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RESUMO

No presente trabalho, Citharexylum myrianthum Cham., familia Verbenaceae, foi
estudado quanto as caracteristicas anatdmicas das folhas e composigdo quimica da casca e
folhas. Foi realizada a descrigdo da anatomia foliar a partir de técnicas convencionais para
Microscopia Fotdnica e Microscopia Eletronica de Varredura. A venagdo da folha é do tipo
pinada, camptddroma, eucamptddroma. Estomatos do tipo anomocitico ocorrem em ambas as
faces, sendo a folha anfihipoestomatica. Tricomas tectores e glandulares foram constatados
em ambas as faces. A 1dmina foliar tem organizaggo dorsiventral. A epiderme da face abaxial
apresenta paredes anticlinais sinuosas. Investiga¢do quimica das folhas resultou no isolamento
provavel de heterosideo flavonico, da fragdo metanodlica, identificado através de métodos
espectrométricos de Ultra Violeta e Ressonancia Magnética Nuclear Protonica, porém a
estrutura ainda ndo foi totalmente elucidada e novas determinagdes estdo sendo efetuadas.
Anélises farmacologicas preliminares foram realizadas com o extrato aquoso bruto
liofilizado das folhas: Teste Geral de Atividade, Dose Letal Média (DLs,) e Capacidade Anti-
inflamatoria. A DLs,, por via intraperitoneal, foi de 5,0 g/kg. O extrato aquoso bruto
liofilizado das folhas ndo demonstrou efeito anti-inflamatério no experimento realizado por
método de Migragdo Leucocitaria. Analises microbiologicas demonstraram que o extrato
hidroalcodlico bruto das folhas, pelo método de difusdo em agar, na concentragéo de 40 pl,
(400 ng) apresentou atividade antimicrobiana contra o Staphylococcus aureus.

Xiii



ABSTRACT

This work presents the specie Citharexylum myrianthum Cham. from the family
Verbenaceae focalizing structural aspects of the leaves and chemistry composition of the
barks and leaves. The anatomy features were studied using both light and scanning electron
microscopy. The venation pattern is pinnate, camptodromous, eucamptodromous. Stomata of
the anomocytic type occur on both surfaces of the leaf, having stomata predominantly on the
abaxial surface. Simple and glandular trichomes occur on both surfaces of the leaf. The
mesophyll has dorsiventral organization. The epidermis of the abaxial surface exhibits
sinuates anticlinal walls. The leaves investigation resulted in the probable isolation of the
flavonoid, of the methanolic fraction, recognized through Ultraviolet Spectral analysis and by
Proton Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, however, the chemistry structure still was
not totally elucidated and news determinations were being realized. The preliminarys
pharmacologys analisis was realized with the aqueous brute lyophilisates extract of the
leaves, with the following: General Test of Activity (TGA), determination of Dose Letal 50
%, and Extravascular mobilizatin of leukocytes. From the determination of DLs,, injected
intraperitoneally, the result was 5,0 g/kg and from the Extravascular Mobilization of
leukocytes, the aqueous brute extract of the Citharexylum myrianthum Cham. didn’t show any
response anti-inflammatory with the methodology utilized. The microbiological analisis
demonstrated that the hydroalcoholic brute extract of the leaves, in the concentration of 40 pl
(400pug), shown completely inhibited growth of the Staphylococcus aureus.
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I- INTRODUCAO

Diante da preocupagdo em tratar e resolver os problemas de saude que afligem o
homem, as plantas sempre despertaram um grande interesse, quer pelas suas propriedades
quimicas, quer por suas agles terapéuticas. As pesquisas com plantas medicinais tem
recebido a atengdo ndo s6 de quimicos, que buscam determinar a constituigdo quimica, isolar
e purificar metabolitos secunddrios, mas também de farmacologistas, interessados nas
pesquisas de suas propriedades farmacologicas, além da toxicidade da substincia
isoladamente ou do conjunto de substancias. Além disso os boténicos que se preocupam com
a identificagdo macroscopica e microscopica da planta.

O Brasil possui uma rica flora, onde muitas plantas sdo usadas na medicina tradicional
e na industria de medicamentos. A seguranga em se utilizar uma planta, considerada como
medicinal, seja pelos conhecimentos populares ou pela indicagdo da literatura, requer um
estudo interdisciplinar.

A descoberta de novas substincias pode vir a constituir ndo sé matéria prima para a
sintese de produtos iguais ou anadlogos aos existentes, mas também como fonte de novos
medicamentos e ainda na obteng&o de produtos aproveitaveis pela industria.

Trataremos, no presente trabalho, de uma espécie de Citharexylum (Verbenaceae),
onde foram isolados trés iridoides e identificados trés flavondides por NAKASHIMA (1993),
que também pesquisou as atividades biologicas de Citharexylum myrianthum Cham. e de duas
espécies de Lippia, também de Verbenaceae. NAKASHIMA (1993) demonstrou a agéo
antifingica e a agdo antiviral, onde foram testados nove espécies de fungos patogénicos aos
vegetais e aos animais, dos extratos liofilizados e metanolicos de Citharexylum myrianthum
Cham., de Lippia alba N. E. Brown e Lippia multiflora Mold. A ag@o antiviral foi estudada
sobre quatro virus. De acordo com NAKASHIMA (1993), os extratos aquosos e metanélicos
de C. myrianthum Cham. apresentaram um titulo de redugdo viral superior a 2 log;,. Os
liofilizados demonstraram ser ativos sobre os virus herpéticos e o virus da poliomielite.

O género € encontrado na América tropical e subtropical, ao sul dos Estados Unidos,
Meéxico, América Central, nas Antilhas, Caribe, Argentina, Brasil, Bolivia, Paraguai e

Uruguai. Dos 15 representantes do género existentes no Brasil, séo citadas particularmente as



espécies: C. myrianthum Cham. e C. myrianthum var. bahiense Mold. Na Argentina sio
citadas C. jorgensii (Lillo) Mold., na Bolivia, C. andinarum Mold., C. ilicifolium HBXK. e C.
puntactum Greenm., no Paraguai, C. myrianthum Cham., C. montevidense (Spr.) Mold. e C.
macranthum Hay. (NAKASHIMA, 1993).

No Brasil, Citharexylum myrianthum Cham. tem ampla distribuigio, desde
Pernambuco até Rio Grande do Sul (MATIDA, ef al. 1983/1984). E encontrado nos estados
da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul, (CERVI, 1996).

O género Citharexylum apresenta madeira resistente a umidade, é propria para
confeccdo de objetos e marcenaria em geral (NAKASHIMA, 1993). Citharexylum
quadrangulare Poir., (DUHAMEL, 1985 citado por NAKASHIMA, 1993), apresenta
madeira ideal para a construgdo de esqueleto de animais. A madeira de Citharexylum
montevidense € utilizada para a carpintaria em geral. As espécies de C. barbinervis Cham. e
C. cinereum L. fornecem madeira para fabricar objetos de luxo, instrumentos musicais e
marcenaria em geral. As flores sdo utilizadas em perfumaria. (PI0 CORREIA, 1974, 1984
citado por NAKASHIMA, 1993). Na Jamaica, o lenho de Citharexylum myrianthum Cham. é
apropriado para a fabricagdo de instrumentos musicais principalmente violinos, violdes etc.
(BARROSO, 1986). A etimologia do género € “madeira de citara”.

Revisdo da literatura apresenta estudo quimico realizado em espécies de Citharexylum
e com agles terapéuticas. Entretanto, s3o espécies pouco estudadas sob pontos de vista
anatomico, quimico e farmacologico. O estudo realizado por NAKASHIMA (1993),
despertou o interesse por esta familia e em especial para esta espécie, por apresentar
comprovadas agdes antifingica e antiviral. Pode-se citar o estudo anatdmico da madeira,
realizado por GOMES, et al. (1989), o qual mostra a presenga de um raro tipo de perfuragio
de placas em vasos de Citharexylum myrianthum Cham. Diante disso, o presente trabalho
apresenta o estudo da anatomia foliar, onde mostra a descrigdo da estrutura anatdmica da
folha, com a finalidade de contribuir para caracterizagdo desta espécie.

A constituigdo quimica global desta espécie foi demonstrada pelas anéalises
fitoquimicas preliminares. Elegeu-se o grupo flavonoidico para o estudo fitoquimico, por

apresentar-se em maior concentragdo nesta espécie, pelas diversas agdes farmacologicas



atribuidas a este grupo de metabdlito secundario e pela possibilidade de haver alguma
associagdo entre os flavonoides ja isolados com as agdes bioldgicas ja comprovadas.

As analises farmacologicas preliminares e a pesquisa de atividade antibacteriana vém,
complementar e contribuir com informagdes que integram a pesquisa com plantas medicinais.

A figura 01 apresenta vista geral do habito de Citharexylum myrianthum Cham.



Fig. 01- A- Vista geral do habito de Citharexylum myrianthum Cham., Morretes, Parana. B-

idem a B.

Pormenor da planta. C



1.1- Posi¢ao Sistematica

Posigdo sistematica da espécie, segundo CRONQUIST, (1981)
Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Subclasse: Asteridae

Ordem: Lamiales

Familia: Verbenaceae St.Hill.

Género: Citharexylum L.

Espécie: Citharexylum myrianthum Cham.

1.2- Sinonimos e Nomes Populares

O Index Kewensis cita como sindnimos do género Citharexylum: Rauwolfia R. et
Pav. (FLii. 26 t. 152 (1799)) e Poeppigia Bert. (in Bull. Férussac, xxiii (1830), 109); como
sin6nimos da espécie: C. cinereum, Spreng., C. scabrum, Willd ex Cham. e C. rigidum, Briq.
sinénimo de C. myrianthum var rigidum Briq. NAKASHIMA, 1993).

Popularmente, Citharexylum myrianthum Cham. € conhecido, no estado de Sdo Paulo,
como pau-de-viola, pimenteira, pombeira e tucaneira. No estado do Paranad como: tucaneira,
baga-de-tucano, taruma-branco, jacareuba e jacatauva. No estado de Santa Catarina como pau-
de-gaiola, pau-de-pomba, pau-de-tamanco, tucaneiro, tarumi e toruma e no estado do Rio

Grande do Sul como pau-de-tamanco e tucaneira (BARROSO, 1986).

1.3- Estudo Botanico, Quimico e Farmacolégico de flavonoides:

Os flavonodides sdo pigmentos vegetais que contém 15 atomos de carbono em seu
nucleo fundamental e este apresenta a configuragdo C¢-C;-Cq¢ sendo dois anéis aromaticos
unidos por trés unidades de carbono que podem ou ndo formar um terceiro anel. Por

conveniéncia os anéis sdo classificados A, B e C ( MARKHAM, 1982 ) (Fig. 02)



Fig. 02- Nucleo fundamental de flavondides.

Os flavonodides ocorrem tanto em estado livre como heterosidico, constituindo o grupo
mais amplo de fendis naturais. TREASE & EVANS (1991), relata que é conhecido mais de
2000 destes compostos, sendo que uns 500 sdo encontrados em estado livre.

As agliconas flavonoidicas ocorrem em uma variedade de formas estruturais: (a)
flavona, (b) flavonol, (c¢) flavanona, (d) flavanonol, (¢) antocianidina, (f) flavandiol-3,4
(leucoantocianidina), (g) catequina, (h) chalcona, (i) aurona, (j) isoflavona e (k) neoflavona
(DOMINQUEZ, 1973) ( Fig. 03).

Muitos taninos também sdo derivados de flavon6éides (MARKHAM, 1982). A maioria
destes sdo O-heterosideos, porém se conhece um nimero consideravel de C-heterosideos
flavonoidicos. Também se conhece compostos dimeros, que possuem, por exemplo, uma
unido 5°, 8-carbono-carbono, os biflavondides (TREASE & EVANS, 1991). Os biflavonoéides
tém raramente sido encontrados como glicosideos (MARKHAM, 1982).

O esqueleto de carbono de compostos flavonoidicos pode ser visto como duas
unidades, uma benzoilica e outra cinamoilica (MABRY, et al. 1970). Estas duas unidades
possuem rotas biossintéticas diferentes. Através de experimentos com radioatividade,
classificou-se compostos de flavonoides origindrios de “unidades acetato” e de um
intermediério fenilpropanodide derivado da via do acido shikimico. Basicamente, o anel A ¢
formado por condensagdo de trés unidades acetato enquanto o anel B e o anel C, provém de
um precursor fenilpropanoéide. Através de estudos enzimaticos obteve-se conhecimentos mais
detalhados da natureza quimica dos precursores e da reagdo de formagdo (HARBORNE, et al.

