0,71% (p/p) em relagdo a droga seca. Devida a baixa solubilidade de MG4

em solventes organicos, ndo se procedeu a analise de sua estrutura.

4.4 ESTUDO FARMACOLOGICO
Animais

Foram utilizados ratos machos (Rattus norvegicus, variedade Wistar albino), com
peso entre 180 e 200g e camundongos machos e fémeas (Mus musculus, variedade Swiss),
com peso entre 20 e 30g. Todos os animais foram fornecidos pelo Biotério do Setor de
Ciéncias Biologicas da UFPR. Esses animais foram mantidos em caixas de contengao,
alimentados com ragao e agua potavel ad libitum, submetidos a ciclos de doze horas claro-
escuro, com temperatura mantida entre 22 e 24°C, até duas horas antes do ensaio, quando

foram levados ao laboratorio para que se adaptassem ao local do experimento.
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Equipamentos e reagentes

Nas diversas metodologias foram utilizados os seguintes equipamentos:
pletismometro Ugo Basile 7140; rota-rod Ugo Basile 7600 treadmill for mice; placa
aquecida a temperatura constante de 55°C; funis de vidro para contengZo de animais em
experimento; crondmetros, pHmetro, seringas, agulhas e canulas de gavage para
administrag@o oral nos animais.

Foram utilizados os seguintes reagentes: acido acético glacial P.A. (Reagen,),
indometacina P.A. (Sigma), carragenina lambda (Sigma), cremophor RH 40 (Basf),
diazepam (Sigma), bicarbonato de sddio P.A. (Merck), solucdo fisioldgica de cloreto de

sodio 0,9% (Halex Istar), cloreto de sodio P.A. (Biotec).

Teste geral de atividades e DLso (LITCHFIELD & WILCOXON, 1948)

Camundongos fémeas e machos, pesando 25-30g foram tratados por via
intraperitoneal (ip) e oral (vo) com o extrato bruto de folhas de M. glomerata Sprengel
(EB1) e observados, sendo anotados os sinais dos efeitos do extrato, relacionando-os a
dose, durante duas horas e a cada 24 horas, por sete dias consecutivos.

No tratamento com EB1, por via oral, foram administradas doses de 200, 400, 800,
1600, 3200, 6400mg/kg, em grupos de dez animais. Via intraperitoneal, o tratamento com
EB1 foi realizado com doses de 200, 300, 350, 400, 800 e 1600 e 3200mg/kg, também em

grupos de dez animais.

Rota-Rod (DUNHAM & MIYA, 1957)

O aparelho de rota-rod € constituido por uma barra giratoria de 2,5cm de diametro,
subdividida em 5 compartimentos, colocada a 25¢m de altura e girando a 24rpm.

Neste teste, € analisado o efeito do extrato sobre a performance motora do animal.
Grupos de dez canmundongos machos foram selecionados 24 horas antes do experimento, sendo
eliminados aqueles que n3o permaneceram sobre o aparelho de rota-rod, por pelo menos,
dois periodos consecutivos de sessenta segundos cada. Em um grupo de dez animais
selecionados foi feito tratamento por via oral com EBI1, na dose de 750mg/kg, sessenta
minutos antes do experimento. Em outro grupo (n=10), foi administrado salina vo

(0,01cm’/g), sessenta minutos antes do experimento, sendo esse o controle negativo. Um



terceiro grupo de animais (n=10) recebeu, por via intraperitoneal, diazepan na dose de
2,4mg/kg, trinta minutos antes do experimento, para evidenciar o controle positivo. A
seguir, cada animal foi colocado no aparelho e sua permanéncia foi observada por um
periodo maximo de trés minutos (tempo de corte), sendo que duas quedas consecutivas em
dois periodos de um minuto ja considerou-se corte. O resultado foi dado pela média do

tempo de permanéncia de cada grupo no aparelho em minutos

Contorc¢oes abdominais (KOSTER e al., 1952)

Camundongos machos pesando 20-25¢g (n=6) foram tratados por via oral com EB1,
nas doses de 250, 500, 750 e 1000mg/kg, ou agua 0,01cm’/g vo e indometacina Smg/kg.
Sessenta minutos apds o tratamento, esses animais receberam, via ip, injegdo de acido
acético 0,8%, na dose de 80mg/kg, com excegio do grupo controle positivo da
indometacina, cujo tratamento foi feito trinta minutos antes do desafio com o acido acético.

Imediatamente apoOs a injegdo de acido acético, os animais foram colocados sob
funis de vidro para observag¢do, contando-se o nimero de contorgdes por vinte minutos. Foi
considerada uma contor¢do, a contragdo da parede abdominal, seguida da extensdo dos
membros posteriores.

O resultado é expresso pelo namero total de contor¢des abdominais durante os vinte

primeiros minutos apds a administragdo intraperitoneal de acido acético.

Placa quente (EDDY et al., 1950)

Camundongos machos, pesando 22-28g, foram colocados sobre placa aquecida a
55°C, registrando-se o tempo de laténcia para manifestagdo de comportamento de dor. Tal
comportamento foi evidenciado por levantar e/ou lamber a pata traseira, sapatear, ou
mesmo pular. Em seguida, os animais foram tratados com agua (0,01cm’/g, vo) EB1
(1000mg/kg, vo), ou fentanil (100ug/kg, sc), sendo colocados novamente sobre a placa
aquecida, sessenta minutos apdés o tratamento, com exce¢do do grupo fentanil, cujo
tratamento foi quinze minutos antes do desafio. Os resultados foram expressos em
porcentagem de Efeito Méaximo Possivel (%EMP), onde:

%EMP = (T placa - To) x 100 / (T corte - Ty), sendo,
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e T placa = tempo de laténcia para o animal tratado
e T, = tempo de laténcia antes do tratamento

e T corte = trinta segundos

Edema de pata de rato (WINTER et al., 1962)

Foram utilizados ratos machos pesando entre 180-200g, que receberam inje¢do
intraplantar de solugdo de carragenina (500pg / 0,1cm’ de solugdio salina estéril) na pata
direita, e igual volume (0,1cm’) de solugo salina 0,9% estéril na pata esquerda.

A avaliagdo do desenvolvimento do edema foi feita por pletismometria, em
pletismémetro Ugo Basile 7140, onde as patas dos animais foram imersas até o maléolo.

O registro do deslocamento do liquido, produzido pela imersio da pata, foi
realizado no tempo zero, antes da inje¢do do agente causador do edema, e por mais quatro
horas, com medidas a cada hora.

Para este experimento, foram utilizados grupos de seis ratos. Os animais de cinco
grupos foram tratados por via oral com o EB1, nas doses de 250, 500, 750, 1000 e
1500mg/kg, sessenta minutos antes do desafio. Os grupos controles foram tratados com
agua vo (0,01cm’/g), sessenta minutos antes da carragenina, ou indometacina Smg/kg vo
(solugdo a 0,5mg/cm’ em NaHCO; 5%), trinta minutos antes do desafio. Os resultados
foram expressos como médias das percentagens de aumento do volume das patas (%AVP)
em fun¢do do tempo.

