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1 IDENTIFICACAO

1.1 NOMENCLATURA BOTANICA

Vernonia polyanthes Less. (1, 2).
1.2 SINONIMIA BOTANICA

Vernonia psittacorum DC, Vernonia patens Less. (Vernonanthura patens [Kunth] H.
Rob.), Vernonia corcovadensis Gardner, Vernonia brasiliensis Mart. ex DC, Chrysocoma
phosphorica Vell. Chrysocoma arborea Vell. Cacalia polyanthes (Less.) Kuntze e
Vernonanthura phosphorica (Vell.) H.Rob. (1-4).
1.3 FAMILIA

Asteraceae (1, 5).

1.4 FOTO DA PLANTA
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Figura 1 — llustracéo de exsicata de espécime de Vernonia polyanthes (Vernonanthura phosphorica [Vell.]
H.Rob.), depositada no Herbario RB do Jardim Botanico do Rio de Janeiro/RJ (RB00581453). Fonte: Herbario
Virtual Reflora - Jardim Botanico do Rio de Janeiro (6).

1.5 NOMENCLATURA POPULAR

“Assa-Peixe”, “Assa-Peixe-Branco”, “Cambara-Branco”, “Cambara-A¢u”, “Alecrim-
do-Campo”, “Assa-Peixe-Roxo”, “Chamarrita”, “Assa-Peixe-do-Para”, Erva-Prea”, “Cambara-
Guagu”, “Cambarazinho”, “Casca-Preta”, “Tramanhém”, “Erva-de-Mula”, ‘“Mata-Pasto”,

“Salsa-da-Praia” (5, 7-9).

1.6 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

Apresenta distribuicdo por diferentes paises como México, Belize, Costa Rica, El
Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panama, Venezuela, Bolivia, Coldmbia, Equador
Paraguai e Peru (10, 11).

Sendo nativa no Brasil, possui ampla ocorréncia nas regides sul, sudeste e centro-oeste,
sendo comum em &reas do cerrado, como em S&o Paulo, Mato Grosso, Minas Gerais e Goiés,
e na orla Atlantica (5, 8, 9, 12).
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1.7 OUTRAS ESPECIES CORRELATAS DO GENERO, NATIVAS OU EXOTICAS
ADAPTADAS

Espécies do género com caracteristicas semelhantes sdo Vernonia ferruginea Less. e

Vernonia tweedieana Baker (9).




2 INFORMACOES BOTANICAS

2.1 PARTE UTILIZADA / ORGAO VEGETAL

Diferentes séo as formas de utilizacao da espécie Vernonia polyanthes Less., bem como
diferem as partes da planta ou farmacdgenos empregados. Para usos populares tradicionais
destaca-se o uso de folhas, brotos e partes aéreas (13-18).

Além destas, outras partes como caules, raizes, e eventualmente a planta toda tem sido

utilizada em preparac6es de uso popular (18-20).

2.2 DESCRICAO MACROSCOPICA DA PARTE DA PLANTA UTILIZADA

A espécie V polyanthes se apresenta como uma planta arbustiva ou arborea, com média
de 2,5 m de altura, amplamente ramificada, cujos ramos sdo sulcados, glabrescentes, angulosos
e densamente pilosos (5, 8, 11).

Possui folhas simples alternadas, lanceoladas, pecioladas, cujos peciolos apresentam
comprimento variado, com base atenuada e apice agudo ou acuminado. As margens inteiras ou
levemente serreadas na parte apical, com comprimento de até 18 cm e 6 cm de largura, e
nervuras duplamente proeminentes (sendo mais na face dorsal). Apresenta face adaxial aspera,
esparso-estrigosa, glandulosa e face abaxial pilosa, estrigosa, glandulosa. De cor verde, sendo
esta mais clara na face abaxial (5, 8, 11, 21).

Sua inflorescéncia € formada por flores brancacentas, alvas ou rosada, disposta no apice
dos ramos, com capitulos pequenos, sésseis ou curtamente pedunculados, formados por 10 a 15
flores reunidas em paniculas escorpioides. O grande volume das inflorescéncias, com flores
geralmente brancacentas e aromaticas € caracteristico da espécie (5, 8).

Apresenta também caule lenhoso e muito ramificado. A raiz é principalmente pivotante,

com extenso sistema radicular (5).

2.3 DESCRICAO MICROSCOPICA DA PARTE DA PLANTA UTILIZADA

A lamina foliar é dorsoventral, hipostomatica, com tricomas em ambas as faces, sendo

estes pluri, homo e heterocelulares. A face adaxial possui epiderme uniestratificada cujas
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células apresentam paredes retas ou levemente curvas, contendo estdmatos, tricomas simples,

pluricelulares (Figura 2) (8, 21).

Figura 2 — Epiderme adaxial de folha de Vernonia polyanthes (visdo frontal), contendo tricoma simples do tipo
pluricelular inserido. Fonte: Alves e Nevez (2003) (8).

Os estdmatos sdo anomociticos situados nas proximidades das nervuras. Ha grande
guantidade de drusas em toda a regido parenquimatica. Os tricomas caracterizam-se por
apresentarem células com diferentes graus de espessamento, sendo a apical longa, com paredes
finas e de extremo afilado (Figura 3A), enquanto a célula basal exibe sec¢cdo ampuliforme, com
paredes espessadas e cutinizadas. O parénquima palicadico € unisseriado, constituido por
células altas e estreitas. Ja o parénquima lacunoso apresenta células de seccdo lobada. O
mesofilo dorsiventral possui uma ou duas camadas de parénquima paligadico, e se observam
tubos de latex, retos e de grande calibre. Também sdo encontrados grdos de amido e goticulas
de dleo (8, 21).
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Figura 3 — Diferentes tipos de tricomas da Vernonia polyanthes; A. Tricoma simples pluricelular; B. Tricoma
secretor do tipo bigorna. Fonte: adaptado de Alves e Nevez (2003) (8).

A face abaxial possui epiderme uniestratificada contendo células fundamentais de
dimensdes bastante varidveis, com paredes delgadas, ondulosas, e tricomas simples

pluricelulares, do tipo bigorna (Figura 3B) e capitados. Apresenta ainda, tricoma glandular de




15

cabeca arredondada, grande, unicelular, inserido diretamente em depressdes da epiderme (sem

pedinculo). A epiderme abaxial exibe células com paredes de contorno sinuoso (Figura 4). Os
estdmatos sao do tipo anomocitico (8, 21).

Figura 4 — Epiderme abaxial de folha de Vernonia polyanthes (viséo frontal), contendo estdmatos do tipo
anomociticos. Fonte: Alves e Nevez (2003) (8).

Apresenta bordo foliar fletido com células de paredes espessadas. Pode conter também

tricomas simples pluricelulares e capitados. O peciolo (Figura 5) possui epiderme

uniestratificada podendo ser detectados tricomas como os contidos no bordo foliar. O sistema
condutor é composto por um conjunto de 5 a 8 feixes, do tipo colateral, cujos calibres sdo

variados, onde os feixes mais calibrosos se dispdem na porcdo central (8).

Figura 5 — llustracéo de secg¢do transversal do peciolo de Vernonia polyanthes. Fonte: Alves e Nevez (2003) (8).

A nervura principal (Figura 6) exibe contorno biconvexo, com colénquima do tipo
angular e com parénquima contendo cristais prismaticos e drusas de oxalato de calcio. O
sistema condutor € formado por 3 a 6 feixes vasculares colaterais, individualizados, recobertos
por casquetes de fibras, tendo os trés feixes centrais mais calibrosos (8, 21).




Figura 6 — llustracdo de seccéo transversal da nervura princial de Vernonia polyanthes. Fonte: Alves e Nevez
(2003) (8).