1975).
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Fig. 03- Estrutura quimica dos diversos flavonéides.



Os heterosideos sdo geralmente soluveis em agua e élcool, porém insoluveis nos
solventes orgénicos, as geninas sdo ligeiramente soliveis em 4gua, porém soluveis em éter.
Os flavonoides se dissolvem nos alcalis, dando solugdes amarelas que, por adigdo de acidos,
passam a incolores (TREASE & EVANS, 1991). Como regra geral, os flavondides sdo
insoluveis em éter de petrdleo, o que permite desengordurar um material antes da extrag@o dos
flavonoides (DOMINGUEZ, 1973).

Os flavonoéides possuindo um numero de grupos hidroxila substituintes, ou um agucar,
sdo compostos polares, sio moderadamente soluveis em solventes polares: etanol (ETOH),
metanol (MeOH), butanol (BuOH), acetona, dimetil sulféxido (DMSO), dimetil formamida
(DMF), agua, etc. A presenca de um agucar tende a render ao flavonoéide mais solubilidade em
agua. Agliconas menos polares as isoflavonas, flavanonas e flavonas altamente metoxiladas e
flavondis, tendem a ser mais soliveis em éter e cloroformio (MARKHAM, 1982). Os
flavondides podem ocorrer em uma variedade de cores em tecidos de plantas (HERBERT,
1989). As flavonas e os compostos estreitamente relacionados com eles podem ser amarelos
(do latin, flavus, amarelo). A intensidade da sua cor amarela cresce com o nimero do pH. A
flavona pura, que € incolor, se encontra na superficie de algumas espécies de Primula. Muitas
flavonas s@o derivados fendlicos ou metoxilados e constituem heterosideos soluveis na seiva.
(TREASE & EVANS, 1991).

A fungdo biologica dos flavonodides na planta esta relacionada com a atragdo de insetos
polinizadores e protegdo contra os nocivos, reagdo contra infecgdes virais e flngicas
(fitoalexinas), colaboragdo com hormdnios no processo de crescimento, inibi¢do de ac¢des
enzimaticas e participagdo dos sistemas redox das células (MARTINS, et al. 1995).

Os flavondides estdo presentes em todas as plantas vasculares, mas em algumas classes
sdo amplamente distribuidas; enquanto que flavonas e flavondis séo universais. As
isoflavonas e biflavonoides sdo encontrados somente em algumas familias. (HARBORNE,
1984).

Os flavonodides sdo constituintes caracteristicos de plantas verdes, com excegdo de
algas. Eles ocorrem em todas as partes da planta incluindo folhas, raizes, madeira, casca,
polen, néctar, flores, bagas e sementes (MARKHAM, 1982). As agliconas sdo mais freqiientes
em tecidos lenhosos (DOMINGUEZ, 1973). Estdo amplamente distribuidos na natureza,

porém sdo mais freqiientes nas plantas superiores e nos tecidos jovens, onde se encontram as



células que contém seiva. Sdo abundantes nas Polygonaceae, Rutaceae, Leguminosae,
Umbelliferae e Compositae (TREASE & EVANS, 1991).

Ha um grupo de flavondides que ocorrem nas plantas numa forma conjugada, por
ligagdo covalente com um ou mais residuos de sulfato inorganico unidos a um grupamento
fendlico ou ao agucar (HARBORNE, 1977 citado por MARKHAM, 1982). A ocorréncia
destes compostos parecem ser restritos a Angiospermas € especialmente aquelas
Angiospermas das quais tém uma associa¢do ecoldgica com habitats aquaticos (HARBORNE,
1975 citado por MARKHAM, 1982).

Biflavonéides apresentam uma distribuigéo restrita, ocorrendo predominantemente em
Gymnospermas (MARKHAM, 1982).

Comumente, os representantes da familia Verbenaceae produzem substincias
iridoides, em menor freqii€éncia a presenga de alcaldides, saponinas ou outros compostos
triterpendides, é altamente frequente 6-metilado ou 8- hidréxi-flavondis, raramente ocorrem
taninos (CRONQUIST, 1981).

Em 1936 RUSZNYAK & SZENT-GYORGY]I, observaram que preparagdes contendo
acido ascérbico obtido de fontes naturais, eram mais eficazes no tratamento de sangramento
capilar subcutdneo que preparagdes contendo 4cido ascorbico puro. Posteriormente, estes
pesquisadores isolaram de Capsicum annuum e de Citrus limon uma das substincias que
acompanhavam o acido ascorbico em suas preparagdes, com caracteristicas de uma flavona e
a chamaram de vitamina P (HARBORNE, et al. 1975). Eles relataram que a vitamina P
reduzia hemorragias e aumentava o efeito do acido ascorbico. A vitamina P foi também
chamada de citrina (TREASE & EVANS, 1991 ) ou ainda hesperitol (HARBORNE, et al.
1975), (MATOS & MATOS, 1989). O conceito vitamina foi posteriormente abandonado
(GILMAN, et al. 1983).

A substdncia primeiramente conhecida como citrina € uma mistura de
ramnoglucosideos do eridictiol (tetrahidroxiflavona) e metileriodictiol (hesperetina). Entre os
produtos comerciais deste tipo, produzem-se alguns pela indudstria de citricos que contém
hesperidina. Um heterosideo similar, a rutina ou rutésido, ramnoglucosideo da quercetina,
glucosideo cuja aglicona é constituida da quercetina (3,5,7,3’,4’-penta-hidroxi-flavona) e se
une por sua hidroxila da posig@o 3 a um dissacarideo (rutinose) formado por uma molécula de

glicose e por outra de ramnose (MATOS, & MATOS, 1989), ¢ encontrado em muitas plantas
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e € elaborado em escala industrial a partir de residuos de tabaco, Sophora e Eucaliptus spp; o
trigo sarraceno, Fagopyrum esculentum, contém ao redor de 3-4 % (TREASE & EVANS,
1991). Medicinalmente, conserva a resisténcia capilar e fortifica os vasos.

Muitas pesquisas tém enfatizado os efeitos terapéuticos de varios flavonoides,
primeiramente a rutina, seus derivados metilados e as flavanonas de frutas citricas
(KEFFORD & CHANDLER, 1970; GRIFFITH et al., 1955 citado por HARBORNE, 1975).

DeEds (1968), concluiu que flavondides com hidroxilas livres nas posigdes
3,’4’exercem efeitos fisioldgicos benéficos nos capilares perfeitos, prolonga agéo da
epinefrina pela inibigdo do O-metiltransferase e estimula o eixo pituitdria adrenal
(HARBORNE, et al. 1975).

Além das propriedades antitrombdticas e vasoprotetoras, este grupo é conhecido por
seus efeitos anti-inflamatdrios e anti-alérgicos, pela inibigdo da promogéo de tumores e como
protetores da mucosa gastrica. Estes efeitos tém sido atribuidos a influéncia dos flavonéides
sobre o metabolismo do acido araquidonico (ALCARAZ & FERRANDIZ, 1987 citado por
TREASE & EVANS, 1991). RAMANATHAN, et al. (1993), demonstraram a atividade
antitumoral em células cancerigenas humanas.

Flavondides naturais e lignanos s3o potentes agentes citostaticos contra células
leucémicas HL-60 humanas (HIRANO, et al. 1994).

O efeito anti-ulcera de flavondides foi estudado por IZZO, et al. (1994). A naringina
mostrou-se ativa em grandes doses.

Entre os compostos que possuem atividades farmacolégicas, destacam-se a apigenina,
taxofolina, morina, naringenina, genisteina e epicatequina. A naringenina retne atividades
anti-PAF (atividade inibidora do fator de agregag@o plaquetéria), indutora da formagédo de
hemoglobina, anti-espasmddica e anti-hepatotoxica (Di STASI, 1996). A naringenina, uma
flavanona, possui atividade anti-ulcera.

Sdo anti-esclerdticos e anti-edematosos (rutina e oxietilrutina), espasmoliticos e ani-
hepatotoxicos (silimarina), coleréticos, diuréticos, antimicrobianos e anti-inflamatérios
(artemetina). S30 essenciais para a completa absor¢do da vitamina C, ocorrendo naturalmente
onde quer que haja esta vitamina (MARTINS, et al. 1995).

Alguns flavonoides possuem propriedades antibacterianas e antifungicas (TREASE &

EVANS, 1991).
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As flores de Sambucus nigra tém sido utilizadas durante muito tempo em medicina
doméstica e veterinaria, especialmente em forma de ungiiento. Contém &cido p-cumarico,
rutina e canferol. Uma série de flavolignanos, como silibina e silimarina (1,4- dioxano
produzido pela combinagdo oxidativa de taxifolina e alcool coniferilico), possuem
propriedades anti-hepatotoxicas e os extratos de plantas que os contém, como o Silybum
marianum (Carduus marianus), Compositae, sdo muito utilizadas na Alemanha para o
tratamento de doengas hepaticas. Os frutos de S. marianum contém silibina, silidianina e
silicristina. (TREASE & EVANS, 1991).

A atividade anti-oxidante foi estudada por URSINI, er al. (1994). Foram ainda
atribuidas a esta classe de compostos, atividades a nivel cardiaco (COSTA, 1987), bem como
acdo benéfica sobre as vias aéreas superiores (GOODMAN, & GILMAN, 1967).

Apresentam atividade antiviral (quercetina e quercetrina), atividade inibitéria da
xantino-oxidase, abrindo um novo campo de uso (tratamento de gota) (SHIMER, 1986 citado
por KERBER, 1988). Foi relatada uma possivel agdo anticancerigena, citostatica e/ou
citotoxica para a quercetina.

Alguns flavonéides sdo corantes e tdnicos (TREASE & EVANS, 1991). Virios
compostos desta natureza também so usados na produgdo de odores, sabores de alimentos e
bebidas de origem vegetal (Di STASI, 1996).

Os rotenoides sdo inseticidas (HERBERT, 1989).

A grande vantagem dos flavonoides ¢ a sua baixissima toxicidade (MARTINS, et al.
1995). Entretanto, substdncias desta natureza apresentaram um resultado positivo em testes de
mutagenicidade, representando um alerta ao seu uso indiscriminado, mas ndo havendo
resultados suficientes para calcular um risco real (SHIMER, 1986 citado por KERBER, 1988).

Os rotendides apresentam uma baixa toxicidade aos mamiferos (por exemplo, DLs, de
3,0 g/kg por rotenona em coelhos), mas s@o extremamente potentes inibidores da oxidagdo
mitocondrial em insetos e em peixes ao nivel de 1 mg (FUKAMI & NAKAJIMA, 1971 citado
por HARBORNE, et al. 1975).

Flavonas e isoflavonas foram considerados por ANJANEXULU &
RAMACHANDRAROW (1964) toxicos ao peixe, e CHARI & SESHADRI (1948)
demonstraram que chrisina (5,7-diidroxi-) e galangina (3,5,7-triidroxi-flavona) sdo

consideravelmente toxicos aos peixes, enquanto flavonas, tendo mais grupos hidroxila sdo
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somente ligeiramente toxicos. A metilagdo de um grupo hidroxila aumenta a toxicidade

(HARBORNE, et al. 1975).

1.4- Revisao da literatura para o género Citharexylum:

Um glicosideo flavonico foi isolado de Citharexylum subserratum e identificado como
4’,5-dihidroxi-3’,7-dimetoxiflavona-6-glucosideo (MATHURAM, 1976). A férmula

estrutural € a seguinte:

Nas folhas de Citharexylum subserratum foram detectados durantosideo 1 e
durantosideo 2, metil-p-met6xi cinamato, metilcinamato, -sitosterol, B-sitosterol glicosideo e

acido ursolico (GANAPATY, 1983).

durantosideo 1 (1), durantosideo 2 (2)
1-R=H
2-R= OCH3
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Das cascas de Citharexylum subserratum foram isolados n-octacosanol, B-sitosterol e
acido ursélico (GANAPATY, 1984).
Em Citharexylum myrianthum Cham. também foi detectada a ocorréncia de acido

ursélico MATIDA, et al. 1987), cuja formula estrutural € a seguinte:

Iridoides glicosidicos foram detectados nas folhas de Citharexylum fruticosum L.

