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RESUMO

G



O género Priva¢ de distribuicao tropical e estd bem representado em nosso pais por
duas espécies: a Priva bahiensis A. DC., nativa e a Priva lappulacea (L) Pers.. Ambas
sao herbaceas terrestres do grupo dos carrapichos e se desenvolvem em terrenos imidos
e semi-ensombreados, sem possuirem um aroma acentuado, traco comum a muitas
Verbenaceae. A forte presenca, sobretudo de P. lappulacea, nos dominios do Campus €
a falta de citacdes na literatura pertinente sobre suas caracteristicas farmacognosticas e
de bioatividade nos impulsionou a feitura desse trabalho, de forma a valorizar espécies
locais com possiveis potencialidades de emprego como insumo farmacéutico. Apos
caracterizacdo botanica das duas espécies, efetuamos um diagndstico mais profundo de
P, lappulacea, por existir em maior abundancia, proporcionando mais facil aquisi¢ao de
material para as diversas investigagdes que foram desenvolvidas. Um estudo
farmacobotanico direcionado a anatomia e histo-quimica desse taxon foi desenvolvido,
resultando na obtencao de dados ainda inéditos para o mesmo. Além da defini¢do de um
perfil fitoquimico para os dois taxa, onde se constatou a predominédncia de glicosideos
de fenilpropandides e de iridoides, caracterizando-se por procedimentos e/ou
espectroscopicos o verbascosideo, a ipolamida e o catalpol. Os ensaios de bioatividade
realizados especialmente com material oriundo de P. lappulacea foram direcionados a
definicdo de sua toxicidade e potencialidades como antiinflamatdrio, antitumoral e

antimicrobiano, proporcionando resultados promissores quanto aos mesmos.

Palavras-chaves: Priva lappulacea, Priva bahiensis Verbenaceae, estudo

farmacogndstico, antiinflamatorio, antitumoral, antimicrobiano
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The Priva genus is of tropical distribution and is represented in our country for two
species: Priva bahiensis A.DC., native and Priva lappulacea (L) Pers.. Both are
herbaceous terrestrial of the group of the carrapichos, and if they develop in humid and
half-sombre lands, without possessing an accented fragance, common trace to much
Verbenaceae. The strong presence, over all of Priva lappulacea in the dominion of the
Campus and the lack of citations in pertinent literature on its pharmacognostic
characteristics and of bioassay in them stimulated the act of this work, of form to value
local species with possible pertialities of job as insu mo druggist. After botanical
characterization of two species, we effect a deeper diagnosis of Priva lappulacea, for
existing in bigger abundance, providing more easy acquisition of material for the
diverse inquiries that had been developed. A directed pharmacobotanical study the
anatomy and histochemistry of this taxon was developed, resulting in the attainment of
still unknown data for the same. There of the definition of a phytochemical profile for
the two tax, where if it evidenced the predominance of glucosides of phenylpropanoids
and iridoids, characterizing itself for chrom#ographic and or spectroscopic procedures

the verbascoside, ipolamide and catalpol. The assays of bioactivity carried through
specially with deriving material of P. lappulacea had been directed to the definition of
its toxicity, and potentialities as antiinflamatory, antitumoral and antimicrobials,

providing resulted entertainers how much to the same ones.

Key Words: Priva lappulacea, Priva bahiepsi¥erbenaceae, farmacognostico,

antiinflamatory, antitumoral study, antimicrobials.



1- INTRODUCAO
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A abundancia de uma erva no arredor e interior do Campus da Universidade
Federal de Pernambuco, ¢ que numa primeira abordagem para sua identificagdo mostrou
tratar-se de uma Verbenaceae, chamou-nos a aten¢do para a feitura desse trabalho.
Revisando um dos principais escritos do passado sob a flora do Nordeste do Brasil, esta
que segundo os dizeres de Dom Bento José Pickel' “é o campo de estudos dos primeiros
naturalistas do Brasil”, ndo encontramos nenhum relato ou descricdo que coincidisse
com aquele vegetal (PICKEL, 1948). Como se tratava de uma planta com caracteristica
de daninha, encontramos em LORENZI (2000) sua descrigdo acompanhada de uma
foto, indicando tratar-se de Priva bahiensis A. DC. Buscamos entdo no acervo da antiga
escola de agronomia de Tapera (PE), hoje inexistente, elaborado pelo mesmo Pickel e
disposto na forma de catidlogo pelo Prof. Dardamo de Andrade Lima (ANDRADE
LIMA, 1950), o relato desse vegetal em nosso estado, e de fato encontramos duas
indicagdes: uma sob nimero 561, relativa a material vegetal coletado por Pickel em
junho de 1920, em Tapera, determinado por Moldenke e Kunth? em marco de 1933 ¢
outra, sob o numero 2616, referente a material também coletado por Pickel na mesma
localidade, em junho de 1931 e determinado por Moldenke cinco anos mais tarde
(Figura 1). No decurso dessas investigacdes iniciais, localizamos nos arredores do
Campus outra planta bem semelhante a Priva que acabamos de relatar, e como
constatdssemos a auséncia de estudos a esses dois faxa aliada a importancia das
Verbenaceae como produtoras de substidncias aromadticas, mas também iriddides,
triterpendides, glicosideos de fenilpropandides e flavondides (JUANG et al., 2005;
TOMAS-BARBERAN et al., 1987), e os exemplos existentes de algumas espécies, que
mesmo sem um respaldo cientifico maior, sdo livremente comercializadas nos grandes
centros, pelas propriedades medicinais que apresentam, notadamente Lantana lilacina

Desft., Lippia alba (Mill.) N. E. Br., e Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl.

' Naturalista beneditino com relevantes contribui¢des para o conhecimento da flora brasileira, muito
atuante nas décadas de 20 e 30, sendo de sua lavra a criag@o de alguns de nossos herbarios.
? Harold N. Moldenke, pesquisador americano (1909); Carl Sigismund Kunth, pesquisador alemao (1788-

1850), colaborou na Flora Brasiliensis.

(DE AZEVEDO e SILVA, 2006), resolvemos aprofundar os conhecimentos

farmacognosticos e de bioatividade sobre esse vegetal de modo a fornecer um respaldo



seguro a sua aplicacdo futura como agente medicamentoso. Longe de ser apenas um
ensaio com conotagdes puramente académicas, procuramos valorizar no estudo,
vegetais que medram em nossa regido, potenciais de nossa flora, que por muitas vezes
sdo preteridos por outras espécies exdticas, nem sempre correspondendo as expectativas

medicamentosas nelas depositadas.

Sehol. Agrle, 8, By
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Figura 1 — Ficha de exsicata, atestando a caracterizagao e primeiro

registro de Priva bahiensis em Pernambuco.’

3 O material a que se refere a Figura 1, como podemos observar nos escritos da ficha da exsicata, fora
anteriormente (1933) classificado como Priva lappulacea por Killip, sendo redeterminado novamente
anos mais tarde por Moldenke como sendo Priva bahiensis. Encontra-se no acervo botanico de herbario

da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA).



2- OBJETIVOS

G



2.1. OBJETIVO GERAL

Tragar um esboco farmacognostico das duas espécies de Priva encontradas no
Campus e arredores da Cidade Universitaria (Recife-PE), estudando aspectos ligados a
farmacobotanica, farmacologia, farmacoetnologia, farmacogeografia, farmacoquimica e

bioatividade concernente as mesmas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

9 Desenvolver um estudo fitoquimico direcionado primeiramente a obtengdo de um
perfil dos metabdlitos secundarios e, em seguida, ao isolamento e caracterizagao;

9 Enfocar a farmacobotanica de Priva bahiensis ePriva lappulaceaapresentando
elementos que as definam e possibilitem a caracterizagdo das mesmas;

9 Avaliar a toxicidade aguda, através do teste de efeitos gerais ¢ determinar a DLso do
residuo de extrato bruto metandlico das partes aéreas do vegetal;

9 Avaliar a atividade antitumoral do extrato bruto metandlico e da substancia pura
frente ao Sarcoma 180 ¢ Carcinoma de Ehrlich;

9 Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos brutos metandlicos das partes aéreas

da Priva lappulacea.
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3.1 FARMACOBOTANICA
3.1.1 Verbenaceae

As Verbenaceae estdo constituidas em sua grande maioria por ervas e
arbustos sendo excecdes arvores e lianas. Com origem em Verbena, nome atribuido ao
género por Linnaeus, a etimologia do termo adotado por Jaume St. Hilaire em 1815
liga-se ao fato de que “verbena” ou “herbena”, corresponde a Herba veneris, erva de
Vénus, nome como era conhecida a vervena ou verbena (Verbena officinalis L.), planta
que no passado gozava de prestigio nos rituais e magicas da primitiva Roma (RENNO,

1963; GARNIER et al., 1961).

De um modo geral, poucos representantes desta familia botanica
guardam propriedades medicamentosas consagradas pelo vulgo ou confirmadas
cientificamente. Os representantes brasileiros mais destacados sadloysia triphylla
(L"Hér.) Britton, cujas folhas sdo empregadas internamente contra resfriados febris,
como digestivas, estimulantes, tonicas, anti-espasmoddicas, carminativas e calmantes
(BOWN, 1995; SIMOES, 1998). Lantana Camara L. cujo xarope de suas partes aéreas
(folhas e flores frescas), ¢ indicado para estados febris e afec¢des das vias respiratorias:
tosse, bronquite, resfriado, catarro, rouquidao, asma e coqueluche (PANIZZA, 1998), a
despeito de relatos de toxicidade atribuida a seus triterpenos lantadénicos (MORS, et al.
2000). Lippia microphylla Cham. cuja inalacdo de vapores obtidos da infusdo de suas
folhas ¢ recomendada no tratamento de estados gripais, bronquite e sinusite (MATOS,
2000). Lippia gracilis Schauer cuja infusdo das folhas ¢ empregada para lavar
ferimentos e outras afec¢des cutdneas (LACOSTE, et al., 1996). Lippia sidoides Cham.
¢ o conhecido alecrim pimenta ou alecrim do nordeste, planta bem estudada cujos
componentes carvacrol e timol presentes em teor elevado em suas folhas, determinam
boa atividade antimicrobiana sobretudo contra Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans, Corynebacterium xerosis, Candida albicans Trichophytum rubrum eI
interdigitale (MATOS, 2000; LACOSTE, et. al., 1996; LEMOS ¢ MONTE, 1992).
Talvez uma das espécies de Lippia mais difundidas na mediina tradicional seja a L.
alba (Mill.) N. E. Br,, nomeada vulgarmente de “cidreira”, numa alusdo ao aroma
citrico de um de seus quimiotipos (MAT OS, 1996). A farmacoetnologia desse vegetal
aponta-o como espasmolitico e calmante brando, notadamente em se tratando de
material foliar dos quimiotipos contendo teores razoaveis de citral e limoneno, estudo

fitoquimico recente, mostrou a existéncia de alguns iridoides em todo o vegetal,



principalmente em suas raizes (SENA FILHO, 2007). Starchytarpheta cayenensis
(Rich.) Vahl. o conhecido “gervao”, planta nativa, que juntamente com outros
representantes do género (S. jamaicensis (L.) Vahl, S. elatior Schrad.) sdo usados em
nosso pais em forma de infusdo das partes aéreas, como estimulante gastrintestinal,
contra febres, dispepsia, como diurético e emoliente, contra males cronicos do figado,
incluindo hepatite e, como sudorificCOIMBRA, 1994; CRUZ, 1995; LORENZI e
MATOS, 2002). Na India, o infuso das folhas Sleindica L. tem sido empregado
contra disenteria, febres e inflamag¢des reumaticas (SUBRAMANIAN, 1974). Outros
géneros numericamente importantes dessa familia com representantes nativos sdo
Baillonia, Bouchea, Casselia, Citharexylum, Duranta, Glandularia, Monochilus,
Petrea, Phyla, Priva, Tamonea ¢ Verbenoxylum . Tratando-se de um grupo de taxonomia
complexa, onde a circunscricdo tanto da familia quanto de vérios de seus gé€neros e
espécies ¢ incerta, seguindo critérios atuais (THORNE, 2000), Verbenaceae e
Lamiaceae foram redefinidas, cabendo as primeiras apenas o que tradicionalmente era
atribuido a subfamilia Verbenoideae. De fato as duas familias possuem muitas
caracteristicas semelhantes diferindo notadamente quantas aquelas do ovério que nas
Lamiaceae ¢ profundamente 4-lobado com estilete ginobdsico enquanto que em
Verbenaceae o ovario nao apresenta 16bulos e o estilete ¢ terminal, estes aspectos nao
sao definitivos, pois existem representantes em ambos o0s taxa com ovarios
intermediarios (CRONQUIST, 1981). Na literatura ha intimeros relatos sobre a
sistematica de Verbenaceae, um dos gmades estudiosos desse taxon (SMITH, 1977),
descreveu para a mesma trés sub-familias: Verbenoideae, com inflorescéncias em
racemos ou espigas, e abrigando os géneros Priva, Verbena, Glandularia, Lantana,
Phyla, Stylodon eDuranta; _Vitiocoideae, diferindo por apresentar cimeiras como
inflorescéncia basica, e composta pelos géneros Callicarpa, Tectona, Clerodendrum e
Vitex; e a terceira, Avicennoideae, incluindo o género Avicennia, (‘“mangue cano€”,
“mangue branco”). Especialistas preferiram segregar Avicenia a Aviceniaceae, familia
monogenérica (MOLDENKE, 1960, 1967) e Callicarpa, Clerodendrum eVitex em
Lamiaceae (SCHWARTZBACH AND MCDADRE(02). No Brasil, ocorrem os
seguintes géneros (BARROSO, 1946): Aegiphila, Monochilus, Gmelina, Petraea,
Starchytarphetta, Lippia, Lantana, Casselia, Cornutia, Verbena, Premna, Priva,

Tamonea, Duranta, Callicarpa, Citharexylon, Taligalea e Bouchea.



3.1.2 Género Priva Adans (KOBUSKI, 1926; MOLDENKE, 1936)

Este género ¢ constituido por plantas anuais ou perenes, eretas ou
ascendentes, quase sempre pubescentes e asperas ao tato, possuindo inimeros tipos de
pelos incluindo os uncinados; folhas opostas ou sub-opostas, em geral denteadas ou
serreadas; inflorescéncias dispostas em racemos mais ou menos espiciformes, terminais
e/ou axilares; flores hermafroditas, um tanto zigomorfas, providas de uma pequena
bractea na base; calice tubuloso na anteses (em geral acrescente ¢ mais ou menos
persistente na frutificagdo), com 4 ou 5 dentes curtos, subiguais ou desiguais; corola
hipocraterimorfa, com o limbo ligeiramente bilabiado, com 5 l6bulos amplos, mais ou
menos desiguais; estames 4, didinamos, inclusos e ligeiramente exsertos, algumas vezes
se apresenta um estamin6dio diminuto; ovario bicarpelar, com 2 a 4 l6culos e um évulo
por loculo, estilete incluso ou ligeiramente excerto, estigma com um l6bulo mais largo,
ereto ou recurvado, amplo e estigmatico no apice, ¢ outro disposto um pouco mais
abaixo, reduzido a semelhan¢a de dente, ndo estigmatifero; fruto seco ou as vezes
carnoso, podendo separar-squando maduro em dois meri carpos biloculares ou

uniloculares, envolto freqiientemente no calice acrescente € mais ou menos persistente.

O género conta atualmente com cerca de 30 espécies de distribuicao
pantropical, inseridas principalmente em regides do Novo Mundo, do sul dos Estados
Unidos ao norte da Argentina e Chile; algumas espécies ocorrem também na Africa e
Asia. De acordo com dados colhidos em bse de dados do Missouri Botanical Garden,
acessada recentemente (http://mobot.mobot.org/W3T/Search/vast.html), as espécies e

subespécies do género Priva sdo:

P. abyssinica Jaub. & Spach., 1853-57; P adhaerens (Forssk) Chiov.,
1923; P. africana Moldenke; P. aspera Kunth., 1817 (1818); P. auricoccea A Meeuse;
P. bahiensis A. DC. 1847; P. boliviana Moldenke; P. cordifolia (L.)Druce., 1917;P.
cordifolia var. abyssinica (Jaub & Spach.) Moldenke, 1936 ; P. cordifolia var. australis
Moldenke, 1936; P. cordifolia var. flabelliformis Moldenke, 1936;P. crenata Schrad.,
1831; P. cuneato-ovata (Cav.) Rusby, 1900; P curtisiae Kobuski, 1925; P. dentata
Juss. 1806; P. echinata Juss. 1806; P. flabelliformis (Moldenke) Fernandes, 1985; P.
forskaolaei (Vahl.) Jaub. & Spach, 1855 ; P. grandiflora (Ortega) Moldenke, 1946 ; P.
hispida Juss., 1806 ; P. humbertii Moldenke, 1951 ; P. laevis Juss., 1806 ; P. lamifolia
M. Martens & Galeotti, 1844 ; P. lappulacea (L.) Pers., 1806 ; P. leptostachya Juss.; P.
mexicana (L.) Pers., 1806;P. meyeri Jaub. & Spach., 1953-57; P. meyeri varmeyeri



Jaub. & Spach.; P orizabae S. Watson, 1888; P. peruviana Moldenke, 1936P.
portoricensis Urb.;P. tenax Verdc., 1988 ; P. trachelioides M. Martens & Galeotti,
1844 ; P. virgata (Ruiz & Pav.) Spreng.

Para o Brasil, esta assinalada apenas a ocorréncia de P. bahiensis ¢ P.
lappulacea. Tivemos oportunidade de coletar exemplares das duas espécies no Campus
da UFPE e cercanias, predominando a P. lappulacea, sendo mesmo abundante, ja P.
bahiensis ocorre esporadicamente nas proximidades do rio Capibaribe no Bairro da
Varzea. A descri¢ao aqui elaborada para estes taxa foi amplamente calcada naquelas
realizadas quando de revisdes do género (KOBUSKI, 1926; MOLDENKE, 1936) e

ainda em observagdes efetuadas com material por nos coletado e de herbarios regionais.
3.1.3 Priva bahiensis A. DC. 1847

Vulgarmente ¢ conhecida como “carrapicho” e “mae Isabel”, o primeiro
nome ¢ devido a tendéncia em aderir a qualquer objeto ou material de 13, algodao ou
similar, devido a existéncia de inumeros pelos endurecidos € que ornamentam
principalmente seus pequenos frutos, servindo obviamente para a dispersao da espécie.
“Mae Isabel”, principalmente usado na Bahia, parece ser uma alusdo ao formato lobular
intumescido do calice que no fruto prestes a maturagdo e maduro, assemelha-se aos
quadris robustos das antigas mulheres das senzalas. Nao encontramos nenhuma
sinonimia cientifica para essaespécie. Trata-se de uma er va perene de pequeno porte,
ereta ou ascendente com até 1.0 m de altura; caule tetragono (Figura 2), ramificado,
encoberto de pelos muito finos; folhas curtamente pecioladas, oval, subcordadas, com
2,8-4,0 cm de comprimento por 1,0-2,0 cm de largura, grosseiramente serrilhada (Figura
3), estreitando-se na base do peciolo, com pubescéncia de pelos grossos acima e
finamente abaixo; racemos terminais com 2,0 cm de comprimento, flores solitarias,
separadas, nas axilas das bracteas; estas com 3-4 mm de comprimento, duas vezes
maiores que os pedicelos, mais ou menos lineares, pubescentes; calice delgado, tubular,
5-denteado, densamente uncinado-hispido, principalmente entre as nervuras, com 4-5
mm de comprimento, acrescente, tornando-se muito inflado, globoso; corola com duas
vezes o tamanho do calice; frutos obcordados, atenuados na base (Figura 4), separando-
se em dois cocos biloculares na maturagdo com superficie dorsal convexa, portando em
toda sua extensdo, duas fileiras delgadas de espinhos encurvados, transversalmente
enrugado entre as duas fileiras de espinho, superficie comissural escavada e marginada

(Figura 5).