As flores, aproximadamente 15 a 20, possuem corola tubulosa, tubo de 4 mm, lobos
glabros, com anteras de base sagitada, calcarada, apice lanceolado a oval-lanceolado. Os ramos
do estilete séo lineares, pilosos abaixo do ponto de bifurcacdo. Exibe papus cerdoso e &pice
espessado. Em relacdo ao poélen, apresenta didmetro polar de 46,5 £ 0,2 um e didmetro
equatorial 51,0 £ 0,2 um (Figura 7). A medida de colpo de 24,3 um de largura e 5,2 um de
comprimento (11, 22).

Figura 7 — Fotomicrografias de graos de pdlen de Vernonia polyanthes (Vernonanthura phosphorica [Vell.]
H.Rob.) em microscopio de luz; A. Visdo polar; B. Visdo equatorial. Fonte: adaptado de Mendonca e
colaboradores (2009)(22).

2.4 INFORMACOES SOBRE POSSIVEIS ESPECIES VEGETAIS SIMILARES QUE
POSSAM SER UTILIZADAS COMO ADULTERANTES

Dentre as espécies similares que é usualmente confundida com Vernonia polyanthes
esta Vernonia rubriramea, confusdo que se da devido a semelhanca na disposicéo dos capitulos
nos ramos e no formato da folha. Entretanto, é possivel diferencia-las por esta (V. rubriramea)
possuir capitulos mais robustos e ramos contendo sulcos mais profundos quando comparados

aquela (11).




17

Outra espécie que pode ser confundida com V. polyanthes é a Vernonia westiniana
(Vernonanthura westiniana), uma vez que as duas apresentam polen considerados de médio
porte com uma forma esferoidal oblata (22). No entanto, Malhem e colaboradores (2003) (23)

sugerem que a V. polyanthes (Vernonanthura phosphorica) possui polen de grande porte, € a

V. westiniana apresenta uma forma esférica, sendo assim um meio para diferencia-las.

A espécie V. polyanthes também se semelha a Vernonia mariana Mart. ex Baker, mas
diferenciando-se por ter suas folhas ferrugineo tomentosa, além de apresentar capitulos com
menos flores e cipsela setosa. Além dessas, possui semelhanca com as espécies Vernonia
missionis Gardner e Vernonia ruficoma Schlechtd. ex Baker, mas ambas as duas apresentando
folhas glabrescentes, invélucro globoso campanulado, fortemente imbricado (12).




3 CARACTERIZACAO E CONTROLE DE QUALIDADE

3.1 ESPECIE VEGETAL / DROGA VEGETAL

3.1.1 Caracteres organolépticos

A analise organoléptica consiste em um método simples e rapido para a avaliacdo de
qualidade da amostra, em especial quanto a sua identidade e pureza, podendo ser observados
parametros como coloracdo, consisténcia, sabor e/ou odor (24).

Em trabalho realizado por Cdrrea e colaboradores (2004) (25), em gue se avaliou a
influéncia de diferentes métodos de secagem sobre as caracteristicas organolépticas de folhas
de Vernonia polyanthes, observou-se que independente do método de secagem empregado
(secagem mista, secagem em estufa, secagem a sombra e em secador solar), as folhas
apresentaram coloracdo predominante verde-escura na face adaxial, e verde-clara na face
abaxial.

Por outro lado, quanto ao odor constatou-se que a secagem a sombra conservou melhor
o cheiro caracteristico das folhas, o qual se manteve forte. Para as demais técnicas de secagem
as folhas apresentaram odor suave (25).

3.1.2 Requisitos de pureza

3.1.2.1 Perfil de contaminantes comuns

N&o foram encontradas informacdes acerca da avaliacdo do perfil de contaminantes

comuns de droga vegetal para a espécie Vernonia polyanthes.

3.1.2.2 Microbioldgico

N&o foram encontradas informacGes acerca da avaliacdo microbioldgica de droga

vegetal para a espécie Vernonia polyanthes.




3.1.2.3 Teor de umidade

A anélise do teor de umidade das partes aéreas secas de V. polyanthes (Vernonanthura
patens (Kunth) H. Rob.), em que foram avaliados separadamente flores, folhas e ramos,
mostrou valores respectivos de umidade residual de 8,60 £ 0,06%, 10,00 £ 0,03% e 8,50 +
0,06% (26).

Estudo avaliando a influéncia diferentes processos de secagem (secagem mista, secagem
em estufa, secagem a sombra e em secador solar) sobre as folhas de V. polyanthes demonstrou
que o teor de umidade observado foi semelhante para as diferentes técnicas, cujo valor médio
foi 70,0 + 2,3% (25).

Fonseca e colaboradores (2012) (27), em estudo sobre os aspectos da germinacéo de
sementes de V. polyanthes, avaliaram o teor de umidade inicial nas sementes o qual foi de
10,51%.

3.1.2.4 Metal pesado

Né&o foram encontradas informacdes acerca da presenca ou auséncia de metais pesados
na droga vegetal para a espécie Vernonia polyanthes.

3.1.2.5 Residuos quimicos

N&do foram encontradas informacdes acerca da presenca ou auséncia de residuos

quimicos na droga vegetal para a espécie Vernonia polyanthes.

3.1.2.6 Cinzas

A determinacgéo do teor de cinzas realizada por Santana e colaboradores (2013) (26),
que avaliaram os teores de cinzas totais, cinzas insoliveis em HCI e cinzas solGveis em agua
em diferentes farmacogenos, mostrou que os valores (Tabela 1) variaram entre 6,40 e 11,00%,
0,03 e 4,30% , e entre 1,10 e 2,80%, respectivamente.
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Tabela 1 — Valores dos teores de cinzas para diferentes farmacdogenos de Vernonia polyanthes
(Vernonanthura patens [Kunth] H. Rob.).

A Farmacogeno
Parametro (%)
Flores? Folhas? Ramos?

Cinzas totais 7,10+ 0,11 11,00 £ 0,25 6,40 + 0,19
Cinzas insoltveis em HCI 0,03+0,01 4,30+ 0,03 0,20 + 0,02
Cinzas solGveis em &gua 2,80+0,13 1,10 £0,09 2,60 0,15

3, Valores expressos como média + desvio padrdo. Fonte: adaptado de Santana e colaboradores (2013) (26).

3.1.3 Granulometria

N&o foram encontradas informacdes acerca da granulometria de droga vegetal para a

espécie Vernonia polyanthes.

3.1.4 Prospeccao fitoquimica

As partes aéreas de V. polyanthes foram extraidas com cloroférmio, seguido de metanol,
obtendo-se uma mistura flavonoidica, a qual foi extraida com solugdo aquosa de éter etilico e
acetato de etila. A fracdo acetato de etila foi submetida a fracionamento por cromatografia
empregando celulose, com fase movel composta de solucdo aquosa de acido acético 30%; ou
silica gel com fase mdvel composta de acetato de etila: metanol: agua (100:16,5:13,5),

permitindo a obtengéo das agliconas quercetina (1), luteolina (2) e kaempferol (3) (Figura 8).

Além destes, foram obtidos dois glicosideos de quercetina, mas que nao foram completamente

caracterizados devido a baixa concentracdo e ma separacdo dos mesmos (28).

Figura 8 — Estruturas quimicas de agliconas derivadas de Vernonia polyanthes (Vernonia patens H.B.K.); (1)
quercetina; (2) luteolina; (3) kaempferol; Fonte: Calderon-Montafio et al., 2011 (29); Igual et al., 2013 (30).

3.1.5 Testes fisico-quimicos




Né&o foram encontradas informagdes acerca de testes fisico-quimicas para droga vegetal

da espécie Vernonia polyanthes.

3.1.6 Testes de identificacéo

Santana e colaboradores (2013) (26) realizaram a investigacdo fitoquimica de flores,
folhas e ramos de V. polyanthes (Vernonanthura patens [Kunth] H. Rob.), avaliando extratos
etéreo, alcoolico e aquoso. Foi detectada a possivel presenga de catequinas, lactonas,
triterpenos, esteroides, fendis, taninos, aminoécidos, saponinas e flavonoides (Quadro 1).