(GANAPATY, 1988):

R2 g1 COOCH;
R3 =
RS 4 ° OH
cn,gmm
OH

5- deoxipulchelosideo

Foram isolados trés iridoides de Citharexylum myrianthum Cham. e ainda foram
identificados trés flavondides: 4’,5-diidroxi-3’,7-dimetoxiflavona 6-glucosideo, 4°,5,6-
triidréxi-3’, 7-dimetoxiflavona e 5,4’-diidréxi, 7,3’-dimetoxi, 6-metilflavona, por
NAKASHIMA (1993).

NAKASHIMA (1993), estudou a ac¢do antiviral e antifingica de C. myrianthum

Cham., sendo estudada a agdo antiviral sobre quatro virus (HSV-1, HSV-2, virus da



14

poliomielite e virus da estomatite vesicular de bovinos (VSV). Os extratos aquosos e
metandlicos de C. myrianthum apresentaram um titulo de redugdo viral superior a 2 log;,. Os
liofilizados foram particularmente ativos sobre os virus herpéticos e o virus da poliomielite (>
3,5 log;o).

Foram testados nove espécies de fungos patogé€nicos aos vegetais € aos animais,
quanto a acdo antifingica de extratos liofilizados e metandlicos. Nenhum extrato provocou a
inibigdo total do crescimento, mas alguns mostraram uma inibigdo parcial (NAKASHIMA,
1993).

Um infuso ou decocto de folhas de Citharexylum fruticosum é utilizado no tratamento
de artrite e dispepsia (ADJANOHOUN, 1985 citado por NAKASHIMA, 1993). As folhas de
Citharexylum macrophyllum sdo usadas como febrifugo, colagogo e diurético (GRANAND,
1987).

1.5- OBJETIVOS

Constituem-se objetivos deste trabalho:

- Descrever a anatomia das folhas da espécie Citharexylum myrianthum Cham.
(Verbenaceae).

- Analisar qualitativamente a composi¢do quimica da folha e da casca.

- Extrair, purificar, isolar e identificar flavonoide biossintetizado nas folhas.

- Realizar os testes farmacoldgicos preliminares: a) - Teste geral de atividade e determinagéo
da Dose letal 50 % (DL ;); b) - Determinagdo de Capacidade anti-inflamatéria do extrato
aquoso bruto liofilizado das folhas.

- Realizar o teste de atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico bruto das folhas e da

casca.



PARTE EXPERIMENTAL
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II- MATERIAL E METODOS

2.1- Coleta, identificacio e exsicata

As coletas foram realizadas no periodo de agosto de 1995 a novembro de 1996, na
regido de Sapitandiva, litoral do Parana- Brasil. O material vegetal destinado a realizagdo de
exsicata, foi coletado em Morretes, litoral do Parana-Brasil, no més de novembro de 1996.

O material vegetal foi herborizado e encontra-se registrado no herbario do
Departamento de Botéanica do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR (UPCB) sob o nimero
28640. Para o estudo da anatomia foliar foi utilizada, também, exsicata do herbario do mesmo

Departamento, sob niimero 22641.

2.2- Botanica: Anatomia Foliar

2.2.1- Material Botanico

O material botinico em estudo compreende folhas de Citharexylum myrianthum

Cham. (Verbenaceae).

2.2.2- Procedimento

Procedeu-se o preparo de ldminas semipermanentes e permanentes com folhas
selecionadas a partir do 4° no.

Léaminas semipermanentes foram montadas a partir de material fixado em F.A.A 50%,
segundo JOHANSEN (1940).

Foram realizadas secg¢des a mdo livre, da regido mediana da folha. Apos as secgdes
fez-se a clarificag@o das amostras, com hipoclorito de sédio a 20 %.

A coloragio foi efetuada com fucsina basica e azul de astra (ROESER, 1962) ou azul
de toluidina (HADDAD, 1989). As laminas foram montadas com glicerina diluida a 50 % ou
gelatina glicerinada (BERLYN & MIKSCHE, 1976), e posteriormente lutadas com esmalte

incolor.
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Léminas permanentes foram montadas a partir de material herborizado e material
fixado. O material herborizado foi rehidratado em agua aquecida, em seguida permaneceu em
hidréxido de sédio a 10 % por uma hora. A venagdo foliar, foi analisada em folhas
diafanizadas de acordo com o método proposto por FOSTER (1949); processou-se a
clarificagdo em hipoclorito de sédio P.A. a 20 %. Uma vez clarificado, lavou-se com agua
destilada varias vezes, uma vez em agua acidulada e novamente em agua destilada. Seguiu-se
a desidratacdo em série alcoodlico-etilica ascendente, dlcool-xilol 1:1 e posterior coloragdo em
safranina 0,5 % (JOHANSEN, 1940) em solugdo alcool-xilol 1:1. Em seguida, alcool-xilol e
xilol puro. As ldminas foram montadas em Entellan.

Laminas permanentes foram montadas a partir de material fixado para evidenciar
compostos fendlicos (sulfato ferroso, formol e agua destilada), segundo JOHANSEN (1940).
O material foi desidratado em série alcodlico-etilica ascendente, alcool-xilol 3:1, 1:1, 1:3 e
xilol puro. A seguir, foram processadas infiltragdo e inclusdo em parafina, de acordo com
SASS (1951). A microtomizagdo foi realizada em micrétomo rotatdrio, tendo-se obtido
secgdes isoladas de 10-12 micrometros de espessura, em secgdes transversais.

A colagem e distengdo das sec¢des foi efetuada com uso de adesivo de Bissing,
segundo BISSING (1974).

Para a coloragdo, empregou-se fucsina basica e azul de astra diluidos a 0,5 % em
solugdo alcodlica a 50 % (ROESER, 1962). Como meio de montagem utilizou-se Entellan.

O material foi emblocado em glicol metacrilato. Nesta técnica, o material foi fixado
em F.A.A 70 %, desidratado em série etilica, infiltrado e emblocado em glicol metacrilato
(GMA) JB-4 Polysciences, de acordo com FEDER, et al. (1968). Os blocos foram
microtomizados em micrétomo rotatério, obtendo-se sec¢des de 15 micrometros de espessura.
A colorag@o empregada neste material foi a base de azul de toluidina 0,05 % em 4gua, de
acordo com HADDAD (1989).

Foram executadas fotomicrografias em microscopio dptico.

Uma escala micrométrica foi fotografada e ampliada nas mesmas condigées das fotos.

Para microscopia eletronica de varredura (MEV), as amostras foram fixadas em F.A.A
70 % (JOHANSEN, 1940) e desidratadas em série alcodlico etilica crescente até alcool

absoluto. Os materiais foram desidratados via ponto critico em equipamento “Balzers CPD
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010”(SILVEIRA, 1989) e, apés montagem em suporte metalico, foram submetidos a
metalizag@o com ouro, em aparelho “Balzers Sputtering SCD 030”.

As fotografias foram realizadas em microscopio eletrénico de varredura SEM 505
Phillips e as escalas foram projetadas nas mesmas condi¢des Opticas.

Na descrigdo do tipo de venacdo foliar adotou-se o sistema de classificagdo de
HICKEY (1973) e para os complexos estomaticos e tricomas, a classificagdo de METCALFE
& CHALK (1979).

2.3- Fitoquimica

2.3.1- Material Botanico

Apos a coleta, o material vegetal foi dessecado e estabilizado em estufa & temperatura

de 40°C. Os testes preliminares foram realizados com as folhas e casca secas e moidas.

2.3.2- Metodologia

A metodologia utilizada para a determinag@io dos ensaios preliminares foi segundo

MOREIRA (1978 ), modificado por NAKASHIMA (1993).

2.3.2.1- Ensaios Preliminares

Nos ensaios preliminares foram efetuadas as seguintes analises: a)- Alcaldides, b)-
Cumarinas, c)- Flavondides, d)- Quinoides, e)- Triterpendides e/ou Esteroéides, f)- Taninos:
Condensados e Hidrolisaveis, g)- Heterosideos Saponinicos, h)- Heterosideos Antocidnicos e

h)- Amino Grupos.
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2.3.2.1.1- Preparo dos extratos para os ensaios preliminares:

Preparou-se o extrato aquoso a 20 % por maceragdo, sobre 0 BM a 60° C, utilizando-
se como liquido extrator, agua deionizada.

O extrato hidroalcodlico a 20 % foi preparado por maceragdo a frio, utilizando-se
como liquido extrator, alcool etilico a 70 % v/v.

Os extratos foram filtrados por papel de filtro. Efetuou-se a andlise dos caracteres

organolépticos e a determinacdo da cor e do pH.

2.3.2.1.2- Pesquisa de metabélitos secundarios

a)- Alcaloides
Técnica de detecgéo: precipitag@o frente a reagentes gerais: Mayer, Dragendorff, Bouchardat
e Bertrand (ver anexo).

Foi evaporado a secura, 50 ml de extrato hidroalcoolico. O residuo foi dissolvido com
1 ml de etanol e adicionado 20 ml de 4cido cloridrico a 1 %. Foi transferido para 5 tubos de
ensaio, 1 ml do extrato cloridrico (em cada tubo) e efetuou-se a pesquisa de alcaldides com os
reativos gerais. O aparecimento de precipitado indica reag@o positiva.

Para confirmar a reagdo: foram transferidos 15 ml do extrato aquoso para um funil de
separagdo e alcalinizou-se com hidréxido de aménio at¢ pH 9-10. Extraiu-se com uma
mistura de éter: cloroformio (3:1), duas vezes de 15 ml. Os extratos etéreo-cloroférmio-
amoniacal foram reunidos e levados a secura em BM; ao residuo adicionou-se 0,5 ml de
alcool etilico e 5 ml de solugdo aquosa de acido cloridrico a 1%. Aqueceu-se ligeiramente e
dividiu-se em 5 tubos de ensaio. Foi efetuada a pesquisa de alcaldides com os reativos gerais
para alcaldides. A formagéo de precipitados confirmam reagéo positiva. Adigéo de até 2 ml de

solugfo etandlica de 4cido tartarico a 5 % deve dissolver os precipitados.

b)- Cumarinas
Técnica de detecgdo: sublimagdo e fixagdo em papel alcalino ou extragdo com solvente
orginico e posterior tratamento com solugéio alcalina: observar sob raios de ultravioleta, o

desenvolvimento de fluorescéncia.
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Foram transferidos para um bequer 50 ml do extrato hidroalcodlico e adicionado 2 ml
de 4cido cloridrico N, o volume foi reduzido em BM até 10 ml. Ao residuo foi adicionado 5
ml de 4gua deionizada e extraido em funil de separa¢do com éter etilico (3 x 5 ml), reduziu-se
o volume do extrato orgdnico até 5 ml. Depositou-se 3 gotas do extrato etéreo em papel de
filtro, préviamente demarcados. Deixou-se secar e foi adicionada 1 gota de hidroxido de sédio
sobre as manchas 1 e 2. Com a mancha 2 encoberta por uma moeda, observou-se, sob raios
ultravioleta. A presenca de fluorescéncia de azul a amarela indica reagéo positiva.

Em um tubo de ensaio, adicionou-se 5 ml do extrato etéreo € 2 ml de hidréxido de
amoénio SR, agitou-se e observou-se sob raios ultrvioleta. A presenga de fluorescéncia de azul

a amarela indica reagdo positiva.

¢)- Flavondides
Técnica de detecgdo: Formagdo de cianidinas pela reagdo com acido cloridrico concentrado
em presenca de magnésio metalico.

Em tubo de ensaio foram transferidos 5 ml do extrato hidroalcodlico. Juntou-se 200
mg de limalha de magnésio e 1 ml de acido cloridrico fumegante pelas paredes do tubo. O
desenvolvimento de coloragdo laranja indica a presenga de flavonas, violacea indica a
presenca de flavanonas e vermelha indica a presenga de flavonois.
Limita¢do da técnica: chalconas, auronas e isoflavonas ndo desenvolvem coloragdo, porém

algumas chalconas em meio acido produzem flavanonas.

d)- Quindides
Técnica de deteccdo: reagdo de Borntraeger.

Em um baldo (fundo chato ou redondo de 100 ml ou 250 ml) foram transferidos 30 ml
do extrato hidroalcodlico e adicionados 5 ml de solugdo aquosa de acido sulfirico a 10 %. O
baldo foi acoplado a um condensador e levado ao refluxo por 30 minutos. O extrato foi
filtrado, ainda quente, por papel de filtro. Ao filtrado foi adicionado 30 ml de 4gua deionizada
e transferido para um funil de separacdo e foi extraido com éter etilico (2 x 10 ml). A fase
orginica foi separada e concentrada em BM até 5 ml e transferido para um tubo de ensaio,
foram adicionados 5 ml de solugdo de hidréxido de amdnio SR. Agitou-se lentamente. O

desenvolvimento de coloragdo roésea-vermelha indica a presenga de antraquinonas; o
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desenvolvimento de coloragdo violeta indica a presenga de naftoquinonas e se houver

desenvolvimento de coloragéo azul esta indicada a presenga de benzoquinonas.

e)-Triterpenoides e/ou Esteroides

Técnica de detecgdo: segundo Lieberman-Burchard.