Figura 2 — Aspecto quadrangular e ramificado do
caule de Priva bahiensis (Foto: Haroudo S. Xavier,
2006)

Priva bahiensis

a lappulacea

Figura 3 — Detalhes de folhas Be bahiensis eP.
lappulacea. (Foto: Haroudo S. Xavier, 2006)



Figura 4 — Detalhes da inflorescéncia de P. bahiensis,
flor, calice, bracteas e fruto ainda imaturo. (Foto:
Haroudo S. Xavier, 2006)

Figura 5 — Detalhes do fruto de Priva bahiensis, com
cocos e sementes ornadas de espinhos recurvados.

Foto obtida através de lupa (X 4) por Haroudo S.
Xavier, 2006.



Algumas descrigdes da ocorréncia desse vegetal nativo obtem-se na base de
dados do Missouri Botanical Garden’s VAST (VAScular Tropicos): http:// mobot.
mobot.org /W3T/Search/vast.html, foi acessado em 31/01/2006 e neste endereco
também estd disponibilizado uma imagem na forma de mapa de sua ocorréncia no globo

(Figura 6).

Conferindo fichas de exsicatas, do herbario do IPA®, verificamos que a
ocorréncia desse vegetal tinha sido j& assinalada em Tapera, em terras do engenho Sao
Bento ali existente & época’, sendo o material determinado por Moldenke e Kunt. Outras
indicagdes de coleta encontram-se regradas no herbario citado, destacando-se sua
presenga entre Triunfo (PE) e Flores (PE) (registro 19795, col. José de Paula Lanna &
Alberto Coelho-25-05-1971), e entre Triunfo e Princesa Izabel (PB) (registro 48507,
col. V. C. Lima & Fernando Gallindo-25-02-1986).

Map of Priva bahiensis

Figura 6 — Mapa de distribui¢do de P. bahiensis no mundo, atestando sua ampla e
exclusiva distribui¢dao no nordeste do Brasil (parte enegrecida do mapa).
Fonte: Missouri Botanical Garden —-BD.

3.1.4 Priva lappulacea (L.) Pers. 1807

De sinonimia cientifica ampla (Quadro 1), cujos dados transcrevemos do
Missouri Botanical Garden’s (VAST) através do site http://mobot.mobot.org/W3T/

*Instituto de Pesquisas Agrondmicas do Nordeste da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria.
> Regido atualmente em grande parte submersa pela barragem de Tapacura.



Search/vast.html, acessada em 30 de janeiro de 2006, e estao
disponibilizados no Quadro 1, tem esta espécie uma denominagdao vulgar no Brasil
muito semelhante aquela de P. bahiensis, taxon com o qual foi confundido em duas
obras editadas recentement em nosso pais (LORENZI, 2000; SOUZA & LORENZI,

2 ¢ 29 <¢

2005), onde ¢ conhecida por “carrapicho”, “pega-pega”, “mae Isabel”,

Planta herbacea perene com até 1,0 m de altura; caule ramificado, estendido,
prostrado ou ascendente a ereto, tetragono, estriado, as partes mais jovens densa e
espacadamente cobertas por pubescéncia de pelos esbranquicados retos, encurvados ou
uncinados, glabescente com a idade (Figura 7); folhas opostas, pecioladas com 1 a 3 cm
de largura e 2 a 8 cm de tamanho, 4pice agudo a acuminado, base em geral truncada ou
cuneada e decorrente, raras vezes subcordada, borda crenado-serrilhada (Figura 2 e 7);
inflorescéncia predominantemente terminal a semelhangca de racemos espiciformes
medindo de 5 a 15 cm de tamanho; chegando até a 20 cm durante a frutificacdo (Figura
8), flexuosos, pedunculos e raques pubescentes com inimeros plos esbranquigados
retos ou em sua maioria uncinados, pedicelos delgados, de 1 a 1,5 mm de tamanho,
bracteas de dimensdes aproximadamente iguais ao calice tubuloso com 2 a 3 mm de
largura, quase truncado no 4pice, com 5 dentes bem curtos, apenas apiculados,
densamente hispido com numerosos pelos esbranquigados uncinados freqiientemente
misturados com outros lisos, retos, alargados; corola rosea ou violeta, algumas vezes
branca, de 3 a 6 mm de tamanho, com um didmetro de aproximadamente 6 mm,
pubescente interna e externamente (Figura 9); estames 4, didinamos, ovario levemente
tetralobado, tetralocular, con um ovulo por léculo,; céli ces frutiferos amplamente
ovoides a urceolados ou subesféricos, estreitmdo-se no apice, term inando por 5 dentes
diminutos persistentes, membranosos, inflados, encerrando o fruto a semelhanga de uma
bolsa, acrescente e persistente, de 5 a 7 mm de tamanho e uns 3 a 5 mm de didmetro,
densamente hispida com pelos curtos uncinados esbranqui¢ados, glabra internamente,
sobre pedicelos ascendente acompanhados de uma bractea, ambos medindo cerca de 2
mm (Figura 10); fruto livre dentro do calice, oblongo, quadrangular, com
aproximadamente 3 a 4 mm por 2,5 a 4 mm de largura, seco e duro, com a superficie
dorsal rugosa e equinada portando duas fileiras marginais paralelas de fortes espinhos
com 0,5 a 1 mm, fruto maduro separando-se em dois mericarpos iguais, com a
superficie comissural plana ou quase plana, o mericarpo bilocular com uma semente em

cada loculo (Figura 11).



Figura 7 — Caule de Priva lappulacea mostrando as
ramificagdes, sua forma tetragonal e inser¢ao de folhas
opostas e pecioladas com base cuneada.

(Foto: Haroudo S. Xavier, 2006)

Figura 8- Inflorescéncia terminal de  Priva
lappulacea, botdes florais (E) e frutos (D). (Foto:
Haroudo S. Xavier, 2006)




Figura 9 — Aspectos florais de Priva lappulacea.
(Foto: Haroudo S. Xavier, 2006)

Figura 10 — Fruto imaturo Beiva lappulacea,
bolsa (calice) com inumeros pelos e bractea. Foto
obtida através de lupa (X 4) por Haroudo S. Xavier,
2006.



Figura 11 — Fruto maduro, em detalhe a superficie
dorsal eqiliinada com espinhos enfileirados. Foto obtida
através de lupa (X 4) por Haroudo S. Xavier, 2006

Planta com caracteristicas de daninha, Priva lappulacea em nossa regiao
floresce e frutifica durante todo o ano, sendo mais evidente apds as primeiras chuvas do
periodo invernoso de abril a julho. Amplamente distribuida em todo o continente
americano desde o Texas e Florida por toda a América Central e do Sul, a Figura 12,

. . . . . , 6 T
obtida em site do Missouri Botanical Garden’s” expressa essa distribui¢ao.

® Missouri Botanical Garden’s VAST (VAScular Tropicos):
http://mobot.mobot.org/W3T/Search/vast.html, acessado em 31/01/2006.



Map of Priva lappulacea |

Figura 12 — Mapa mostrando a distribui¢do de Priva lappulacea no mundo.
Fonte: Missouri Botanical Garden‘s.



Quadro 1 — Dados sobre a sinonimia cientifica de Priva lappulacea.

Priva echinata Juss. Priva echinata Jussieu, Ann. Mus. Natl. Hist.
Nat. 7: 69. 1806, nom. illegit.
BASIONYM: Verbena Ilappulacea Linnaeus

1753.

Priva lamiifolia M.Martens | Priva lamiifolia M. Martens & Galeotti, Bull.
& Galeotti Acad. Roy. Sci. Bruxelles 11(2): 325. 1844.
TYPE: MEXICO: Veracruz: La Antigua, s.d.,

Galeotti 7098 (holotype: BR;isotypes: G, K).

Priva lappulacea (L.) Pers. | Priva lappulacea (Linnaeus) Persoon, forma
albiflora Moldenke, Phytologia 17: 114. 1968.
TYPE: PANAMA: Bocas del Toro: Changuinola to

5 mi. S at the junction of Rio Changuinola and
Rio Terebe, 17-19 Dec 1966, Lewis et al. 926
(holotype: MO).

forma albiflora Moldenke

Tamonea lappulacea | Tamonea lappulacea (Linnaeus) Poiret, in
Lamarck, Encycl. 7: 568. 1806.

(L.)Poir. BASIONYM: Verbena Ilappulacea Linnaeus
1753.
Verbena lappulacea L. Verbena lappulacea Linnaeus, Sp. Pl. 19. 1753.

TYPE: JAMAICA: Without data (neotype: LINN
35.5). Neotypified by R. W. Sanders, in R. A.
Howard, Fl. Less. Antill., Dicot. 3: 238. 1989.

Zapania lappulacea (L.) | Zapania lappulacea (Linnaeus) Lamarck, Tabl.
Lam. Encycl. 1: 59. 1791. BASIONYM: Verbena

lappulacea Linnaeus 1753.

Foi levado em consideragdo o fato da Priva lappulacea ser a espécie mais
abundante e efetuou-se uma descricado microscopica, considerando a vasta distribui¢ao
da mesma e, seu possivel aproveitamento como insumo farmacéutico. Essa descri¢ao,
aliada os dados de natureza fitoquimica em sua maioria por nos obtidos, gerou uma
publicacdo cujo resumo transcrevemos a seguir, podendo o material enviado para

publica¢do ser visualizado no apéndice 1.

3.1.5 Anatomia e histoquimica de Priva lappulacea (L.) Pers.

(Verbenaceae).

Visando contribuir para o controle de qualidade de fitoterapicos do
bioma caatinga, este estudo descreve a anatomia e caracteres histoquimicos em 6rgaos

vegetativos de Priva lappulacea (L.) Pers. Cortes transversais e paradérmicos, a mao



livre, de material frescofixado, foram utilizados para analise anatomica e
histoquimica, sob microscopia Optica. O caule quadrangular apresenta medula ampla e
oca. O peciolo exibe extensdes laterais arredondadas. Tricomas tectores e glandulares
estdo distribuidos em toda por¢dao aérea do vegetal; estdmatos anomociticos estdo
presentes em ambas as epidermes. Todos os d6rgdos sdo ricos em diferentes grupos de
metabolitos predominando amido e compostos fenolicos, especialmente em folhas. A
descricdo anatomica e os testes histoquimicos aqui mostrados sdo inéditos para Priva
lappulacea. Essa analise microscopica resultou em um artigo que foi encaminhado para

publicacdo na Revista Brasileira de Farmacognosia (Apéndice 1).
3.2 FARMACOQUIMICA

As substancias ja relatadas em Verbenaceae incluem notadamente mono
e sesquiterpenos constantes em Oleos essenciais de diversos géneros, mas
principalmente em Lippia, Aloysia eLantana, chegando mesmo, a constancia e teor
razoavel de alguns componentes a definir quimiotipos em determinadas espécies
(TUCKER, 2004; STASHENKO et al., 2003; SILVA et al., 1999). Lantana ¢ também
prodigo em biossintetizar terpenos maiores € em algumas espécies bem caracteristicos,
os lantandenos de Lantana camara L. sao um bom exemplo (JUANG et al. 2005;
GHISALBERTI, 2000; SHARMA, 1988). Naftoquinonas ¢ isoflavonas grupo de
substancias em geral presentes em Fabaceae ocorrem esporadicamente em Verbenaceae
(MACKOVA et al, 2006; SANTOSA, 2003; ZHONG & WANG, 2002). Flavondides
antocianinicos, quercetinicos, quempferdlicos, apigeninicos e luteolinicos sdo de
ocorréncia comum (HARBORNE et al. 1974), ja a presenga de neolignanas tem sido
constatada excepcionalmente (GOTTLIEB, 1988). Os iriddides sao pela sua abundancia
e diversidade estrutural, o principal grupo de substancias biossintetizadas por essa
familia, e sua ocorréncia nos taxa que estudamos e que constituem o eixo principal de

nosso trabalho, mereceu um delineamento mais aprofundado.
3.2.1 Iriddides de Verbenaceae

Este talvez seja a luz dos conhecimentos atuais, o principal grupo de
metabolitos secundarios dessa familia de vegetais superiores. Os iridoides apresentam
uma pronunciada distribuicdo em angiospermas notadamente em Lamiaceae,
Verbenaceae, Scrophulariaceae, Plantaginaceae, Rubiaceac e Apocynaceae

(HARBORNE, 1998). Sendo ndo raro, utildas como marcadores taxondmicos ao



nivel de género e subgénero (RIMPLER, 1986). Quimicamente sdo monoterpenos
modificados, apresentando um esqueleto formado por um nucleo ciclopentano unido a
a-pirona, conjunto estrutural conhecido como iridano (cis-2-oxabiciclo-[4,3,0]-nonano).
Lato sensu, também s3o incluidos os secoiridoides, caracterizados pela ruptura da

ligacdo entre C-7 e C-8 do anel ciclopentanico (Figura 13).
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10 iridano iridoide secoiridoide iridodial

Figura 13 — Sistema de numeragao e esqueletos de iridoides, R= H ou agucar.

A designacao iridoide teve origem no fato de que estas substancias derivam
do iridodial (Figura 13), metabdlito isolado da formiga australiana Ilridomyrmex
detectus que o biossintetiza para sua defesa frente a outros insetos (DA CUNHAet al .
2005; CAVILL et al. 1956; CAVILL E FORD, 1960; TRIM & HILL, 1952). A
semelhanca do que ocorre com o indican, quando de sua transformacdo em indigo',
alguns iridoides glicosilados sofrem hidrolises e suas agliconas apos oxidagdo ao ar,
transformam-se em derivados de coloracdo azulada, o que no passado levou alguns

pesquisadores a nomea-los de pseudo-indicans (MULERT, 2001).

Em geral se distinguem trés tipos de iridoides: os ndo glicosilados
(agliconicos) ou stricto sensu, os glicosilados e os secoiriddides ou lato sensu. Os
iridoides ndo glicosilados cujos exemplos classicos sdo os valtratos existentes na
valeriana (Valeriana officinalis L.) e a nepetalactona da erva-dos-gatos (Nepeta cataria
L.) caracterizados pela sua acdo sedativa (PROENCA DA CUNHA, 2005), cujas

estruturas podem ser visualizadas na Figura 14.

’0 indigo é um pigmento azul conhecido de épocas remotas, resultante de hidrolise enzimatica ou 4cida
do indican, glicosideo natural existente em alguns vegetais principalmente representantes do género
Indigofera (Fabaceae).



Figura 14 — Exemplos de iridéides ndo glicosilados: valtrato (I) e nepetalactona (II).

Os iridoides glucosilados representam o grupo mais numeroso com mais de
300 estruturas conhecidas. Os secoiridoides originam-se dos stricto sensu por ruptura da
ligacdao 7,8 do nucleo ciclopentanico (Figura 13), cada um conta com cerca de mais de
100 representantes ja descritos (BRUNETON, 1993). A maioria dos glicosideos de
iridoides /ato sensu sdo glucosideos, a ligacdo heterosidica sendo feita entre a hidroxila
do carbono anomérico da D-glucose e a hidroxila do carbono 1 da aglicona (Figura 13),
sdo exemplos muito conhecidos a loganina que contribui para o amargor da noz-vomica
(Strychnos nux-vomica L.), o asperuldsido e a aucubina (Figura 14), estes constituindo
os primeiros iridoides isolados e constantes em muitas Rubiaceae (BOURQUELOT &

HERISSEY, 1906).

Os iridoides de Verbernaceae encontram-se principalmente glicosilados,
sendo os mais freqlientes a lamiida (Bouchea — Chascarum — Citharexylum — Duranta —
Glandularia — Lantana), a ipolamida (Gladularia — Lantana - Priva — Stachyrtapheta),
o0 acido geniposidico que as vezes se encontra em forma de sal sddico (4loysia — Junella
— Lippia —Rhaphithamnus - Lantana ), o teviridésido e o lamiiésido (Bouchea —
Citharexylum — Duranta). Existem alguns iridoides bem caracteristicos de determinado
tdxon um exemplo marcante sdo os durantésidos em numero de cino e freqiientes em
Duranta. A Figura 15 mostra as estruturas desses iriddides mais comuns em géneros de

Verbenaceae.
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Figura 15 — Estruturas dos iridéides mais freqiientes em Verbenaceae.

Em Priva lappulacea ja foram relatados: ipolamida e catalpol (WILMANN,

1997), dados que confirmamos em nossos estudos.
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4.1 Perfil fitoquimico de Priva bahiensis e Priva lappulacea

Como forma de conhecer as caracteristicas fitoquimicas das duas
espécies aqui abordadas, precedendo um trabalho fitoquimico mais profundo e
buscando definir a melhor maneira de proceder na metodologia de extragdo e
isolamento dos metabolitos presentes, realizamos uma prospec¢do embasada
principalmente nos escritos de Harborne (1998) e Wagner (1996), porém procedimentos

classicos ainda em voga foram também considerados.
4.1.1 Material e Métodos

Cerca de 5 g de raizes e partes aéreas das duas espécies, fragmentadas
grosseiramente com um microprocessador doméstico, foram submetidos a infusdo
metandlica com agitagdo permanente durante 30 minutos. Dessa forma, apos filtragao
dos infusos, aliquotas (15 yL) aplicadas em placas prontas de gel de silica G 60, Merck
(Alemanha), art. 105554, empregando-se sistemas de desenvolvimento adequados, com
polaridade e constitui¢des distintas, de forma a se investigar tanto as moléculas com
caracteristicas agliconicas, quanto aquelas glicosidicas, revelando-se os cromatogramas
com reagentes especificos para cada grupo. Para a determinacdo dos polifenois,
alcaldides, glicosideos de iridoides e sapondsidos, utilizou-se como fase movel o
sistema acetato de etila-acido formico-acido acético-agua (100:11:11:26). O reagente de
Dragendorff, segundo proposi¢do de Munier ¢ Macheboeuf, foi empregado para a
pesquisa de alcaldides (WAGNER, ,1986)difenilborinato de aminoetanol
(=Naturstoffreagenz A) seguido de observacdo no U.V. (365 nm) para os polifenois
compreendidos por flavonoides, derivados chdmicos e glicosideos de fenilpropanoides
(WAGNER, 1996), excluindo-se as proantocianidinas que foram investigadas
empregando-se solugdo a 1% de vanilina em 4cido cloridrico concentrado
(ROBERTSON, 1956) e as cumarinas visualizadas a 365 nm; os iridoides com vanilina
sulfrica (WAGNER, 1996). Para os ensaios de triterpenos e esterdides empregou-se
como fase movel o sistema tolueno-acetato de etila (90:12) e como revelador o reagente
de Lierbermann-Bouchard, modificado (SHARMA e DAWRA, 1991). Na determinagao
de agucares redutores a fase movel foi constituida de n- butanol-acetona-tampao fosfato,
pH 5,0 (40:50:10), revelando-se o cromatograma com cloreto de trifeniltetrazolio
(RUSSEL, 1982). Para os saponosidos evocou-se a afrogenicidade dessas substancias,

sabendo-se que suas solugdes aquosas quando agitadas vigorosamente, produzem



espuma abundante e persistente, precedendo @se ensaio a analise por cromatografia. A
investigacdo de antraquinonas foi efetuada com o ensaio cldssico de Bornstrager
(WATTIEZ & STERNON, 1935). O Quadro 2 apresenta as condigdes experimentais

dos ensaios de prospeccao fitoquimica.
4.1.2 Resultados da Prospecc¢ao Fitoquimica

Os dois vegetais mostraram-se muito semelhantes quanto a composi¢ao
em metabolitos secunddarios, estes sendo representados majoritariamente por iriddides
glicosilados, fenilpropano glicosideos, alguns flavonoides, triterpenos e esterdides. Nao
foram constatados, alcaldides, cumarinas, taninos catéquicos (proantocianidinas
condensadas), leucoantocianidinas, sapondsidos e antraquinonas. Ensaios de co-
cromatografia em camada delgada com amostras auténticas dessas substancias nos
permitiu identificar o verbascosideo (fenilpropanoglicosideo) e a luteolina (flavona),
presentes nas partes aéreas das duas espécies em estudo (Figuras 16 e 17). B—sistoterol e
B-amirina foram igualmente constatados nas raizes e partes aéreas dos dois vegetais.
(Figuras 18 e 19). Nessas circunstancias também foi possivel constatar a identidadede

um dos iridéides como sendo a ipolamida (Figura 19).