Foram observadas diferencas nos resultados entre os farmacogenos, havendo variagdo
na intensidade e na cor da reacdo em alguns testes. Para as flores, dentre os componentes que
se apresentam em maior concentracdo estariam as catequinas, lactonas, aminoacidos,
compostos redutores e saponinas. Ja para as folhas, foram observados resultados negativos para
saponinas, lactonas e compostos redutores. Para os caules, os resultados negativos foram para

saponinas e compostos redutores (26).

Quadro 1 — Resultados da investigacdo fitoquimica de diferentes farmacdgenos de Vernonia
polyanthes (Vernonanthura patens [Kunth] H. Rab.).

Metabdlito Farmacdgeno
Flores | Folhas | Ramos

Extrato etéreo
Alcaloides
Lactonas e cumarinas
Triterpenos e esteroides
Extrato alcodlico
Catequinas
Compostos redutores
Lactonas
Triterpenos e esteroides
Saponinas

Fendis e taninos

Aminoacidos
Quinonas

Flavonoides (amarelo) | (amarelo)

Antocianidinas - -
Alcaloides - -
Resinas - -




Extrato aquoso

Alcaloides

Taninos

+
(azul)

+
(vinho)

+
(verde)

Flavonoides

+
(vermelho)

+
(amarelo)

+
(vermelho)

Compostos redutores

+

Saponinas

++

Mucilagos

Fonte: adaptado de Santana e colaboradores (2013) (26).

3.1.7 Testes de quantificagcdo

3.1.7.1 Componentes quimicos e suas concentragdes: descritos e majoritarios, ativos ou ndo

Correa e colaboradores (2004) (25) avaliaram da influéncia da secagem das folhas sobre
0 teor de 6leos essenciais e demonstraram que o rendimento foi de 0,0182; 0,0357; 0,0385 e
0,0426%, respectivamente para os métodos de secagem mista (+ 27,2 °C), secagem em estufa
(£ 35,0°C), secagem a sombra (£ 25,1 °C) e em secador solar (+ 32,3 °C). Observou-se diferenca
estatisticamente significativa no teor de éleos quando empregado secagem em estufa, sendo o
valor menor comparado aos demais métodos. Esse valor reduzido pode ser resultado da acdo
da circulacdo forcada de ar somada a temperatura mais elevada, acarretando na maior liberacédo

de compostos volateis e consequente reducédo do teor de 6leos esséncias observados.
3.1.8 Outras informac0es Uteis para o controle de qualidade
A determinacdo do teor de substancias sollveis em agua e em etanol, avaliados em

flores, folhas e ramos de V. polyanthes, apresentou valores (Tabela 2) variando entre 3,10 a
6,10 e entre 0,80 e 2,10, respectivamente para agua e etanol (26).

Tabela 2 — Valores dos teores de substancias solliveis em agua e etanol para diferentes
farmacdgenos de Vernonia polyanthes (Vernonanthura patens [Kunth] H. Rob.).




_ Farmacdgeno
Parametro avaliado (%)
Flores? Folhas? Ramos?
Substancias sollveis em agua 6,10 £ 0,03 3,70 £ 0,08 3,10+ 0,01

Substancias soltveis em etanol 2,10+0,01 0,80 £ 0,00 1,20 + 0,00

2, Valores expressos como média + desvio padrdo. Fonte: adaptado de Santana e colaboradores (2013) (26).

Em estudo sobre aspectos da germinagdo de sementes de V. polyanthes, em que se
avaliou a germinacéo e vigor (primeira contagem e velocidade de germinacdo) das sementes
frente a exposicéao a diferentes condi¢Bes de temperatura e luz, foi observado que os maiores
valores de germinacdo iguais entre si para as temperaturas de 20, 25 e 30 °C e baixas nas
temperaturas de 15 e 35 °C enquanto na presenca e na auséncia de luz, e que a 40 °C ocorreu
perda da viabilidade das sementes. Para o indice de velocidade de germinacdo na presenca de
luz o maior valor obtido foi a 25 °C, também nédo sendo observada germinacédo a 40 °C e luz
constante. Sendo assim, as maiores porcentagens de germinacéo e niveis de vigor de sementes
foram obtidas em temperaturas de 25 °C constante e de 15-25 °C alternada, na presenca de luz,
mostrando que as sementes da espécie sdo fotoblasticas preferenciais, com a germinacéo

favorecida pela presenca de luz (27).
3.2 DERIVADO VEGETAL
3.2.1 Descricao

Tem-se utilizado e estudado uma variedade de preparacdes derivadas de Vernonia
polyanthes, dentre as quais estdo o extrato liquido, extrato bruto, extratos secos, seja ele bruto
ou de farmacdgenos em separado, além de 6leos essenciais (10, 30-34).

3.2.2 Método de obtencéo

Dentre as formas de obtencdo dos derivados vegetais relatados na literatura para a

espécie V. polyanthes, com excecdo de estudo sobre os dleos essenciais, cuja técnica de

obtencéo é por arraste de vapor d'agua com auxilio de aparelho de Clevenger (34), os demais
trabalhos envolvem métodos de obtencdo a frio por maceracao, variando o tempo de extragédo
de horas a semanas bem como a frequéncia de renovacao do liquido extrator (10, 17, 32, 35).
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Quanto ao liquido extrator utilizado para a preparacao dos derivados vegetais, utiliza-se

majoritariamente metanol, seja absoluto ou como solucéo aquosa (10, 17, 30, 31, 34, 36). Além

deste, sdo empregados também como liquido extrator o cloroférmio, éter de etilico e éter de

petréleo em mistura, etanol (em solugdo aquosa) e agua (32-36).

3.2.3 Caracteres organolépticos

N&o foram encontradas informac6es acerca de caracteres organolépticos de derivados

vegetais para a espécie Vernonia polyanthes.

3.2.4 Requisitos de pureza

3.2.4.1 Perfil de contaminantes comuns

Né&o foram encontradas informacdes acerca da avaliacdo de contaminantes comuns de

derivados vegetais para a espécie Vernonia polyanthes.

3.2.4.2 Microbiologico

N&o foram encontradas informac@es acerca da avaliacdo microbioldgica de derivados

vegetais para a espécie Vernonia polyanthes.

3.2.4.3 Teor de umidade

Ndo foram encontradas informacdes acerca da avaliacdo do teor de umidade de

derivados vegetais para a espécie Vernonia polyanthes.

3.2.4.4 Metal pesado

N&o foram encontradas informacdes acerca da avaliagdo da presenca ou auséncia de

metais pesados em derivados vegetais para a espécie Vernonia polyanthes.

3.2.4.5 Residuos quimicos
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N&o foram encontradas informacdes acerca da avaliagdo da presenca ou auséncia de

residuos quimicos em derivados vegetais para a espécie Vernonia polyanthes.

3.2.5 Testes fisico-quimicos

Em estudo realizado por Souza Filho e colaboradores (1996) (32), em que se avaliaram
os efeitos de extratos aquosos das partes aéreas, raizes e sementes de “assa-peixe” (V.
polyanthes) sobre a germinacdo e o desenvolvimento da radicula de trés espécies de Braquiaria,
foram determinados pH, condutividade elétrica e potencial osmético para os extratos, cujos
valores estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores de pH, condutividade e potencial osmético de extrato aquoso de diferentes
farmacdgenos de Vernonia polyanthes.

_ Extrato por farmacogeno
Parametro avaliado
Partes aéreas Raizes Sementes
pH 5,96 5,47 5,34
Condutividade (mmHo) 6,05 2,71 1,36

Potencial osmotico (mPa) 0,32 0,23 0,13

Fonte: adaptado de Souza Filho e colaboradores (1996) (32).