Calculou-se a percentagem de AVP pela equagio:

%AVP = Volt - Vol t, x 100/ Vol to

Vol t = volume da pata em cada tempo de leitura

Vol to = volume da pata antes da injecdo intraplantar da carragenina

%AVP =porcentagem do aumento do volume da pata

Formalina (DEBUISSON & DENNIS, 1977)

Foram utilizados camundongos machos, pesando 22-25g, os quais receberam
inje¢do, na superficie dorsal da pata traseira esquerda, de solugdo de formol 1% (0,02cm’) e
foram observados durante cinqiienta minutos, sob funil de vidro. O tempo acumulado em

que o animal apresentou sinais de dor (lambe, morde ou levanta a pata injetada), na primeira
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e segunda fase, foi usado como pardmetro de comparagdo entre os grupos. Quatro grupos
de seis animais receberam EB1 nas doses de 250, 500, 750 e 1000mg/kg vo, sessenta
minutos antes do desafio. Os grupos controles receberam agua vo (0,01cm’/g), sessenta
minutos antes da injegdo de formol, ou indometacina 5mg/kg vo (solugio a 0,5mg/cm’ em
NaHCOj; 5%), trinta minutos antes do desafio. O principal objetivo da execug@o deste teste,
¢ obter informagdes a respeito do efeito analgésico sobre a dor inflamatéria e sobre a dor
ndo inflamatoria. Nos primeiros minutos apds o desafio, o animal apresenta manifestagdo de
dor pela aplicagdo da solugdo formol, correspondendo a primeira fase do teste, ou seja, dor
ndo inflamatoria. Algum tempo depois, as manifestagdes de dor tornam a ser evidenciadas,
indicando que o formol induziu um processo inflamatdrio na pata injetada, correspondendo

a segunda fase do teste, quer dizer, dor inflamatoria.

Analise estatistica

Os resultados s3o apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Os
dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas atraves do teste de
Dunnett (VIEIRA, 1999) para estabelecer a diferenga de grupos experimentais em rela¢do

ao grupo controle.



S. RESULTADOS

5.1 ESTUDO MORFO-ANATOMICO
Morfologia externa

M. glomerata é um subarbusto trepador, com ramos castanho-esverdeados e
cilindricos (Figuras 1 e 2).

As flores acham-se reunidas em capitulos sésseis, formando grandes glomérulos
(Figuras 5 e 6).

Os frutos sdo secos, indeiscentes, do tipo aquénio, sendo dispersos pelo vento
(Figura 7).

As folhas de M. glomerata sio opostas, pecioladas (Figuras 1 e 2) e glabras,
sendo providas de cinco nervuras na regido basal. As nervuras secundarias € terciarias
sdo bem visiveis em ambas as faces, formando reticulo bem aparente. Possuem apice
acuminado e base arredondada ligeiramente assimétrica, apresentando proje¢des laterais
que caracterizam a espécie (Figuras 3 e 4). As folhas adultas (a partir do 6° n6) medem
de 10 a 15cm de comprimento por 5 a 8cm de largura. Estas, apOs secagem, exalam um
aroma adocicado que lembra baunilha. O peciolo € curto e quase cilindrico, apresentando

base torcida.
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Figura 1: Aspecto geral de M. glomerata.
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Figura 2: Detalhe das folhas de M. glomerata.
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Figura 4: Face abaxial da folha de M. glomerata.
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Figura 5: Detalhe das inflorescéncias de M. glomerata.

Figura 6: Detalhe das inflorescéncias de M. glomerata.



Figura 7: Detalhe dos frutos de M. glomerata

Lamina foliar

Em vista frontal, a epiderme da face adaxial apresenta células com formato
sinuoso, sem a presenga de estdomatos e com paredes anticlinais pouco espessas (Figura
8). Ja a epiderme da face abaxial exibe células relativamente mais sinuosas, com paredes
anticlinais mais espessas, observando-se estomatos anomociticos e predominancia de
anisociticos (Figuras 9 e 10). Os complexos estomaticos nao se fazem presentes na
epiderme que recobre as nervuras. Ndo sdo observados tricomas tectores. Podem-se
observar também, sobretudo na face abaxial, os campos primarios de pontoagdo (Figura

10 setas)
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FIEuTa 9: da folh de M. gloerata, em vista frontal; epiderme da
face abaxial, com estOmatos anomociticos e anisociticos. (MF).
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Figura 10: Microscopia fotonica da folha de M. glomerata, em vista frontal; epiderme
da face abaxial, com estOmatos anomociticos e anisociticos € campos primarios de

pontoagdo (setas). (MF).

Em secgdo transversal, a epiderme da face adaxial apresenta-se uniestratificada ao
longo da lamina foliar, com células de contorno aproximadamente retangular, alongadas
no sentido periclinal, observando-se camada subepidérmica. Toda a extensdo da
epiderme da face adaxial é revestida por cuticula delgada, que acompanha a curvatura
das células epidérmicas (Figura 11). A epiderme da face abaxial, quando vista em secgdo
transversal possui camada subepidérmica praticamente em toda sua extensdo, tendo
cuticula e caracteristicas celulares muito semelhantes s da face adaxial.

Tricomas glandulares pluricelulares, unisseriados e curvos quase sempre em
depressdes epidérmicas sdo observados tanto na face adaxial como abaxial (Figuras 12 a
14).



33

100pum

Figura 11: Microscopia fotonica da folha de M. glomerata, em secg¢do transversal;
regido da lamina foliar, mesofilo dorsiventral, inser¢do do tricoma glandular (seta) e
ducto secretor (seta). (MF).

Figura 12: . Epiderme da face abaxial da folha de M. glomerata,
detalhes dos estomatos, tricoma glandular e cuticula levemente
estriada. (MEV) Barra =0,1um



Figura 13: Epiderme da fae abaxial da folha de M. glomerata; detalhe
do tricoma glandular. (MEV) Barra = 10um.

Figura 14: Epiderme da face abaxial da folha de M. glomerata;, detalhe
do tricoma glandular e estémato. (MEV) Barra = 10um.

34
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O mesofilo, em secgdo transversal, é dorsiventral, sendo o parénquima paligddico
constituido por uma ou duas fileiras de células e o lacunoso por oito a dez camadas
(Figura 11).

Observam-se também na regifo do mesofilo estruturas secretoras que

correspondem a ductos, freqiientemente associados a feixes vasculares (Figura 15).

r
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Figura 15: Microscopia fotonica da folha de M. glomerata, em secgdo transversal;
detalhe do ducto secretor, préximo do feixe vascular, na regido do mesofilo. (MF).

Regifio da nervura mediana

A regifio da nervura mediana, em secgdo transversal, aprésenta contorno
biconvexo, mais proeminente na face abaxial (Figura 16). A epiderme da face ;daxial é
formada por uma s6 camada de células de contorno aproximadamente retangular,
alongadas no sentido periclinal. Essas células sdo recobertas por cuticula relativamente
espessa (Figura 17) e levemente estriada, podendo-se observar também com pouca
freqiiéncia, tricomas glandulares pluricelulares curvos em depressdes epidérmicas (Figura
18). A epiderme da face abaxial é semelhante & da face adaxial.
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Observa-se contiguamente as faces epidérmicas, colénquima com espessamento
tipicamente angular (Figura 17), sendo os parénquimas paligadico e lacunoso
interrompidos nessa regido (Figuras 16 e 17). O parénquima fundamental apresenta
células com contornos arredondados, em secgdo transversal, deixando meatos (Figura 17
setas).

Figura 16: Microscopia fotdnica da folha de M. glomerata, em secgdo transversal,
regido da nervura mediana, com ductos secretores (setas), regido de colénquima angular
e disposig@o dos feixes vasculares. (MF).
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Figura 17: Microscopia fotonica da folha de M. glomerata, em secgdo transversal,
detalhe do colénquima angular, cuticula e meatos (setas), na regido da nervura mediana.

(MF).
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Figura 18: Microscopia fotonica da folha de M. glomerata, em secgdo transversal,
detalhe do tricoma glandular, em depressdo epidérmica, na regido da nervura mediana.

(MF).
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Figura 19: Microscopia fotonica da folha de M. glomerata, em secgdo transversal,
detalhe dos feixes vasculares, na regido da nervura mediana. (MF).

Os feixes vasculares, geralmente em numero de quatro, sio do tipo colateral,
dispostos em forma de arco, sendo envolvidos por bainha esclerenquimatica descontinua,
ou em fase de esclerificagdo (Figura 16). Estes sdo separados por raios compostos por
trés a cinco células do parénquima (Figura 16 e 19).