Quadro 2 — Condi¢des cromatograficas da prospecgao fitoquimica de P. lappulacea e P.
bahiensis.

METABOLITOS MEASH. REAGENTE REFERENCIA
Alcalbides A Dragendorff WAGNER, 1986
Triterpenos B Liebermann SHARMA, 1991
Esteroides B Liebermann SHARMA, 1991
Iridoides A Vanilina sulfurica HARBONE, 1998
Saponosidos - Afrogenicidade COSTA, 1967
Flavonoides A Difenilborinato WAGBER,
Cumarinas C UV-365 nm WAGNER, 1986
Taninos catéquicos A Vanilina cloridrica ROBERTSON, 1956
Leucoantocianidinas A Vanilina cloridrica ROBERTSON, 1956
Fenilpropanoglicosideos A Difenilborinato WAGBER,
Derivados cinamicos A Difenilborinato WAGBER,
Acucares redutores D trifeniltetrazolio RUSSED.,
Antraquinonas - Bornstragen WATIEZ, 1935

A = Acetato de etila-acido acético-acido féormico-dgua (100:11:11:26, v/v)

B = Tolueno-acetato de etila (90:10, v/v)

C = Tolueno-acetato de etila-acido formico (6:4:1, v/v)
C = n-butanol-acetona-tampao fosfato pH 5,0 (4:5:1, v/v)




Figura 16 - Caracterizacdo do
verbascosideo (V) em P. bahiensis (Pb)
e Priva lappulacea (P1).
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Figura 18 — Triterpenos e esterdides nas
raizes de P. Dbahiensis (Pb), P.
lappulacea (P1) e padrao (Pt) = pB-
amirina+ B-sitosterol+ac. ursélico.

Figura 17 — Flavonoides glicosilados
em P. bahiensis (Pb), P. lappulacea (P])
e padrao (P) = rutina+ac.
clorogénico+luteolina-7-glicosideo.
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Figura 19 - Triterpenos ¢

esterdides nas partes aéreas de P.
bahiensis (Pb), P. lappulacea (PI)
e padrao (Pt) = P-amirina + (-
sitosterol + ac. ursolico.



4.2 Isolamento dos iridoides de Priva bahiensis e Priva lappulacea

A constatagdo de que iridoides glicosilados eram as principais
substancias presentes nas duas espécies de Priva, € que estes aparentemente nao haviam
sido descritos, nos conduziu ao desenvolvimento de uma marcha extrativa buscando seu

isolamento e caracterizagao.
4.2.1 Material e Métodos

Amostras de 600 g de folhas recentemente coletadas foram reduzidos a
pequenos fragmentos com um microprocessador doméstico e submetidos a infusdo
metanolica ( 3 L), apés 30 minutos de agitagdo constante. Apoés filtragdo, o solvente foi
eliminado a vacuo, a temperatura ambiente (28 °C), resultando um residuo castanho
esverdeado (23,6 g). Este material foi retomado em dgua destilada e submetido a uma
coluna de fase reversa preparada com Duolite S-861 suspensa em agua destilada, sendo
desenvolvida com essa fase movel até obtencdo de 5 L de eluente (XAVIER, 1988),
monitorando-se as fragdes aquosas por CCD empregando-se placas prontas de gel de
silica Merck-Alemanha (art. 105553) e vanilina cloridrica como reagente para
determinar a presenca de algum iridoide. Finalmente procedeu-se a desadsor¢do dos
iridéides empregando-se acetona (3 L). As fracdes acetonicas foram monitoradas por
CCD e reunidas aquelas contendo as substancias iridoidicas. Apos eliminagdo do
solvente a vacuo e a temperatura ambiente (28 °C), obteve-se um residuo castanho-claro
(16,7 g). Parte deste material (8 g) foi submetida a cromatografia de adsor¢ao em gel de
silica Merck para coluna (70-230 mesh), empacotada com 800 g de fase estacionaria em
acetado de etila, procedendo-se a elui¢do inicialmente com esta fase mével, alterando-se
a polaridade no decurso da cromatografia adicionando-se 2%, 5% e 10% de metanol.
Obtendo-se desta forma 120 fracdes de 50 mL cada uma. As fragdes iniciais (14-27)
mostraram-se compostas por material polifenolico, perceptivel pela coloragao
amarelada das mesmas e monitoramento por CCD. As fracdes obtidas com 5% de
metanol (67-89) mostraram conter o iridéide de menor polaridade em boa concentragao,
mas ainda com impurezas, este material foi reunido e apds eliminagdo do solvente a
vacuo forneceu um poé esbranquigado pesando 560 mg, codificado como JL1. As fragdes
restantes eram uma mistura dos dois iriddides, este material apos eliminagdo do solvente
a vacuo forneceu 114 mg de pd esbranquicado, sendo codificado como JL2. Para
obtengdo de JL1 puro foi necessdrio recromatografar duas vezes a amostra em

condi¢des cromatograficas idénticas, empregando-se 200 g de gel de silica como fase



estaciondria. JL2, no entanto mostrou-se dhficil purificacdo, mas obteve-se apds
algumas recromatografias (3) cerca de 20 mg de material praticamente puro, o esquema

a seguir resume o procedimento extrativo efetuado (Figura 20).

Um protocolo de extracdo e isolamento, com as mesmas caracteristicas
desse que ora relatamos e empregad em material vegetal oriundo de P. lappulacea foi
efetuado comP. bahiensis , resultando no isolamento e caracterizagdo dos mesmos

iridoides.

Partes aéreas (600 g)

metanol (3 L), agitacdo 30’
(infus2o)

Extrato Metandlico
i véowo, (28 °C)
Residuo (236 g)

| o

l Cduna de Dudite S861

(HHO ~ i (2) acstora

Residuo (16,7 g)
Desprezado
Cduna 2 e Sllica
(1) Acetato de etila
(2) Acetato de dilaVEtand (2%, (5%), (10%)
(5% (10%

JL1/\ JL2

Figura 20 — Esquema de obten¢do das substincias JL1 e JL2
das duas espécies de Priva estudadas.



4.2.2 Resultados

A identificagdo de JL1 e JL2 foi efetuada por cromatografia em camada
delgada comparando-se com padrdes auténticos, JL1 foi ainda caracterizado por
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear protonica e de carbono treze
(Apéndice VI, VII, VIII), além de comparacdo com dados da literatura (MULERT,
2001), tratando-se de ipolamida (Figura 21). JL2 com base em dados de cromatografia e

da literatura (MULERT, 2001) mostr ou tratar-se de catalpol (Figura 21).
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Figura 21 — Estruturas moleculares de JL.1 (Ipolamida) e JL2 (Catalpol).
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5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 Bioatividade

Os ensaios de bioatividade foram conduzidos com extrato de material
vegetal oriundo de Priva lappulacea considerando que o materal disponivel relativo a
Priva bahiensis era muito pouco e ja haviamos empregado sua maior parte nos
protocolos farmacobotanicos e fitoquimicos. A definicdo teve como critério a
disponibilidade em nossas instituigdes e, principalmente com base nos tipos de
substancias detectados: flavonoides, fenilpropanoglicosideos, triterpenos/esteroides e,
sobretudo iridoides glicosilados, pois sdo estes em realidades sobejamente majoritarios
nessa taxa. Dessa forma procedeu-se inicialmente o estabelecimento da toxicidade,
procedendo-se entdo os outros ensaios: todos sendo alvo de preparacio e

encaminhamento a publicagdo, e se encontram definidos nos Apéndices I, II, III, IV e V.
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6- CONCLUSAO

A estrutura anatomica dos orgdos vegetativos de Priva lappulacea (L.) Pers.
foram descritos e caracteres auxiliares foram identificados, contribuindo para o

diagnostico desta espécie, ampliando assim o conhecimento das Verbenaceae.

A prospeccao fitoquimica das parte€reas comprovou a presenca de
flavondide (luteolina), fenilpropanoide (verbascosideo)triterpeno (4c. ursolico),

esterdide (B-sitosterol), agucar redutor (glicose) e iridoides (ipolamida e catapol).

O estudo da bioatividade do extrato bruto metanolico das partes aéreas de
Priva lappulacea, mostrou-nos que este taxon, quando testado por via intraperitonial

nao ¢ toxico e apresenta atividade antiinflamatéria pronunciada.

O extrato bruto metanodlico de Priva lappulacea, apresentou inibicdo do
crescimento de 64,20% frente ao sarcoma 180 e 80,54% para o carcinoma de Erlich, a

substancia pura obteve uma redugdo de 77,92% sobre o carcinoma de Erlich.

Ao concluirmos este trabalho verificamos que novas perspectivas surgem
para a realizagdo de mais investigagcdes do potencial destas duas espécies de Priva que

ocorrem em nosso Estado.
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APENDICE 1

(Artigo submetido a Revista Brasileira de Farmacognosia)

Morfoanatomia, Histoquimica e Perfil Fitoquimico de Priva lappulacea
(L.) Pers. (Verbenaceae)

Jovita Maria de Farias Braga', Rejane Magalhdes de Mendonga Pimentel”*, Clébio

Pereira Ferreira®, Karina Perrelli Randau', Haroudo Satiro Xavier'

' Laboratério de Farmacognosia, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, 50740-521, Recife, Pernambuco, Brasil.
? Laboratério de Fitomorfologia Funcional, Departamento de Boténica; Universidade
Federal Rural de Pernambuco — UFRPE, 52171-900, Dois Irmaos, Recife, Pernambuco,

Brasil.

RESUMO: “Morfoanatomia, Histoquimica e Perfil Fitoquimico de Priva
lappulacea (L.) Pers. (Verbenaceae)”. Este estudo descreve a anatomia e analisa a
histoquimica dos 6rgaos vegetativos de Priva lappulacea (L.) Pers. Sec¢des transversais
e paradérmicas, a mao livre, de material fresco e fixado foram utilizadas para as analises
anatomicas e histoquimicas, usando microscopia Optica. Os caracteres anatdmicos sao
comuns aquela descritas para a familia, podendo ser utilizadas como diagnostico na sua
identificacdo. Destacam-se, nas folhas, os tricomas, glandular e ndo-glandular,
estdmatos anomociticos em ambas as faces da epiderme e mesofilo dorsiventral. As
expansoes no peciolo sdo acrescentadas a diagnose da espécie. Estudo fitoquimico
realizado com as partes aéreas mostrou a presenga de triterpeno (acido ursodlico) e
esteroide (B-sitosterol), iridoides (ipolamida e catalpol), agucar redutor (glicose),
flavonoide (luteolina) e fenilpropandide (verbascosideo). Nas raizes foi encontrada
apenas glicose e dois iridoides estiveram presentes no caule e folhas. Alcaldides,

* " E-mail: pimentel@db.ufrpe.br, Tel. + 55-81-33206357. FAX. + 55-81-33206360.



saponinas, cumarinas, derivados cindmicos, proantocianidinas condensadas e
leucoantocianidinas ndo foram constatados nas partes analisadas. A descri¢do anatomica
e os testes histoquimicos sdo inéditos para P. lappulacea.

Unitermos: Priva lappulacea, Verbenaceae, morfoanatomia, perfil fitoquimico.

ABSTRACT: “Morfoanatomy, Histochemistry and Phytochemical Screening of
Priva lappulacea (L.) Pers. (Verbenaceae)”. This study describes the anatomy and
analyze the histochemistry of the vegetative organs of Priva lappulacea (L.) Pers.
Transversal and paradermical freehand sections of fresh and fixed material were used
for the anatomical and histochemical analyses, using optical microscopy. The
anatomical characters are common to that described for the family, being able to be
used to diagnosis in it identification. The leaves are highlighted by the presence of
glandular and non-glandular trichomes, anomocytic stomata on both faces of the
epidermis and dorsiventral mesophyll. The expansions in the petiole are added to the
diagnosis of this specie. The phytochemical study carried out with aerial organs showed
the presence of triterpene (ursolic acid) and steroid (B-sitosterol), iridoids (ipolamide
and catalpol), reducing sugar (glucose), flavonoid (luteolin) and fenilpropanoid
(verbascosides). In roots only glucose was found and two iridoids are present in stem
and leaves. Alkaloids, saponins, cumarines, cinamic acid derivates, proantocianidines
condensed and leucoantocianidines were not checked in the analyzed parts. The
anatomical description and the histochemical tests are unpublished for P. lappulacea.
Keywords: Priva lappulacea, Verbenaceae, morphoanatomy, phytochemical screening.
INTRODUCAO

A familia Verbenaceae esta constituida de, aproximadamente, 100 géneros e 2600
espécies (Cronquist, 1981) ocorrendo em regides temperadas, tropicais e



subtropicais de ambos os hemisférios (Troncoso, 1974; Troncoso e Botta, 1993,
citados por Bonzani, 2003). Seus representantes apresentam habito variado, desde
arvores de grande porte (Tectoma grandis L.) até ervas (Verbena officinalis L.)
(Metcalfe e Chalk, 1972).

O Género Priva possui cerca de 20 representantes, dois ocorrentes no Brasil. No
nordeste do Brasil ¢ conhecida popularmente como “carrapicho” e “pega pega”, devido
as suas caracteristicas pegajosas e ¢ citada na literatura como vermifuga (Metcalfe e
Chalk, 1972).

Entre as dicotiledoneas que contém principios aromaticos, esta familia se destaca
por ter alguns de seus representantes utilizados na medicina popular por suas
propriedades digestivas (Fester et al., 1961; Sorarti e Bandoni, 1978; Ratera e Ratera,
1980; Toursarkissian, 1980; Gupta, 1995; Alonso, 1998, citados por Bonzani, 2003).
Segundo Metcalfe e Chalk (1972), as folhas de espécies de Verbenaceae, incluindo
Priva echinata Juss., sdo utilizadas no preparo de chas.

Investigacdes acerca da anatomia da familia Verbenaceae tém enfatizado
algumas espécies, sem qualquer citagdo para representantes do género Priva. Espécies
pertencentes ao género Lippia foram mais extensamente investigadas, quanto a
determinagdo de seus constituintes quimicos (Costa et al., 2002) e sua comprovada acdo
antiinflamatodria (Pérez et al., 2005) e antibidtica (Kunle et al., 2003). Poucos estudos
quimicos foram descritos em P. lappulacea, na literatura registra-se apenas a
identificacao dos iridoides ipolamida e catalpol (Mulert, 2001).

O objetivo deste estudo foi descrever a estrutura anatdomica dos 6rgaos vegetativos (raiz,
caule e folha) de Priva lappulacea (L.) Pers., visando identificar caracteres auxiliares no

diagnostico desta espécie e ampliar o conhecimento da anatomia dos representantes da
familia Verbenaceae que ocorrem no nordeste do Brasil.



Além disso, uma andlise fitoquimica e testes histoquimicos foram realizados
para a verificacdo da presenga de metabdlitos secundarios e os locais de sua ocorréncia

na planta.

MATERIAL E METODOS

Amostras de raiz, partes aéreas (caule e folas) de Priva lappulacea (L.) Pers.
foram coletadas no Campus da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), em
Recife, Pernambuco, Brasil, de diferentes individuos ocorrendo naturalmente no campo.
O material testemunho foi depositado no Herbario Dardano de Andrade Lima da
Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria, IPA (IPA — 70200). A identificagdo
da espécie foi realizada através de comparagdes morfoldgicas com descrigdes de
Kobuski (1926), o qual fez uma revisao do género Priva.

Material botanico, fresco e fixado em FAA 50 (Johansen, 1940) foi usado para a
andlise anatomica. Laminas semipermanentes foram produzidas com secgdes
transversais, a mao livre, da raiz, caule e por¢cdo mediana do peciolo e ldmina foliar, na
regido mediana da nervura principal. Fragmentos epidérmicos, de ambas as faces
foliares, foram obtidos apds dissocia¢do, por imersdo em solugdo de hipoclorito de
sodio a 20%, por 48-72 horas. As amostras foram coradas com safranina (solucao
alcoolica) 1%, azul de astra (solugdo aquosa) 1% e azul de metileno (solu¢do aquosa)
1%, com montagem em glicerina aquosa 50% (Krauter, 1996).

Secc¢des de material fresco foram submetidas a testes histoquimicos para a identificacao

dos grupos metabdlicos: alcaldides, amido, compostos fenolicos gerais, lignina e
lipideos nos orgaos vegetativos de P. lappulacea, seguindo as indicacdes



contidas nas referéncias indicadas na Tabela 1. As reagdes foram acompanhadas
e fotografadas sob microscopia dptica de luz visivel.

Imagens digitais das secgdes histologicas, dos diferentes 6rgdos vegetativos da
espécie em estudo, foram produzidas sob microscopia dptica (Olympus) com camera
digital (Sony W5) acoplada. As escalas e numeracdes foram inseridas utilizando-se
imagens de lamina micrométrica, obtidas sob condicOes idénticas aquelas utilizadas
para a confec¢do das imagens das secc¢des histologicas e programa Photoshop, versao
7.0 (Adobe Systems).

As terminologias utilizadas neste estudo seguiram Metcalfe e Chalk (1972/1988)
e a classificacdo dos estomatos seguiu Baranova (1987).

O perfil fitoquimico foi realizado através de extratos metandlicos das partes
aéreas. Os extratos foram analisados por cromatografia em camada delgada
(cromatoplacas de gel de silica Merck-Alemanha), empregando-se diversas fases

moveis e reveladores adequados, de acordo com a metodologia descrita na Tabela 2.

Tabela 1. Testes histoquimicos realizados nos 6rgdos vegetativos de Priva lappulacea (L.) Pers.