Segundo os autores, os valores obtidos de pH para os extratos aquosos estdo fora da
faixa que poderia comprometer a germinacdo e desenvolvimento da radicula (de valores
inferiores a 3,0 e superiores a 9,0), e portanto, 0 pH ndo deve ser considerado como interferente
frente aos fatores observados. Da mesma forma, os valores de condutividade elétrica estdo
abaixo de 20 mmHo, valor que poderia afetar a germinacao, e também néo deve ser considerada
(a condutividade elétrica) com interferente. Entretanto, torna-se necessario descontar a
contribuicdo do potencial osmoético na reducdo total promovida pelos extratos, sempre que
houver efeito significativo do potencial osmético sobre os fatores analisados (32).

Silva e colaboradores (2012) (34), em estudo para a avaliagdo da atividade
antimicrobiana e analise fitoquimica dos extratos brutos metanolicos e 0leos essenciais de
diferentes especies, dentre as quais a V. polyanthes, determinaram o peso seco do extrato, € a
densidade e rendimento dos 6leos essenciais. Obteve-se 62,5 mg/mL como valor de peso seco
para o extrato metandlico bruto. J& os 6leos essenciais apresentaram densidade de 856,0 mg/mL

e rendimento de 0,15%.




3.2.6 Prospeccao fitoquimica

Empregando técnicas cromatograficas de CLAE e CCD, Bohlmann e colaboradores

(1983) (33) purificaram diferentes compostos a partir da espécie V. polyanthes. Para tanto, as

fracOes polares (fragcdo éter etilico e éter etilico: metanol na proporcdo 20:1) obtidas por

cromatografia em coluna a partir do extrato bruto das partes aéreas de V. polyanthes foram
submetidas a CCD (em silica gel e com eluente éter etilico: éter de petréleo na proporcao 3:1),

permitindo a purificacdo de 6 compostos (4-9) (Figura 9).

4 1o OCH; 6 R=H
5 1p OCH; 7 R=Ac

Figura 9 — Estruturas quimicas de compostos obtidos de partes aéreas de Vernonia polyanthes; (4) 10a-acetoxi-
8a-metacriloxi-1a- e (5) 1B-metoxihirsutinolideo-13-0-acetato; (6) 8p-(2-metilacriloiloxi)-isohirsutinolideo e (7)
seu derivado acetilado; (8) 6,7E- dehidrovernopolyanthofurano e (9) seu derivado epéxido; Fonte: adaptado de
Bohlmann e colaboradores (1983) (33);Bohlmann e colaboradores (1978) (37); Bohlmann e colaboradores
(1981) (38).

Para enriquecimento do composto 4 proveniente da mistura de 4 e 5, empregou-se
técnica cromatografica de CLAE (utilizando coluna de fase reversa C8 e eluente composto pela
mistura de metanol: agua na proporcdo 13:7). A caracterizacdo destes compostos se deu por
meio do emprego de técnica espectroscépica de RMN, por IV e por EM (33).

Em estudo realizado Igual e colaboradores (2013) (30) a partir de extrato bruto
metanolico obtido por lavagem foliar de V. polyanthes, foram purificados 12 diferentes
compostos (10-21) descritos na Figura 10. O extrato da lavagem das folhas foi fracionado por
CLAE preparativa (em equipamento Shimadzu SLC-10 Avp equipada com VP Classe software,
v 5.02 e SPD 10 Avp detector por arranjo de diodos, utilizando coluna Luna C-18 250 x 21,2
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mm, Phenomenex). As amostras foram preparadas em metanol: agua (1:1), filtradas através de
uma membrana de 0,45 pum de PTFE (Millipore) e o volume de injecéo foi de 1,0 mL, com
fluxo de 10 mL/min, usando como eluente A agua e B acetonitrila. Empregou-se elui¢édo
gradiente 0-44 min, 10-100% B. Foram selecionados quatro picos. O solvente foi evaporado
sob pressdo reduzida a 37 °C e as porgdes aquosas restantes foram liofilizadas, obtendo-se os
compostos 10 (19,7 min, 25 mg), 11 (22,7 min, 24 mg), 12 (30,0 min, 1,5 g) e 13 (31,5 min;
1,2 g) (Figura 10).

O mesmo extrato em bruto foi suspenso em solucédo de metanol: agua (1:1) e submetido
a particdo liquido-liquido com n-hexano, diclorometano e acetato de etila, cujos rendimentos
das fragdes foram de 14,6 g, 5,5 g e 7,5 g, respectivamente. Cinco gramas da fracdo de acetato
de etila foram suspensos em metanol, sendo previamente centrifugado e o sobrenadante
fracionado por Sephadex LH20, utilizando metanol como eluente, obtendo-se 98 fracGes. As
fraces foram analisadas por CCD (silica gel utilizando eluente n-butanol: acido acético: agua
na proporcdo 60:15:25). As fragcBes com perfis cromatograficos semelhantes em UV e em &cido
sulfurico a 30 % foram combinados oferecendo 17 fragdes. As fracdes 9 (1,67 g), 11 (294,8
mg), 14 (30,9 mg) e 17 (5,9 mg) foram identificados como compostos 14,15, 16 e 17,
respectivamente (Figura 10) (30).

A fracdo 5 (227,4 g) foi refracionada por Sephadex LHZ20, utilizando metanol como
eluente, originando 16 fragdes. Estas fragcbes foram reunidas usando o mesmo protocolo
sistematico, resultando em mais trés subfracdes. A subfracdo 5.2 e parte das fracdes iniciais 10
e 12 foram submetidas a CCD preparativa (eluente cloroférmio: metanol: acido formico na
propor¢éo 90:10:1) originando os compostos 18 (11,0 mg), 19 (15,5 mg), 20 (3,4 mg) e 21 (16,9
mg) (Figura 10). Todos os compostos isolados foram analisados por meio de espectrometria de

massas e espectroscopia de RMN de *H e 13C, e os dados foram comparados com os descritos

na literatura (30).
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Figura 10 — Estruturas quimicas de compostos derivados de extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes.
(10) 3,7-dimetoxi-5,3",4"-trihidroxiflavona; (11) piptocarfina A; (12) 3',4'-dimetoxiluteolina; (13) glaucolideo A;
(14) &cido 3,5-di-O-(E)-cafeoilquinico e (15) &cido 4,5-di-O-(E)-cafeoilquinico; (16) luteolina; (17) quercetina;

(18) &cido protocatecuico; (19) quercetina-3-O-p-glucosideo; (20) apigenina e (21) isoramnetina;
Fonte: adaptado de Igual e colaboradores (2013) (30).

3.2.7 Testes de identificacao

Silva e colaboradores (2012) (34), na avaliacdo da atividade antimicrobiana e anélise
fitoquimica de extratos brutos metandlicos e 6leos essenciais de diferentes espécies, incluindo-
se a V. polyanthes, realizaram a analise qualitativa dos extratos brutos frente a presenca de
esterdides, triterpenos, saponinas, acidos fortes fixos, compostos fenélicos, aminas quaternarias
e alcaloides. A investigacdo fitoquimica qualitativa dos extratos brutos metanolicos de V.
polyanthes identificou a presenca de compostos fenolicos, taninos, chalconas, auronas,
flavonoides, acidos fortes fixos, saponinas, esteroides livres, quinonas e flavononois.

Em estudo para a avaliacdo dos efeitos antinociceptivo e anti-inflamatorio de extratos

etanolicos de folhas de V. polyanthes em modelos animais, Temponi e colaboradores (2012)
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(35) investigaram, por meio de reagdes especificas, a presenca de alcaloides, flavonoides,
antraquinonas, cumarinas, saponinas, terpenos e taninos nos extratos. De acordo com a pesquisa
fitogquimica dos extratos etandlicos de folhas de V. polyanthes identificou-se a possivel presenca
de flavonoides, taninos, cumarinas, terpenoides, esteroides, saponinas e alcaloides (35).