Observam-se também nas proximidades do xilema e floema, pequenos ductos

secretores, revestidos por epitélio composto por 5 a 11 células (Figura 16 setas).

Peciolo

O peciolo apresenta contorno praticamente plano-convexo a arredondado, em
sec¢do transversal (Figura 20). As células epidérmicas, com formato retangular, em
secgdo transversal, dispdem-se em um unico estrato e sdo revestidas pbr cuticula lisa e
delgada. Uma faixa continua de colénquima angular encontra-se contigua 4 epiderme,
compreendendo cerca de 5 a 6 estratos celulares (Figura 21).

O parénquima fundamental exibe células de contorno arredondado, em sec¢do
transversal, com os feixes vasculares dispostos em forma de arco, acompanhando o
contorno da estrutura. Observam-se de 7 a 9 feixes vasculares do tipo colateral (Figuras
20 a 23). Ductos secretores sdo observados no tecido parenquimatico proximo aos feixes
vasculares.
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Figura 20: Microscopia fotonica do peciolo de M. glomerata, em secgdo transversal.

(MF).

Figura 21: Microscopia fotonica do peciolo de M. glomerata, em sec¢do transveral;

detalhe da regido de colénquima angular, feixes vasculares e ductos secretores (setas).

(MF).
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Figura 22: Microscopia fotonica do peciolo de M. glomerata, em secgdo transversal;
detalhe dos feixes vasculares. (MF).

Figura 23: Diagrama do peciolo de M. glomerata, em
secgdo transveral.

E Epiderme @ Floema
Regido de colénquima Angular B xilema

D Parénquima fundamental Ductos secretores



Testes histoquimicos
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Os resultados dos testes histoquimicos realizados estdo indicados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultado dos testes histoquimicos da lamina foliar e do peciolo de M.

glomerata.

TESTE

LAMINA FOLIAR

PECIOLO

Amido

Presenca de grande
quantidade de amido de
assimilagdo nos parénquimas
pali¢adico e lacunoso

Presenca de amido de as-
similagdo no  parénquima
fundamental.

Compostos lipofilicos

As  estruturas  secretoras
internas (ductos) apresentam
produto que reage
positivamente ao Sudan IIL.

As  estruturas  secretoras
internas (ductos) apresentam
produto que reage
positivamente ao Sudan III.

Compostos fenolicos

Presenca de compostos
fenolicos no parénquima
pali¢adico.

N3o observado.

Mucilagem

Nio observada

N3ao observada

5.2 ISOLAMENTO DE COMPOSTOS QUIMICOS

Foram isolados cinco compostos da folha de M. glomerata. Os compostos

designados por MGI1, MG2A e MG3 foram identificados através de analises

espectroscopicas de ultravioleta, infra-vermelho, ressonancia nuclear magnética de

protons e isotopo de carbono-13, com experimentos de COSY e DEPT, e

espectrometria de massa. Os compostos MG2B e MG4, pouco soluveis em solventes

organicos, ndo foram identificados.



Composto MG1’

v méx. (filme)/cm™: 1785 e 1581.

A max.(MeOH): 208, 272, 307nm.

Tabela 2: 'H-RMN (300MHz; CDCl;) de 3
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1H 8 N° DE SINAL | MULTIPLICIDADE (J)
PROTONS
C3 6,70 1 d 9,61
C4 7,70 1 d 9,61
C5 7,58 1 t 1,79
C6 7,41 1 t 7,38
C7 7,52 1 t 1,10
C8 7,32 1 t 8,47
Tabela 3: “C-RMN (75 MHz, CDCl;) de 3
BC ) SINAL
CcO 160,675 S
C3 116,729 d
C4 143,417 d
C5 118,737 s
C6 127,819 d
C7 124,354 d
C8 131,745 d
C9 116,535 d
C10 153,916 s

EM (CI NHs):m/z 164 (M NHY), 147 (M + 1), 146 (M), 118, 148, 165 ¢ 166.
EM (EI): m/z 147 (M + 1), 146 (M), 118, 89, 90, 44.



Composto MG2A

v max. (filme)/cm™: 756, 1628, 1686, 1752 e 3260.
A max. (MeOH): 266nm.

Tabela 4: "H-RMN (300MHz; CDCl;) de 7

1H 8 N° DE SINAL | MULTIPLICIDADE (J)
PROTONS
C3 7,02 1 t 1Hz
C4 7,34 1 t 8Hz
C5 7,12 1 d 8Hz
C6 7,59 1 d 8Hz
C7 7,66 1 d 16Hz
C8 6,42 1 d 16Hz
CH; 2,34 3 s -
COOH 10,98 1 s -

EM (CI NH;):m/z 224 (M' NHy), 207 (M™ + 1), 206 (M), 102 118, 146, 164,
EM (EI): m/z 206 (M), 118, 146, 164.

Composto MG3

v (filme)/cm-L: 3275, 2938, 1671, 1607, 1586, 1512, 1331, 1107

Amax(MeOH): 238, 308, 320 nm

Tabela 5: TH-RMN (300 MHz, (CDCl3) de 9

'H ) N° de proétons Sinal Multiplicidade ( J)
-CHO 9,83 1 S .
2/6 7,16 2 S .
-OH 6,09 1 S o
-OCH; 3,98 6 S ___
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Tabela 6: "C-RMN, CDCls;, 75 MHz de 9

°C 5 Sinal
_CHO 190,650 d

C4 147,262 S

C-1 140,722 S
C-3/5 128,321 S
C2/6 106,603 d
“0-Me 56,399 q

EM (CI NH3): m/z 200 (M + NH,*), 183 (M™+1), 182 (M), 169, 108, 105, 91 e 88
EM (EI): m/z 183 (M'+1), 182 (M"), 168, , 167, 151, 139, 135, 111, 108, 96, 91, 84,
79, 77, 65, 49

5.3 ESTUDO FARMACOLOGICO
Teste geral de atividade
Via oral
As doses de 200, 400 e 800mg/kg ndo causaram nenhuma manifestagdo nos

animais. Doses mais elevadas provocaram piloeregdo e perda de apreensao das patas.

Via intraperitoneal
A administragio ip de EB1 gerou contor¢des nos animais testados, cuja

intensidade aumentou, conforme o aumento da dose.

DLsy em camundongos
Via oral
O extrato EB1 nas doses de 200 a 6400mg/kg ndo provocaram obito de nenhum

dos animais testados.
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Via intraperitoneal

A DLs; de EBI1, determinada via ip, por regressdo apresentou valor de
2349,86mg/kg.

Rota-rod
O tratamento vo 750mg/kg de EB1 ndo alterou o comportamento de

camundongos no rota-rod, ao nivel de significincia de 5%.

Tabela 7: Tempo de permanéncia de camundongos em rota-rod ( min).

salina 0,9% vo diazepam 2,4 mg/kg ip | EBI1 750 mg/kg vo
Média 3,00 2,13 2,49
EPM 0,00 0,36 0,27
Rota-rod
3-

:

3

€ 21

E

B *

-

Controle Diazepan EB1
2,4mg/kg 750mg/kg
Tratamento
* (p<0,05)

Figura 24: Teste do rota-rod em camundongos, para o extrato bruto de M. glomerata.

Cada barra representa a média + EPM, do tempo de permanéncia de cada grupo (n=10)
no rota-rod, em minutos, por no maximo trés minutos.



Contor¢des abdominais
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Desenvolveu-se uma curva dose-resposta de EB1 vo. Os resultados mostraram

que o tratamento oral com EB1 diminuiu 0 numero de contor¢des abdominais em todas

as doses testadas.

Tabela 8: Numero de contor¢Ges abdominais durante vinte minutos apos o desafio ip
com acido acético.