Grupos de Metabdlitos Luz visivel Referéncia

Alcaloides Dragendorff Furr & Mahlberg, 1981
Reagente de Wagner Wagner & Bladt, 1996

Amido Lugol Johansen, 1940

Compostos Fenolicos Gerais  Cloreto férrico Johansen, 1940

Lignina Floroglucinol acidificado Johansen, 1940

Lipideos Sudan I1I Sass, 1951

Taninos Vanilina cloridrica Sarkar & Howarth, 1976




tbela 2. Sistemas cromatograficos e reveladores utilizados para o perfil fitoquimico de Priva

npulacea (L.) Pers.
etabdlitos

caloides

iterpenodides e
terdides

doides

poninas

sucares redutores

imarinas

srivados cinamicos

avonoides

nilpropanoglicosideos

oantocianidinas
ndensadas e

ucoantocianidinas

Sistemas de eluiciao
AcOEt- HCOOH-AcOH- H,O
(100:11:11:27v/v)
AcOEt-HCOOH-AcOH- H,O

(100:0,5:0,5:0,5v/v)

AcOEt-HCOOH-AcOH- H,O
(100:11:11:27v/v)
AcOEt-HCOOH-AcOH- H,O
(100:11:11:27v/v)
n-BuOH-Me,CO- Tampao
fosfato pH= 5,0 (40:50:10v/v)
Eter-tolueno-AcOH 10%
(50:50:50v/v)
AcOEt-HCOOH-AcOH- H,0

(100:11:11:27v/v)

AcOEt-HCOOH-AcOH- H,0

(100:11:11:27v/v)

AcOEt-HCOOH-AcOH- H,0
(100:11:11:27v/v)
AcOEt-HCOOH-AcOH- H,0

(100:11:11:27v/v)

Reveladores

Dragendorff

Lieberman/Burchard

Vanilina sulfurica

Vanilina sulfurica

Trifeniltetrazolio

U. V. (365 nm)

NEU

NEU

NEU

Vanilina cloridrica

Referéncia

Wagner, 1996

Harborne, 1998

Wagner, 1996

Wagner, 1996

Metz, 1961

Wagner, 1996

Wagner, 1996;
Neu, 1956
Wagner, 1996;
Neu, 1956

Wagner, 1996

Roberts, 1957




RESULTADOS

Priva lappulacea, uma espécie pertencente a familia Verbenaceae, ¢ uma erva
daninha perene anual, quase cosmopolita, com caule do tipo haste decumbente ou
procumbente, geralmente tetragonal, folhas opostas, cruzadas, com gemas axilares,
lanceoladas, peciolo delgado e piloso; lamina foliar membranosa, oval e serrilhada,
geralmente subtruncada ou subcordada (ou aguda quando jovem) na base, pilosa em
ambas as faces (Wiggins e Porter, 1971, citado em Hawaiian Ecosystems at Risk
project, 2006).

O contorno da raiz de P. lappulacea ¢é circular (Figura 1) e, em estrutura
primaria, estd revestida por epiderme uniestratificada, com células cobertas por cuticula
delgada e exoderme com paredes fracamente lignificadas. O coértex, em estrutura
secunddria, ¢ revestido por periderme, composta por suber, felogénio e feloderme, sem
distingdo entre cortex externo e interno (Figura 2). Idioblastos presentes no cortex
radicular, em estrutura primdria e secundaria, consistem de células arredondadas,
repletas de pequenas drusas de oxalato de célcio (Figura 2). O coértex ¢ limitado
internamente por uma endoderme constituida por uma tnica camada de células.

O caule tem contorno quadrangular, uma medula ampla, constituida por células
parenquimaticas com paredes delgadas, oca na regido central (Figura 3). Esta revestido
por epiderme semelhante aquela da raiz, imediatamente seguida por varias camadas de
colénquima angular nas regides angulares (Figura 4). E observada a presenca de
estdmatos anomociticos projetados acima do nivel das demais células da epiderme. No
cortex sdo encontrados pequenos grupos isolados de fibras sobre a regido do floema
(Figura 4). O caule ¢ eustélico, com sistema vascular fechado e colateral, Uinico e

continuo, com distribui¢cdo paratraqueal.



Figuras 1-4. Priva lappulacea (L.) Pers. (Verbenaceae): 1. raiz em sec¢do
transversal; 2. cortex radicular; 3. caule em seccdo transversal; 4. colénquima

angular no cortex caulinar e grupos de fibras sobre o floema (setas).

A folha apresenta peciolo de contorno circular, em vista transversal, com duas projegdes
laterais arredondadas, projetadas para a face adaxial da lamina foliar (Figura 5). A
epiderme que recobre a face abaxial do peciolo, incluindo as projecdes arredondadas
laterais, apresenta inimeros tricomas tectores e glandulares (Figura 5). Imediatamente
abaixo da epiderme existem cerca de duas camadas de colénquima do tipo angular,
contornando todo o peciolo. Os tricomas glandulares sao semelhantes aqueles
encontrados no caule e estdo encimados por uma ou duas células vesiculares; a base dos
tricomas tectores esta constituida por células situadas em um nivel acima das células
fundamentais da epiderme (Figura 6). Em vista transversal, o feixe vascular



mediano tem forma de arco crescente do tipo aberto, constituido por dois grupos
de feixes vasculares colaterais descontinuos (Figura 5). Na regido da interrup¢do dos
feixes existem pequenos grupos de células de condugdo. Em cada projecao arredondada
¢ encontrado um feixe vascular subsidiario do tipo (Figura 6).

A lamina foliar, em vista transversal, estd revestida por uma epiderme
unisseriada, coberta por cuticula delgada, com estdmatos anomociticos presentes em
ambas as faces (Figuras 7 e 8), ligeiramente projetados acima do nivel das demais
células da epiderme, semelhante ao que ocorre no caule. Os estomatos se apresentaram
em maior numero ¢ menores tamanhos na face abaxial, quando comparados aqueles
observados na face adaxial (Figuras 7 e 8).

Na lamina foliar, tricomas tectores e glandulares sdo encontrados,
exclusivamente, sobre a regido da nervura principal (Figura 9), do mesmo modo que
tricomas glandulares sdo exclusivos e esparsos sobre o limbo foliar. Tricomas conoidais
(Figura 10) s3o vistos na regido da costela inferior da nervura principal. Os tricomas
glandulares estdo constituidos por duas células pedunculares curtas, encimadas por duas
células vesiculares arredondadas (Figura 11).

A simetria do mesofilo ¢ dorsiventral, constituido por uma camada de
parénquima palicadico e trés camadas de parénquima esponjoso, com o pali¢adico
ocupando cerca de 50% da espessura (Figura 9).

A nervura principal, na por¢cdo mediana da lamina foliar, apresenta secgao
transversal biconvexa (Figura 9), com feixe vascular colateral em forma de arco

crescente aberto, aparentemente sem fibras constituindo o feixe.



Figuras 5-11. Priva lappulacea (L.) Pers. (Verbenaceae): 5. peciolo em secgdo
transversal; 6. detalhe da proje¢ao arredondada do peciolo; 7 e 8. vista frontal da
epiderme foliar, faces adaxial e abaxial, respectivamente; 9. vista transversal da
folha, mostrando a nervura principal e mesofilo dorsiventral, 10 e 11. tricomas

foliares, conoidal e glandular, respectivamente.



Na caracterizac¢ao histoquimica, tanto o teste com Dragendorff como o reagente
de Wagner foram negativos. A colora¢do azul-negra indicou a presenga de amido no
clorénquima presente no cortex radicular (Figura 12), peciolo (Figura 13) e mesofilo. A
presenca de compostos fenodlicos gerais foi mais evidenciada no suber e parénquima
cortical da raiz (Figura 14), no clorénquima caulinar e foliar, incluindo a regido das
expansdes do peciolo (Figura 15). A cor vermelha nas paredes das células de xilema
indicou a presenca de lignina em elementos de condugdo do xilema e fibras, em todos os
orgaos estudados. Foi observada uma fraca lignificagdo em grupos de fibras sobre a
regido do floema no feixe vascular do caule (Figura 16), destacando-se a aparente
auséncia de fibras constituindo o feixe vascular do peciolo (Figura 17). A aplicagdo do
Sudan III evidenciou a presenga de lipideos, cutina e suberina, através da coloracao
amarelo-alaranjada na cuticula, especialmente no caule, no clorénquima, com destaque
nas proje¢des do peciolo, no suber e cortex radicular (Figura 18), e no parénquima
cortical do caule. Quanto a presenca de taninos, foi detectada uma coloragdo cinza na
cuticula, nas paredes dos elementos de condugao do xilema e nas camadas mais externas

do suber radicular.



100um

Dragendorf alcaloides amido

Figuras 12-14. Reacdes histoquimicas em Priva lappulacea (L.) Pers. (Verbenaceae):
12. alcaldides no clorénquima e células vesiculares do tricoma glandular na 1dmina
foliar; 13 e 14. amido no cortex radicular e projecdo lateral do peciolo,

respectivamente;

100um 148

fenol Lignina

Figuras 15-18. Reacdes histoquimicas em Priva lappulacea (L.) Pers. (Verbenaceae):
15 e 16. compostos fendlicos na feloderme radicular e clorénquima do peciolo,
respectivamente; 17 e 18. lignina nas paredes dos elementos de xilema e fibras no

caule e nos elementos de condugdo do xilema na nervura principal, respectivamente;



Sudan Tanino

Figuras 19-20. Reacdes histoquimicas em Priva lappulacea (L.) Pers. (Verbenaceae):
19. goticulas de compostos graxos de cadeia longa (cutina, suberina e outros lipidios)

no parénquima cortical radicular (setas); 20. tanino presente no suber radicular.

O ensaio fitoquimico evidenciou a presenga de triterpenos e esteroides,
iridoides, acucares, flavondides e fenilpropanodides no caule e folhas. Permitiu, ainda, a
identificacdo de [-sitosterol, acido ursélico, ipolamida, catalpol, verbascosideo e
luteolina. Nao foi detectada a presenca de alcaldides, saponinas, cumarinas, derivados
cindmicos, proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas e os iridoides

assinalados foram as tGnicas substancias detectadas nas raizes.



DISCUSSAO

Com base nas observagdes anatomicas realizadas em P. lappulacea foi
verificado que muitas das estruturas sdo comuns aquela descritas para a familia, de
modo que estas caracteristicas podem ser utilizadas como caracteres diagndsticos na
identificacdo desta espécie. Dentre estes caracteres, destacam-se aqueles observados nas
folhas, como os tipos de tricomas, glandular e ndo-glandular, e o mesofilo dorsiventral,
segundo Metcalfe e Chalk (1972/1988). Além disso, todas as descricdes acerca da
morfologia foliar ndo se referem as expansdes existentes no peciolo, detalhe que pode
ser acrescentado a diagnose da espécie.

Em Lippia Alba, Ferreira (2003) observou tricomas tectores, quase sempre
unicelulares, e tricomas glandulares sésseis ou com pedicelo muito curto, encimando
cabecas glandulosas, uni ou pluricelulares, neste ultimo caso, geralmente bicelular,
como encontrado na espécie em estudo.

Os estomatos sdao encontrados em ambas as faces foliares nas espécies de Priva
(Metcalfe e Chalk, 1972). Todos os estdmatos observados nesta espécie sao
anomociticos (Figuras 7 e 8), concordando com a descricdo deste tipo de estdmato
apresentada por Baranova (1987), Metcalfe e Chalk (1988) ¢ Van Cotthem (1970). Esta
classificagdo estd baseada na topografia e disposicdo das células ao redor das células
estomaticas, sem relacdo com a ontogenia do aparelho estomatico. Metcalfe e Chalk
(1988) afirmaram que na familia Verbenaceae podem ser encontrados estomatos
anomociticos, paraciticos anisociticos e diaciticos. Entretanto, em P. lappulacea foram
observados apenas estomatos do tipo anomocitico. Segundo Metcalfe e Chalk (1988), a
classificagdo do tipo de estdmato tem grande importancia taxonomica.

Foi realizada uma comparagao entre os resultados da histoquimica e da fitoquimica.
Constatou-se a presenca de taninos histoquimicamente, mas nao



fitoquimicamente. Isto pds em evidéncia a possibilidade de um resultado falso-
positivo para taninos nos ensaios histoquimicos, uma vez que a cromatografia em
camada delgada ¢ um método mais sensivel para a deteccdo dos metabodlitos. Assim,
quando o reagente utilizado foi o cloreto férrico, 0 mesmo agiu sobre os taninos e
diversos outros fendis existentes nas células (Kraus e Arduin 1997). Por outro lado,
quando o reagente utilizado foi a vanilina cloridrica observou-se a coloracdo das
células. No perfil fitoquimico ndo foi evidenciado tanino, concluindo, assim, que os
metabolitos corados com a vanilina cloridrica foram os iriddides, € ndo os taninos, uma
vez que esse revelador caracteriza os iridoides. Este resultado contribuiu para a
localizagdo dos iriddides nas paredes dos elementos de conducdo do xilema e nas
camadas mais externas do suber radicular.

Em relacdo a todos os outros testes histoquimicos, todos se mostraram
fidedignos quando comparados ao perfil fitoquimico.

Quimicamente, ainda foi caracterizada, por co-cromatografia (usando-se
padrdes), a presenga de luteolina (flavona) e verbascosideo (glicosideo de
fenilpropanoide); todos sdo substancias conhecidas e que estdo sendo descritas pela
primeira vez para o taxon em questdo. O verbascosideo e a luteolina sdo compostos
largamente encontrados nos vegetais que apresentam atividade antibacteriana e
antifungica. A presenga dos iriddides (aqui isolados e caracterizados por métodos
fisicos) ¢ mais interessante por estar restrita a determinados grupos de vegetais e por
estes apresentarem uma gama de atividades farmacologicas, especialmente

antiinflamatoria.
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APENDICE II

Estudos preliminares da propriedade antiinflamatoria do extrato
bruto metandlico das partes aéreas de Priva lappulacea (L.) Pers.
(Verbenaceae)
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Resumo

A avaliacdo da atividade antiinflamatéria do extrato bruto metanolico das partes aéreas
de Priva lappulacea (L.) Pers, foi realizado em ratos Wistar (Rattus Navergicus)
machos adultos, por via intraperitoneal. O método utilizado foi o edema de pata
induzido por carragenina. O edema apresentou inibi¢ao significativa (p < 0,05) na fase
final da inflamacdo para as duas doses utilizadas. Os efeitos benéficos de varias
substancias que agem sobre o processo e mecanismo da inflamagdo sdo
indiscutivelmente incontestdveis, embora haja variedades de acordo com o tipo de
inflamacdo, com a utilizagdo do produto, o grau deste processo e a eficacia da

substancia ou farmaco utilizado.

Palavras-chave: Priva lappulacea (L.) Pers.; Verbenaceae; Atividade anti-inflamatoéria;

ratos.
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Preliminary studies of the anti-inflammatory properties of the
methanolic crude extract of the aerial parts of the Priva lappulacea (L.)

Pers. (Verbenaceae)

Abstract

The evaluation of the antiinflammatory activity of the methanolic crude extract of the
aerial parts of the Priva lappulacea (L.) Pers, was carried through in adult male Wistar
rats, for saw intraperitoneal. The used method was carrageenan-induced paw edema.
The edema presented significant inhibition (p < 0,05) in the final phase of the
inflammation for the two tested doses. The beneficial effects of various substances that
act on the process and mechanism of inflammation are undoubtedly indisputable,
although there are varieties according to the type of inflammation, with the use of the

product, the extent of this process and effectiveness of substance or drug use.

Key words: Priva lappulacea (L.) Pers; Verbenaceae; Anti-inflammatory evaluation;

rats.



1 .Introducio

Priva lappulacea (L.) Pers. (Verbenaceae) ¢ uma erva daninha encontrada em
paises de clima tropical, inclusive o Brasil. Poucos sdo os estudos relevantes sobre as
propriedades farmacologicas das Privas. Ja foram descritas propriedades
antiinflamatorias de Verbenaceae, porém nenhum relato existe sobre a propriedade
antiinflamatoria desta planta.

O género Priva conta atualmente com cerca de 30 espécies com distribuicdo
pan-tropical, inseridas principalmente em regides do Novo Mundo, do sul dos Estados
Unidos ao Norte da Argentina e Chile. Algumas espécies ocorrem também na Africa e
Asia. A espécie Priva lappulacea (Verbenaceae) é uma planta com caracteristicas de
daninha; aclimatada em muitos paises tropicais e tem ampla distribuicdo em nossa
regido. Em Pernambuco, floresce e frutifica durante todo o ano, sendo mais evidente
apos as primeiras chuvas do periodo invernoso de abril a julho.

O extrato bruto metanolico de Priva lappulacea apresenta como constituintes:
iridoides glicosidicos (Ipolamida e Catapol), fenilpropanoglicosideo (Verbascosideo —
Braga, 2007) e flavonodide (Luteolina- Braga, 2007). Este trabalho teve como objetivo
realizar ensaios preliminares da atividade antiinflamatoria de Priva lappulacea (L.)

Pers.



2. Metodologia

2.1. Material botanico

As partes aéreas da Priva lappulacea foram coletadas no Campus da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Cidade do Recife, Pernambuco, Brasil. A
exsicata da espécie vegetal foi identificada pela Dr* Rita de Céssia. O material
testemunho foi depositado no Herbario Déardano de Andrade Lima da Empresa

Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria, IPA (IPA —n° 70200).

2.2. Preparagdo do Extrato

As partes aéreas de Priva lappulacea foram dessecadas por 72 horas em estufa a
45°C, em seguida foram trituradas e pesadas. ApOs o processo de maceracdo em
metanol, o material foi submetido a filtragdo e levado ao rotaecvaparador (BUCHII — RE
121) até a obtencao do residuo do extrato bruto metanolico (EBM) das partes aéreas de

P. lappulacea, o qual foi utilizado para a realizacdo do teste antiflogistico.

2.3. Animais

Foram utilizados ratos (n=5/grupo) albinos Wistar machos adultos (Rattus novergicus)
com 180-250 g de pesos corporeo e com 60 dias de idade. Os animais foram
provenientes do Biotério do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de
Pernambuco, acondicionados em gaiolas de polipropileno, com temperatura de 22 + 2°C
e condic¢des controladas de iluminacao (ciclo claro/escuro de 12 horas



cada), receberam agua ad libitum. O protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de FEtica em Experimentagio Animal (CEEA) da UFPE, processo n °
23076.000431/2007-72.

Os animais foram privados de alimentagdo por um periodo de 18 horas antes

do experimento, com agua ad libitum.

2.4. Estudos preliminares de atividade antiinflamatoria

2.4.1. Estudo antiinflamatorio

Utilizou-se 0 modelo de inflamagdo aguda, conhecido como edema de pata
induzido por carragenina (Winter et al, 1962) por ser um método rapido e estavel
(Mascolo et al, 1997). Inicialmente, realizou-se a mensuragdo da pata traseira direita dos
animais; para posterior indu¢do do edema através de uma injecdo subplantar de 0,1 ml
de carragenina (SIGMA PRODUCT) a 0,1 %.

Trinta minutos ap6s foi realizada uma nova mensuracdo das patas edemaciadas
utilizando plestimometro adaptado e administrou-se por via intraperitoneal solug¢do
salina nos grupos controles, e nos tratados solugdo diluida do EBM das partes aéreas de
Priva lappulacea nas doses de 150 e 300 mg/kg (v.i.p.) de peso corpdreo, estipuladas a
partir da avaliagdo da toxicidade aguda do vegetal.