Na investigagdo in vitro das atividades antileishmanicida e antifingica de extratos
metanolicos brutos de 20 espécies utilizadas tradicionalmente no Brasil, dentre elas a espécie
V. polyanthes, Braga e colaboradores (2007) avaliaram a presenca de alcaloides, triterpenoides,
esterois, taninos, saponinas, cumarinas, flavonoides e antraquinonas nos extratos (17). O estudo
fitoquimico indicou a presenca de alcaloides, triterpenoides, cumarinas e flavonoides no extrato
metanolico bruto de V. polyanthes (17).

3.2.7.1 Cromatografia em camada delgada
Na investigacdo fitoquimica de extratos metanolico e cloroférmio de V. polyanthes, em

estudo para a avaliacdo das propriedades antiulcerogénicas de ambos 0s extratos obtidos a partir

das partes aéreas, foram analisados os extratos por CCD (Fluka placas Si-gel em vidro, 20 x 20

cm x 0,25 mm, empregando eluente n-butanol: acido acético: agua na proporcao 4:1:1 [v/v/v])
(36).

Para a pesquisa de alcaloides utilizou-se reacdo com iodo platinado de Dragendorff;
Para antraquinonas foi utilizado hidréxido de potassio a 10% em metanol; para flavonoides
observacdo de fluorescéncia intensa no visivel ou UV e pela reacdo com Natural
Products/polietileno glicol (NP/PEG); os compostos fendlicos foram detectados apds a
exposicdo das placas a vapores de amoniaco e imediatamente observadas as manchas
fluorescentes sob luz UV; Para saponinas e triterpenos empregou-se anisaldeido sulfarico, que
produziu uma gama de cores depois de aquecer por 5 minutos a 100 °C; Os taninos foram
detectados com uma solucéo de cloreto feérrico a 5% em metanol, com solugdo de gelatina a 1
% e com vapores de iodo. Somada e estes, foram preparadas solugdes padrao de (+)-catequina,
rutina, isoquercitrina, quercetina, kaempferol, ioimbina , acido géalico, acido tanino, lupeol e
friedelina, todas em metanol (36).

O perfil fitoquimico em CCD apontou a presenca de triterpenos e lactonas
sesquiterpénicas como 0s principais constituintes do extrato cloroférmio; e flavonoides como

0S compostos majoritarios encontrados no extrato metanolico (36).

3.2.7.2 Cromatografia gasosa




Na avaliacdo da atividade antimicrobiana e andlise fitoquimica de extratos brutos
metanolicos e Gleos essenciais de diferentes espécies, incluindo-se a V. polyanthes, Silva e
colaboradores (2012) (34) analisaram a composicdo quimica dos 6leos essenciais para a
espécie. Para isso, utilizou-se CG-EM em cromatdgrafo Shimadzu (modelo QP5050A), com
uma coluna capilar de CBP-5, 50 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro e 0,25 um de
espessura de pelicula. A temperatura do injetor e da interface foi 250 °C, com detector operado
em modo El a 70 eV e tendo Hélio foi 0 gas de arraste.

A andlise cromatografica por CG dos 6leos essenciais de V. polyanthes indicou a
presenca de Germacreno D (27,79%), e-Cariofileno (16,20%), Germacreno B (15,01%) (34).

Em estudo para a investigacdo da composicdo quimica de talos, flores, e das fracdes
lipidicas das folhas de V. polyanthes (Vernonanthura patens) (10), os extratos etandlicos de
cada farmacogeno, apos secos, foram fracionados por coluna cromatografica (de com silica
ativada 60-200 mesh, na proporcdo de 3:1, em peso do residuo e eluente por ordem de
polaridade crescente iniciando por n-hexano a 100%).

Para as folhas, as fracGes de aspecto ceroso foram reunidas, mostrando-se com uma
coloracéo laranja intenso e posteriormente se separaram espontaneamente em duas fragdes, uma
cera branca, e uma cor de laranja, separadas e analisadas de forma independente. Essas fracdes,
assim como para os talos e flores, foram submetidas ao processo de saponificagdo com NaOH
IN durante 2 horas, em seguida, os acidos graxos foram separados dos compostos
insaponificaveis. As fracdes de acidos graxos foram metilados, como um preladio para a
caracterizacdo por CG-EM. As fragbes dos compostos saponificaveis (acidos graxos) e
insaponificaveis foram analisadas em cromatografo gasoso Agilent 6890 acoplado a
espectrometro de massas 5973N, com as seguintes condicdes de trabalho: coluna Ultra de 2 a
12 m x 0,20 mm x 0,33 um, temperatura inicial de 60 °C por 3 min, incrementando 10 °C/min

até 300 °C por 5 min. Tempo de analise de 32 min. Espectrdmetro de massas operado a 70 eV

em modo Full Scan de 50 até 600 unidades de massa. Temperatura da fonte foi 230 °C,

temperatura do quadrupolo foi 150 °C. Temperatura do injetor foi 280 °C, volume de inje¢éo 2
pL com Hélio como gés de arraste a 1 mL/min. As atribuicGes das estruturas foram realizados
por comparagéo dos espectros de massa dos compostos em banco de dados do computador,
selecionando aqueles que excederam 90% de confiabilidade (10).

Os cromatogramas para as fracGes cerosas das folhas (ceras branca e laranja), para as
fragdes dos talos e das flores de V. polyanthes estdo apresentados na Figura 11. Na frag&o cerosa

branca foi observada a presenca de 23 picos cromatograficos; com um majoritario
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(correspondente ao &cido hexadecanoico), tendo o restante dos compostos menor intensidade

nos picos. A fracdo cerosa laranja mostrou 25 picos, dos quais o pico cromatografico de maior

intensidade foi &cido hexadecanoico, e com relativa abundéncia o é&cido 7,8,11-
octadecatrienoico, sendo o restante com baixa intensidade mas em maior concentragdo que na
cera branca. O cromatograma da fracdo de &cidos graxos dos talos demonstrou a presenca de
23 compostos sendo o acido hexadecanoico o de maior abundancia, considerando os demais
como minoritarios. Para as flores, o cromatograma mostrou a presenca de 18 compostos sendo

0 &cido hexadecanoico o majoritario novamente (10).

Figura 11 — Cromatogramas gasosos analiticos de fragOes saponificaveis derivadas de extratos de diferentes
farmacdgenos de Vernonia polyanthes (Vernonanthura patens [Kunth] H. Rob.); A. fracdo cerosa branca
derivada das folhas; B. fracdo cerosa laranja derivada das folhas; C. fragdo derivada dos talos; D. fracdo derivada
das flores. Fonte: adaptado de Santana e colaboradores (2013) (10).

Foram identificadas as estruturas de 29 compostos, destes, 23 presentes nas folhas, 18
nos talos, e 18 nas flores. O acido graxo de maior abundéncia em todos os farmacdgenos foi o
hexadecanoico (&cido palmitico), sendo encontrado em maior abundancia nas folhas e flores.
Foram detectados 6 acidos graxos somente nas folhas, 1 nos talos e 2 nas flores. Os compostos

saponificaveis estdo descritos detalhadamente no Quadro 2 (10).




32

Quadro 2 — Compostos identificados de fracbes saponificaveis de extratos de diferentes
farmacogenos de Vernonia polyanthes (Vernonanthura patens [Kunth] H. Rob.).