SALINA | INDO 10 | EB1500 | EBI1 750 EB1 1000 EB1 1250
mg/kg sc | mg/kgvo | mgkg vo mg/kg vo mg/kg vo
MEDIA| 36,5 19,5 242 21,5 19,6 22,8
EPM 1,67 1,56 0,54 6,40 3,79 0,48
Contor¢cdes abdominais -curva D/R
40
(4
o
0 —~
gé 30 *
s £
o £ 20-
9 o
°s
€ 10-
0-
C indo 250 500 750 1000
10mg/kg
vo EB1 mg/kg vo
* (p<0,05)
** (p<0,01)

Figura 25: Grafico representativo da curva dose-resposta do ensaio de contor¢des
abdominais induzidas por acido acético, para o extrato bruto de M. glomerata, em
camundongos. Cada barra mostra o nimero de contor¢des abdominais que cada grupo
de animais apresentou, em média, contadas por vinte minutos.
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Edema de pata de rato

Realizou-se uma curva dose resposta com EB1. No tempo de sessenta minutos
houve diminui¢do significativa no aumento do volume de pata de rato em relacdo ao
controle nas doses de 250mg e 1000mg/kg (p<0,05). No tempo de 180 minutos também
ocorreu uma diminui¢@o estatisticamente significativa no aumento do volume da pata, na
dose de 500mg/kg (p<0,05) em relagdo ao controle. Para o tempo de 240 minutos a
diminuigdo significativa do volume da pata em relagdo ao controle ocorreu na dose de
500mg/kg (p<0,05).

O tratamento oral com EB1, sessenta minutos antes do desafio, diminuiu o edema
induzido pela injeg@o intraplantar de 500ug de carragenina.

O tratamento oral com EBI1, na dose de 500mg/kg, imbiu significativamente o
edema de pata apos 180 e 240 minutos do desafio (p<0,05), em relagdo ao controle. As
doses de 250 e 1000mg/kg sé inibiram a evolugdo inicial do edema, ou seja, 60 minutos

apos o desafio (p<0,05).

Tabela 9: Médias das porcentagens de aumento do volume das patas (%AVP) em
fun¢do do tempo.

Tempo Agua vo Indo vo EBI EBI EBI EBI1
(minutos) Smg/kg | 250mg/kg | 500mg/kg | 750mg/kg | 1000mg/kg
Média | EPM | Média | EPM | Media | EPM | Média | EPM | Meédia | EPM | Média | EPM
60 31,76 | 342 | 891 | 2,28 | 7,91 | 2,58 3513 7,33 [ 19,74 | 2,91 | 13,98] 3,61
120 5591 | 6,54 | 6,69 | 2,20 | 27,38 6,39 | 37,13 | 12,96 | 38,05 | 4,61 | 33,50 | 6,66
180 76,88 | 5,91 | 18,11 3,46 | 39,97 | 8,60 3559 8,22 |64,84 | 549 |67,74]12,00
240 82.30 | 4,98 |28,55|19,51 (39,26 | 8,63 | 30,90 | 540 |58,29| 5,07 |6145| 7,75

|




% AVP

100+

Edema de pata de rato

—#— Controle

—— Indometacina

—eo—EB1 250mg/kg

* (p<0,05)

120
Tempo (minutos)
—=— EB1 500mg/kg

—&— EB1 750mg/kg
—=— EB1 1000mg/kg

|
180

240
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Figura 26: Gréfico representativo da curva dose-resposta do ensaio de edema de pata de

rato, para o extrato bruto de M. glomerata.

Placa quente

Os dados do ensaio de placa quente foram apresentados como a média + EPM,
do percentual de efeito maximo possivel (%EMP).
A administragdo de EB1, na dose de 1000mg/kg ndo alterou significativamente

(p<0,05) o tempo de permanéncia dos animais na placa aquecida a 55°C.

Tabelal0: Resultados do tratamento com EB1, em camundongos, sobre a placa quente.

SALINA vo EB1 1000mg/kg vo FENTANIL
Tempo Média EPM Média EPM Média EPM
60 minutos 91 2,73 6,6 2,74 87,50 7,74
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Placa Quente

100 -

754
o
&

504
R

25 -

0
Controle F entanil EB1
100ug/kg 1000mg/kg
Tratamento
* (P<0,05)

Figura 27: Relagdo entre o percentual de efeito maximo possivel e o tempo transcorrido
do tratamento vo com EB1 1000mg/kg e salina 0,1cm’/g, no ensaio de placa quente,
para o extrato bruto de M. glomerata. Cada barra representa a média de seis
camundongos.

Formalina

Observou-se que na primeira fase do teste (estimulo direto), ocorreu uma
diminuigdo significativa no tempo de lambedura da pata do camundongo, em relag@o ao
grupo controle, nas doses de 250 (p<0,01) e 1000mg/kg (p<0,001).

Na segunda fase, a diminui¢o do tempo de lambedura da pata se deu de forma
significativa, nas doses de 250 e 500mg/kg (p<0,01) e 750 e 1000mg/kg, (p<0,05).

O tratamento com indometacina 10mg/kg vo, usada como controle positivo,
apresentou reducdo significativa no tempo de lambedura da pata, na segunda fase,
validando o modelo da formalina.

Os resultados sdo expressos em termos das médias + EPM, dos tempos de
lambedura da pata injetada com formalina (n=6), em segundos.
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Tabelall: Médias + EPM, dos tempos de lambedura da pata injetada com formalina, em
segundos.

Controle EB1 vo EB1 vo EB1 vo EB1 vo | Indometa-

vo 250mg/kg | 500mg/kg | 750mg/kg | 1000mg/kg | cina vo
FASE |Média | EPM |Média | EPM |Média | EPM |Média | EPM |Média | EPM | Média | EPM

Primeira |[69.49| 2,30 (41,20 9,86 | 54,60 | 2,93 [63,00|10,94 | 24,75 | 2,68 |58,25| 5,00
9,88

Segunda |[143,3 | 6,74 |73,25| 12,14 | 105,0 | 22,54 | 81,33 | 14,71 | 116,6 | 18,41 | 75,83

Formalina 1* fase

-~
(3]
J

g

N
[° ]
1

Tempo de lambedura da
pata (s)

C lndo 250 500 750 1000
EB1 mgkg vo

** (p<0,01)
*** (p<0,001)

Figura 28: Resultados do teste da formalina, durante a primeira fase, para o extrato
bruto de M. glomerata, em camundongos. Cada barra representa o tempo médio + EPM
do tempo de lambedura da pata injetada com formalina de cada grupo (n=6).
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Formalina 2* fase
200-

Tempo de lambedura da

C |Indo 250 500 750 1000

EB1mg/kg vo

* (p<0,05)
** (p<0,01)

Figura 29: Resultados do teste da formalina, durante a segunda fase, para o extrato bruto de
M. glomerata, em camundongos. Cada barra representa o tempo médio + EPM do tempo de
lambedura da pata injetada com formalina de cada grupo (n=6).



6. DISCUSSAO

M. glomerata foi oficializada pela Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil
(SILVA, 1929), na monografia intitulada “Guaco”. Nela, constam descrigdes macroscopica
e microscopica das folhas, sendo estas definidas como a parte usada da droga. Seu emprego
terapéutico € dito “espécies peitoraes” e a forma oficial de uso é o extrato fluido ou a

tintura de guaco.

6.1 ESTUDO MORFO-ANATOMICO

A descricao morfologica externa da espécie em questdo coincide com a de
CORREA (1984), OLIVEIRA et al. (1985), CRONQUIST (1988), NEVES & SA (1991),
AGAREZ et al. (1994) e JOLY (1998).

Os caracteres morfologicos externos do limbo e peciolo de M. glomerata
apresentam-se conforme o estabelecido pela Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil
(SILVA, 1929), OLIVEIRA et al. (1985), NEVES & SA (1991) e para a familia
Asteraceae por CRONQUIST (1988), AGAREZ et al. (1994) e JOLY (1998).