No grupo padrao foi utilizada indometacina (MERCK/SHARP) nas
concentragdes de 10 mg/kg (v.ip.) de peso corporeo, por ter propriedades
antiinflamatodria e analgésico-antipiréticas proeminentes, semelhantes as dos salicilatos
(Gilman et al, 2003). Efetuou-se a mensuragdo a cada 60 minutos durante 6 horas. O

percentual de inibicao foi calculado através da formula:



% de inibi¢do do edema = (Vc — Vt) x 100

Ve

Onde:
V¢ = média do aumento do volume das patas dos animais do grupo controle;

Vt =média do aumento do volume das patas dos animais do grupo tratados.

2.5 Estudos estatisticos

Os dados foram expressos em média + erro padrao da média (e.p.m.) e
testados com andlise de variancia (ANOVA) e teste “t” de Student para avaliar as
diferencas entre os grupos tratados e controles com nivel de significancia de p < 0,5 nos

testes antiinflamatorios .

2. Resultados

3.1 Estudo antiinflamatério
Como esperado, a injecao de carragenina induziu edema na pata dos ratos dos
grupos Controle, Padrdo, Tratado G6 (150 mg/kg) e Tratado G7 (300 mg/kg), atingindo
seu pico entre a primeira e segunda hora.
Os resultados estdo representados no grafico abaixo e expressam o
desenvolvimento do edema de pata (mL), para os grupos tratados com EBM das partes
aéreas de Priva lappulacea em relagdo aos grupos padrdo e controle, durante as seis

horas de experimento.
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Grafico 1 — Comparagao do desenvolvimento do edema de pata por injecdo subplantar de carragenina,
em ratos machos tratados por via intraperitoneal, com o extrato metanolico bruto das partes aéreas de
Priva lappulacea nas dose de 150mg/kg (? ), 300 mg/kg (-x-), indometacina 10 mg/kg (?), e solucdo
salina 0,9% (?). Os valores representam a média do volume da pata (mL) + e.p.m.

Resultados significativos para p< 0,05 quando comparado ao grupo controle (Teste t de Student).

Como pode ser observado no Grafico 1, o EBM das partes aéreas de P. lappulacea na
dose de 150 mg/kg, apresentou acdo antiedematogénica iniciada a partir da terceira hora
(25,84% de reducdo), superando a agdo inflamatoria frente a indometacina, a partir da
quinta hora (27,81%). Os resultados apresentaram um percentual de inibi¢do do edema
na ordem de 34,19% e 36,66% respectivamente, para 5* ¢ 6* hora contra 27,81% ¢ 25%
de inibi¢do do fAirmaco padrao, resultados significantes quando comparado ao grupo
controle. Quando administrada a dose de 300 mg/kg a agdo antiflogistica foi percebida a
partir da quarta hora (25,95%). O percentual maximo de inibicao foi observado entre a
quinta e a sexta hora, 39,24% e 46,62% respectivamente, também superando os valores
obtidos no grupo tratado com o fAirmaco



padrao. Os resultados apresentados sdo estatisticamente significativos para P <

0,05 em comparagdo com o grupo controle.

2. Discussao

Virios estimulos exdgenos e enddgenos sdo capazes de gerar agressao celular
e podem provocar uma reacdo complexa no tecido conjuntivo vascularizado,
denominado inflamagao. A inflamagdo aguda insere-se na primeira linha de defesa do
organismo contra o agente agressor, que tem como objetivo localizar a area agredida,
eliminar o referido agente e remover os tecidos degenerados, preparando a area para o
processo reparatorio (Siqueira et al, 2000).

O edema por carragenina foi escolhido como modelo para o estudo por ser
bem conhecido, aliado ao fato de desencadear um estado inflamatorio decorrente da
liberagdo de varios mediadores (Di Rosa, 1972; Garcia Leme et al, 1973). Trata-se de
um modelo bifasico, que na primeira fase (0-lh) libera serotonina, histamina e
bradicinina. A segunda fase (1-6h) estd relacionada com o aumento da produgdo e
liberagdo de mediadores como prostaglandinas, produtos da ativagdo da COX-2 e de
NO, na resposta inflamatoria (Vinegar et al., 1969; Salvemini et al., 1996).

O efeito inibitorio do EBM das partes aéreas de Priva lappulacea, por via
intraperitoneal, na formagao do edema, esta provavelmente envolvido com a inibi¢do da
sintese ou liberacao de produtos da fase final da resposta inflamatoria induzida por
carragenina. Possivelmente, os efeitos tardios apresentados por P. lappulacea, sejam
devidos a inibi¢ao das prostaglandinas responsaveis pela dilatacdo dos leitos vasculares
e, através da diminuicao do nivel destes mediadores da inflamagdo ¢ que ocorre a

regressao do processo flogistico, resultando na reducdo do edema (Silva, 2006).



Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o EBM das partes
aéreas de Priva lappulacea apresenta efeito antiinflamatorio considerdvel quando

administrado por via intraperitoneal.
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Abstract

The acute toxicity evaluation of the crude methanolic extract of Priva lappulacea
(L.) Pers. (Verbenaceae) for it saw intraperitoneal, was investigated in male mice Swiss
(Mus Muscullus). The animals had been divided in groups (n=6/group), and the toxicity
were verified through the administration of doses with crescent concentrations and the
comment mannering signals of toxicity and reactions, as praised for the methodology of
Karber and Behrens (1964). Our results had demonstrated for saw intraperitoneal:
agitation, vibrissys’s, stereotypy and circle’s movement, reactions of escape, fine and
coarse's tremors. Effect had not been observed depressors on the Central Nervous
System. However, some excellent effects had been notified, between them cite:
abdominal, spasms, diarrhea, abdominal constriction, pallor and diurese. The study of
acute toxicity it pointed that the crude methanolic extract is non-toxicity until the dose
of 3.000 mg/kg of corporeal weight, a time that did not present death in none of the

doses tested

Key words: Priva lappulacea;Verbenaceae; Acute toxicity; mouse.



Introducio

Priva lappulacea (Verbenaceae) ¢ uma erva daninha perene anual, quase
cosmopolita na América tropical. Apenas esta espécie de Priva ¢ encontrada nos
Estados Unidos. E popularmente designada com o seguinte termo: catstoungue (lingua
de gato). Anteriormente recebeu os seguintes sindnimos cientificos: Verbena lappulacea
L.- 1753; Priva echinata Juss.-1806; Priva lamiifolia Mart & Gal.- 1844 e Priva
lappulacea (L.) Pers.-1921.

Investigagdes acerca da anatomia e estudos biologicos da familia Verbenaceae
tém enfatizado algumas espécies, sem qualquer citacdo para representantes do género
Priva. No entanto, espécies pertencentes ao género Lippia foram mais extensamente
pesquisadas, quanto ao controle de qualidade (Ferreira et al., 2003), a determinacdo de
seus constituintes quimicos (Costa et al., 2002) e sua comprovada a¢do antiinflamatoria
(Pérez et al., 2005) e antibidtica (Kunle et al., 2003).

Entre as dicotiledoneas que contém principios aromaticos, esta familia destaca-
se por ter alguns de seus representantes utilizados na medicina popular por suas
propriedades digestivas (Fester et al.,, 1961; Soraru e Bandoni, 1978; Ratera e Ratera,
1980; Toursarkissian, 1980; Gupta, 1995; Alonso, 1998, citados por Bonzani, 2003).
Segundo Metcalfe e Chalk (1972), as folhas de espécies de Verbenaceae, incluindo
Priva lappulacea (L.) Pers., sdo utilizadas no preparo de chas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade do EBM das partes aéreas de
Priva lappulacea em camundongos machos por via intraperitoneal observando as
reacdes comportamentais e os efeitos especificos, uma vez que nao ha dados cientificos
disponiveis sobre a toxicidade aguda para esta espécie.

Material e métodos



Material botanico

Amostras das partes aéreas de Priva lappulacea (L.) Pers. foram coletadas no
Campus da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Cidade do Recife,
Pernambuco, Brasil, de diferentes individuos ocorrendo naturalmente no campo. O
material testemunho foi depositado no Herbario Dardano de Andrade Lima da Empresa

Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria, IPA (IPA —n°® 70200).

Preparo do extrato

As partes aéreas de Priva lappulacea foram dessecadas por 72 horas em estufa a
45°C, em seguida foram trituradas e pesadas. Apos o processo de maceracdo em
metanol, o material foi submetido a filtragdo e levado ao rotaevaparador (BUCHII — RE
121) até a obtengdo do residuo do extrato bruto metandlico das partes aéreas de P.

lappulacea, o qual foi utilizado para a realizagdo dos testes toxicoldgicos.

Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos (Mus muscullus),
adultos, com 60 dias de idade, com 25 e 35 g de peso corpdéreo, provenientes do
Biotério do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Os
animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, em temperatura de 22 + 2 °C ¢
condicdes controladas de iluminagao (ciclo claro/escuro de 12 horas cada), receberam
agua ad libitum. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE, processo n ° 23076.000431/2007-72.



Avaliacao da toxicidade aguda

Os animais foram divididos em grupos (n=6), os quais foram privados de racao
por 12 horas antes do inicio dos ensaios. Para a realizacao da investigacao da toxicidade
aguda, foi utilizada a metodologia preconizada por Karber e Behrens (1964). Procedeu-
se 0 ensaio com a administragdo de doses em concentragdes crescentes seguindo uma
progressao geométrica de razao 2 variando de 500 mg/kg a 3.000 mg/kg de peso
corpéreo. Os animais ficaram sob observagao durante 48 horas. A administracdo do
EBM das partes aéreas de Priva lappulacea foi realizada por via intraperitoneal e os
parametros observados foram: sinais toxicos de carater geral, efeitos sobre a
deambulacdo, reacdes comportamentais, alteracdes da freqiiéncia respiratoria e nimero
de obitos. O grupo controle recebeu o soro fisiologico 0,9% utilizado na dissolugdo do
EBM de Priva lappulacea. Todos os animais tiveram os efeitos apresentados,
observados e registrados minunciosamente para cada concentracdo administrada do
EBM de P. lappulacea. Para cada dose administrada foram observados o niimero de

obitos a fim de se calcular a possivel DL 5.

Resultados

Na Tabela 1 estao expressos os efeitos e reagdes comportamentais observados
durante a realizagdo dos ensaios toxicoldgicos, relacionados as doses administradas do
EBM das partes aéreas de Priva lappulacea.

Durante o periodo de observacao dos animais apds a administragdo do EBM das partes
aéreas de Priva lappulacea por via intraperitoneal, foram verificadas reacdes

comportamentais estimulantes, tais como: agitacdo, movimentos de vibrissas,
estereotipados e circulares, reacdes de fuga, tremores finos e grosseiros. Nao foram



observadas reagdes depressoras relevantes durante o experimento, entretanto
outros efeitos importantes ndo associados ao Sistema Nervoso Central foram notificados
como: diarréia, contor¢des abdominais, espasmos, palidez e diurese.

Em todas as concentragdes testadas até a de 3.000 mg/kg de peso corpoéreo, ndo

foram constatados 60bitos durante todo o periodo de observagao.

Discussao

A toxicidade aguda ¢ definida como os efeitos adversos que ocorrem dentro de
um periodo curto apds a administracdo de uma dose Unica ou multipla dentro de um
periodo de 24 horas. A dose tUnica ¢ utilizada para determinar a poténcia da substancia
(Oga, 2003).

Os parametros de estudos toxicoldgicos agudos partem do principio que os
efeitos das substancias quimicas produzidas em animais de laboratorio, adequadamente
qualificados, podem ser extrapolados para os seres humanos. A exposicdo destes
animais a certas substancias quimicas, as vezes com concentragdes relativamente altas,
¢ um método valido e necessario para descobrir efeitos e danos possiveis que estas
substancias poderao acarretar em seres humanos (Gilman et al, 2003).

As reagdes de excitabilidade, movimentos estereotipados, movimentos
circulares e de vibrissas, entre outros observados durante os ensaios por via
intraperitoneal sugerem a presenca de fitocompostos estimulantes do Sistema Nervoso
Central ou simplesmente substancias que provocam reagdes pronunciadas por esta via.

Sugere-se que o extrato bruto metandlico das partes aéreas de Priva lappulacea
mostrou-se atoxico, pois ndo levou os animais a 6bito e nem foram observados efeitos

exarcebados que comprometessem suas reagoes vitais (Oga, 2003).



Concluimos que esta etapa inicial de investigagdo com Priva lappulacea (L.)
Pers. ja oferece resultados significativos, para darmos continuidade a avaliagdo do seu

potencial farmacologico.

Resumo

A avaliagdo toxicologica aguda do extrato bruto metandlico de Priva
lappulacea (L.) Pers. (Verbenaceae) por via intraperitoneal, foi investigada em
camundongos machos Swiss (Mus Muscullus). Os animais foram divididos em grupos
(n=6/grupo), a toxicidade foi verificada através da administracdo de doses com
concentragdes crescentes e a observacdo de sinais de toxicidade e reagdes
comportamentais, conforme preconizado pela metodologia de Karber e Behrens (1964).
Nossos resultados demonstraram por via intraperitoneal: agitacdo, movimentos de
vibrissas, movimentos estereotipados e circulares, reagdes de fuga, tremores finos e
grosseiros. Nao foram observados efeitos depressores sobre o Sistema Nervoso Central.
Porém, alguns efeitos relevantes foram notificados, entre eles citamos: diarréia,
contor¢des abdominais, espasmos, palidez e diurese.

O estudo de toxicidade aguda apontou que o extrato bruto metandlico ¢ atdxico
até a dose de 3.000 mg/kg de peso corporeo, uma vez que ndo apresentou Obito em

nenhuma das doses testadas.

Unitermos: Priva lappulacea.; Verbenaceae; Avaliagdo Toxicologica Aguda;

Camundongo.



Referéncias bibliograficas

Bonzani, N.E.; Filippa, E.M.; Barboza, G.E. 2003. Estudio anatémico comparativo de
tallo en algunas especies de Verbenaceae. Anales del Instituto de Biologia, Universidad
Nacional Auténoma de México, Serie Bot. 74: 31-45.

Costa, S.M.O.; Lemos, T.L.G.; Deusdénia, O.; Pessoa, L; Assuncao, J.C.C.; Braz-Filho,
R. 2002. Constituintes quimicos de Lippia sidoides (Cham.) Verbenaceae. Rev Bras
Farmacogn 12: 66-67.

Ferreira, et al. 2003. Estudo morfo-antdmico entre os caules de Lippia alba e Melissa
officinalis. Rev. Brads. Farmacogn 12:01-02.

Gilman, A. G. et al. 2003. As bases farmacologicas da terapéutica, 10 ed. México:
McGraw-Hill, p. 50-61.

Karber, G.; Behrens, B. 1964. Estatistical Methods in Biological Assays. London: Ed.
Griffin Ch. and C..

Kunle, O.; Okogun, J.; Egamana, E.; Emojevwe, E.; Shok, M. 2003. Antimicrobial
activity of various extracts and carvacrol from Lippia multiflora leaf extract. Phytomed
10: 59-61.

Metcalfe, C.R.; Chalk., L 1988. Anatomy of the Dicotyledons Vol. 1. 2™ ed. Oxford
University Press, London.

Pérez, S.; Meckes, M.; Pérez, M.; Susunaga, A.; Zavala, M.A. 2005. Anti-inflammatory
activity of Lippia dulcis. J Ethnopharm 102: 1-4.

Oga, S. 2003. Fundamentos de Toxicologia. 2 ed. Sdo Paulo: Atheneu Editora, p. 59-67.

* Autor para correspondéncia:
Jovita Maria de Farias Braga

Rua Largo de Dois Irmaos, 1117. Dois Irmaos-
Recife- PE- CEP: 50810-020

E-mail: jovita.braga@lafepe.pe.com.br



Tabela 1. Principais reacdes comportamentais relacionada as doses administradas da avaliagdo
da toxicidade aguda do extrato bruto metanolico das partes aéreas de Priva lappulacea, por via

intraperitoneal.

5 P Doses (mg.kg ")

Aclo/Pardmetros 500 1000 2000 2500 3000

Estimulantes
? FreqUéncia respiratoria ++ + ++ - -
? Freqliéncia cardiaca - - ++ - -
Agitagéo ++ +++ + - +
Piloerecao +++ +++ ++ +++ ++
Exoftalmia + - ++ ++ +
Movimentos estereotipados +++ ++ +4++ +4+4+ 44
Movimentos circulares +++ +++ 4+ +4+4+ 44
Movimentos de vibrissas ++ ++ ++ +4+4+ 44
Convulséo clbnica - - - - -
Convulséo - - - - -
Tremores finos ++ ++ ++ ++ +
Tremores grosseiros - + ++ +4++ 44
Erecdo de cauda +++ ++ + ++ +
Postura de ataque + + - + R
Postura em garra ++ ++ ++ + +
Saltos + + - + +++
Irritabilidade - - - - -
Excitabilidade - - ++ - -
Levantamento de trem posterior - - - + ++
Arrastamento de trem posterior - - - - -

Depressores
Abaixamento de trem posterior + - + + -
Dispnéia - + + ++ ++
Sonoléncia - - + - -
?Freqliéncia respiratoria - - - + R
Prostracao - - - - +
Alteragéo de marcha + + - + -

Outros

Excrecao fecal ++ ++ + + +
Contorgdes abdominais ++ ++ +++ +++ ++
Reacao de fuga +++ ++ ++ ++ +
Espasmos + ++ ++ + ++
Elevagao de trem anterior - - - R .
Diarréia - - _ _ _
Refluxo + + ++ + ++
Palidez + + +++ +++ ++
Distens&o abdominal - ++ + - -+
Agressividade - - - - +
Diurese + + ++ ++ +
Irritagé&o da conjuntiva - - - - -
Espasticidade - - - - +
Cianose - - - ; +
Lacrimejamento + - - + -
Edema de focinho ++ + + + 4+
Petéquias - - - - -
Sibilos + + + . .

- = sem efeito

+ = efeito leve ++ = efeito moderado

+++ = efeito acentuado
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Resumo

A avaliagdo do potencial antitumoral da substancia pura (ipolamida) e do extrato bruto
metanolico das partes aéreas de Priva lappulacea (L.) Pers., frente ao Sarcoma 180 e ao
Carcinoma de Ehrlich, ambos linhagens de tumores de forma solida. No ensaio foram
utilizados camundongos machos, adultos, albinos Swiss (Mus musculus). A
metodologia utilizada foi a preconizada por Stock(195 5), na qual a administragdo do
material testado foi de oito dias consecutivos apos a implantacdo do tumor. Os
resultados demonstraram que o referido extrato bruto metanodlico das partes aéreas de
Priva lappulacea foi capaz de inibir o crescimento de tumores de Carcinoma de Ehrlich,
na propor¢do significativa de 80,54 %, enquanto a andlise dos tumores frente ao
Sarcoma 180 apresentou inibigdo significativa de 64,2%. A substancia pura extraida
obteve inibicao significativa de 77,92% frente ao Carcinoma de Ehrlich. A avaliacdo
macroscopica dos 6rgaos demonstrou que a administragdo aguda da substancia pura e
do extrato bruto metandlico da Priva lappulacea (L.) Pers. provoca ascite, espleno e

hepatomegalia, quando comparados com os animais dos grupos controle.

Unitermos: Priva lappulacea, Verbenaceae, Sarcoma 180, Carcinoma de Ehrlich, analises

macroscopicas, camundongos.