Em um becker, foram evaporados a secura 30 ml do extrato hidroalcodlico em BM a 60°C. O
residuo seco foi dissolvido com 5 ml de cloroférmio. Filtrar. Foram pipetados aliquotas de 0,1
ml, 0,5 ml e 1,0 ml do extrato cloroférmico para tubos de ensaio € o volume foi completado
para 2,0 ml com cloroférmio. Foi adicionado em cada tubo de ensaio, 1 ml de anidrido acético
e 1 a 3 gotas de acido sulfirico concentrado (reagdo de Lieberman-Burchard). O
desenvolvimento de coloragdo de azul a verde indica a provavel presenga de nucleo esteroidal
e o aparecimento de coloragdo vermelha, résea, puirpura ou violdcea indica a presenga

provavel de policiclicos triterpénicos.

f)- Taninos
Técnica de detecgdo: desenvolvimento de coloragdo e formagdo de precipitados, conforme as

etapas seguintes:

Reagdo com cloreto férrico 1 % (m/v)
A 5 ml do extrato aquoso adicionou-se 3-5 gotas de solugdo aquosa de cloreto férricoa 1 %. O
desenvolvimento de coloragdo verde a azul, cinza, marron ou formagdo de precipitado

indicam a presenga de tanodides.

Reacdo com sulfato de ferro amoniacal 1 % (m/v)
A 5 ml do extrato aquoso, foram adicionados 2 gotas de sulfato de ferro amoniacal
solugd@o aquosa a 1 %. O desenvolvimento de coloragdo de verde a azul indica a presenga de

tanodides.
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Reagdo com acetato de chumbo 10 % (m/v)
A 5 ml do extrato aquoso, foram adicionados 5 ml de 4cido acético a 10 % e gota a

gota, 5 ml de acetato de chumbo solug@o aquosa a 10 %. A formagdo de precipitado indica a

presenga de tandides.

Precipitagdo com solugdo de gelatina a 2,5 % em cloreto de sodio a 0,9 %
Foram transferidos para tubos de ensaio: 0,5 ml; 1,0 ml e 2,0 ml do extrato aquoso.
Adicionou-se em cada tubo 2,0 ml da solug@o de gelatina a 2,5 %. A formagio de precipitado

nesta fase indica a presenga de tanoides.

Reagdo com formol-cloridrico

Foram transferidos para um baldo (de fundo chato ou redondo) de 100 ml de
capacidade, 30 ml do extrato aquoso, 6,0 ml de formaldeido e 4,0 ml de acido cloridrico
concentrado. O baldo foi acoplado a um condensador de bolas e levado ao refluxo por uma
hora. Foi filtrado ainda a quente e separado o filtrado. O residuo do papel de filtro foi lavado
com alcool etilico a 70 %. Gotejou-se sobre o residuo, gotas de solugdo aquosa de hidroxido
de sodio a 5 %. O desenvolvimento de colorag@o indica a presenga de taninos condensados.
Ao filtrado foi adicionado excesso de acetato de sodio e trés gotas de solugdo aquosa de
cloreto férrico a 1 %. O desenvolvimento de coloragdo azul indica a presenga de taninos

hidrolisaveis.

g)- Heterosideos antocianicos

Técnica de detecgdo: carater anfotero dos antocianos: mudanga de cor devido a mudanga de
pH; em meio acidos reagem formando sais de oxdnio de coloragdo vermelha e em meio
basico reagem com as hidroxilas fendlicas livres formando quinoides, adquirindo coloragdo

azul.

Em trés tubos de ensaio foram separadas trés por¢des de 5 ml do extrato aquoso. O
primeiro foi acidificado com &cido sulfirico N (pH 1); o segundo foi alcalinazado com
hidréxido de sodio (pH 9-10) e o terceiro foi neutralizado (pH 7). O desenvolvimento de

diferentes coloragdes indicam a presenga de heterosideos antocianicos.
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h)- Heterosideos saponinicos.
Técnica de deteccdo: Formagdo e persisténcia de espuma.

Os trés tubos de ensaio anteriores foram agitados energicamente por cinco minutos.
Deixado em repouso por trinta minutos. Mediu-se a espuma formada. Espuma persistente,

maior ou igual a um centimetro indicam a presenga de heterosideos saponinicos.

1)- Amino-grupos
Técnica de detecgfo: reagéo da Ninhidrina.

Em um becker foram transferidos 10 ml do extrato aquoso e concentrados a 5 ml em
BM a 50°C. Depositou-se sobre o papel de filtro, 5 gotas do extrato concentrado em pontos
previamente determinados. Deixou-se secar e nebulizou-se o reativo de Ninhidrina. Aqueceu-
se em estufa a 100°C por 15 minutos. O desenvolvimento de coloragdo azul-violeta indica a
presenca de amino-grupos. O desenvolvimento de coloragdo rosa indica a presenca de
fenilalanina e vermelha a presenca de triptofano. As prolinas e hidrdxi- prolinas desenvolvem

colora¢do amarela.

2.3.2.2- Preparacao dos extratos:

PROCESSO 1

O material vegetal foi extraido exaustivamente em Soxhlet com »-hexano. A pré-
extragdo com »-hexano € freqlientemente utilizada para livrar o material vegetal de esterdides,
carotendides, clorofilas, etc embora este tratamento possa causar a perda (por extragdo) de
certas agliconas flavonoidicas (HARBORNE, er al. 1975). O extrato n-hexanico foi
concentrado em evaporador rotatorio a vacuo, obtendo-se 27,3 g de extrato concentrado (EH).

Apo6s evaporagdo do n-hexano do material vegetal, prosseguiu-se a extragdo com
cloroférmio, por maceragdo. O extrato obtido foi filtrado por papel de filtro e concentrado em
evaporador rotatorio a vacuo, obtendo-se 77,5 g de extrato concentrado (EC). O material
vegetal foi extraido com cloroféormio sucessivas vezes para livrar de clorofilas e outros

pigmentos que poderdo interferir posteriormente (MARKHAM, 1982).
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Prosseguiu-se a extragdo, parte do material vegetal foi extraido em refluxo com
metanol até esgotamento total e a outra parte por percolagdo com acetona, gota a gota, até o
esgotamento.

O extrato obtido por refluxo foi filtrado por papel de filtro e concentrado em
evaporador rotatdrio a vacuo, obtendo-se o extrato metandlico concentrado (EM1). O EM1 foi
retomado em 4gua fervente (700 ml), filtrado extraido em funil de separagdo, por extragdo
liquido-liquido, com n-hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol. Os extratos obtidos
foram concentrados em evaporador rotatério a vacuo, obtendo-se EMH, EMC, EMAE ¢ EMB

(Fluxograma 1).

PROCESSO 2

O extrato obtido por percolagdo com acetona foi concentrado em evaporador rotatorio
a vacuo, obtendo-se 38,0 g de extrato acetdénico concentrado (EA). O extrato EA foi
dissolvido em 500 ml de acetona e deixado em repouso por 24 horas, de acordo com o método
proposto por MATHURAM, et al. (1976). Apds 24 horas de repouso, houve formagdo de
precipitado (P1). O P1 foi separado por centrifuga¢do obtendo-se 13,5 g de precipitado P1. O
P1 foi dissolvido em etanol e aquecido. Filtrou-se por papel de filtro, obtendo-se o residuo
(R1) e o sobrenadante (S1). Foi deixado evaporar o solvente do S1. Houve formagdo de
precipitado (P2), que foi decantado e separado por centrifugacdo. Obteve-se o sobrenadante
(S2) e o precipitado (P3). O S2 foi concentrado em evaporador rotatorio a vacuo até a secura e
tratado com 100 ml de 4gua quente. Prosseguiu-se a extragdo L/L, em funil de separagdo, com
éter etilico, acetato de etila e n-butanol. Foram obtidos os extratos EAEE, EAAE e EAB,
concentrados em evaporador rotatorio a vacuo. O extrato n-butandlico (EAB) foi deixado
concentrar até a secura, e o residuo obtido (R2) foi retomado em 5 ml de etanol e adicionado
20 a 30 ml de acetona e deixado em repouso por um dia. O precipitado (P4) formado, foi
separado por centrifugacdo. O precipitado P3 foi retomado em 100 ml de etanol e aquecido.
Filtrou-se por papel de filtro, obtendo-se o residuo (R3) e o sobrenadante (S4). Foi deixado
evaporar o etanol naturalmente do S4, obtendo-se 112,3 mg de precipitado (P5). Ao P5 foi
adicionado 20 ml de etanol em baldo de 50 ml e 2 ml de &cido cloridrico 1 N. Levou-se ao
Refluxo a 90°C por 12 horas. Extraiu-se em funil de separagdo com éter etilico. O éter etilico

foi deixado evaporar em BM a 60°C. Houve formagio de precipitado (P6) (Fluxograma 2).
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PROCESSO 3

Foram extraidas 1200 g de material vegetal, em refluxo com metanol, até esgotamento
total. Filtrou-se por papel de filtro. O extrato obtido foi concentrado em evaporador rotatdrio
a vacuo, obtendo-se 316,3 g de extrato metandlico concentrado (EM2). O precipitado

formado foi separado por centrifugagio, obtendo-se 6,2 g de precipitado (P7).

2.3.2.3- Analise dos extratos

Todas as fragdes foram submetidas a cromatografia em camada delgada (C.C.D)

analitica em silica e em celulose.

Os sistemas de detecg@o utilizados foram a emissdo de fluorescéncia sob luz ultra
violeta (254 e 360 nm) e reagdo com reagentes cromogénicos projetados sobre a placa por

nebulizagdo.
Sistemas cromatograficos utilizados:
Adsorvente silica gel G MERCK:

n-hexano : acetato de etila (93 : 7)

tolueno : acetato de etila : acido acético (80 : 18 : 2)
cloroférmio : metanol (98 : 2)

cloroférmio : metanol (90 : 10)

cloroférmio : metanol (85 : 15)

cloroférmio : metanol (2 : 8)

metanol : acetato de etila (7 : 3)

metanol : acetato de etila (7 : 3)

n-butanol : 4cido acético : agua (BAW-4:1:5)
n-butanol : metanol : dgua (4 :1:5)

acetato de etila : acido formico : acido acético : agua (100 : 11 : 11 : 27)



acetato de etila : metanol (7 : 3)

acetato de etila : butanona : acido férmico : agua (50 : 30 : 10 : 10)
tolueno : acido formico : acetato de etila (50 : 20 : 40)

tolueno : acido acético (4 : 1)

n-butanol : acetona : sol. aquosa a 6 % de fosfato de sédio (4 : 5: 1)

Cromatoplaca de Celulose MERCK ou Papel Watmann 1 e 3
acido acético a 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %

acido acético : agua (1:1)

cloroformio : metanol (98 : 2)

cloroférmio : metanol : agua (65 : 25 : 4)

metanol : 4gua (9: 1)

acetato de etila : butanona : acido formico : 4gua (50 : 30 : 10 : 10)
n-butanol : metanol : 4gua (4 :1:5)

t-butanol : 4cido acético : agua (TBA-3 : 1:1)

n-hexano : acetato de etila (97 : 3)

n-hexano : acetato de etila (8 : 2)

Reagentes cromogénicos:

28

Reativo de Neu, reativo citrobdrico, tricloreto de aluminio (1 % em etanol), tricloreto

de antiménio (10 % em cloroférmio), vapores de amdnia, reativo de Thymol a 1 % e luz ultra

violeta de 254 € 360 nm.