Com relagdo aos caracteres microscopicos, a Farmacopéia dos Estados Unidos do
Brasil (SILVA, 1929) descreveu a presenca de células isoladas na folha, que continham uma
substancia resinifera, finamente granulosa, ndo observada nas folhas da espécie em questéo.

OLIVEIRA ef al. (1985) e NEVES & SA (1991) descreveram a face adaxial da
epiderme da folha de M. glomerata, em vista frontal, apresentando c€lulas com paredes
sinuosas e c€lulas mais sinuosas, para face abaxial, tal como observado na folha estudada.
Espessamento e impregnagdo de silica sobre as paredes anticlinais foram citados por
METCALFE & CHALK (1950) e NEVES & SA (1991), ndo se verificando tais
caracteristicas na espécie analisada. Os ultimos autores fizeram referéncia a tricomas

tectores simples, pluricelulares, do tipo claviforme, distribuidos por toda face adaxial da



epiderme, podendo ser isolados ou mais raramente geminados e implantados em depressdes
do extrato epidérmico. OLIVEIRA et al. (1985) também descreveram tricomas tectores
semelhantes, porém situados em ambas as faces da folha de M. glomerata. Na folha de
guaco em epigrafe, ndo se observou nenhum tipo de tricoma tector.

NEVES & SA (1991) verificaram haver tricomas tectores simples, na face abaxial da
epiderme, semelhantes aos descritos para face adaxial e tricomas capitados, implantados em
acentuadas depressdes da epiderme. Observou-se na folha estudada, somente tricomas
glandulares, situados em depressdes epidérmicas de ambas as faces.

Estomatos anomociticos, anisociticos e actinociticos, localizados no mesmo nivel
das células epidérmicas da face abaxial foram citados por NEVES & SA (1991), sendo que
OLIVEIRA et al. (1985) observaram somente estdmatos anomociticos, com trés a cinco
células paraestomatais, diferindo do encontrado na folha estudada, que sdo
predominantemente anisociticos.

METCALFE & CHALK (1950), OLIVEIRA ef al. (1985) ¢ NEVES & SA (1991)
descreveram o mesofilo da folha de M. glomerata como dorsiventral, em concordancia com
o verificado no material analisado. METCALFE & CHALK (1950) citaram, para a maioria
das espécies da familia Asteraceae, hipoderme esclerificada bem desenvolvida, tanto na face
adaxial, como na abaxial. Observou-se camada subepidérmica continua e contigua a face
adaxial e aparentemente descontinua junto a abaxial Em ambas as faces, a camada
subepidérmica ndo se mostrou esclerificada.

A nervura mediana, em sec¢do transversal, apresenta contorno biconvexo, em
concordancia com OLIVEIRA ef al. (1985) e NEVES & SA (1991). A presenga de bainha
colenquimatosa, com espessamento angular, disposta em trés ou quatro estratos celulares e
voltada para face adaxial, na regido da nervura mediana, foi citada pelos mesmos autores e
verificada na espécie em questao.

OLIVEIRA er al. (1985) e NEVES & SA (1991) relataram haver na regido
perivascular da nervura mediana da folha de M. glomerata, canais secretores e pequenos
corddes de fibras em processo de lignificagio. FERRO (1991) descreve canais secretores
esquizdgenos, localizados ao redor dos feixes vasculares, tanto do lado do floema, como do

xilema, para a folha de Mikania smilacina DC.
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Pela definicio de CUTTER (1986) (a), os canais secretores representam pequenos
grupos de células, densamente protoplasmaticas e de paredes delgadas, que possuem agio
secretora. Suas secregdes sdo coletadas numa cavidade interna consideravelmente alongada
num plano. Quando a cavidade ¢ formada pela parti¢do das células da lamela média, o canal
secretor € dito esquizogeno. Nesse caso, um anel ou forro de células intactas, o epitélio,
circunda a cavidade, o limite da qual é bem definido pelas suas paredes celulares. Tal
defini¢do corrobora com a citagdo de FAHN (1982) e ESAU (1959), para canais secretores
esquizdgenos, que ressaltaram a importancia de tais estruturas na identifica¢do da maioria
das espécies de Asteraceae. Canais secretores, com provavel origem esquizogena, proximos
aos feixes vasculares, foram observados na espécie estudada. FAHN (1982) e ESAU (1959)
mencionam, ainda, que canais lacticiferos articulados s3o caracteristicos de espécies da
familia Asteraceae, ndo se tendo observado estruturas desse tipo nas folhas de guaco
pesquisadas.

Os feixes vasculares observados na espécie estudada sio do tipo colateral, em
concordancia com FAHN (1982), ESAU (1959), OLIVEIRA et al. (1985), MAUSETH
(1988) e NEVES & SA (1991), para espécies da familia Asteraceae.

NEVES & SA (1991) apontaram floema guarnecido por corddo de fibras
mucilaginosas, fato que ndo se verificou na folha de M. glomerata estudada. Tais autores
citaram que as nervuras secundarias da folha acham-se envolvidas por bainha
parenquimatosa, tal como observado no material pesquisado.

Os complexos estomaticos nao sdo observados na epiderme que recobre as nervuras,
porém, NEVES & SA (1991) citaram raros estdmatos na regido da nervura mediana.

O peciolo da folha de M. glomerata, segundo OLIVEIRA et al. (1985) € quase
cilindrico e ligeiramente canaletado, em secgio transversal, tal como citado por NEVES &
SA (1991) e observado no material analisado.

METCALFE & CHALK (1950) notaram peciolo provido de zona colenquimatosa
periférica, que contorna a estrutura do peciolo, em muitas espécies de Asteraceae, € fina
cuticula revestindo a epiderme, exatamente como verificado na folha de M. glomerata
estudada. FAHN (1982) e ESAU (1959) descreveram colénquima lacunar para o peciolo da
maioria das espécies da familia Asteraceae, tendo-se observado no peciolo em questao,

regido de colénquima tipicamente angular.
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OLIVEIRA ef al. (1985) e NEVES & SA (1991) descreveram o sistema vascular do
peciolo formado por nove feixes do tipo colateral, guarnecidos por casquetes de fibras,
justapostas ao floema. O peciolo estudado mostra exatamente as mesmas caracteristicas.

NEVES & SA (1991) evidenciaram feixes vasculares no peciolo de M. glomerata
com vasos de calibre varidvel, mas sempre com estratos cambiais, independente das
dimensdes dos vasos. Estratos cambiais sdo evidenciados nos feixes vasculares do peciolo
em questao.

Canais secretores se fazem presentes proximos aos feixes vasculares do peciolo,

conforme descrito também por OLIVEIRA et al. (1985) e NEVES & SA (1991).

6.2 ISOLAMENTO DE COMPOSTOS QUIMICOS

Composto MG1’

O composto MG1’ foi purificado e cristalizado com n-hexano, p.f. 67-68°C e seu
espectro de infra-vermelho (IV) mostrou picos em 1785, 1581 cm’, indicando presenca de
anel lactona de seis membros e anel aromatico, respectivamente. O espectro de ultravioleta
(UV) em metanol, apresentou bandas de absor¢do em 272 e 307nm, caracteristico de
conjugacgio de anel aromatico com cadeia o,3-insaturada.

O espectro de massa (Figura 33) mostrou picos em m/z 147 (M™ + 1), 146 (M)
referente ao ion molecular e sinais importantes em m/z 118, 90 e 44, referentes a
fragmentagdo do anel aromatico e, possivelmente, formagao de CO, da lactona.