Abstract

The evaluation of the antitumoral potential of the pure substance (Ipolamide) and of the
methanolic crude extract of the aerial parts of Priva lappulacea (L.) Pers., front to 180
Sarcoma and Carcinoma of Ehrlich, both ancestries of tumors of solid form. In the assay
male, adult, albinic mice Swiss (Mus musculus) had been used . The used methodology
was the praised one for Stock, in which the administration of the tested material was of
eight days consecutive after the implantation of the tumor. The results had demonstrated
that the cited methanolic crude extract of the aerial parts of Priva lappulacea was
capable to inhibit the growth of tumors of Carcinoma of Ehrlich in the significant ratio
of 80,54 %, while the analysis of the tumors front to Sarcoma 180 presented significant
inhibition of 64,2%. The pure substance only extracted got significant inhibition front to
the Carcinoma of Ehrlich of 77,92%. The macrocospic evaluation of the agencies
demonstrated that the acute administration of the pure substance and the methanolic
crude extract of the aerial parts of Priva lappulacea (L.) Pers. provokes ascite, spleen

and hepatomegalia, when compared with the animals of the groups it has controlled.

Key Words: Priva lappulacea (L.) Pers., Verbenaceae, Sarcoma 180, Carcinoma of Ehrlich, macroscopic

analysis, mice.



Introduciao

Inumeras espécies vegetais ja foram citadas por sua significativa propriedade
anticancerigena. O taxol, proeminente antineoplasico, tem sido utilizado no tratamento
de varios tipos de cancer, inclusive o de mama e de ovario. A podofilotoxina, principal
componente bioativo da podofilina, originou, através de algumas modificagdes
sintéticas, o etoposideo e o teniposideo poderosos agentes antitumorais (Lima et al,
2005). Outras importantes moléculas extraidas de vegetais incluem: Vincristina,
Vinblastina, Colchicina, Ellipticina e Lapachol (Mukherjee et al, 2001).

A espécie Priva lappulacea (Verbenaceae) ¢ uma planta com caracteristicas de
daninha, aclimatada em muitos paises tropicais e tem ampla distribui¢do em nossa
regido. Aqui, floresce e frutifica durante todo o ano, sendo mais evidente apos as
primeiras chuvas do periodo invernoso de abril a julho.

O extrato bruto metanolico de Priva lappulacea apresenta como constituintes:
iridoides glicosidicos (Ipolamida e Catapol), fenilpropanoglicosideo (Verbascosideo —
Braga, 2007) e flavondide (Luteolina- Braga, 2007); também apresentou atividades
bioldgicas, como agente antibacteriano e antiinflamatdrio. Diante dos promissores
resultados obtidos anteriormente, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade
antitumoral da substancia pura (Ipolamida) e do extrato bruto metandlico de P.

lappulacea sobre os tumores Carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180.



Metodologia

Material botanico

As partes aéreas da Priva lappulacea foram coletadas no Campus da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, Brasil. Esta espécie vegetal foi
identificada pela Dr" Rita de Cassia, e o material testemunho foi depositado no Herbario
Déardano de Andrade Lima da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria, IPA
(IPA —n° 70200).

A substancia pura extraida (ipolamida) e o extrato bruto metanélico de Priva
lappulacea foram pesados e diluidos nas concentracdes desejadas para realizagdo dos

testes antitumorais.

Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos (Mus muscullus),
adultos, com 25 e 35 g de pesos corpdreo. Os animais provenientes do Biotério do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco foram mantidos
em gaiolas de polipropileno, em temperatura de 22 + 2°C e condi¢des controladas de
iluminagdo (ciclo claro/escuro de 12 horas cada), receberam agua ad libitum. O
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal

(CEEA) da UFPE, processo n © 23076.000431/2007-72.



Avaliacdo da Atividade Antitumoral

Os animais foram submetidos a implantagdo de tumores s6lidos Sarcoma 180 e
Carcinoma de Ehrlich segundo a técnica descrita por Stock et al. (1955). O tratamento
teve inicio 48 horas apos o implante. Administrou-se por via intraperitoneal solugcdo
salina nos grupos controles, e nos tratados solucdo diluida da substancia pura e do
extrato bruto na dose de 300 mg/kg de peso corpéreo. Aos padrdes foi administrado, por
via intraperitoneal ciclofosfamida (2,5 mg/kg) e metotrexato (10 mg/kg),
respectivamente para os ensaios do Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich. As doses
foram administradas por um periodo de oito dias, no nono dia, os animais foram
pesados, sacrificados e os tumores extirpados. A inibicdo do crescimento tumoral foi
calculada em comparagdo ao grupo controle apos pesagem dos tumores, utilizando a

seguinte formula:

TWI% =C-Tx 100
C

Onde:

TWI% = percentual de inibi¢do tumoral
C = média dos pesos dos tumores dos animais do grupo controle

T = média dos pesos dos tumores dos animais do grupo tratado



Analise morfolégica macroscopica

Apoés a extirpagao dos tumores, procedeu-se a necropsia (n=4/grupo), para
avaliacdo da morfologia externa dos seguintes o6rgaos: pulmdes, baco, rins, figado, e
testiculos foram cuidadosamente removidos e fixados em formaldeido a 10% e solucao
tampdo neutra. Apos 24 horas de fixagcdo dessas pecas anatOmicas foram obtidas
amostras para processamento histopatolégico, com emprego de técnicas de inclusdo em

parafina e coloragdo com hematoxilina-eosina.

Estudos estatisticos

Os dados foram testados com andlise de varidncia (ANOVA) e teste “t” de Student

para avaliar as diferengas entre os grupos tratados e controles.

Resultados

Nos ensaios com camundongos machos frente ao tumor Sarcoma 180, o
padrdo mostrou uma inibicdo de 40,71% , enquanto o grupo tratado com a substancia
pura, na dose 300 mg/kg de peso corporeo nao apresentou reducao significativa dos
pesos médios dos tumores com inibigdo tumoral de 42,68%. O grupo tratado com o
extrato bruto metandlico das partes aéreas de P. lappulacea na dose de 300 mg/kg de
peso corporeo, apresentou inibicdo significativa dos pesos médios dos tumores, com
uma inibi¢do tumoral de 64,2% (Figura 1).

Os animais tratados com ciclofosfamida (2,5 mg/kg, v.i.p.) apresentaram

discreta diarréia, perda de pelos e ascite.



Nos ensaios com camundongos machos frente ao tumor Carcinoma de Ehrlich,
o grupo padrdo, o qual recebeu metotrexato (10mg/kg v.i.p.) apresentou reducgdo
significativa dos pesos médios dos tumores com 68,85% de inibicdo tumoral, e o grupo
tratado com a substincia pura ipolamida (300 mg/kg v.i.p.) mostrou reducdo
significativa dos pesos médios dos tumores com 77,92% de inibi¢dao tumoral, enquanto
o grupo do EBM das partes aéreas de Priva lappulacea (300 mg/kg v.i.p.) apresentou
reducdo significativa nos pesos médios dos tumores com 80,54 % de inibicdo tumoral
(Figura 2).
Os animais tratados com metotrexato (10 mg/kg v.i.p.) apresentaram
emagrecimento, perda de pelos, piloerecao, prostragao e cianose.
Nos grupos tratados com a substancia pura e o EBM de P. lappulacea os
animais apresentaram freqlientes agitacdes, diurese intensa, ascite, espleno e

hepatomegalia e contor¢des abdominais leves.

4. Discussao

O cancer (ou neoplasia, ou tumor maligno) é uma doenga caracterizada pelo
crescimento alterado de células que pode levar a morte pelo processo invasivo em
6rgdos normais por células tumorais, por extensdo direta ou por disseminagdo a
distancia através do sangue, linfa ou superficie serosa. O comportamento anormal das
células tumorais estd geralmente associado as mutacdes genéticas, expressdes de
caracteristicas oncoldgicas, ou secre¢do anormal de hormonios ou enzimas (Cavenne et
al., 1996).

Os resultados encontrados evidenciaram que o EBM das partes aéreas de P. lappulacea
provocou significativa inibi¢do tumoral nos grupos tratados frente ao



Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich provavelmente pela presenca de varios
fitoconstituintes. No entanto, o percentual de inibicao da substancia pura ipolamida foi
significativo apenas frente ao Carcinoma de Erhlich, juntamente com o EBM das partes
aéreas de P. lappulacea demonstraram maior grau de atividade frente a este tumor. E
importante observar que ambos grupos tratados frente aos tumores demonstram maior
atividade do que os grupos padrdes respectivos.

As drogas antineoplasicas geralmente apresentam efeitos toxicos consideraveis
como mielossupressao, infiltrados inflamatorios locais e alopecia (Gilman et al, 2003), o
que confere com demonstrado frente aos grupos tratados com metotrexato e

ciclofosfamida.

Conclusao

O EBM das partes aéreas de P. lappulacea apresentou inibi¢do do crescimento
tumoral do Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich, enquanto a substidncia pura
apresentou inibi¢cdo do crescimento tumoral apenas frente ao Carcinoma de Ehrlich.
Esta pesquisa abre nova perspectiva para uma série de investigagdes, e realizacdo de
ensaios farmacologicos com atividade anti-tumoral em outros tipos de neoplasias

malignas empregando outras substancias bioativas.
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% DE INIBIGAO DOS TUMORES

Figura 1: Comparacdo dos percentuais de inibicdo do efeito da Substancia pura
ipolamida (300 mg/kg) e do EBM das partes aéreas de Priva lappulacea (300 mg/kg)
por via intraperitoneal sobre os tumores do Sarcoma 180 em camundongos machos
adultos. O grupo ciclofosfamida (2,5 mg/kg i.p.) representa o grupo padrao. Os valores
representam os percentuais + e.p.m.

*P < 0,05, comparado os grupos tratados com o controle que recebeu apenas solugao
salina a 0,9%.Teste “t” de Student (n= 4/grupo).
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mg/Kg)
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% INIBIGAODOS TUMROES

Figura 2: Comparacdo dos percentuais de inibicdo do efeito da Substancia pura
ipolamida (300 mg/kg) ¢ do EBM de Priva lappulacea (300 mg/kg) por via
intraperitoneal sobre os tumores do Carcinoma de Ehrlich em camundongos machos
adultos. O grupo metrotexato (10 mg/kg i.p.) representa o grupo padrao. Os valores
representam os percentuais + e.p.m.

*P < 0,05, comparado os grupos tratados com o controle que recebeu apenas solugao
salina a 0,9%.Teste “t” de Student ( n = 4/grupo).
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Resumo

O estudo de produtos naturais oriundos de vegetais de uso medicinal com
atividade antimicrobiana vem ganhado grandes perspectivas para uma possivel
aplicagdo pratica no tratamento das infec¢des fingicas e bacterianas. Neste trabalho,
foram realizadas avaliagdes da atividade antimicrobiana do extrato bruto metandlico
contra espécimes bacterianas de origem clinica e de cole¢do. Os ensaios foram
realizados, através do método de difusdo em meio sélido, incubados a uma temperatura
de 35 * 2°C por 24-48 horas para espécimes bacterianas. De acordo com os testes o
extrato bruto metanolico mostrou-se ativo contra quatro espécies bacterianas:
Staphylococcus aureus(ATCC 6538, AM-103), Staphylococcus aureus(ATCC 6538P,
AM-1006),; Klebsiella pneumonae(ATCC 10031, AM-50); Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 14502, AM-206).

Unitermos. Priva lappulacea (L.) Pers. microrganismos, medicinal.



Abstract

The study of natural products from vegetables of medicinal use with
antimicrobial activity has gained great perspectives for a possible practical application
in the treatment of fungal and bacterial infections. In this work, evaluations of the
antimicrobial activity of the metanolic crude extract of Priva lappulacea were
accomplished against bacteria specimens of clinical origin and from collection. The
assays were accomplished through the method of diffusion in solid medium, the bacteria
were incubated in a temperature of 35 + 2°C during 24-48 hours. Satisfactory
antimicrobial activities were evidenced for the extract tested: Staphylococcus
aureus(ATCC 6538, AM-103), Staphylococcus aureus(ATCC 6538P, AM-106);
Klebsiella pneumonae(ATCC 10031, AM-50); Pseudomonas aeruginosa (ATCC
14502, AM-206).

Uniterm: Priva lappulacea (L.) Pers., microbe, medical.

* Contato com o autor: Rua Madalena, 200 Pau Amarelo- CEP 53435-700, Paulista-
PE, Brasil.
Tel:(81) 31831168

Email: jovita.braga@lafepe.pe.com.br

Introducio



A historia das doengas e das suas causas de morte € tdo antiga quanto a propria espécie
humana, talvez mais desconhecida. O impacto das doengas infecciosas na evolucao da
espécie humana ¢ de dificil avaliacao, tanto pela sua complexidade em si, como pela
escassez de dados e pontos obscuros (Rodrigues et al., 1997).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (1991), a alta densidade demografica
somada a baixas condigdes de higiene, encontradas nos paises em desenvolvimento, é
responsavel por uma grande incidéncia de doencgas infecciosas, causadas por bactérias e
fungos, sendo uma das principais causas da morbidade e da mortalidade nestas regides.

O género Priva faz parte da familia Verbenaceae a qual ¢ constituida de,
aproximadamente, 100 géneros e 2000 espécies, ocorrendo em regides temperadas,
tropicais e subtropicais de ambos os hemisférios (Troncoso, 1974; Troncoso e Botta,
1993, citados por Bonzani, 2003).

Priva lappulacea ¢ uma planta tropical, podendo ser encontrada na América do
Sul, inclusive no Brasil

Virios constituintes quimicos foram encontrados na Priva lappulacea (L.) Pers.,
como. triterpeno (&cido ursolico) e esterodide (B-sitosterol), iriddides (ipolamida e
catalpol), actcar redutor (glicose), flavonoide (luteolina) e fenilpropanoide
(verbascosideo).

Desta forma, torna-se racional o estudo e a pesquisa das plantas medicinais,

como ¢ o caso da Priva lappulacea (L.) Pers.

Matérias e Método

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas do Centro de Ciéncias da Saude da

Universidade Federal da Pernambuco (UFPE).

Obtencao do Material Botanico

As partes aéreas da Priva lappulacea foram coletadas no Campus da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Cidade do Recife, Brasil. A exsicata da



espécie vegetal foi identificada pela Dr* Rita de Cassia . O material
testemunho foi depositado no Herbario Dardano de Andrade Lima da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria, [IPA (IPA —n°® 70200).

O extrato bruto metanodlico de Priva lappulacea foi pesado e diluido nas

concentragdes desejadas para realizagdo dos ensaios microbiologicos.

Ensaios Microbioldégicos

Para a realiza¢do dos ensaios microbioldgicos, foram selecionados espécimes de
origem clinica, registradas no Laboratério de Analises Microbioldgicas do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE, bem como cepas padrdes:
Staphylococcus aureus (ATCC 6538, AM-103); Staphylococcus aureus (ATCC 6538P,
AM-106); Salmonella spp serotipo Montevideo(ATCC 8387, AM-149); Klebsiella
pneumonae(ATCC 10031, AM-50); Escherichia coli(ATCC 9723, AM-31);
Enterococcus faecalis(ATCC 33186, AM-128); Pseudomonas aeruginosa (ATCC
14502, AM-206).

ATCC — American Type Culture Collection

AM - Codigo da colecdo do Laboratério de Andlises Microbioldgicas — Depto. de
Ciéncias Farmacéuticas — UFPE

Materiais e Métodos

Preparacao dos extratos

As partes aéreas de Priva lappulacea foram dessecadas por 72 horas em estufa a
45°C, em seguida foram trituradas e pesadas. Apds o processo de maceragdo em
metanol, o material foi submetido a filtracdo e levado ao rotaevaparador (BUCHII —
RE121) até a obtengdo do residuo do extrato bruto metanodlico das partes aéreas de P.
lappulacea. Em seguida o extrato foi pesado, calculado o respectivo rendimento e foi

utilizado para a realizacdo do ensaio de avaliacao da atividade microbioldgica.



Ensaios Microbiolégicos

Bactérias

Para a realizagdo dos ensaios microbiologicos, foram selecionados espécimes de origem
clinica e cepas padrdes, ambas registradas no Laboratorio de Andlises Microbiologicas
do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE.

Foram estudadas sete cepas:

o Staphylococcus aureus (ATCC 6538, AM-103)

e Staphylococcus aureus (ATCC 6538P, AM-106)

e Salmonella spp serotipo Montevideo (ATCC 8387, AM-149)
o Klebsiella pneumonae (ATCC 10031, AM-50)

e [Escherichia coli (ATCC 9723, AM-31)

e Enterococcus faecalis (ATCC 33186, AM-128)

o Pseudomonas aeruginosa (ATCC 14502, AM-206).

ATCC — American Type Culture Collection
AM - Cédigo da colecdo do Laboratério de Andlises Microbiologicas — Depto.

de Ciéncias Farmacéuticas — UFPE

Preparacao dos indculos

Os indculos foram preparados a partir das culturas de 24h em agar Muller-
Hinton (MH), e suspendidas em soro fisiologico estéril, comparando as turvagdes com o

tubo 0,5 da escala MacFarland (10® UFC/mL) (NCCLS, 2003).

Teste de Atividade Antimicrobiana

Os estudos foram baseados em dois métodos de ensaios, o primeiro avaliou o
halo formado pela técnica de pogos/ difusao em agar e na determinagdo do CIM usou-se

a técnica de diluicao em agar (multiinoculador de Stears/ difusdao em agar).



Preparacao das solucoes e dilui¢des dos extratos

O extrato bruto oriundo de extragdo metandlica foi ressuspendido em Agua: DMSO
(1:1 v/v) (SAKAGAMI, 2005). O antibiotico padrao foi a Tetraciclina (TT) a 300
pg/mL para a técnica de pocos / difusdo em agar e nas concentracdes de 640pg/mL a
0,31 pg/mL por placa (fator de diluicdo = 2), para a técnica de determinacdo do CMI /
Multiinoculador de Stears.

As dilui¢des do extrato metandlico para determinagdo do halo de inibigao e
Concentragado Minima Inibitéria (CMI) foram, respectivamente: 100 mg/mL e 50
mg/mL e 2.10° pg/mL a 312,5 pg/mL, seguindo o mesmo fator de diluicdo da
tetraciclina.

Foram feitos controles negativos (branco) nas concentra¢des dos adjuvantes
citados acima, sendo: DMSO 50% e tween 4%, para a técnica de pocos / difusdo em

agar e DMSO 5% e Tween 0,4% para técnica de determinagdo do CMI.

Determinacao do Halo de Inibicao

O semeio das bactérias foi realizado com swab de algodao estéril em placas de
Petri contendo 20 mL de 4gar Muller-Hinton. Em seguida foi realizada a perfuragdo
(perfurador de 7 mm de didmetro), e aplicado os extratos com pipeta automatica (100
puL por pogo), nas concentragdes de 100 mg/mL e 50 mg/mL (10 mg e 5 mg por poco).
O antibidtico padrao foi a TT na concentragdo de 300 pg/mL (30 pug por poco). Os
resultados foram avaliados conforme o didmetro dos halos, seguindo o seguinte
parametro: halos < 9 mm, inativo; 9-12 mm, parcialmente ativo; 13-18 mm, ativo; > 18

mm, muito ativo (Alves, 2000).

Determinacio da Concentracio Inibitoria Minima.