Percentual de abundéancia relativa
Extrato por farmac6geno
Composto Folhas Talos |
Fracéo cerosa | Fracéo cerosa
branca laranja

Dimetil-éter de acido 0,37 - 0,01
nonanodioico
Acido tetradecanoico 0,31 0,26 0,03
Acido pentadecanoico 0,31 0,24 0,06
Acido 9-hexadecanoico 0,33 0,45 0,04
Acido hexadecanoico 74,24 57,74 13,31
Etil éster de acido - -
hexadecanoico
Acido (2)-9- 0,22
hexadecanoico
Acido 2-hexadecanoico - 0,29
Acido heptadecanoico 0,21 0,27
Acido 8,11- - -
octadecadienoico
Acido 7,8,11- 6,10
octadecatrienoico
Acido 11- 2,60
octadecenoico

Acido 8-octadecenoico -
Acido octadecanoico 1,71
Acido nonadecanoico -
Acido 9,12- 1,82
octadecadienoico
Acido 9,11- 0,33
octadecadienoico
Acido 9,12,15- 0,33
octadecatrienoico
Acido 9,13,15- 0,72
octadecatrienoico
Acido eicosanoico 3,26 2,66 0,17
Acido heneicosanoico 0,38 0,34 -
Acido docosanoico 3,86 2,88 0,40
Acido tricosanoico 1,20 0,90 0,11
Acido tetracosanoico 3,69 2,70 0,54
Acido pentacosanoico 0,93 0,71 0,11
Acido hexacosanoico 2,79 2,17 0,95
Acido heptacosanoico 0,24 0,17 -
Acido octacosanoico 0,87 0,89 0,79
Acido triacontanoico 0,10 0,33 0,37

Fonte: adaptado de Santana e colaboradores (2013) (10).

Os compostos ndo saponificaveis presentes nas fragfes lipidicas também foram

analisados. Os cromatogramas (Figura 12) das fragcbes das folhas mostraram pouca

complexidade, sendo detectados 2 picos, que comparados com o banco de dados foram
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identificados com sendo B-amirina e lupeol. A fragéo dos talos apresentou cromatograma mais

complexo que das folhas, com a presenca de 6 picos, sendo 0 majoritario o pico correspondente

a mistura de a-amirina e lupeol. Para a flores, o cromatograma apresentou 5 componentes,
sendo o majoritario a a-amirina. Os compostos saponificaveis estdo descritos detalhadamente
no Quadro 3 (10).
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Figura 12 — Cromatogramas gasosos analiticos de fragdes insaponificaveis derivadas de extratos de diferentes
farmacogenos de Vernonia polyanthes (Vernonanthura patens [Kunth] H. Rob.); A: fragdo cerosa branca
derivada das folhas; B: frag8o cerosa laranja derivada das folhas; C: fracdo derivada dos talos; D: fracéo

derivada das flores. Fonte: adaptado de Santana e colaboradores (2013) (10).

Quadro 3 — Compostos identificados de fragcdes insaponificaveis de extratos de diferentes
farmacogenos de Vernonia polyanthes (Vernonanthura patens [Kunth] H. Rob.).

Percentual de abundancia relativa
Extrato por farmac6geno
Composto Folhas Talos | Flores
Fracéo cerosa | Fracéo cerosa
branca laranja

1 | p-amirina 2,45 15,52 28,50 19,80
2 | a-amirina - - - 66,83




Lupeol

a-amirina e lupeol
(mistura)

Glutinol

Acetato de taraxasterol
Taraxasterol
Neoganmacer 22(29)-
em-3-ol

Fonte: adaptado de Santana e colaboradores (2013) (10).

3.2.7.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Em estudo realizado por Martucci (2012) (31), para a investigacdo da metabolizacéo,
excrecdo e/ou sequestro de metabdlitos secundarios de V. polyanthes por Chlosyne lacinia
durante a fase larval e conservacao na fase adulta, analisou-se a composicao quimica de extrato
hidrometanolico (1:1) de folhas de V. polyanthes.

O extrato de V. polyanthes foi analisado por CLAE-DAD-EM, sendo injetado 10 pL,
com fluxo de 1,4 mL/min sendo usado eluente composto de (A) solu¢do aquosa de acido acético

a 1% e (B) solucdo de acido acético a 1% em acetonitrila, com detector de DAD sendo

selecionados os comprimentos de onda de 230, 270 e 350 nm. Quanto aos parametros de EM,

utilizou-se fluxo de gas de 6,0 mL/min e temperatura de secagem de 250 °C. Os cromatogramas
foram avaliados quanto a relacdo carga/massa (m/z), na faixa de 50 a 1200 m/z. Os picos dos
cromatogramas foram avaliados com base nos dados de UV e EM obtidos na andlise do extrato
e pela comparacdo com os dados da literatura (31).

Na analise de CLAE-DAD-EM do extrato de V. polyanthes foi observada a presenca de
metabdlitos secundarios pertencentes as classes dos acidos clorogénicos, flavonoides e lactonas
sesquiterpénicas. A Figura 13 ilustra o cromatograma obtido a partir da analise de CLAE-DAD-
EM, e as substancias identificadas no extrato de V. polyanthes a partir da analise cromatografica

estdo apresentadas na Figura 14 (31).
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Figura 13 — Cromatograma analitico obtido por CLAE-DAD-EM de extrato de folhas de Vernonia polyanthes
(registrado em 270 nm). Fonte: adaptado de Martucci 2012 (31).
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Figura 14 - Estruturas quimicas de substancias identificadas no extrato hidrometandlico de Vernonia polyanthes.
(12) 3°,4’-dimetoxiluteolina; (25) luteolina-7-O-glicuronil; (26) apigenina-7-O-glicuronil; (27) acacetina-7-O-
glicuronil; (28) crisoeriol-7-O-glicuronil; (15) 4,5-di-O-(E)-cafeoilquinico; (22) acidos 3-O-(E)-cafeoilquinico;
(23) 5-0-(E)-cafeoilquinico; (24) 3,4-di-O-(E)-cafeoilquinico; (11) piptocarfina A e (29) piptocarfina B. Fonte:

adaptado de Martucci (2012) (31).




3.2.8 Testes de quantificagcdo

3.2.8.1 Componentes quimicos e suas concentragdes: descritos e majoritarios, ativos ou ndo

N&o foram encontradas informacdes acerca de testes de quantificacdo de derivados
vegetais para a espécie Vernonia polyanthes.

3.3 PRODUTO FINAL

3.3.1 Forma farmacéutica

N&o foram encontradas informaces acerca de forma farmacéutica, uma vez que nédo

foram encontrados relatos de produto final a partir da espécie Vernonia polyanthes.

3.3.2 Testes especificos por forma farmacéutica

N&o foram encontradas informacdes sobre testes especificos por forma farmacéutica,

uma vez que ndo foram encontrados relatos de produto final a partir da espécie Vernonia

polyanthes.

3.3.3 Requisitos de pureza

Né&o foram encontradas informagdes acerca da avaliacdo de requisitos de pureza, uma

vez que ndo foram encontrados relatos de produto final a partir da espécie Vernonia polyanthes.

3.3.4 Residuos quimicos

Né&o foram encontradas informacdes acerca da investigacdo de residuos quimicos, uma

vez que ndo foram encontrados relatos de produto final a partir da espécie Vernonia polyanthes.

3.3.5 Prospecgao fitoquimica
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N&o foram encontradas informacdes acerca da prospeccao fitoquimica, uma vez que nao

foram encontrados relatos de produto final a partir da espécie Vernonia polyanthes.

3.3.6 Testes de identificacéo

Né&o foram encontradas informag0es acerca de testes de identificacdo, uma vez que ndo

foram encontrados relatos de produto final a partir da espécie Vernonia polyanthes.

3.3.7 Testes de quantificagcdo

3.3.7.1 Componentes quimicos e suas concentragdes: descritos e majoritarios, ativos ou ndo

Né&o foram encontradas informacdes acerca de testes de quantificagdo, uma vez que néo

foram encontrados relatos de produto final a partir da espécie Vernonia polyanthes.




4 INFORMACOES DE SEGURANCA E EFICACIA

4.1 USOS POPULARES E/ OU TRADICIONAIS

A espécie Vernonia polyanthes tem sido empregada na medicina tradicional no Brasil
para o tratamento de maldria, reumatismo, bronquite, tosse e febre (30, 36, 39).

Como ja mencionado anteriormente, para o uso popular e tradicional da V. polyanthes
destacam-se o0 uso de folhas, brotos e partes aéreas. Dentre as alegacOes e finalidades de uso
relatadas para a espécie, principalmente, estd seu uso no tratamento de doencgas do trato
respiratorio, tais como gripe, tosse, bronquite, pneumonia e resfriado (13-18, 20, 39, 40).