As informagdes mais importantes foram aquelas proveniente do espectro de
ressondncia nuclear magnética de préton (‘"H-RMN, CDCl;, 300MHz) (Figura 30) e COSY
(Figura 31), que apresentaram sinais classicos do espectro de anel aromatico orto-
substituido devido & presenga de um par de dupletes em & 7,38 ¢ 7,58 (J 7,41 e 1,79Hz) e
um par de tripletes em & 732 e 7,52 (J 8,24 e 1.1Hz). Apresentou também dupletes
referentes a uma dupla ligagdo em & 6,4 e & 7,7 com constante de acoplamento de 9,61Hz,
indicando a configura¢do cis para essa ligagdo (Tabela 2). O espectro de ressondncia
nuclear magnética do isotopo de carbono treze ("C-RMN, CDCls;, 75MHz) (Figura 32)
apresentou sinais para nove carbonos em & 160,67, 153,91, 143,41, 131,74, 127,812,
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142,35, 118,74, 116,73, 116,54, corroborando com os dados anteriores, ou seja, presenca
de um grupo carbonila e sinais de anel aromatico e dupla ligagdo (Tabela 3).

Considerando a presenga de um anel aromatico ligado a uma dupla ligagdo de
configuragdo cis, somam-se assim oito carbonos; o nono atomo de carbono ¢ atribuido &
carbonila, totalizando uma massa (CoHsO) de 130, sendo os 16 restantes devido a presenga
de mais um atomo de oxigénio, conforme espectro de IV, que apresenta uma absorg¢io para
anel lactonico de seis membros. Sugere-se, dessa forma, a estrutura da cumarina (3) para

MGT’.

5 4
67~ 3
TR N

. 0" o

3

Nesse sentido, a rota possivel de fragmentagdo da cumarina (3) apresentada no seu

espectro de massa (Figura 33) esté indicada no esquema 3 (MURRAY, et al., 1982).

m/z 90 m/z 89

r/s\\ e N i
@Hm“’t J e oy

m/z 146 m/z118

Esquema 3: Fragmentagio da cumarina (3)

A perda de mondxido de carbono, do nucleo pirano, pelo ion molecular (M™ 146),
forma diretamente o ion m/z 118 (100%). Esta proposta de fragmentagdo foi comprovada
pela determinagdo da massa (accurate mass measurement) desse fragmento e por
observagdo do pico metaestavel em m/z 954, durante a transigdo 146" — 118" + 28.
Postulou-se que o ion resultante apresentasse a estrutura do ion molecular benzofurano (5).
Muitos autores usam o ion benzofurano (5) para representar as espécies resultantes da

perda de CO da carbonila da cumarina, fato que representa uma caracteristica presente no
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espectro de massa de inimeras cumarinas. O ion benzofurano (5) se decompde, entdo, pela
perda consecutiva de CO (m/z 90) e um atomo de hidrogénio (m/z 89) (MURRAY ef al.,
1982).

A cumarina, lactona do acido cumarinico ou cis-o-hidroxicindmico, é um
componente natural, que foi isolado de numerosas espécies vegetais. Extratos vegetais
como o de guaco apresentam aroma caracteristico adocicado, lembrando baunilha, tipico da
cumarina. Por vezes, encontra-se na forma de combinag¢des inodoras, de glicosideos, e so
depois da agdo hidrolitica de fermentos € liberado o aroma. Explica-se, assim, o fato de
algumas plantas adquirirem o aroma particular da cumarina somente depois de secas, apos a
morte das células (OLIVEIRA ef al., 1985).

Ao todo, cerca de cem tipos diferentes de cumarinas naturais ja foram isoladas,
sendo que a cumarina propriamente dita foi encontrada em aproximadamente 150 espécies,
pertencentes a trinta familias diferentes (MURRAY et al., 1982). OLIVEIRA et al. (1985)
relataram o isolamento desse composto a partir das folhas de M. glomerata. O referido
composto tem sido indicado como marcador de controle de qualidade de varias espécies de
guaco, tendo seu doseamento sido proposto por VILEGAS ez al. (1997), por meio de
cromatografia gasosa. A cumarina e seus derivados tém algumas propriedades
farmacologicas conhecidas. Em animais de laboratorio, a cumarina mostra possuir atividade
espasmolitica (PATYRA et al., 1966; MACRAE & TOWES, 1984), hipoglicemiante e
antidiurética (SHANI ef al, 1974), antiespermatogénica (TYAGI ef al, 1980) e
carcinogénica (NASHED & BRENDEL, 1983).



58

N
|

)

14

0.22

160.00

0.31

Figura 30: Espectro de "H-RMN 300MHz da cumarina (3).
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Figura 31: Espectro de COSY 'H-RMN 200MHz da cumarina 3).
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Composto MG2

Esse composto apresentou p.f 154-155 °C apés cristalizacio em CHCl;:MeOH
(3:1) e seu espectro de UV em metanol apresentou pico em 266nm. Quando adicionado
acido, o espectro de UV ndo apresentou nenhuma alteragdo, enquanto que adicionado uma
gota de solugdo de NaOH 1N, o espectro apresentou um deslocamento para 272 e 363nm.
O espectro de IV (film/cm™) apresentou um pico largo em 3260 indicando a presenga de um
acido carboxilico, e picos importantes em 1752, caracteristico de carbonila de radical acetil,
1686, que indicou a presenga de uma carbonila o,3-insaturada, e 1628 para a presenca de
um anel aromatico. Um pico em 756cm™ indicou a possibilidade do anel aromatico ser orto-
dissubstituido.

O espectro de massa (Figura 36) apresentou ion molecular em m/z 206, com
fragmentos importantes em m/z 164, 146, 118, 91 e 84. O espectro de ressonancia nuclear
magnética de proton ('H-RMN, CDCl;, 300MHz) (Figura 34) apresentou picos
caracteristicos de anel aromatico orto-dissubstituido como para MG1’, com um par de
dupletes em & 7.59 (J 8Hz) e 7.12 (J 8Hz) e um par de tripletes em 6 7.34 ¢ 7,20 (J 8 e
1Hz). Da mesma forma que em MGI1’, MG2A também apresentou sinais em O 7.66,
mostrando no espectro de COSY (Figura 35) acoplamento com outro sinal em & 6.42, com
a diferenca de que o valor da constante de acoplamento encontrada foi de 16Hz,
caracterizando configuragio #rans para a dupla ligagdo (Tabela 4), ao contrario da cumarina
(3), com configuracio cis, onde a constante de acoplamento esperada € de 8-10Hz (Tabela
2). Dessa forma, até o presente, € possivel sugerir que parte da estrutura de MG2A ¢

constituida de um anel aromatico, com substitui¢io de radical vinil (6).

O espectro de ressonancia nuclear magnética de proton (Figura 34) também mostrou
dois singletes em § 2.34 e 0,98, com integra¢do para trés protons cada um, sugerindo ainda
a presencga de mais duas metilas. A primeira, corroborando com o espectro de IV, sugere

um radical acetil, ligado ao anel aromatico, e a segunda uma metila terminal. A purificagdo



do composto com carvdo ativado, mostrou a presenga dos mesmos sinais, com variagio e
desaparecimento do sinal em & 0,98, mas mantendo o sinal em & 2,34, o que significa que
pelo menos esse sinal é genuino. A duvida foi desfeita com o espectro de ressonancia
nuclear magnética de °C (DEPT) que apresentou um sinal para CH; em 20.97ppm, tipico
de metila ligada a carbonila. Sinais de metila de radical acetil normalmente aparecem entre
1.9-2.0ppm, mas o sinal em 2,34ppm pode ser atribuido a acetil ligado diretamente ao anel

aromatico orfo-substituido. Os dados até agora, permitem sugerir a estrutura parcial 7.

LQO 1
O%I\C:H3
7

Como o espectro de IR apresentou pico caracteristico de acido carboxilico e para a
estrutura 7 pode ser atribuida uma massa de 161, para completar o valor do ion molecular
(M" 206) de MG2A, falta exatamente uma massa de 45, representando o acido carboxilico.
Conclui-se, portanto, pela estrutura 8 para MG2A, que corresponde ao acido 2-acetil-frans-
cinamico (8).