Foi realizada, incorporando ao meio de cultura (fluido) as dilui¢des acima
citadas na propor¢ao de (9:1 v/v), obtendo dilui¢des de 2000 pg/mL a 31,25 pg/mL.

Com uma pipeta automatica de 100 pl, foi distribuido assepticamente os 7 indculos nos
pocos da placa do aparelho Multiinoculador de Stears (capacidade de até



32 cepas), em seguida inoculado na superficie do meio, incubando-se a 36 °C £ 1
por 24h.

Foram feitos controles em duplicata no inicio e no final do processo, em meio
agar Muller-Hinton (Padrao de crescimento) e controle dos adjuvantes utilizados nas

concentragdes 0,4% para o Tween a e 5% DMSO em agar Muller-Hinton.

Método de difusao em meio solido

Utilizado na determinagdo do “screening” da atividade antimicrobiana do extrato
bruto de Priva lappulacea contra bactérias de origem clinica. Em placas esterilizadas,
foi depositado 1 mL da suspensdo de cada microrganismo, preparada em solucio
fisiologica a 0,85%, padronizada pelo tubo 0,5 Mac Farland e ajustada para 90% T
(530nm), correspondendo aproximadamente a 10° UFC/mL (ODDS, 1989; CASAL,
1979). Em seguida, foi adicionado 21 mL do meio s6lido fundido a 50 °C, procedendo
da seguinte forma: apos solidificagdo, foram realizadas cavidades de 6 x 8§ mm de
didmetro, onde foram depositadas aliquotas de 50uL de cada extrato solubilizado em
concentragdes diferentes. Foi utilizado controle com antimicrobiano padrdo para
bactérias: Tetraciclina 30 g.

Os meios foram incubados a 24-48 horas a 35 + 2 °C.

Resultados

Os resultados dos testes de atividade antibacteriana do extrato da planta Priva

lappulacea (L.) Pers., estdo ilustrados através da Tabela 1.



1- Atividade antibacteriana do extrato bruto metandlico(EBM) de Priva lappulacea (L.) Pers., em
‘es concentracgdes contra bactérias de origem clinica .
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sontrole do microrganismo foi utilizada uma droga antibacteriana de largo espectro conforme

logia descrita

<9 mm, inativo (-); 9-12 mm, parcialmente ativo (+); 13-18 mm, ativo (++); > 18 mm, muito
++) (Alves, 2000).

Na Tabela 1, observam-se os resultados dos testes in vitro do extrato bruto de

Priva lappulacea em diferentes concentragdes contra bactérias Gram-Positivas e Gram-

Negativas de origem clinica e diversa. O EBM mostrou-se ativo contra quatro espécies

bacterianas utilizadas nos ensaios microbiologicos.

Discussao

O surgimento das infec¢des, em destaque as hospitalares, estimula uma

crescente necessidade em combaté-las, principalmente devido ao surgimento de cepas

resistentes ou multiresistentes as drogas antifingicas e antibacterianas. O que se aplica

em especial a amostras de fungos aparentemente inofensivos, que ha alguns anos atras

como ¢ o caso do género Candida spp. ndo se destacava tdo predominantemente em

infecgdes no ambiente hospitalar (LACAZ et al., 2002).

Nesse contexto o interesse em plantas medicinais com propriedades medicamentosas

tem evoluido com amplas perspectivas, pela possibilidade que se tem em isolar

substancias conhecidas ou inéditas a partir das mais variadas espécies de



plantas. Portanto, a partir destes relatos de literatura o nosso trabalho foi
fundamentado.

Em nosso estudo, foi obtida agdo contra bactérias de origem clinica e diversa.

Algumas outras espécies da familia Verbenaceae tém sido descritas por
apresentarem atividades medicinais, e no Brasil o seu uso ¢ comprovado
cientificamente, e ja se conhece ha bastante tempo suas atividades e seu emprego na
medicina fitoterapica.

E crescente o estudo do potencial biologico dos produtos oriundos de espécies
vegetais, quer sejam extratos, particdes ou 6leos entre outros. E sempre no sentido de
determinar a atividade destas substincias contra microrganismos de caracteristica
patogénica como as espécies participantes neste estudo, principalmente com énfase
naquelas de origem hospitalar.

O uso constante de medicamentos de origem vegetal e a conseqiiente
recuperagdo da saude, a ndo satisfacdo com a eficacia e o alto custo dos medicamentos,
associado a admiracao pelos produtos naturais, conduzem milhdes de pessoas no mundo
inteiro ao uso dos medicamentos de origem natural para a terapéutica das mais diversas

patologias (ROBBERS et al., 1997).

Conclusao

As pesquisas com plantas medicinais tém sido desenvolvidas em uma escala
indiscutivel, considerando-se aspectos botanicos e farmacologicos, suportados pela
crenca e usos populares. Em especial, aquelas plantas com caracteristicas
antimicrobianas utilizadas ao combate de fungos e bactérias. Nosso estudo teve
comprovada a eficacia do extrato bruto metanolico de Priva lappulacea (L.) Pers. contra
microrganismos de ambito hospitalar e diverso, uma vez que, ¢ muito ativo para
Klebsiella pneumonae (ATCC 10031, AM-50) e ativo Staphylococcus aureus (ATCC
6538, AM-103). Apresentou-se com resultados parcialmente ativo frente as cepas de:
Staphylococcus aureus (ATCC 6538P, AM-106) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
14502, AM-206). Novas pesquisas e metodologia serdo empregadas em uma

continuidade para a averiguagao de Priva lappulacea (L.) Pers como fungicida.

Referéncias Bibliograficas



Almeida, E. R. Plantas Medicinais Brasileira: Conhecimentos Populares e Cientificos.

Hermus Editora, p. 70-71, 1993.

Alves TMA, Silva AF, Brandao M, Grand TSM, Smoéniaf FA, Smania Jr A, Zani CL
2000, Biological Screening of Brazilian Medicinal Plants, Mem. Inst.
Oswaldo Cruz, 95: 367-373.

Braga R 1960. Plantas do Nordeste — Especialmente do Ceara. Ed Universitaria da
UFRN 4? Edigao.

Benoudia, A.; Hassar, M.; Benjilali, B. Les propiétés antiséptiques des huiles
essentialles in vitro, testées contre germes pathogenes hopitaliers. Fitoterapia, v.59 ,

n2,p.1115-119, 1988.

Caetano N, Saraiva A, Pereira R, Carvalho D, Pimentel MCB, Maia MBS 2002,
Determinacao de Atividade Antimicrobiana de Extratos de Plantas de uso Popular como

Antiinflamatorio. Rev. Bras. Farmacogn. 12, Supl: 132-135.

Cechine Filho V, Yunes, RA 1998, Estratégias para obtencdo de compostos
farmacologicamente ativos a partir de plantas medicinais. Conceitos sobre modificacao

estrutural para otimizacao da atividade. Quimica Nova 2/: 99-105

Chiappeta AA, Mello JF, Maciel GM 1982/3, Plantas Superiores com atividade
bioldgica — Plantas de Pernambuco I, Rev. Instituto de Antibioticos — UFPE, 2/: 43-
50.

Coutinho HDM, Bezerra DA, Lobo K, Barbosa IJF 2004. Atividade antimicrobiana de
produtos naturais. Conceitos jul/03-jun/2004: 78-85.

Harbone JB 1998, Phytochemical methods — a guide to modern techniques of plant
analysis, London: Chapman & Hall, 3.ed.

Joly AB 2002, BOTANICA - Introducio a Taxonomia Vegetal, Companhia Editora
Nacional, 13* ed.: 422-424.



Markhan KR 1982, Techniques of flavonoid identification, London: Academic Press.

Metz H 1956, Thin-layer chromatography for rapid assays of enzymic steroid

transformations Naturwissenschaften, n. 43: 82.

NCCLS 2003, Padronizacdo dos Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos por
Disco-Difusao, 8. Ed. 23, n. 1: 33.

OMS - Organizacion Mundial de la Salud. Pautas para la evaluacion de

medicamentos herbarios. Ginebra, 1991.

Robbers, J. E.; Speedie,M.K.; Tyler, V.E.,1997 Farmacognosia e

Farmacobiotecnologia. Sao Paulo: Editorial Premier, p. 372.

Rodrigues.E.A.C; Mendonga, J.Amarante,J.M.B.; Alves Filho, M.B.; Grinbaum,R.S.;
Richtmann, R. , 1997. Infeccdes Hospitalares: Prevencdo e Controle. Sao Paulo:
Savier, v.3-27; p.639-647.

Simdoes CMO, Schenkel EP 2002. A pesquisa e a producdo brasileira de medicamentos
a partir de plantas medicinais: a necessidade da industria com a academia. Revista

Brasileira de Farmacognosia /2: 35-40.



A

APENDICE VI

wa/zH
wa/udd
H

wdd

H

wdd

uy

wd

ZHH

LIBLE VBTT WJZH
0000S "B WIWdd
000 Gl
00070 ded
FE 088EE =]
0007067 did
rope A
00 0e X3
sJajaweded 3070 HWN QF
or' v 0d
0 a9
0ot a1
0 BSS
W3 mam
08567/ G2 45
FBEST Is

sJajaweded BUTS580044 - 24

ZHH
ap
a0
ap

28sn

0000246 667 2045
27 Gl Eld
=11 card
00°0 21d
00°06 20d3d
HE 230N
grzirem 29Hd0d3
=== 24 TINNVHD ========
8/2L08L 52T 1045
0070 1 d
0F'g d
2EE TONN
=== 3 TINNVHD ========
00000GF0" & AMIN
00000000° & 153HIH
BEBBG668 0 ¥1730
0OO000ED O 21
00000000° T I
0'¢6e aL
00°8 a0
00E ST Mo
2518 9
POOFEOS 0 v
90E£B6 0 534014
BEL76/92€ HiS
0 50
BOEL aN
DSKO 1N3ATOS
Bas2E oL
Bdbz 90bd INd
/OEL TBNQ WU G OHBOHd
PEELH] WNHLSNT
BO'B auc]
LFF09002 3100

SJajaleded UOTITSTNDAY - g4

3 ONJ0Hd
[+ ONdx3
qt ELLA
suajauweded p1eQ JU3JUND

(90-OSINQ) eplwejod| - L1 8p D€} BloueUossay o 0108ds]

0c or 08 08

007 ocr orT
| | |

010

2

ETPE —

MU M W WL W WL s RO D o N
WEDLOLEITODOOSDOD =" ©OwWw ~
WO O ML e LD DO WL B O R LW
SN NMDODNODOM@DD NI N=® OO0

£L1°EB
¢E'86
09 ¥17
50181
B2 991

udd

89-0ET NWH



A

APENDICE VII

U/IH L2GTE PETT HIZH

ua/udd 00005'6 [RL1ZE]
20 00°0 ad
udd 000’0 dz4
20 FE 9REES 7]
udd 000" 081 a1
1 00'g k3
ua 0002 pal

suaaueded 30T HHN OF

Po )
2 0E'0 1
2 ass
Ene HOK
T T6BOGEL  GET -8
oyzatyue-oyIa aom
s s
suajaueJed burssaouug - 54
[ od
o =)
IH 00°F &1
1 8ss
va oM
HH 0BSGLTL 52 B
FBEST Is

sJajaweJed BUTSSEdONd - 24

oyIBTINY-TUBT  INOWUH
udd gg6° 68} ks
2H EZG5ES SF 534014
Y PgeL 52T 1045
zig o

2 am
Sualeue.ed UoTITSTANIY - [d
ZHH 0000EL6 667 205
0 e 5T B
000 B
a8sn 00°06 20d0d
Jeen 050 v
85 G2 G Edl
HE 20
arzates 208400
—=me—= @3 TANNYHD =m=-m-—
MK BLEFOEL’ G2F rds
o 00°0 T
aasn 02'2} 2d
88 079 ¥d
£ &0
s T4 CTRNYHD =mmmm-—m

85 0000ESTD
238 00000GOD"

05 B2ALYEQD"

228 0O0CEOO0 1
0000000° G T 215M)

¥ 0B aL
23sn 00°9 Edl
238N OOE"GT Ha
ESS) od

85 FOOFIOE O By
ZH D0ELBGT0 §3y0rd
IH BEZ BLSTE HHS
[ sa
o0:8F M
8HO 1HINT08
B3/EE aL
SEFadap ELCER )
FIEF TENQ WU S OHBOHS
3aads HNHISNT
CEOF autL
2350800 ~aleg

sJataleded LOTITSTNNOY - 2o

13 0N0bd
E oNd¥3
at ELLL]
sJajewnJed 8380 UaNIND

0c

ar

09

08

007
|

097 wdd
|

1822

01O

0L°EC

20 B2

8F'6¢

GU¥E —

16'6E

92° 18

9F 0L

8EEL
8€'97

6L L —

GI°EB
TE 86

GET1d30-0E7 NAH

907151

wdd



A

APENDICE VIII

U3/ZH T0BEE BET H3ZH
wa/wdd gpoOF 0 WIWdd
7H 0070 c4
ugd 000°0 ded
ZH 9.7 666E 4
udd 0008 drd
w9 gg'TE AD

w3 go°oR #2
sJajaueJed 107d 4N OF

00°F ad

0 89

IH 00 0 81

9 858

ou MaM

ZHW ££000.6 66V 45
89/2€ 18

sJajaweded BUTSS33I0Jd - 24

ZHW B6BEELE BEY 1045
80 0070 d
135N 0GB Id
HY TaNN
==mmmm== [) JINNVH] ========
99§ 00000510 0 HHMOW
Jss 00000000° 0 1S3HIM
338 00000000 F 10
)0 /62 Ell
288N 00°9 L
aasn 009 v na
95z 9

338 //pEIEL ' oy
2H 66EEBT "0 S3H0T4
ZH 0€2 61021 HHS
0 50

8 SN
0SkWad LN3ATDS
9e559 oL

0g6z 908d Nd
/OET 1BNQ WL G OHAOHd
ERELE HNELSNT
80°6 aurL
2109002 ~a3eq

SJ373WRJEd UgTATSINDIY - 24

T ONJOHd
T OWdX3
al ECL
sJ3)auedey e1e UaJJN]

(9Q-OSWQA W3 ZHW 00g) epiweled] - LM 80 NIW-H| BloUgUOsSey 8] oljoads3

T o £ ¥ G g dd
TR S | (N S I T T R N T Y| (N T L |
. 1
WWwi M| =] [noOoO =ML ol a| [& (] m
Ol M= |D| O] [to|lo|w Q| DO (W WD ||| |[WD w ﬂ
MOoOw|~mw]| [~ |[lolw|o MMM ||| O @ = |~ om| [© f i § oy
mm(~N|~|O|O] || |wlna|ra Rl || ~d{—= | Ol |olMm|—=|Ojw| [ —_ —
g9/-H
;j .CH #-H
V.-H V.9-H .
| 4.9-H
JEH
.G-H
9H IH
ol |
eH
H
HCx
HO
FH
FH
aW-01O
9d-OSNd SIN-O0D
HT NWH



9- ANEXOS

130

G



9- ANEXOS PAG.

Normas para publicacdio de manuscritos na revista

ANEXO I- [ .
brasileira de farmacognosia

131

Normas de publicagdo na revista brasileira de toxicologia

ANEXO II- 137



ANEXO 1

NORMAS PARA PUBLICACAO DE MANUSCRITOS NA REVISTA
BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA

A Revista Brasileira de Farmacognosia (Brazilian Journal of Pharmacognosy) ¢ um
periodico destinado a publicacdo de trabalhos cienti? cos originais, artigos de revisao e
divulgacdo no campo da Farmacognosia (“O estudo dos produtos naturais
biologicamente ativos”).

1. NORMAS GERAIS

1.1 Todos os manuscritos submetidos devem ser inéditos. A publicacdo simultanea de
manuscritos descrevendo o mesmo trabalho em diferentes periddicos ndo € aceitavel. Os
direitos de publicacdo passam a ser da Revista Brasileira Farmacognosia, inclusive
traducdes; publicacdes subseqiientes sao aceitas desde que citada a fonte.

1.2 A Revista Brasileira Farmacognosia recebe para publicagdao trabalhos cienti?cos
originais, revisoes e divulgagdes escritos em Portugués, Espanhol ou Inglés. O contetido
dos trabalhos ¢ de total responsabilidade do(s) autor(es), e nao re? ete necessariamente a
opinido do Editor Chefe ou dos membros do Conselho Editorial.

1.3 A Revista Brasileira de Farmacognosia submetera todos os manuscritos recebidos a
analise de consultores ad hoc, cujos nomes permanecerdo em sigilo e que terdo a
autoridade para decidir sobre a pertinéncia de sua aceitacdo, podendo inclusive,
reapresenta-los ao(s) autor(es) com sugestdes para que sejam feitas alteracdes
necessarias e/ou para que os mesmos sejam adequados as normas editoriais da revista.

1.4 Toda idéia e conclusdo apresentadas nos trabalhos publicados sdo de total
responsabilidade do(s) autor(es), e ndo re?ete necessariamente a opinido do Editor
Chefe ou dos membros do Conselho Editorial.

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

1.6 Todo material vegetal utilizado na pesquisa descrita no trabalho deve ter a indicagdo
do seu local de coleta (inclusive coordenadas obtidas por GPS, se possivel),

o pais de origem, o responsavel pela identi? cacdo da espécie e a localizagdo da exsicata.
Os autores devem estar preparados para fornecer evidéncia documental de que a
aprovagdo para a coleta foi concedida pela autoridade apropriada no pais de origem.

2. NORMAS PARA A ELABORACAO DAS CONTRIBUICOES

2.1 Os autores devem manter uma copia (eletronica e impressa) do manuscrito
submetido, para o caso de possivel perda ou danos causados ao original enviado a



revista.

2.2 As Figuras (fotogra?as, gra?cos, desenhos, etc.) deverdo ser apresentadas em folhas
separadas e numeradas consecutivamente em algarismos ardbicos. As respectivas
legendas deverao ser claras, concisas, sem abreviaturas e localizadas abaixo das ? guras.
Suas respectivas posi¢des no texto deverdo ser indicadas, preferentemente, logo apds
sua citagdo no corpo do trabalho. No caso de fotogra?as ou desenhos feitos a mao livre,
estes deverdo ser colocados em envelopes a parte, em perfeito estado e devidamente
identi? cados no verso, a lapis.

As Tabelas e os Quadros deverdo ser apresentados em folhas separadas e numerados
consecutivamente em algarismos arabicos. As tabelas (dados numéricos) ndo podem ser
fechadas por linhas laterais. As respectivas legendas deverdo ser claras, concisas, sem
abreviaturas e localizadas na parte superior dos mesmos. Deverdo ser indicados os
locais aproximados no texto, onde as tabelas e os quadros serdo intercalados,
preferentemente, logo ap6s sua citagdo no corpo do trabalho.

3.FORMATACAO DO TEXTO E CONTEUDO DO TRABALHO

3.1 Os originais deverdo ser redigidos e digitados em folhas de papel tamanho A4 ou
carta, espaco duplo, fonte tipo Times New Roman, tamanho 12, com texto justi?cado,
margem de 2cm em cada um dos quatro lados, e perfazendo o total de, no maximo, 15 e,
no minimo, 5 paginas, incluindo ? guras, tabelas e quadros.