2.3.2.4- Isolamento da substancia:

O extrato acetato de etila (EMAE), obtido pelo processo 1 (19,6 g), foi cromatografado

em coluna (C.C) com 100 g de silica (Silicagel 60). Utilizou-se, como eluentes, o cloroférmio
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com proporgdes crescentes de metanol; metanol com proporgdes crescentes de acetato de etila
e metanol puro. Foram obtidas 154 fra¢Ges. As fragdes foram concentradas em evaporador
rotatério & vacuo, até um volume médio de 0,5 ml. As fragGes as quais apresentaram 0 mesmo
comportamento por C.C.D, foram reunidas. As fragdes 84 e 85 foram reunidas e
cromatografadas em papel Whatman 3 MM, em acido acético a 25 %, descendente, percurso
de 25 cm. A mancha correspondente a uma regido onde ndo absorve luz ultra violeta, foi
recortada e o extraido com metanol. Foi deixada evaporar o metanol em BM 4 60°C (amostra
Al). A amostra Al foi dissolvida em metanol e analisada no espectrofotometro de absorgéo

de luz na regido do UV.

Ao precipitado (P4), obtido pelo processo 2, foi adicionado 30 ml de etanol e aquecido
em BM 2 80°C. A solugdo etandlica foi filtrada em funil com fundo de vidro sinterizado
nimero 1 e lavada com metanol. O sobrenadante obtido (S3) foi deixado evaporar o metanol

em BM a 60°C, sendo denominada de amostra A2.

O extrato metandlico (EM2), obtido pelo processo 3, foi pré-purificado através de
filtragdo em coluna de silica gel. Através da coluna com silica fez-se passar éter de petroleo,
n-hexano, éter etilico, cloroférmio, acetato de etila, acetona, etanol e metanol até esgotar.
Foram obtidas cinco fragdes metanoélicas. Todas as fragdes foram concentradas em evaporador
rotatorio a vacuo, até um volume médio de 5 ml. As fra¢gdes metandlicas foram concentradas,
até quase secura, obtendo-se as fragdes FM1, FM2, FM3, FM4 e FMS. As FM3 e FM4 foram
reunidas. O precipitado formado foi separado por centrifugagdo, obtendo-se o precipitado (P8)
e o sobrenadante (S5). O S5 foi cromatografado em papel Whatman 3 MM, em acido acético
a 15 %, descendente, corrida de 25 cm. A mancha correspondente a uma regido onde ndo
absorve luz ultra violeta foi recortada e o papel lavado com metanol. Filtrou-se e concentrou-
se em evaporador rotatério a vacuo, até a secura. O precipitado formado foi lavado com
metanol e filtrado por papel de filtro para separar o sobrenadante (S). O sobrenadante S foi
transferido para um baldo e completado o volume para 50 ml de metanol e denominada de
amostra A3. A amostra (A3) foi analisada por espectros de absor¢do de luz na regido do ultra

violeta, da solugdo metanolica. A amostra A3 apresentou-se semi pura.
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Com a amostra semi pura, foi efetuada a cromatografia em camada delgada
preparativa, em metanol : agua (9 : 1), em celulose. A regido onde ndo absorve luz ultra
violeta, correspondente a2 mancha de fluorescéncia laranja, revelada com reativo de Neu, a
uma altura de Rf 0,35, foi raspada e a celulose foi lavada com metanol. A amostra foi
analisada por espectros de absor¢éo de luz na regido do UV, da solugdo metandlica. A amostra
(A4) apresentou-se pura, porém em baixa concentragdo. Prosseguiu-se o processo de
isolamento da substancia, através de cromatografia em coluna de celulose (20,5 cm de compr.
por 9,5 cm de didm.) com 20 g de celulose. Utilizou-se como eluentes, metanol puro
inicialmente € metanol : adgua (9 : 1), 15 gotas por minuto. Foram obtidas 66 fra¢des. As
fragdes foram deixadas evaporar naturalmente até um volume médio de 0,5 ml. As fra¢des as
quais apresentaram o mesmo comportamento por C.C.D em metanol : adgua (85 : 15), foram
reunidas. As fragdes de 33 a 42 foram reunidas (Fig. 04), obtendo-se a amostra denominada de
F. ME 1A. A amostra foi analisada por espectros de absor¢do de luz na regido do UV, da

solugdo metanolica em uma diluigdo de 9 : 1 (Fluxograma 3).
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Fig. 04- Cromatografia em C.C.D, em celulose, das fragdes (33-42) obtidas da cromatografia

em coluna.
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2.3.2.5- Caracterizacio da substincia

A substancia foi caracterizada através de dados espectroscopicos Ultra Violeta (UV) e

Ressondncia Magnética Nuclear Protonica (RMN 'H), 300 Mhz.

A interpretagdo dos espectros UV ¢ RMN 'H foi realizada de acordo com MABRY;
MARKHAM, & THOMAS, (1970), MARKHAM (1982) e SILVERSTEIN; BASSLER &
MORRILL (1979).

2.4- Farmacologia
2.4.1- Material Botanico

Extrato bruto liofilizado das folhas de Citharexylum myrianthum Cham., diluido em

agua destilada e deionizada no momento do uso.
2.4.2- Teste geral de atividade e determinagio da Dose letal 50 % (DLs):
2.4.2.1- Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus), swiss, machos, adultos, pesando entre

17ge30g.

Os camundongos, durante o tempo experimental, foram mantidos com alimentagdo

constituida de ragdo balanceada e 4gua a vontade.
2.4.2.2- Doses de extrato e vias de administragio

O extrato bruto liofilizado das folhas foi aplicado nas seguintes doses: 1,0 g/kg, 2,0
g/kg, 2,5 g/kg, 5 g/kg, 7,5 g/kg e 10 g/kg. A administragdo foi por via oral, através de canula

de Gavage (canula metalica) e por via intraperitoneal, através de seringas hipodérmicas.
2.4.2.3- Procedimento:

Os camundongos foram inicialmente pesados e marcados para identificagdo. Até o

momento da administragdo das doses os camundongos foram mantidos em gaiolas de arame.
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Foram utilizados 43 camundongos, divididos em grupos. Para as doses de 1,0 g/kg e
2,0 g/kg foram utilizados dois animais para cada dose, um para aplicago via oral e outro para
via intraperitoneal. Para as doses de 2,5 g/kg e 7,5 g/kg, os grupos foram de oito
camundongos, para a dose de 2,5 g/kg, sete camundongos receberam extrato via
intraperitoneal € um animal recebeu via oral. Para a dose de 7,5 g/kg todos os animais
receberam o extrato por via intraperitoneal. Para a dose de 5,0 g/kg foi utilizado um grupo de
onze animais, nove para via intraperitoneal e dois para via oral. Para a dose de 10,0 g/kg, foi
utilizado um grupo de doze animais, seis por via oral e seis por via intraperitoneal. Apos
receberem as doses de extrato, os animais foram colocados em uma mesa e observados. Os
efeitos foram observados por um periodo de quatro horas, sem interrupgéo, e de hora em hora

num periodo de sete dias (JUCK, 1995).
2.4.3- Teste de capacidade anti-inflamatéria: Migrag¢ao leucocitaria:

Foi efetuado o teste de capacidade anti-inflamatdria, de acordo com FRURMAN,
(1991). Foram estimadas as medidas descritivas bésicas referente 8 média, varidncia e desvio
padrdo. Para a comparagdo dos grupos, foi aplicado o Test “t’de Student, comprovando

desigualdade ou igualdade de resultados ao nivel de 5 % de significincia (VIEIRA, 1983).

2.4.3.1- Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus), swiss, machos, de 60 dias, pesando
entre 20 e 24 g. Os animais foram separados em quatro grupos de seis, pesados, identificados
e alojados em gaiolas de arame. Os animais receberam ragdo balanceada e 4gua, antes e

durante o experimento.
2.4.3.2- Concentrac¢io do extrato e via de administraciao

A concentragio de extrato foi de 600,0 mg/ml administrado por via oral através de

canula de Gavage.
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2.4.3.3- Drogas e reagentes

As drogas e os reagentes utilizados nos ensaios farmacolégicos estio relacionados em

anexo.

2.4.3.4- Procedimento
Grupo I- receberam, por via intraperitoneal 0,1 ml de solugdo salina a 0,9 %.
Grupo II- receberam, por via intraperitoneal, 0,1 ml de ovoalbumina 10,0 mg/ml.
Grupo III- receberam, por via intraperitoneal, 10,0 mg/kg de Dexametasona.

Grupo IV- receberam, via oral, a dose de 7,5 g/kg de extrato bruto liofilizado das

folhas de Citharexylum myrianhtum Cham., diluido em agua destilada e deionizada.

Os animias dos grupo III e IV receberam apds uma hora, 0,1 ml de solugéo de

ovoalbumina 10,0 mg/ml, por via intraperitoneal.

Os animais foram anestesiados e sacrificados por exangiiinagdo. Seguiu-se a injegdo de
3 ml de PBS/Heparina 5 U/ml no peritdneo seguido de massagem suave. Foi colhido 2 ml do
exsudato em seringa descartavel e colocado 1,0 ml em liquido de TURK (0,05 ml) para
posterior contagem das células. O exsudato permaneceu a temperatura de 10° C até a

contagem das células.

2.5- Microbiologia

2.5.1- Material Botanico

Foi empregado o extrato bruto hidroalcodlico das folhas e da casca de Citharexylum

myrianthum Cham., na concentragé@o de 40 pl (400pg).
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2.5.2- Procedimento
2.5.2.1- Preparo dos extratos

Os extratos foram preparados a partir de folhas e da casca estabilizadas e moidas.
Pesou-se 1 g de folhas e casca e macerou-se em 10 ml de solvente, equivalentes a 100 mg/ml.

Deixou-se 0 extrato em maceragdo por, no minimo, 12 horas, a temperatura ambiente.

2.5.2.2- Metodologia

A atividade antimicrobiana das folhas e da casca de Cihtarexylum myrianthum Cham.
foi realizada de acordo com o método de difusdo em agar, também conhecido por metodologia
de KIRBY-BAUER, segundo os autores DELLAR, et al. (1994), OSAWA, et al. (1994),
TOPCU et al. (1993), BRAVO & LAZO (1993), GOREN, et al. (1992) e WOISKY;
GIESBRECHT & SALATINO (1994).
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III- RESULTADOS

3.1- Botanica

3.1.1- Aspectos Botanicos

A- Descri¢io Botanica

A espécie Citharexylum myrianthum Cham. é uma arvore de 8 a 18 m de altura, tronco
de 40 a 60 cm de didmetro, caducifolia. Folhas membranaceas a subcoridceas, opostas,
simples, inteiras, apice agudo e base decurrente, discolores de 10 a 20 cm de comprimento por
3 a 7 cm de largura. Peciolo caniculado com um par de glandulas na base da lamina foliar.
Inflorescéncia multiflora em paniculas axilares e terminais, de 8 - 22 cm compr. Flores
andrdginas, calice tubuloso a campanulado de 0,4 - 0,5 cm compr. com 5 dentes curtos €
desiguais. Corola hipocrateriforme de 1,5 - 2,0 cm compr. Tubo da corola amarelo-
esverdeado e pétalas alvas. Androceu com 5 estames inclusos. Gineceu com ovario supero,
bicarpelar e bilocular com 2 rudimentos seminais por l6culo; estilete de aproximadamente 1,5
mm de compr.; estigma de 0,5 mm de compr., arredondado. Fruto drupa arredondada de
aproximadamente 1,5 cm de compr. por 0,8 - 0,9 cm de larg., vermelho vivo quando maduro,
polpa carnosa com 2 pirénios e cada um com duas sementes. Sementes oblongas, alvas,

achatadas e améndoa bipartida.
B- Fenologia e Ecologia

No Parana Citharexylum myrianthum Cham. floresce de outubro a dezembro e a
frutificagdo de janeiro a principios de margo.
Citharexylum myrianthum Cham. é uma arvore da vegetagdo secundaria,
principalmente de capoeirdes, situados nas varzeas imidas e planicies quaternarias da Floresta
Ombroéfila Densa (Floresta Atlantica) nas formag¢des Aluvial e Baixa Montana. E uma planta

decidua, heliofita e seletiva higréfita.
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3.1.2- Anatomia Foliar

A venagdo da folha ¢ do tipo pinada, camptédroma, eucamptoédroma. As ultimas
ramificagdes delimitam no mesofilo pequenas areas ou aréolas de tipos quadrangular e/ou
pentagonal. Nas aréolas ocorrem terminagdes vasculares livres, simples do tipo linear e
curvada e ramificadas. Algumas terminagdes vasculares de fundo cego sdo observadas (Fig.
05).

A epiderme da face adaxial revela células de contorno poliédrico de paredes anticlinais
retas em vista frontal (Fig. 05-D).