As diferentes formas de utilizacdo mencionadas para a V. polyanthes estdo apresentadas
com maiores detalhes no Quadro 4.




Quadro 4 - Dados de uso popular e tradicional relatados para a espécie Vernonia polyanthes.

Farmacégeno Modo de preparo

Posologia e modo de usar

Uso adulto
ou infantil

Via de

. ~ Contraindicacfes
administracdo

Utilizag&do/Finalidade

Efeitos
adversos

Referéncia

Folhas
Xarope, infusdo e
suco.

N.D.

Oral. Gripe, tosse, tuberculose, sinusite.

(13)

N.D.

N.D.

N.D. Bronquite e diurético.

(14)

Maceracéo das
folhas.

Utilizar as folhas mastigadas por
uma mulher gravida de seu
primeiro filho e dar ao bebé

juntamente com o leite materno.

"Pujo" (para tratar problemas de ma

Infantil. .
Visdo).

(15)

Maceracdo das
folhas em &gua,
infusdo e xarope.

Maceragdo das folhas em agua,
infusdo e xarope.

Bronquite, asma, gripe e
pneumonia.

(16)

Folhas e Raizes
N.D.

N.D.

Reumatismo, bronquite e tosse.

(17)

Folhas, Raizes e Flores

Pneumonia, gripe e resfriado.

(18)

Folhas e Caules
N.D.

Antipirético.

(41)

Brotos
Decoccéo dos
brotos.

Beber um copo do decocto.

Retencéo placentaria (para expulsar
placenta retida).

(15)

Maceracgéo dos
brotos em agua

Usar o macerado para banho.

Cicatrizante da pele.

(16)

Planta toda

Decoccéo e
infuséo.

Antipirético, bronquite, pneumonia,

N.D. gripe, resfriado e tosse.

(20)

. Nao descrito.




Quadro 4 - Dados de uso popular e tradicional relatados para a espécie Vernonia polyanthes (continuacao).

Via de Uso adulto

Farmacdgeno Modo de preparo Posologia e modo de usar administracdo  ou infantil

Utilizacdo/Finalidade Contraindicacdes

Efeitos
adversos

Referéncia

N&o especificado
Abortivo, bronquite, dor de
estdbmago, diarreia, dor nas pernas,
gripe, inflamacédo, problemas
estomacais, problemas hepaticos,
problemas pulmonares,
reumatismo, sinusite, tosse e
tuberculose.

N.D. N.D.

N.D. Reumatismo, bronquite e tosse.

. Nao descrito.




4.2 PRESENCA EM NORMATIVAS SANITARIAS BRASILEIRAS

N&o foram encontradas informacfes acerca de notificacbes de droga vegetal para a

espécie Vernonia polyanthes.

4.3 ESTUDOS NAO-CLINICOS

4.3.1 Estudos toxicologicos

4.3.1.1 Toxicidade aguda

Temponi e colaboradores (2012) (35) avaliaram a toxicidade aguda da espécie V.
polyanthes em estudo de avaliagdo dos efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério de extratos
etandlicos de folhas de V. polyanthes em modelos animais.

Neste estudo foram utilizados 60 camundongos Swiss albino machos pesando entre 25
e 30 g e com idade entre 50 e 70 dias (Provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
de Juiz de Fora). Os animais foram divididos em grupos de dez camundongos que receberam
as diferentes doses de extrato de V. polyanthes, com o grupo controle recebendo o veiculo
(solucéo salina). Observaram-se os grupos durante 48 horas, sendo avaliada a mortalidade no
final deste periodo e a DLso, a qual foi determinada pelo teste de probit utilizando o log da dose
versus probit. Os animais receberam por via oral, em dose Unica, as doses de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0
e 3,0 g de extrato de folhas de V. polyanthes/kg de peso corporal de animal (35).

No periodo avaliado no estudo os animais ndo apresentaram cianose, piloerecdo,
contorcdes, ptose, tremores, convulsdes, ataxia, hipnose, urina vermelha ou diarreia. Ndo houve
alteracdo quando considerados os parametros de atividade motora, respiracdo, reflexos na
clrnea, endireitamento e de retirada, o tom do corpo e a quantidade de tapinhas. Valor para
DLso foi 2,78 g/ kg (95% intervalo de confianca 1,67-4,64 g/ kg) (35).

4.3.1.2 Toxicidade subcronica

N&o foram encontradas informacdes acerca de estudos toxicoldgicos de toxicidade

subcrénica para a espécie Vernonia polyanthes.

4.3.1.3 Toxicidade crbnica




N&o foram encontradas informacgdes acerca de estudos toxicologicos de toxicidade

crbnica para a espécie Vernonia polyanthes.

4.3.1.4 Genotoxicidade

Né&o foram encontradas informacdes acerca de estudos toxicologicos de genotoxicidade

para a espécie Vernonia polyanthes.

4.3.1.5 Sensibilizacao dérmica

Né&o foram encontradas informacdes acerca de estudos toxicologicos de sensibilizagdo

dérmica para a espécie Vernonia polyanthes.

4.3.1.6 Irritacdo cutanea

N&o foram encontradas informagdes acerca de estudos toxicoldgicos de irritacdo

cutanea para a especie Vernonia polyanthes.

4.3.1.7 Irritacdo ocular

N&o foram encontradas informacges acerca de estudos toxicoldgicos de irritacdo ocular
para a espécie Vernonia polyanthes.

4.3.2 Estudos farmacoldgicos

4.3.2.1 Ensaios in vitro

As informacdes referentes a estudo farmacologicos de ensaios in vitro relatados na

literatura para a espécie V. polyanthes estdo apresentados no Quadro 5.




Quadro 5 — Testes farmacologicos in vitro para a espécie Vernonia polyanthes.

Atividade
avaliada

Tipo de
derivado vegetal

Concentragdo
testada

Método

Condicdes

Parametros observados

Resultado

Referéncia

Leishmanicida.

Extrato
metanolico (1
12) seco obtido
por  maceragdo
durante 5 dias.

As formas promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas em meio
de Warren e promastigotes de L. chagasi foram mantidas em Medium,
ambos suplementados com 10 % de soro fetal de bovino a 24 °C. A
triagem foi realizada em placas de 96 pocos de cultura de tecidos de
plastico de fundo plano, mantido a 24 °C. Formas promastigotas de
uma cultura fase logaritmica foram suspensas para rendimento de 2
milhdes de células/mL (L. amazonensis) ou 3 milhdes de células/mL
(L. chagasi) e contadas em camara de Neubauer. Cada poco foi
preenchido com 100 pL da suspensdo e as placas foram incubadas a 24
°C durante 1 h antes da adigdo da amostra. O extrato a ser testado foi
dissolvido em DMSO e adicionado a cada pogo. A viabilidade dos
promastigotas, para ambas as espécies, foi testada pelo método
colorimétrico de MTT. Os resultados foram expressos em 1Csp . A
anfotericina B foi utilizada como o medicamento de referéncia e os
valores de 1Cs de 0,9 e 1,9 pg/mL sobre as formas promastigotas de
L. amazonensis e L. chagasi, respectivamente. Os valores de 1Cs, no
intervalo de confianca de 95% foram calculados usando curva de
regressdo ndo-linear, utilizando o software estatistico GraFit 5.

Formas promastigotas de Leishmania
amazonensis (MHOM/Br/75/Josefa) e
Leishmania chagasi
(MHOMY/Br/74/PP75).  Meios de
cultura Warren (infusdo de cérebro
coragdo mais hemina e o acido félico)
e Medium 199 (Sigma Chemical Co.,
St. Louis , MO) suplementados com 10
% de soro fetal de bovino a 24 °C.
Amostras  dissolvidas em DMSO.
Reangente para teste de viabilidade
utilizado o MTT. Farmaco de
referéncia utilizado a Anfotericina B.
Experimento realizado em triplicata.