Dessa forma, os picos encontrados no espectro de massa (Figura 36) podem ser
racionalizados da seguinte forma: ocorrendo a perda do radical acetil (m/z 164, M'-43)
favoreceria a formagdo da propria cumarina (MG1’) pela lactonizagdo do anel e,

consequentemente, seguindo o esquema 3 proposto para MG1’

6 7
s_= }1 \\/COOH
| 8
|
4\
s C‘J

o¢8\CH3
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Esse ¢ o primeiro relato de isolamento do acido 2-acetil-frans-cindmico (8) em
especie do género Mikania. A revisdo da literatura demonstra também que, possivelmente,
ndo ha registro de isolamento desse composto em nenhuma outra espécie de planta.

Os compostos com radical acila tém sido isolados de plantas, com mais freqiiéncia,
nos ultimos anos e, na sua maioria, mostram atividades biologicas de interesse para a
industria farmacéutica. A presencga desse grupamento num cOmposto quimico, aumenta a
lipossolubilidade da molécula, tornando-a mais permeavel as membranas celulares e
facilitando, com isso, as quebras enzimaticas, que podem gerar substancias biologicamente

ativas (SANTOS, 1998).



65

_
)

0.1)

7.17

16.19

107,

-0.77
0.3y .19

.n .22

~_-COOH

11.%7

1

27.%2

0.461

199.98

Vﬁ\

—

Figura 34: Espectro de "H-RMN 300MHz do acido 2-acetil-#rans-cindmico (8).




66

T - > K
T N A 3
9 <. [ ] Vv 3 a
g e -
-4
;] 3, : /// - fa
9
H i ")
8 2
- U/t
= ©
)
— : = o
== . 23 —4
Ed
| : — ~
o
—= 85
= : ek
p— &=
e : & (9]
©
a Bl
Wn - o - - n © ~ ©
N
b ~

COOH

Figura 35: Espectro de COSY 'H-RMN 200MHz do acido 2-acetil-trans-cindmico(8).




9¢ ean3iy

.41-[11908-7 OPIOR Op BSSBW 9p 0J10adsg

TUreurd-su.

(g) oo

v

Manchester University
10999476 3 (1.930)

100

%-

77

(=]

102

CAM SANTOS MG-3F

224
147
MG' 164
N\
15 163 225

60 165
100 103 120 ; 226
SBIJGC‘SQ 8386 l 136144 MB]( | 102 r 20, ll 220
A | || V¥ s LLol,IoJUD lu-»,a-J\lJ_) Ly ~~p byt [ \

AR RARSh AR Rl o e e o S e

F-N

TRIO2000)

6

|_N\_-COOH

8

>0
O//’J\CHa

2 Scan Cl
5 1504

LAARES A At M el o
10990476 4 (1.960) 1: Scan El+
100 49 ux16 v 2 4465
%-
84
47 | 51
88
43 18
148 164
89
626[? 65 77 m,gl }19 ||47 }65 206
0 WH ‘l Hrrpy 8 T T Pt LSASRAAARGS anant: Y T T T T T T 1 T T T T—~1— Dale
10 60 80 10 120 140 _ 160 180 200 = 220 | 240 .. 260 280 300 320 340 | aco

L9



68

Composto MG3

O composto MG3 foi cristalizado com CHCl;/MeOH (3:1), p.f. 109-111°C e seu
espectro de IV mostrou picos em 3275, 1671, 1607 e 1583cm”, indicando presenca de
grupamentos hidroxila, aldeido e anel aromatico, respectivamente. O espectro de UV em
metanol apresentou uma banda de absor¢do em 238, 308 e 320nm com perfil de curva tipica
de composto aromatico. O espectro de massa (Figura 39) mostrou picos em m/z 183
(M™+1), 182 (M", 100%) referente ao ion molecular e sinais em m/z 77 e m/z 91,
caracteristicos de fragmentos de anel aromatico.

O espectro de ressonincia nuclear magnética de protons ('H-RMN, CDCls,
300MHz) (Figura 37) apresentou um singlete com integragdo para um proton em & 9,7,
confirmando a presenca de um grupamento aldeido. Um singlete em & 7,1, com integragio
para dois protons, indicou a possibilidade de ser um composto aromatico com uma certa
simetria, podendo ser para protons situados em posi¢do orfo, num mesmo ambiente
quimico. Sendo esse o unico sinal na regido aromatica, assume-se que as outras posigdes
devam estar substituidas. Um outro singlete em 4,0, com integragdo para seis protons,
indicou a presenga de dois grupos metoxila ligados a anel aromatico e um outro singlete em
8 6,1, que desapareceu no espectro de 'H-RMN, apos adigdo de D0, foi atribuido ao um
préton de grupo hidroxila. O espectro de COSY, como esperado devido a presenca de
apenas singletes no espectro, ndo apresentou nenhuma correlagido entre os sinais. Os dados
apresentados e considerando as presengas de um anel aromatico com quatro substituigdes
(C¢H,, massa 74), duas metoxilas (C;HgO,, massa 62), um aldeido (CHO, massa 29) € uma
hidroxila (massa 17), permitem atribuir ao composto MG3 a estrutura de 4-hidroxi-3,5-

dimetoxi-benzaldeido (9).
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Para confirmar a estrutura proposta, realizou-se o espectro de ressonincia nuclear
magnética de isotopo de carbono 13 (°C-RMN, CDCl;, 75 MHz) (Figura 38), que
apresentou sinais para seis carbonos em 8 56,39 (2 x OCHjs); 106,60 (C-2 e C-6); 128,32
(C-3 e C-5); 140,72 (C-1); 147,262 (C-4) e 190,650 (CHO). O espectro de DEPT
apresentou apenas sinais para CH/CH3 em 856,39, indicando o sinal do grupo metoxila e
para CH apenas em 0106,60 para CH-aromatico (C-2 e C-6). Os outros sinais que nio
apareceram no experimento DEPT eram referentes a carbonila do aldeido e aos sinais de C-
1, C-3, C-4 e C-5 aromaticos. Esses sinais confirmaram a estrutura (9) proposta para MG3.

4-hidroxi-3,5-dimetoxi-benzaldeido (9), também conhecido por siringaldeido (9)
(KOKPOL et al., 1993) ja foi isolado de varias espécies vegetais, sendo freqiiente na familia
Asteraceae. GUTIERREZ & HERZ (1988) isolaram siringaldeido (9) das partes aéreas de
Mikania shushunensis Holmes & McDaniel, coletada no Peru. CASTILHO er al. (1983)
isolaram MG3 das cascas do caule de Ambrosia cumarensis, também pertencente a familia
Asteraceae. KOKPOL ez al. (1993) isolaram tal composto do caule de Rhizophora
apiculata, Rhizophoraceae e determinaram sua atividade antibacteriana e antifungica, pelo
método de difusdo em agar. Verificaram atividade contra Staphilococus aureus e Bacillus
et al. (1995) isolaram siringaldeido (9) de Annona montana, sendo esse o primeiro registro
de isolamento na familia Annonaceae. Determinaram também, atividade citotoxica seletiva
do composto e seu derivado acetilado, contra células do tipo P338 (ATCC).

Nenhum relato do isolamento de siringaldeido (9) a partir das folhas de M.
glomerata foi encontrado na literatura, podendo-se dizer que essa € a primeira vez que tal

composto € isolado da espécie em estudo.
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6.3 ESTUDO FARMACOLOGICO

O teste geral de atividade indica que o extrato bruto das folhas de M. glomerata
apresenta baixa toxicidade, sendo necessarias altas doses para provocar efeitos nocivos aos
camundongos. Os animais administrados por via oral, com EB1 nZo morreram até a dose de
6400mg/kg, mostrando a baixa toxicidade desse extrato por essa via.

A via intraperitoneal apresentou DLs, de 2349,86mg/kg, indicando também baixa
toxicidade do extrato por essa via.