Os complexos estomaticos sdo do tipo anomocitico e ocorrem em ambas as faces, com
maior incidéncia destes na face abaxial, caracterizando a folha como anfihipoestomatica.
Estes sdo constituidos por duas células reniformes, as células estomaéticas, circundadas por
quatro ou mais células epidérmicas, de formato irregular, caracterizando o estdmato como do
tipo anomocitico (Figs. 05-D e 06).

Na face abaxial ocorrem estomatos de diferentes tamanhos (Fig. 06-C).

A epiderme apresenta-se uniestratificada ou pluriestratificada, quando na nervura
principal e na regifio de exten¢do de bainha. As células epidérmicas variam em formato e
dimensdo, conforme a regido e a face da 1amina foliar (Figs. 08 e 09).

Nio foram registrados estdmatos na epiderme que recobre as nervuras (Fig. 06-B).

A lamina foliar tem organizagdo dorsiventral ou bifacial. O mesofilo apresenta dois
estratos de parénquima paligadico, sendo o primeiro, constituido de células mais estreitas e
longas em oposi¢do ao mais interno onde as células sdo mais curtas e menor ocorréncia de
espagos intercelulares (Figs. 08 e 09).

O parénquima lacunoso é multiestratificado, provido de grandes lacunas (Figs.08 e
09).

As células epidérmicas da face abaxial, em vista frontal, apresentam paredes
anticlinais sinuosas (Fig 06-B, C e D).

Na regido sobre as nervuras, as células em ambas as faces, apresentam formato

poligonal e alongadas, no sentido longitudinal da folha (Fig. 06-B).
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Tricomas tectores e glandulares sdo encontrados em ambas as faces da ldmina foliar
(Figs. 06-A e 07).

Os tricomas tectores sdo simples, unicelulares ou pluricelulares com duas e trés
células, unisseriados, apresentando-se longos com extremidades afiladas. Também ocorrem
tricomas de formas simples, curtos (Figs. 06-A, 07 € 09-B).

Os tricomas glandulares s@o multicelulares, constituidos de quatro a mais células, no
“caput”(Figs. 0 5-B e 07).

Os tricomas encontram-se localizados em maior quantidade na epiderme da face
abaxial, proxima & nervura principal, regido onde ocorre grande quantidade de tricomas
tectores longos e delgados (Fig. 07).

A nervura principal em secg@o transversal revela uma proeminéncia na face adaxial
constituida predominantemente por parénquima (Figs. 10-B e 11-A).

A face abaxial constitui a parte principal da nervura. Nesta regido, internamente a
epiderme, ocorrem diversos estratos de colénquima seguidos de 12 estratos de parénquima
(Figs 10-B e 11-B).

O feixe vascular da nervura principal € colateral, descrevendo um arco ao longo da
nervura. A nervura principal apresenta esclerénquima, floema, metaxilema, protoxilema,
dispostos em anéis. A regido central € ocupada por parénquima medular (Figs. 10-B e 11-B).

O pequeno feixe vascular localizado no parénquima medular € anficrival (Fig. 12-A).

As nervuras de médio porte, no limbo foliar, apresentam-se envolvidas por uma bainha
com uma ou mais camadas de células compactadas, que formam extengéo de bainha (Figs. 08-
B e 09-A).

Circundando o feixe vascular grande numero de idioblastos portando drusas se fazem

presentes, assim como em toda a extengdo do mesofilo (Figs. 10-A e 12-B).
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Fig. 05- Epiderme da folha de Citharexylum myrianthum Cham. (Microscopia Fotdnica- MF). A-
Vista frontal da face adaxial; B- Face abaxial; C- idem a A, com polarizagdo; D- Face
adaxial registrando estdmato.
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Fig. 06- Detalhes das epidermes. A- Face adaxial - Detalhe de tricoma tector (Microscopia eletronica
de varredura- MEV); B- Face abaxial (MF); C- Face abaxial (estdbmatos de diferentes
tamanhos) (MF); D- Face abaxial - estdmatos anomociticos e estrias epicuticulares (MF).
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Fig. 07- Face abaxial (MEV). A- Vista geral, com tricomas tectores e glandulares; B- Detalhes da
figura anterior, com estrias epicuticulares.
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Fig. 08- Secgio transversal da lamina foliar (MF); A- Vista geral; B- Detalhe do mesofilo.
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Fig. 09- Limbo foliar em secgdo transversal (MF). A- Extensdo da bainha; B- Proximo & nervura
principal, com varios estratos epidérmicos em ambas as faces, bem como de parénquima
clorofiliano paligadico.
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Fig. 10- Folha em secgdo transversal (MF). A- Detalhe do limbo em polarizagio; B- Vista geral da
nervura principal.
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Face adaxial; B- Face abaxial.

Fig. 11- Nervura principal em secgdo transversal (MF). A-



Fig. 12- Detalhe da nervura principal (MF). A- Detalhe destacando feixe e cadmbio; B- idem em
polarizag@o.
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3.2-- Fitoquimica

3.2.1 - Ensaios preliminares

Extrato hidroalcodlico a 20 %

48

Metabolitos secundarios Resultados

folha casca
Alcaldides
MAYER positivo negativo
BERTRAND positivo negativo
BOUCHARDAT positivo negativo
DRAGENDORFF precipita negativo
Cumarinas
Papel alcalino de NaOH negativo negativo
Flavondides
R. de SHINODA vermelho amarelo
Quindides
R. de BORNTRAEGER vermelho amarelo
Esteréides e/ou triterpenos
R. de LIEBERMAN-BOUCHARD verde verde




Extrato aquoso a 20 %
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Metabdlitos secundarios Resultados
folha casca

Taninos
a)cloreto férrico verde esverdeado
b)sulfato de ferro amoniacal a 1 % verde esverdeado
c)acetato de chumbo a 10 % negativo precipita
d)NaCl / gelatina a 2,5 % precipita negativo
e)formol-cloridrico:
(taninos condensados) verde negativo
(taninos hidrolisaveis) negativo azulado
Antocianicos
Carater anfétero positivo positivo
Saponinas
Agitagdo
a)Adigdo de acido <lcm >1cm
b)Adicdo de base <lcm <lcm
c)Neutralizag@o <lcm =1cm
Amino Grupos
R. da Ninhidrina rosa rosa
Determinagédo do pH 5,0- 6,0 5,0-6,0

3.2.2 - Propriedade fisico-quimica de F. ME 1A

A substéncia isolada tem p.f. 166°C.



50

3.2.3 - Analises espectrométricas

3.2.3.1 - Espectrometria de Ultra Violeta (UV)

O espectro UV de F. ME 1A apresentou A ,;, (MeOH) = 343 nm (banda I) e 274 nm

(banda II). Na tabela abaixo estdo relacionadas as bandas obtidas com os diversos reativos.

Tabela: Espectro UV de F. ME 1A em metanol e na presenca de reativos:

Solventes e Reativos Comprimento de onda (nm) Interpretag@o
Bandas
I II 111
CH;0H 343 274 253 flavona ou flavonol (3-
hidroxil substituido)
CH;0H + NaOH 388 267 211 OH livre em 4’
CH;0H + AICl, 374 285 263 OH livre em 5
CH;0H + AICl; + HCI 369 287 261 OHem 3 e/ou 5
CH;0H +NaOAc 408 346 272 OH livre em 7

CH;0H + NaOAc + H;BO; 343 274 209 Sistema ortodihidroxila




Espectro UV da amostra F. ME 1A
Amix. (MeOH) = 343 nm
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Fig. 13- Espectro UV de F. ME 1A em metanol.

Espectro UV

A mix. (MeOH + NaOH) = 388 nm
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Fig. 14- Espectro UV de F. ME 1A em MeOH + NaOH.




Espectro UV

A mix. (MeOH + AICl;) =374 nm
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Fig. 15- Espectro UV de F. ME 1A em MeOH + AlCl;.

Espectro UV

A max. (MeOH + AICI; + HCI) = 369 nm
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Fig. 16- Espectro UV de F. ME 1A em MeOH + AICl; + HCL.
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Espectro UV

A mix. (CH;0H + NaOAc) = 408 nm
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Fig. 17- Espectro UV de F. ME 1A em CH;0H + NaOAc.

Espectro UV
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Espectro UV de F. ME 1A ap6s a hidrdlise &cida:
A max. (MeOH) = 341 nm pela banda I e 282 nm pela banda II.

Tabela : Espectro UV de F. ME 1A em metanol e na presenga de reativos, apos a hidrolise

acida:
Solvente e Reativos Comprimento de onda maximo (nm)
Bandas
I II
CH;0H 341 282
CH;0H + NaOH 391 299
CH;0H + AICl4 374 296
CH;0H + AICL; + HCI 370 295
CH;0H + NaOAc 401 351

CH,0H + NaOAc + H;BO, 336 282




3.2.3.2 - Ressonancia Magnética Nuclear Protonica (RMN lH), 300 Mhz:

A amostra F. ME 1A apresentou o espectro abaixo:

................
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Fig. 19- Espectro de RMN'H, 300 Mhz, da substéncia F. ME 1A em metanol deuterado.
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3.3 - Farmacologia

3.3.1 - Teste geral de atividade e DI 5,

Nos camundongos que receberam as doses de 1,0 g/kg a 10,0 g/kg, por via
intraperitoneal, foi observado alteragdo do tonus muscular, diminui¢do de motilidade,
contor¢do abdominal, altera¢do respiratdria, perda de apreensdo das patas, ptose palpebral,
dificuldade de deambulagdo, chegando & convulsdo e morte com intensa dificuldade
respiratdria.

Por via oral, os camundongos apresentaram sinais e sintomas caracterisitcos de
estimulagcdo do sistema nervoso central, que sdo a hipersensibilidade ao tato, agitagdo e
movimentos esteriotipados. Por esta via de administragéo néo houve morte e aparentemente os
animais apresentaram-se normais apos terem ficado sete dias em observagéo.

A DLs, por via intraperitoneal foi de 5,0 g/kg. O valor da DLy, foi usado como
orienta¢do para se determinar a dose méaxima a ser usada nos experimentos, sem produgdo de

efeitos toxidos.
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PROBITOS

DOSE g / kg N % de morte
2,5 7 0
5 9 33,33
7,5 8 100
10 6 100

DL 50

S Doseg /kg

Fig. 20- Determinagio da dose letal a 50 %.
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3.3.2 - Teste de capacidade anti-inflamatéria: Migragio leucocitaria

Numero de células totais em 1 ml de exsudato no peritoneo x 10%°, em fungdo do

tratamento e do tempo:

Tratamento Tempo
4 horas 24 horas
S/ tratamento / Salina IP 7,3 +/-2,43 11,6 +/- 3,39 **
S/ tratamento / Ovoalbumina IP 12,5 +/- 4,49 19,5 +/- 10,45
Dexametasona / Ovoalbumina IP 6,9 +/- 2,05 *** 7,6 +/- 4 20%**
Extrato V.O / Ovoalbumina IP 11,2 +/- 3,83 21,8 +/- 7,92

* cada valor significa a média de sete a onze animais e desvio padrdo > 0,05.

** g *** estatisticamente significante em relagdo ao grupo sem tratamento / ovoalbumina.
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LEGENDA

OVOALBUMINA
B8 DEXAMETASONA
EXTRATO

HORAS

Aumento, diminuigéo de células totais do peritdneo x 108

Fig. 21- Migragéo celular, aumento e diminuig4o de células totais no periténeo x 10% em
fungdo do tratamento e do tempo.
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Fig. 22- Migragao celular, n° de células totais no peritoneo x 10°.
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3.4 - Microbiologia

As anélises microbiolégicas demonstraram que o extrato hidroalcodlico bruto das
folhas de Citharexylum myrianthum Cham. apresenta atividade antimicrobiana contra o
Staphylococcus aureus, pelo método de difusdo em agar ou metodologia de KIRBY-BAUER.
O extrato hidroalcodlico da casca ndo apresentou atividade antimicrobiana, pela mesma

metodologia (Fig. 23).

Fig. 23- Ensaio microbiologico dos extratos hidroalcoodlico bruto das folhas e casca de
Citharexylum myrianthum Cham. A- branco; B- casca; C- folha (40ul) e D-folha (20 pl).
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IV- DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1- Botanica

A epiderme tem geralmente a espessura de uma camada de células. Em algumas
plantas, porém, a protoderme das folhas divide-se paralelamente a superficie (periclinalmente)
e as derivadas dessas divisdes dividem-se, por sua vez, de modo a produzir um tecido de
vérias camadas ontogeneticamente relacionadas. Tal tecido € identificado como epiderme
multipla (ESAU, 1985).