3.2 Titulo e subtitulo: Deverio estar de acordo com

O contetido do trabalho, levando em conta o ambito e objetivos da Revista. Estes
deverdo estar escritos em caixa baixa, negritados, fonte tipo Times New Roman,
tamanho 14. Para os trabalhos redigidos nas linguas Portuguesa e Espanhola,
providenciar também versdo do titulo para a lingua Inglesa, o qual acompanhara o
Abstract.

3.3 Autores: Os nomes dos autores devem vir abaixo do titulo, centralizados. O nome ¢
os sobrenomes devem aparecer na ordem correta, sendo obrigatdrio que o primeiro
(nome) e o ultimo (sobrenome) aparegam por extenso (ex. Carlos N.U. Silva ou Carlos
N. Ubiratan Silva). No caso de varios autores, seus nomes deverdo ser separados por
virgulas.

3.4 Filiacao dos autores: Apos o nome de cada autor devera constar um nimero
Arabico, sobrescrito, que indica sua instituicdo de procedéncia e, devera aparecer logo
abaixo da nominata dos autores, também centralizado ¢ com enderecos completos,
inclusive o CEP da cidade. Deve-se assinalar o nome do autor principal com um
asterisco sobrescrito, para o qual toda correspondéncia devera ser enviada. O endereco
eletronico, telefone e fax do autor principal aparecerdo na primeira pagina do trabalho
como uma nota de rodapé.

3.5 Resumo em portugués: Devera apresentar concisamente o trabalho destacando as



informacdes de maior importancia, expondo metodologia, resultados e conclusdes.
Permitira avaliar o interesse pelo artigo, prescindindo de sua leitura na integra. Dever-
se-a dar destaque ao Resumo como tépico do trabalho (méximo de 200 palavras).

3.6 Unitermos: Deverdo identi? car/representar o conteudo do artigo. Observar o limite
maximo de 6 (seis). Sdo importantes para levantamentos em banco de dados, com o
objetivo de localizar e valorizar o artigo em questao. Deverdo vir separados por virgula.

3.7 Abstract: Os trabalhos redigidos nas linguas Portuguesa e Espanhola devem vir
acompanhados também da versdo do resumo para a lingua Inglesa. Evitar traducdes
literais. Quando ndo houver dominio deste idioma, consultar pessoas quali? cadas. O
Abstract deve ser encabegado por versdo do titulo na lingua inglesa.

3.8 Keywords: Unitermos em inglés. Também em nimero maximo de 6 (seis) e
separados por virgula.

3.9 Introdugao: Deverd estabelecer com clareza o objetivo do trabalho e sua relagdo
com outros trabalhos na mesma area. Extensas revisdes da literatura deverao ser
substituidas por referéncias a publicagdes mais recentes, onde estas revisdes tenham
sido apresentadas e estejam disponiveis.

3.10 Material e Métodos: A descricao dos materiais e dos métodos usados devera ser
breve, porém su?cientemente clara para possibilitar a perfeita compreensdo e a
reproducao do trabalho. Processos e técnicas ja publicados, a menos que tenham sido
extensamente modi? cados, deverdo ser referenciados por citacao.

3.11 Resultados: Deverdao ser apresentados com o minimo possivel de discussdo ou
interpretagdo pessoal e, sempre que possivel, ser acompanhados de tabelas e ?guras
adequadas. Os dados, quando pertinentes deverdo ser submetidos a uma analise
estatistica.

3.12 Discussao: Devera ser restrita ao signi?cado dos dados obtidos e resultados
alcangados, evitando-se inferéncias ndo baseadas nos mesmos. Opcionalmente,

Resultados e Discussdo poderdo ser apresentados num tinico item.

3.13 Agradecimentos: Este item ¢ opcional e deverd vir antes das Referéncias
Bibliogra? cas.

4. REFERENCIAS

A formatacdo das referéncias deve ser padronizada em conformidade com as exigéncias
da revista, como ¢ mostrado abaixo:

4.1 Referéncia dentro do texto:

-No inicio da citagdo: autor em caixa baixa, seguido do ano entre parénteses. Ex. Pereira
(1999).



-No ?nal da cita¢do: autor em caixa baixa e ano — ambos entre parénteses. Ex. (Silva,
1999) ou (Silva; Souza, 1998) ou (Silva; Souza; Dias, 2000) ou (Silva et al., 1999) ou
(Silva et al., 1995a,b).

- Citacao textual: colocar, também, a pagina . Ex. (Silva, 1999, p.24)

4.2 As Referéncias Bibliogra?cas serdo ordenadas alfabeticamente pelo sobrenome do
primeiro autor, em caixa baixa e em ordem crescente de data de publicacdo. Deve-se
levar em consideracdo as seguintes ocorréncias:

4.2.1 Revista: Serd utilizado a abreviatura do periddico, em itdlico, de?nida no
Chemical Abstracts Service Source Index (ver http://www.cas.org/sent.html). Caso a
abreviatura autorizada de um determinado periddico nao puder ser localizado e ndo for

6bvio como o titulo deve ser abreviado, deve-se citar o titulo completo.

-Vargas TOH 1996. Fatores climaticos responsaveis pela morte de borboletas na regido
sul do Brasil. Rev Bras Assoc Entomol 11: 100-105.

No caso especial da revista citada ndo ser de facil acesso, ¢ recomendado citar o seu
namero de Chemical Abstracts, como segue:

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

Numa citagdo de citagdo, colocar o nome das fontes em italico.

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

4.2.2 Livro:
- Costa AF 1996. Farmacognosia. Lisboa: Calouste Gulbenkian.
4.2.3 Capitulo de livro:

- Farias CRM, Ourinho EP 1999. Restauracdo dentdria. In: Goldaman, G.T. (org.) 4
nova odontologia. 5.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, p.95-112.

4.2.4 Tese e Dissertacio:

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

- Romero MAV 1997. Estudo quimico de Brunfelsia hopeana Benth e do mecanismo de
agdo da escopoletina. Jodo Pessoa, 119p. Dissertagdo de Mestrado — Programa de Pos-
Graduagao em Produtos naturais, Universidade Federal da Paraiba.



4.2.5 Congressos:

-Thomas G, Selak M, Henson PM 1996. Estudo da fragdo aquosa do extrato etanolico
das folhas de Cissampelos sympodialis em neutr6?los humanos. XIV Simposio de
Plantas Medicinais do Brasil. Florianépolis, Brasil.

4.2.6 Patentes: Devem ser identi? cadas conforme modelo abaixo € na medida do
possivel o numero do Chemical Abstracts deve ser informado.

- Ichikawa M, Ogura M, Lijima T 1986. Antiallergic ?avone glycoside from Kalanchoe
pinnatum. Jpn. Kokai Tokkyo Koho JP 61,118,396, apud Chemical Abstracts 105:
178423q.

4.2.7 Paginas Internet:
- http://www.mobot.org, acessada em maio de 2003.
5. ENCAMINHAMENTO DOS ARTIGOS

Os trabalhos deverao ser enviados, inicialmente, em trés copias impressas, utilizando-se
o programa Word for Windows. Quando da aceitagdo do trabalho, apds as devidas
corregoes, deverdo ser enviados um disquete ou CD contendo o arquivo do trabalho e
uma copia impressa. Toda correspondéncia devera ser enviada ao Editor-Chefe da
Revista, conforme endereco abaixo:

Revista Brasileira de Farmacognosia

Prof. José Maria Barbosa Filho — Editor Chefe Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica
Universidade Federal da Paraiba. Caixa Postal 5072 58051-970, Jodao Pessoa - PB —
Brasil

Na carta de encaminhamento ¢ solicitado a indicagdo de cinco provaveis referees, de
outras instituicdes, com seus enderegos postais e eletronicos. A quali? cagdo do trabalho
sera atestada por, no minimo, dois consultores, indicados pela Editoria.

6. CUSTOS

A Revista custeard integralmente os trabalhos de até 15 paginas, incluindo tabelas e
?guras. Acima deste nimero de paginas, as despesas correrdo por conta do(s) autor(es).
Nao serdo aceitas fotogra?as coloridas, a ndo ser que o(s) autor(es) custeiem sua
publicagdo, independente do nimero de paginas do trabalho.

www.farmacognosia.ufpr.br/RBF.htm

www.sbfgnosia.org.br



ANEXO II
NORMAS DE PUBLICACAO NA REVISTA BRASILEIRA DE TOXICOLOGIA
Politica Editorial

A Revista Brasileira de Toxicologia / Brazilian Journal of Toxicology ¢ um peridédico
especializado, arbitrado e distribuido amplamente no Brasil e em outros paises, com
periodicidade semestral. Publica pesquisas originais e inéditas, de carater basico ou
aplicado, que contribuam para o conhecimento e desenvolvimento da Toxicologia e
Ciéncias afins. E editada pela Sociedade Brasileira de Toxicologia, aberta a comunidade
cientifica nacional e internacional, e aceita contribuicdes na forma de artigos originais,
comunicagdes breves e artigos de revisao.

A Revista Brasileira de Toxicologia / Brazilian Journal of Toxicology adota o “Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing
for Biomedical Publication”, proposto pelo International Committee of Medical Journal
Editors, conhecido como “Estilo Vancouver” (http://www.icmje.org). O corpo editorial
¢ responsavel pela politica editorial e a responsabilidade pelo conteudo do manuscrito ¢
exclusiva dos autores, sendo vedada a submissdo simultanea, integral ou parcial, a
qualquer outro periodico.

Critérios para a seleciao de trabalhos

Cada manuscrito deve ser acompanhado de carta de apresenta¢do assinada pelo autor
correspondente. Os editores recebem o manuscrito, verificam seu enquadramento ao
escopo da Revista Brasileira de Toxicologia / Brazilian Journal of Toxicology e o
encaminham a dois relatores para avaliacdo. Os relatores sdo solicitados a opinar pela
aceitagdo, reformulacdo ou rejeicdo. As copias dos pareceres sdo encaminhadas aos
autores, garantindo-se a reciprocidade do anonimato. Os manuscritos ndo aceitos ficam
a disposicao do(s) autor(es) por um ano.

Os manuscritos publicados passam a ser de propriedade da Revista e para tanto, todos
os trabalhos submetidos devem ser acompanhados de documento de cessao de direitos
autorais, assinado por todos os autores (modelo disponivel em:

http://www.sbtox.org.com.br).

Instrucgoes para o preparo do manuscrito

Artigos Originais:

Os manuscritos podem ser apresentados em portugués, espanhol ou em inglés. Devem
ser apresentadas trés cOpias impressas € uma em disquete 3,5" ou CD, arquivo MS
Word 6.0 ou superior. A digitacdo deve ser em uma s6 face, em papel formato A4

branco, fonte Arial 12, com espago duplo, todas as margens com 2,5 cm e numerando
todas as paginas seqiiencialmente. O nimero de paginas deve se limitar a 20 € o



manuscrito deve conter pagina de identificagdo, resumo, palavras chave, introdugdo,
material e métodos, resultados, discussdo, conclusdes, agradecimentos, referéncias
bibliograficas, figuras, legendas das figuras e tabelas.

« Pagina de identifica¢io:

a) Titulo do artigo: deve ser conciso e completo, evitando palavras supérfluas, seguido
de versdao em inglés quando o idioma do texto for portugués ou espanhol,;

b) Autores: nome e sobrenome de cada autor
c) Afiliagdo: Identificacdo da instituicdo a que cada autor estd afiliado

d) Autor correspondente: indicar o autor responsavel pela correspondéncia com a
Revista, incluindo telefone, fax e E-mail. Sendo aceito o trabalho, endereco sera
publicado como forma de contato para os leitores.

= Resumos:

O resumo deve conter informacdes sucintas e claras referentes ao objetivo, métodos,
resultados e conclusdes, porém sem a divisdao em topicos. Devem ser apresentados no
idioma do texto e em inglés (Abstract), com no maximo 200 palavras; artigos em inglés
devem também apresentar resumo em portugués ou espanhol.

«  Unitermos (keywords):

Devem representar o contetido do artigo, com o maximo de 6 termos indexadores, em
inglés e portugués ou espanhol, apds o respectivo resumo.

= Introducio

Deve apresentar o propodsito do estudo e uma breve revisao de bibliografia pertinente e
atualizada, de modo a destacar os avangos alcangados no tema. Devera estabelecer com
clareza o objetivo do trabalho, que justifique sua elaboragdo e importancia.

= Material e Métodos

A descri¢cdo dos métodos devera ser breve, porém suficientemente clara e objetiva para
possibilitar a perfeita compreensdo e reproducdo do trabalho, disposta em forma de
texto corrido (evitar a forma de itens). Descrever elementos estudados (pacientes,
animais, inclusive controles) e critérios de inclusdo e exclusdo. Descrever precisamente
processos, equipamentos e insumos, incluindo, entre parénteses, o nome do fabricante e
a origem de materiais e equipamentos. Descrever suficientemente métodos estatisticos e
indicar o uso de “softwares”. Processos e técnicas ja publicados devem ser apenas
referenciados.



= Resultados

Devem ser apresentados em seqiiéncia logica, com o minimo possivel de discussdo ou
interpretagdo. Nao devem ser repetidas no texto as informagdes que estejam contidas em
tabelas ou figuras.

= Discussao

Devera ser restrita ao significado dos resultados obtidos, explorando-os e relacionando-
os a dados ja registrados na literatura, incluindo somente citacdes indispensaveis.

= Conclusoes

Devem ser fundamentadas nos achados do trabalho apresentado e podem ser incluidas
no item “Discussao”.

« Agradecimentos

Devem ser restritos ao necessario. O registro de suporte financeiro deve ser incluido
neste item.

»  Ktica

Os autores devem atentar para as exigéncias e normas ditadas por orgdos oficiais
relativas a Etica em pesquisa com seres humanos e com animais de experimentagdo. Os
trabalhos que envolvam experimentos ou metodologias que necessitem de avaliagdao por
Comité de Etica em Pesquisa devem ser acompanhados de copia do parecer favoravel.

Comunicacoes Breves

O texto deve ser breve e direto, correspondendo a0 maximo de uma pagina impressa. A
tramitagdo para publicagdo ¢ idéntica a de um artigo original, porém a redagdo nao
necessita divisao, bastando a apresentacao de ao menos trés palavraschave.

Artigo de Revisao

Deve corresponder a revisao critica de assunto relevante, com base em literatura atual e
em resultados do autor. Deve apresentar resumo na lingua em que for redigido e em
inglés, e ndo deve exceder 30 paginas no total, correspondendo a cerca de 10 paginas
impressas. Os métodos de localizagdo, sele¢do, extragdo e sintese das informagdes deve
ser informado, inclusive no resumo.

Tabelas e figuras (graficos, formulas, fotografias, esquemas, etc...)

Tabelas e figuras devem ser numeradas com algarismos arabicos, na ordem em que
aprecem no texto, e devem complementa-lo e nao duplica-lo.



As figuras devem ser apresentadas em preto e branco ou em escala de tons cinza,
suficientemente claras para permitir reproducdo em clichés reduzidos, com o titulo
colocado na parte inferior. Os desenhos devem ser em tinta nanquim preta sobre papel
vegetal, ndo excedendo o tamanho equivalente da pagina, e as fotografias devem ser em
papel brilhante.

As Tabelas devem ter o titulo no alto, breve e descritivo, digitadas em espaco duplo e,
se necessario notas de rodapé, devem ser identificadas por letras sobrescritas.
Recomenda se, também, nio repetir os mesmos dados em figuras.

Tanto as tabelas como as figuras, devem ser apresentadas em folhas separadas e as
palavras Tabela e Figura devem aparecer por extenso, com apenas a primeira letra
maiuscula, seguidas do respectivo nimero.

Tabelas ou figuras extraidas de outras publicacdes devem ser acompanhadas de
permissdo por escrito para a reprodu¢do das mesmas, cuja obtengdo ¢ de
responsabilidade dos autores.

Abreviaturas

Deve ser utilizada a forma padronizada. Quando nao padronizadas devem ser precedidas
do nome completo na primeira citagdo, € nao devem ser utilizadas abreviaturas no titulo
€ No resumo.

Referéncias Bibliograficas

As referéncias devem restringir-se ao essencial para o conteudo do artigo e ser
numeradas na ordem em que aparecem no texto. Ao listar as referéncias, para as
publicacdes com até seis autores citam-se todos e, naquelas com mais de seis, cita-se o
primeiro autor seguido da expressdo et alii (ou abreviada et al.). Os titulos de revistas
devem ser abreviados de acordo com o estilo usado pela MEDLINE (lista disponivel em
http://www.nlm.nih.gov/ tsd/serials/Isiou.html.). Resumos e ndo devem ser usados como
referéncia e as comunicagdes pessoais devem ser evitadas, a menos que se trate de
informacao essencial e indisponivel em fonte publica; neste caso citar no texto a pessoa
e a data da comunicacao, entre paréntesis. No texto as referéncias devem ser citadas por
numeragdo ardbica entre paréntesis, a direita de qualquer pontuagdo. Nas referéncias
multiplas em seqiiéncia podem ser citadas o primeiro e Gltimo numero (exemplo: 4-8).
A citagdo deve ser apenas pelo numero entre paréntesis ou pelo nome do autor seguido
do numero entre paréntesis, conforme exemplos:

« um autor: “Smith (3) observou......
« dois autores: “Smith e Tompsom (3) observaram....”
« mais de dois autores: “Smith et.al. (3) observaram...”.



Exemplos para a lista de referéncias:
Artigos de periodicos

Chein C, Marriott JL, Ashby K, Ozanne-Smith J. Unintentional ingestion of over the
counter medications in children less than 5 years old. J Paediatr Child Health 2003;
39:264-9. Pauluhn J. Issues of dosimetry in inhalation toxicity. Toxicol Lett 2003; 141:
229 - 238.

Instituicdo como autor

ACGIH. (American Conference of Governmental Industrial Hygienists).
Documentation of threshold limit values and biological exposure indices. 7th ed.
Cincinnati: ACGIH, 2001. Pt. A-Z.

Livros
Goodman LS. The pharmacological basis of therapeutics. 2nd. ed. New York:
Macmillan; 1955. 1831p.

Capitulo de livro

Bates DV. Standard-setting as an integrative exercise: alchemy, juggling, or science? In:
Mohr U. (editor) Inhalation toxicology. New York: Springer Verlag, 1988. 1-10.

Tese e Dissertacao

Cerqueira PM. Estereoseletividade no metabolismo do metoprolol em pacientes
hipertensos portadores ou ndo de insuficiéncia renal cronica. [Tese] Sao Paulo:
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, USP; 2003.

Documentos legais

Brasil. Projeto de Lei n. 4.841, de 30 de novembro de 1994. Determina a utilizagao de
Embalagem Especial de Protecdo a Crianca — EEPC — em medicamentos e produtos
quimicos de uso doméstico que apresentem potencial de risco a saude. Brasilia:
Congresso Nacional; 1994.

Software

Epi Info [computer program] Version 6. Atlanta, GA: Centers for Disease Control and
Prevention; 1994.

Website
Sao Paulo. Secretaria da Satde. Resolugdo SS 16, de 18 de janeiro de 1999. Disponivel
em http://www.saude.sp.gov.br/ html/fr _legi.htm. Acessado em 18/fev/2005.



Envio do manuscrito

Enviar o manuscrito para:

Revista Brasileira de Toxicologia — Corpo Editorial da Sociedade Brasileira de
Toxicologia

Rua Prof. Lineu Prestes, 580 Bloco 13-B

CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP — Brasil
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