Os sinais demonstrados pelos animais, tais como diminui¢do da motilidade e perda
da apreensdo das patas, indicaram que ha possibilidade do extrato atuar deprimindo o SNC
e/ou musculatura esquelética, quando utilizado em altas doses. Por isso, os testes de placa
quente e rota-rod foram necessarios, ja que houve significativa redugdo do nimero de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético. Esta diminuigdo poderia estar
ocorrendo devido a uma provavel agdo sobre o SNC e/ou musculatura esquelética.

Com o modelo da placa quente, observa-se efeito analgésico de drogas que agem
sobre 0 SNC via mecanismos supra-espinhais, tais como os opidides (VAZ et al., 1996). O
EB1, na dose de 1000mg/kg vo, ndo apresentou atividade sobre este modelo, mostrando
que seu mecanismo deve ser periférico, ndo envolvendo sistemas supra-espinhais.

No teste do rota-rod, evidencia-se a ag¢do de drogas depressoras do SNC e também
relaxantes da musculatura esquelética (VAZ et al., 1996). Por esse motivo, utilizou-se 0
diazepam 2,4mg/kg ip como controle positivo, que diminuiu de modo significativo o tempo
de permanéncia dos animais no aparelho. O tratamento com EB1, na dose de 750mg/kg vo,
nio diminuiu de modo significativo esse tempo de permanéncia, comparado ao grupo salina.
Isto indica que este extrato ndo apresentou efeito depressor sobre o SNC ou que alterasse a
performance motora do animal em experimento, na dose utilizada.

A auséncia de atividade do extrato nas metodologias da placa quente e rota-rod
sugerem que a diminuigago do numero de contor¢des abdominais foi mesmo por
interferéncia em algum sistema diretamente envolvido na dor inflamatdria, e ndo resultado
de um efeito sobre o SNC ou musculatura esquelética.

No modelo de contorgdes abdominais induzidas por acido acético, a dor € de origem
inflamatoria, estando presentes mediadores quimicos como prostaglandinas, oxido nitrico

(DEBUISSON & DENIS, 1997), cininas, além da participagdo do SNA simpatico
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(DOGROER et al., 1998 & ROGER et al., 1980 & THOMAZZI, 1997). A diminui¢do do
numero de contor¢des abdominais causada pelo tratamento oral com EBI, nas doses
apresentadas, pode estar indicando que este extrato tem um ou mais componentes que
interferem em algum sistema envolvido na dor inflamatdria desse modelo experimental.

O tratamento com EB1 reduziu significativamente o edema produzido pela injegdo
intraplantar de carragenina apenas na dose de 500mg/kg vo. Este resultado indica que o
efeito antinociceptivo apresentado pode estar correlacionado com a agdo antiinflamatoria, ja
que o edema induzido por carragenina ¢ dependente da migragdo de leucécitos e presenga
de prostaglandinas no local da inflamagédo, sendo essas ultimas importantes nas contorgdes
abdominais e na segunda fase do teste da formalina (ROGER et al., 1980 & VAZ et al.,
1996).

Os resultados do teste da formalina mostram redugio significativa do tempo de
lambedura da pata injetada com formol para todas as doses de EB1, durante a segunda fase.
Isto significa que o referido extrato esta inibindo o processo inflamatoério provocado na pata
do animal (HUNSKAAR & HOLE, 1989). Tal fato vem se somar aos resultados dos
ensaios de edema de pata e contor¢Ges abdominais, indicando uma provavel ag@o
antinociceptiva de EB1, pela inibi¢gdo do processo inflamatorio induzido em cada modelo
experimental. Esses também sdo indicativos de que o extrato bruto de M. glomerata
provoca diminui¢@o da quantidade de mediadores da inflamag&o. E inegavel, portanto, que
EB1 possui agdo antinflamatdria, embora ndo seja possivel afirmar, com os resultados
apresentados, o mecanismo de agdo antiinflamatoria. A atividade apresentada por EB1, nas
trés metodologias utilizadas, ndo foi dose-dependente. Tal resultado pode estar relacionado
com o fato de termos trabalhado com extrato bruto, onde estdo presentes varios compostos
diferentes, que podem interferir na agio geral, dificultando com isso, a caracterizagdo da
especificidade da ac¢do. De qualquer forma, mesmo nio se podendo afirmar que o extrato
bruto de M. glomerata tenha agdo especifica, os resultados indicam atividade
antiinflamatoria, cujo perfil apresentado é de um antiinflamatorio ndo esteroidal.

Popularmente, as folhas de M. glomerata séo usadas pelas pessoas portadoras de
asma ou bronquite, para alivio dos sintomas (OLIVEIRA et al., 1984). Sendo a asma uma
patologia essencialmente inflamatoria, justifica-se pelos resultados obtidos, o uso popular da

planta como antinflamatorio. Outro fator importante, quando se pensa em uso popular, € a
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toxicidade da droga. Nesse sentido, a presente pesquisa prova também que O guaco
estudado pode ser usado sem maiores riscos pela populagdo, visto que sua toxicidade se
mostrou bem baixa, sobretudo por via oral, que € a via de administragio comumente

utilizada em humanos.



7. CONCLUSAO

Os estudos morfologicos de M. glomerata permitem concluir que as folhas sdo
pecioladas, glabras, providas de cinco nervuras na regido basal e apresentam disposi¢ao
oposta. O peciolo € curto, praticamente plano-convexo e apresenta base torcida.

Séo caracteristicas microscopicas importantes da lamina foliar de M. glomerata:
presenca de tricomas glandulares pluricelulares situados em depressdes epidérmicas de
ambas as faces, ductos secretores, com epitélio formado por cinco a onze células,
relacionados com os feixes vasculares, mesofilo dorsiventral e estdmatos anomociticos e
anisociticos somente na epiderme da face abaxial, definindo a folha como hipoestomatica.
Os feixes vasculares sdo do tipo colateral.

O peciolo exibe feixes vasculares do tipo colateral, dispostos em arco e
acompanhando o contorno da estrutura. Outra caracteristica importante € a presenga de
ductos secretores relacionados com os feixes vasculares.

Os resultados dos testes histoquimicos revelam a presenga de amido de assimilag@o
nos parénquimas paligadico e lacunoso e compostos fenolicos no parénquima paligadico da
folha de M. glomerata.

A analise espectroscopica dos compostos isolados da folha de M. glomerata
permite concluir que a cumarina (3) faz parte da composi¢do quimica da mesma, como ja
se esperava, conferindo o aroma semelhante a baunilha, tipico da droga estudada.

O segundo composto isolado e identificado € designado por acido 2-acetil-frans-
cindmico (8), que até o momento ndo apresenta registro de isolamento de fonte natural,
tendo sido somente obtido sinteticamente.

O terceiro composto isolado e identificado corresponde ao 4-hidroxi-3,5-dimetoxi-
benzaldeido (9), conhecido também por siringaldeido, sendo esse o primeiro relato de
isolamento a partir da espécie M. glomerata.

Os resultados obtidos mostraram que EB1 ndo € toxico quando administrado por

via oral, ndo apresentando toxicidade elevada se administrado por via intraperitoneal.
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Nas condi¢des experimentais apresentadas, verifica-se que o extrato bruto de M.
glomerata apresenta agdo antinociceptiva e antiedematogénica, com fortes indicios de ag@o
aintinflamatoria. Tal afirmativa é reforgada pelo fato de EB1 ndo apresentar atividade
sedativa ou sobre a musculatura esquelética. Esses resultados ddo suporte cientifico ao uso
popular da espécie M. glomerata, como planta medicinal.

Esse trabalho representou, portanto, uma contribui¢do para consolidagdo cientifica
do uso das folhas de M. glomerata, como planta medicinal. O isolamento de dois
compostos, até entdo nio relatados na literatura cientifica para essa espécie, demonstra que
a mesma ainda tem muito a ser estudada, sobretudo do ponto de vista da composi¢do

quimica de metabolitos secundarios e atividade farmacologica.
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