A epiderme da espécie estudada apresenta regides uniestratificadas e pluriestratificadas
com duas ou mais camadas de células.

SOLEREDER (1908), relata a presenc¢a de uma hipoderme de varias camadas, na face
adaxial da folha em espécies de Avicennia, também representante da familia Verbeneceae.

METCALFE & CHALK (1979) revisaram a terminologia j4 existente para identificar
os diferentes tipos de estmatos. De acordo com essa classificagdo, as folhas de C.
myrianthum Cham. possuem estdmato do tipo anomocitico, o que é freqiiente no género
Citharexylum (METCALFE, 1950).

De acordo com METCALFE (1950), os estomatos no género Citharexylum podem
estar presentes em ambas as faces da folha ou apenas na face abaxial. A folha da espécie
estudada € anfihipoestomatica.

Observou-se que os complexos estomaticos da face abaxial apresentam-se em
diferentes tamanhos.

SOLEREDER (1908) cita como regra para a familia Verbenaceae, que os estdmatos
sdo circundados por um consideravel nimero de células epidérmicas, mas o tipo cariofiléceo,
tipo diacitico na terminologia de METCALFE & CHALK (1979), com células subsidiarias
posicionadas transversalmente ao poro, também pode ocorrer.

Em C. quadrangulare o desenvolvimento do aparelho estomatal segue o tipo crucifero
(SOLEREDER, 1908). Tipo anisocitico na terminologia de METCALFE & CHALK (1979).

Na familia Verbanaceae ¢ freqilente a presenga de tricomas de diversos tipos,
glandulares ou ndo glandulares. Em Citharexylum ¢ citado a ocorréncia de tricomas

glandulares multicelulares (METCALFE, 1950). A espécie em estudo apresenta tricomas
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tectores e glandulares em ambas as faces da ldmina foliar. Os tricomas glandulares sdo
multicelulares, constituidos de quatro ou mais células.

No género Citharexylum pode ocorrer a presenga de tricomas curtos, em forma de
disco ou peltado (METCALFE, 1950).

C. myrianthum Cham. apresenta tricomas tectores simples, unicelulares ou
pluricelulares unisseriados, apresentando-se longos e delgados. Também ocorrem tricomas de
formas simples, curtos.

Tricomas simples unisseriados s3o amplamente distribuidos em Verbenaceae
(SOLEREDER, 1908).

Nectarios podem ocorrer na superficie da folha ou peciolo em espécies de
Citharexylum e outras espécies da familia Verbenaceae (METCALFE, 1950).

A lamina foliar em Verbenaceae apresenta organizagdo dorsiventral ou isobilateral,
com uma ou mais camadas de parénquima pali¢adico (METCALFE, 1950).

Em C. myrianthum Cham. a 1amina foliar tem organizac¢do dorsiventral.

No género Citharexylum o parénquima paligadico pode consistir de um ou mais
estratos de células parenquimaticas (METCALFE, 1950). A espécie estudada apresenta o
parénquima paligadico biestratificado.

Na familia Verbenaceae ocorrem cristais de oxalato de calcio de varias formas
comumente presentes em algumas das células do tecido parenquimatico (CRONQUIST,
1981).

Cristais em forma de pequenas agulhas ou prismas, sdo amplamente distribuidos no
tecido parenquimatico da folha. Pequenas ou grandes agulhas se fazem presentes no género
Citharexylum. Cristais de forma prismatica grandes ou pequenos ocorrem em C. caudatum
Linn. e C. hexangulare Greenm (METCALFE, 1950).

Oxalato de calcio, na forma de pequenos cristais aciculares ou prismaticos, algumas
vezes com apices octaédricos, ou cristais em forma de langa sdo comuns em espécies de
Citharexylum e outros géneros da familia Verbenaceae, no tecido parenquimatico da folha e
também nos raios medulares. Os cristais podem ser agregados ou solitarios; os ultimos sdo
grandes e de rara ocorréncia (SOLEREDER, 1908).

MATHEW (1984) citado por NAKASHIMA (1993), relata a ocorréncia de diferentes

substincias minerais em trinta e cinco espécies de Verbenaceae: potéssio, ferro, magnésio,
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aluminio, sulfato de sodio e tritio em propor¢des variaveis. C. subserratum Sw., apresenta em
suas folhas, cascas e caule, cristais aciculares e de forma prismatica.

A nervura principal em secgio transversal revela uma proeminéncia na face adaxial
constituida predominantemente por parénquima. A face abaxial constitui a parte principal da
nervura. Nesta regido, constatam-se internamente a epiderme diversos estratos de colénquima
seguidos de varios estratos de parénquima.

Os tecidos associados aos feixes vasculares maiores forman saliéncias (costelas) na
superficie do limbo, geralmente na face abaxial. Freqiientemente, o colénquima acompanha
estes feixes de um ou de ambos os lados, internamente a epiderme. Os feixes menores,
localizados no mesofilo, apresentam-se envolvidos por uma ou mais camadas de células
parenquimaticas que se dispdem compactamente, constituindo a bainha de feixe a qual forma
extencdo de bainha (ESAU, 1974).

De acordo com ESAU (1974), as bainhas envolvem as terminagGes vasculares da tal
maneira que xilema e floema em seu transcurso na folha néo ficam expostos ao ar contido nos
espagos intercelulares.

Em muitas dicotiledoneas, as bainhas de feixes sdo ligadas a epiderme por meio de
conjuntos de células que lembram estruturalmente as células da bainha. Estes cojuntos

recebem o nome de extengdo de bainha (WYLIE, 1952 citado por ESAU, 1974).
4.2- Fitoquimica
4.2.1- Analises espectrométricas:
4.2.1.1- Espectrometria de Ultra Violeta:
A analise do espectro de absor¢@o na regido do ultra violeta da substincia F.ME 1A,
em metanol, apresentou uma intensa banda a 343 nm e outra de menor intensidade a 274 nm.
O espectro metanolico de flavonas e flavonois exibem picos de maior absor¢do na

regido de 240 a 400 nm. Estes dois picos se referem as banda I (usualmente 300 a 380 nm) e

banda II ( usualmente 240 a 280 nm). A banda I é considerada ser associada com absorggo
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propria ao anel B, sistema cinamoil e a banda II com absor¢do envolvendo o anel A, sistema
benzoil.

O espectro metandlico de flavonas apresentam picos de maior absor¢do na regido de
304 a 350 nm, correspondente a banda I. Flavonois com grupamento hidroxila na posigdo 3 do
anel C substituido (metilado ou glicosilado) apresentam picos de maior absorgo na regido de
328 a 357 nm, correspondente a banda I e flavondis com grupamento hidroxila livre na
posigédo 3, apresentam picos de maior absor¢do na regido de 352 a 385 nm.

Flavonas e flavondis oxigenados no anel A, mas n3o no anel B, tendem a dar
espectros, em metanol, com uma pronunciada banda II e uma pequena banda I, mas em
moléculas similares que também possuem anel B oxigenado, a banda I é mais pronunciada.

O efeito batocromico sobre a banda I, de aproximadamente 40 a 65 nm, sem
decréscimo de intensidade do pico, causado pela adi¢do de metdxido de sodio a solugdo
metanolica, € diagnéstico da presenca de um grupamento hidroxila livre na posigédo 4’do anel
B.

A andlise do espectro metanolico de F. ME 1A, com adi¢do de metoxido de sddio,
apresentou um efeito batocromico sobre a banda I de 45 nm, sem decréscimo de intensidade
do pico correspondente a banda I, indicando um grupamento hidroxila na posi¢ao 4’do anel B.

A adigdo de acetato de s6dio ao espectro metandlico € diagndstico de detecgdo
especifica de grupamento hidroxila na posi¢do 7 do anel A. O efeito batocromico de 5 a 20
nm, sobre a banda II, causado pela adi¢do de acetato de sddio, indica grupamento hidroxila
livre na posigé@o 7 do anel A em flavona ou flavonol.

A andlise do espectro metanélico de F. ME 1A, com adi¢do do acetato de sodio,
demonstrou um efeito batocromico de 72 nm, sobre a banda II, indicando que a substancia ndo
possui um grupamento hidroxila livre na posi¢do 7 do anel A.

Na presenga de acetato de sodio, o acido boérico forma quelato com grupamentos
ortodihidroxila em todas as localiza¢Ges do nticleo flavondide, com excegdo nos carbonos de
posi¢des S e 6 do anel A.

Flavonas e flavondis que possuem grupamentos ortodihidroxila no anel B mostram um
efeito batocromico de 12 a 30 nm, sobre a banda I, na presenga de acetato de sddio e acido

borico.
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Grupamentos ortodihidroxila em carbonos nas posi¢des 6 e 7 e carbonos 7 e 8 também
sdo detectados através de um efeito batocromico de 5 a 10 nm sobre a banda I na presenca de
acetato de sddio e acido bdrico.

A substancia analisada apresentou um efeito batocromico de 1 nm ou imperceptivel,
sobre a banda I, em adigfo de 4cido borico ao sistema com acetato de sodio, indicando que
ndo ha grupamentos hidroxila na posi¢do orto, no anel A.

O efeito hipsocromico de aproximadamente 30 a 40 nm, sobre a banda I ou banda Ia,
detecta a presenca de grupamentos dihidroxila na posi¢@o orto, no anel B de flavonas e
flavondis, pela comparagdo do espectro na presenga de cloreto de aluminio com o obtido em
adi¢do de acido cloridrico a solugdo de cloreto de aluminio.

A presenga de trés grupamentos hidroxilas adjacentes no anel B ddo somente um efeito
hipsocromico de 20 nm, sobre a banda I, em adigdo do acido a solug@o metandlica que ja
contém cloreto de aluminio.

A substancia analisada apresentou um efeito batocromico de 26 nm, sobre a banda I
em adi¢do de 4cido cloridrico a solu¢do metanolica de cloreto de aluminio. Nao ha a presenga
de grupamentos dihidroxila em posi¢do orto nos carbonos 3’e 4’do anel B. Entretanto, com a
reagdo de AICl; em adicdo de HCI houve um deslocamento batocromico de 26 nm, indicando
que houve formagdo de complexo. Se ndo ha a ocorréncia de posi¢do orto dihidroxila no anel
B e 0 C-3 do anel C nfo apresenta grupamento hidroxila livre, isto sugere que hd um

grupamento hidroxila na posi¢do C-5 do anel A da substéncia analisada.

4.2.1.2- Espectrometria de Ressonincia Magnética Nuclear Proténica (RMN 1H), 300
Mhz da substincia F. ME 1A

A regido do espectro de ressondncia magnética nuclear protonica correspondente aos
protons dos anéis A e B do nicleo flavondide apresenta-se em nivel de 6 6,0 a 8,0, indicando
a regifio aromatica. Os sinais de protons correspondentes ao anel B aparecem em & 6,7 a 7,9.

Anel B oxigenado no C-4’, 4 picos de 2 dupletes (cada J = 8,5 cps) sdo observados.
A regido aromatica do espectro de F. ME 1A apresenta sinais de prétons em 6 7,4 -

7,5, de constante de acoplamento proximo a 8,5 cps, indicando ser correspondentes aos
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protons de C-2°, C-3’ e C-5’ e C-6’(acoplamento orto), embora a amostra nio apresente o
tipico padrdo de 2 dupletes.

Em flavonoides, sinais de protons de metoxila, com algumas excegGes, aparecem na
regidao de 6 3,5 a 4,1.

Em & 3,9 e 3,8 aparecem dois singletes que correspondem a dois grupamentos
metoxilas.

Um sinal, ao nivel de 3,23 ppm, corresponde aos protons do metanol.

Um singlete em 6 6,6 pode ser correspondente ao proton do C-3, do anel C, que
aparece perto de 6,3 ppm em flavona.

Os agucares ligados ao nucleo flavonoide aparecem ao nivel de d 3,5 a 5,0. A amostra
de F. ME 1A apresenta um sinal ao nivel de 5 ppm tipico de manose, sugerindo a presenga de
manose ligado a estrutura.

A regido ao nivel de 8 0,8 a 2,0 indica a presenga de grupamentos metil. A
amostra F. ME 1A, apresenta sinais de grupamentos metil, sugerindo a presenca de

grupamentos metil na estrutura.

4.3- Farmacologia

4.3.1- Teste geral de atividade e Dose letal S0 %

Os dados obtidos revelaram que os efeitos provocados pelo extrato aquoso bruto
liofilizado da espécie estudada age de forma diferente dependendo da via de administragéo.

A dificuldade respiratoria, a alteragdo da motilidade, a perda da postura e a
diminui¢do de apreensdo das patas sugerem ter sido provocadas por uma alteragdo da
musculatura esquelética ou pela depressdo do sistema nervoso central (S.N.C), sendo
interessante para essas investigagdes um teste em 6rgéo isolado como, diafragma de rato ou
em reto abdominal de sapo ou outro musculo esquelético; e teste de sono barbiturico, além de

testes mais especificos sobre o sistema nervoso central.
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Observou-se catatonia nos camundongos, nos quais foi administrado a dose de 7,5
g/kg de extrato, que pode ser decorrente de uma depressdo no sistema nervoso central, sendo
interessante realizar um teste de sono barbiturico e/ou outros mais especificos.

Convulsdo, agitacdo e estereotipia sdo efeitos caracteristicos de estimulagdo do sistema

nervoso central.

4.3.2- Teste de capacidade anti-inflamatoria: Migracio leucocitaria

Observou-se que houve aumento e diminuigdo do numero de células totais no
peritoneo em 4 e 24 horas.

O aumento de células foi causado pela administragéo intra peritoneal de ovoalbumina.
Esta migracdo celular foi causada pela reagéo inflamatéria provocada pelo agente flogégeno.

A diminui¢do de células totais no peritoneo foi devido a administrag@o intra peritoneal
de Dexametasona, um corticoide de agio anti-inflamatoria.

Comparando-se o resultado do extrato bruto liofilizado das folhas da espécie estudada
administrado por via oral, observou-se que ndo ocorreu diminui¢do de células totais no
peritoneo de camundongo.

Os grupos tratados por salina intra peritoneal no tempo de 24 horas e os grupos
Dexametasona intraperitoneal / ovoalbumina intraperitoneal, no tempo de 4 e 24 horas
apresentaram valores estatisticamente significantes em relagdo ao grupo tratado por

ovoalbumina intraperitoneal, isto €, as médias néo sdo iguais.

4.4- Microbiologia

Os ensaios microbioldgicos com o extrato hidroalcodlico das folhas de Citharexylum
myrianthum Cham. pelo método de difusdo em agar demonstraram atividade antimicrobiana
frente ao Staphylococcus aureus. Entretanto, recomenda-se determinar a Concentragéo
minima inibitéria (MIC), para confirmagfo do resultado, do extrato bruto, bem como, dos

metabdlitos secundarios isolados.
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V- CONCLUSOES

5.1- Botanica

A venag@o da folha € do tipo pinada, camptédroma, eucamptédroma.

A epiderme apresenta regides uniestratificadas e pluriestratificas com duas ou mais
camadas de células epidérmicas.

Os complexos estomaticos sdo do tipo anomocitico.

A folha ¢ anfihipoestomatica.

A lamina foliar tem organizagdo dorsiventral ou bifacial.

Tricomas tectores e glandulares séo encontrados em ambas as faces da ldmina foliar.

O feixe vascular da nervura principal é colateral, descrevendo um arco ao longo da
nervura.

O pequeno feixe vascular localizado no parénquima medular € anficrival.

Apresenta extencédo de bainha.

Circundando o feixe vascular assim como em toda a extengdo do mesofilo ocorrem a
presenga de cristais.

A espécie estudada apresenta caracteristicas anatdmicas que sdo freqiientes na familia
Verbenaceae e muitas dessas caracetristicas que sdo freqiientes no género Citharexylum, assim
como o tipo de estomato, a presenca de tricomas tectores e glandulares e a ocorréncia de

cristais.

5.2- Fitoquimica

A substéncia isolada da fragdo metanolica, de provavel natureza flavonoidica, ndo foi
totalmente elucidada através dos métodos espectrométricos de Ultra Violeta e Ressonéncia
Magnética Nuclear Protdnica tendo em vista que é necessario realizar espectrometria de
Massa, Infra Vermelho e Ressondncia Magnética Nuclear de Carbono para a completa
compeensdo da estrutura quimica. Entretanto novas determinagdes estdo sendo efetuadas.

O extrato bruto das folhas de Citharexylum myrianthum Cham. apresenta atividades

biolégicas antimicrobianas e antivirais, demonstrando que ha principios ativos de grande
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interesse terapéutico, de modo que o isolamento e identificacdo de metabolito secundario
desta espécie pode vir a ser, no futuro, de grande importincia para a terapéutica, despertando

para a continuagdo da pesquisa com esta espécie medicinal.

5.3- Farmacologia

Os testes preliminares, Teste geral de atividade e Dose letal 50 %, realizados com o
extrato bruto liofilizado das folhas sdo auxiliares para testes farmacoldgicos futuros e mais
especificos.

Através dos dados estatisticos, conclui-se que o extrato bruto liofilizado das folhas de
C. myrianthum Cham. nfo apresentou acdo de diminui¢do de células totais no peritoneo de
camundongo, portanto ndo demonstrou capacidade anti-inflamatéria no experimento realizado
pela metodologia de migracdo leucocitdria, entretanto outras medodologias devem ser

pesquisadas.

5.4- Microbiologia

O extrato hidroalcodlico bruto das folhas, na concentragdo de 40 pl apresentou
atividade antimicrobiana contra o Staphylococcus aureus, pelo método de difusdo em agar ou

metodologia de KIRBY-BAUER.
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ANEXO 1- Fitoquimica
1.1- Preparo de solucdes e reativos

O preparo de solugdes foi realizado segundo ASSUMPCAO & MORITA (1968) e de
reativos, segundo a FARMACOPEIA dos Estados Unidos do Brasil (1959).

1.2- Equipamentos
Foram utilizados os seguintes equipamentos:

-Espectrofotdmetro ultra violeta Shimadzu UV 1601 com impressora Citizen 200 GX

-Camara de Luz ultra violeta de 254 e 360 nm

-Evaporador rotatorio com valvula para vacuo modelo Fisatom acoplado a um banho-
maria

-Microscopio de Ponto de Fusdo tipo Kofler

-Balanga Mettler

-Balanga analitica E. Mettler

-Deionizador de 4gua modelo Permution

-Banho-maria Etica equipamentos cientificos S.A.

-Estufa Soc. Fabbe Ltda & Fanem Ltda

1.3- Solventes e Reagentes

Foram utilizados alcool etilico, acido cloridrico concentrado, acido cloridrico a 1%,
acido cloridrico N, éter etilico, hidroxido de aménio, hidroxido de sodio, hidroxido de sodio a
5 %, cloroférmio, magnésio metalico, anidrido acético, acido sulftrico concentrado, acido
sulfurico a 10 %, acido sulfurico N, cloreto férrico a 1 %, sulfato de ferro amoniacal a 1 %,
acetato de chumbo a 10 %, gelatina, cloreto de sédio 0,9 %, acido acético, acido acético a 10
%, formaldeido, acetato de sddio, ninhidrina, n-hexano, metanol, acetona, acetato de etila, »n-
butanol, éter de petroleo, e papel indicador de pH Universal.

Os solventes e reagentes sdo de procedéncia Merck ou Reagen.
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1.4- Cromatografia

- Celulose para cromatografia em camada delgada e para cromatografia em coluna de
procedéncia Merck

-Silica para cromatografia em camada delgada (GF,s;) e silicagel 60 para
cromatografia em coluna (0,063 - 0,200 mm de didmetro) de procedéncia Merck.

-Papel Watmann n’1 e n° 3 (46 x 57 cm)

-Cuba para cromatografia em papel e cubas para CCD

-Coluna de 62,5 cm de comprimento por 10,5 cm de didmetro

-Coluna de 21 cm de comprimento por 33 cm de didmetro

-Coluna de 20,5 cm de comprimento por 9,5 cm de didmetro

1.5- Reveladores para cromatoplacas

Flavondides:

1. Reativo de NEU (NAKASHIMA, 1993)

Solugdo A : Acido 2-aminoetildifenilborico lg
Metanol 100 ml

Solucdo B: PEG 4000 5g
Etanol 100 ml

Obs: PEG - Polietilenoglicol 4000

Nebulizar o cromatograma e observar na cimera de luz UV a 365 nm.

2. Reativo Citro-bérico:

Acido bérico 5g
Acido citrico 5g
Metanol 100 ml

Nebulizar o cromatograma e observar na cimera de luz UV a 365 nm.
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Esteroides e Terpenos:

1. Anisaldeido sulfurico:

Anisaldeido 0,5 ml
Acido sulfarico 1,0 ml
Acido acético 50,0 ml

Nebulizar a cromatograma, estufa a 110°C durante 5 a 10 minutos.

2. Vanilina sulfurico cloridrico:

Vanilina 1,0g

Acido cloridrico 3,5ml
Acido sulfarico 50 % (EtOH) 8,0 ml
Etanol (EtOH) 70,0 ml

Nebulizar a cromatograma. Estufa a 1 10°C durante 5 a 15 minutos.

3. Vanilina sulftirica

A: Vanilina 1,0g
Etanol 100 ml

B: Acido sulfirico 5,0ml
Etanol 95,0 ml

No momento do uso misturar volumes iguais de A e B, agitar e nebulizar.

Estufa a 100°C durante 5 a 10 minutos.
1.6- Reativos de precipitacio :

Alcaléides:
1. Reagente de Draggendorf
Subnitrato de bismuto 1,7 % (m/V) em Acido acético 20 % (V/V) 5ml
Iodeto de potassio 40 % (m/V) 5 ml
Acido acético glacial 2 ml

Agua destilada q.s.p. 100 ml



2. Reagente de Mayer

Cloreto de mercurio II 1,35g
Iodeto de potassio 395¢g
Agua destilada q.s.p. 100 ml

3. Reagente de Bertrand

Acido silico-tungstico 5 % (m/v)

4. Reagente de Bouchardat (Solug@o de iodo-iodetada)

Todo lg
Iodeto de potassio 2g
Agua destilada q.5.p. 100 ml

1.7- Analises espectrométricas

1.7.1- Espectrometria de Ultra Violeta
Foram utilizados como solventes e reativos:
- Metanol (MeOH)
- Metéxido de s6dio (NaOMe): Solugdo saturada de hidroxido de sdédio em metanol.
- Cloreto de aluminio (AICl;) a 5 % em metanol.
- Acido cloridrico (HCI) & 50 %.
- Acetato de sodio (NaOAc): cristais.
-Acido bérico (H;BO,):
Procedimento I: cristais de H;BO;.

Procedimento II: solugio saturada de H;BO; em metanol.

1.7.2- Ressoniancia Magnética Nuclear Protonica de 300 Mhz.

Os espectros de RNM'H foram realizados na Universidade de Leiden - Holanda.
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ANEXO 2- Farmacologia

2.1- Drogas e reagentes

Anestésico: éter etilico P.A.(Cinética Quimica Ltda)

Solugdo injetavel de NaCl 0,9 % (J.P. Ind. Farm. S.A. e Geyer Medicamentos)

Dexametasona: Decadron (21-fosfatodissédico de Dexamatasona), 2,0 mg/ml,
injetavel (Prodome Quimica e Farmacéutica Ltda)

Ovoalbumina (BDH Chemicals Ltda Poole England), 10,0 mg/ml em solugio
fisiologica

Solu¢do de PBS (Phosphate Buffered Saline)

Solu¢do de PBS/ heparina 5 U/ml

Liquido de Turk (Cristal violeta 0,05 % em acido acético a 30 %)

Alcool etilico

2.2- Equipamentos

Cémara para anestesia

Algodao hidréfilo

Gaiolas de arame

Mesa cirirgica

Tesoura

Pinga

Seringas 25x 7 € 40x16

Estante para tubos de ensaio

Vidraria em geral (tubos, becher, pipetas graduadas)
Balanga (para animais)

Balanga analitica BOCH

Balanga semi-analitica MARTE

Microscépio optico E. LEITZ WTZLAR GERMANY
Camara de NEUBAUER IMPROVED
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ANEXO 3- Microbiologia

3.1- Meio de cultura

O meio de cultura utilizado foi o dgar Mueller-Hinton (MHA), que apresenta
boa reprodutividade de lote para lote e com crescimento satisfatorio para a maioria dos
patogenos. O pH do meio deve ficar entre 7,2 e 7,4 a temperatura ambiente

(FONTANA, et al. 1993).

3.2- Microorganismo

O microorganismos utilizados sdo cé€pas puras de Staphyloccocus aureus ATCC 25923
e Pseudomonas auruginosa ATCC 27853, fornecidas pelo Laboratorio de

Microbiologia da Universidade Federal do Parana.
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