Foram avaliados os valores
de ICso com o ensaio sendo
realizado com 3 dias de
incubacéo.

O extrato apresentou 1Cso de 4 pg/ mL
para formas promastigotas de L.
amazonensis e 1Cs > 250 pg/mL para L.
chagasi.

an

Citotoxica,
antitumoral e
intercalacédo de
DNA.

Extratos Secos
obtidos de
extracdo
sucessiva  com
diclorometano
(ou cloroférmio),
metanol e gua.

Para a avaliacéo
da atividade de
intercalacdo do
DNA testou-se 0
extrato na
concentracdo de
1 mg/mL. Para
os demais testes
néo foram
citadas as
concentragdes.

Toxicidade por Artemia salina. Valores de CLs, foram calculadas
usando o método de Probit. Teste de disco de batata (antitumoral)
sendo o extrato € considerado ativo quando duas ou mais
determinacdes apresentaram inibi¢do de tumor acima de 20% quando
comparado com o controle. A atividade de intercalagdo do DNA, as
solucdes de DNA foram preparadas no meio de 4gua (0,1 mg/mL) e
mantida no refrigerador (4 °C). O extrato e compostos padrdo foram
dissolvidos em &gua ou metanol (1 mg/mL). A coluna foi equilibrada
com solugdo de dgua:metanol (80:20). As amostras de teste (0,25
mg/mL) e as solugdes de DNA foram entéo introduzidas na coluna com
a injecdo de uma mistura das solugdes de DNA e de amostra de teste
(1:1, v/v) para um circuito de amostra (10 mL) sem incubagéo. O fluxo
foi mantida a 1 mL/min e eluiu-se o DNA livre a partir da coluna em
cerca de 1-2 minutos. Depois do aparecimento do pico de DNA, lavou-
se a coluna com metanol a 100% durante 20 min, para eluir a mistura
da amostra. Em todos os experimentos, o tamanho do pico do DNA foi
comparado com o obtido a partir de procedimento analogo realizado
somente com DNA. O extrato foi considerado ativo se deu uma
reducdo de pico de DNA acima de 30%. No estudo da toxicidade in
vitro foi avaliada por um ensaio clonogénico depois de 2 h de
tratamento com o extrato de culturas V79 em suspensdo infundidos
com ar ou nitrogénio. O extrato foi considerado ativo se ele diminui a
fracéo de sobrevivéncia abaixo de 10%.

Para o teste de toxicidade in vitro, as
células V79 [fibroblastos de pulmao de
hamster chinés foram obtidas a partir
de ECACC (European Collection of
Cell Culture animal)] e mantidas em
crescimento de fase logaritmica em
monocamadas confluentes por
tripsinizagdo e subcultura de 1-2x104
células/cm? duas vezes por semana. O
meio de crescimento foi EMEM
contendo 10% v/v de soro fetal bovino
e penicilina/estreptomicina 100 U/100
pg/mL. A suspenséo da cultura celular
possui de 1-2x104 células/cm?.

Para toxicidade por Artemia
salina foram avaliados os
valores de CL50. Para o teste
de disco de batata avaliou-se
a inibicdo de tumor, sendo
ativo acima de 20% de
inibicdo. Para a atividade de
intercalagdo do DNA foi
avaliada a reducéo de pico de
DNA, sendo ativo com
reducdo superior a 30%. No
estudo da toxicidade in vitro
foi avaliado a diminuicéo da
fracdo de sobrevivéncia,
sendo ativo com valores
abaixo de 10%.
Experimentos realizados em
triplicata.

O extrato apresentou valor para avaliacdo
da intercalacdo do DNA que foi 34,7
1,1%; Para o teste de disco de batata
apresentou valores de —56, —42, —72 de
inibicdo; Para o teste de toxicidade in
vitro os valores foram 116 e 100%,
respectivamente para a fracdo de
sobrevivéncia aerobica e hipoxica. Para
teste de toxicidade por Artemia salina o
valor de CLs foi 62 (39-93, intervalo de
confianga 95%).

Quadro 5 — Testes farmacologicos in vitro para a espécie Vernonia polyanthes (continuag&o).




Atividade
avaliada

Tipo de
derivado vegetal

Concentracdo
testada

Método

Condicdes

Parametros observados

Resultado

Referéncia

Extrato
hidroetanélico
70% seco obtido
Antimicrobiana. por  maceragdo
durante 15 dias, a
temperatura
ambiente.

Concentraces
de 36,02; 72,04;
108,06; 144,08;
180,1 e 216,12
mg/mL de
extrato..

A atividade antimicrobiana foi avaliada seguindo a técnica de difusdo
em Agar Mueller — Hinton. A diferenciagdo celular foi realizada em
meio de cultivo quimicamente definido. Cerca de 106 células foram
incubadas juntamente com doses crescentes do extrato, a 28 °C por 48
horas. Pelo menos 200 células foram examinadas em cada preparagao.
O crescimento foi estimado pela contagem das células em camara de
Neubauer. As leituras dos diametros dos halos de inibicdo do
crescimento microbiano foram medidas em milimetros (mm), com
auxilio de um paquimetro. Para os ensaios da CIM e CMM foram
realizadas dilui¢Bes seriadas em tubos e plaqueadas em meio BHI, para
bactérias e meio SAB para fungos. Foi utilizada estatistica descritiva.

Foram utilizadas as seguintes amostras
microbianas: Herpetomonas
samuelpessoai (ATCC  30252),
Bacillus cereus (ATCC 11778),
Bacillus  subtilis (ATCC 6633),
Candida albicans (ATCC 10231),
Cryptococcus neoformans (ICC107 —
sorotipo B), Enterobacter aerogenes
(ATCC 13048), Escherichia coli
(ATCC 8739), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883), Micrococcus luteus
(ATCC 9341), Proteus mirabilis
(ATCC 25933), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 25619),
Saccharomyces cerevisiae (ATCC
2601), Salmonella  typhimurium
(ATCC  14028),  Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Staphylococcus
epidermidis (ATCC  12228) e
Streptococcus  pyogenes  (ATCC
19615). O inculo foi obtido a partir de
culturas em fase logaritmica e
comparavel com o tubo 0,5 da Escala
de Mac Farland, aproximadamente
1,56x108 células/mL para bactérias e
1x106 células/mL para leveduras.
Experimentos realizados em duplicata
e repetidos ao menos duas vezes.

Avaliagdo dos diametros dos
halos de inibicdo do
crescimento microbiano
medido em mm, com auxilio
de um paquimetro. Ensaio
realizado com 48 horas de
incubacéo.

O extrato nas concentragdes que
variaram de 36,02 mg/mL a 7204
mg/mL ndo causou O aparecimento
percentualmente significativo de forma
opistomastigota. Na acéo antimicrobiana
do extrato apresentaram halo de inibicdo
das cepas bacterianas de B. cereus, E.
coli, P. mirabilis, S. Typhimurium, S.
aureus e S. pyogenes. As cepas de B.
subtilis, C. albicans, C. neoformans, E.
aerogenes, K. pneumoniae, M. luteus, P.
aeruginosa, S. cerevisiae e S. epdermides
ndo apresentaram halos de inibi¢do nos
testes de difusdo em 4gar, indicando
resisténcia dos microrganismos. Quanto
a CIM, o extrato apresentou efeito
bacteriostético sobre B. cereus, E. coli e
P. mirabilis, nas concentracdes de 180,1;
144,08 e 72,04 mg/mL, respectivamente.
Contudo, néo houve efeito
bacteriostatico para B. subtilis, C.
albicans, C. neoformans, E. aerogenes,
K. pneumoniae, M. luteus, P. aeruginosa,
S. cerevisiae, S. Typhimurium, S. aureus,
S. epidermidis e S. pyogenes. Nenhuma
bactéria Gram-positiva, Gram-negativa
ou levedura utilizada no estudo
apresentou  CMM, ou seja, efeito
bactericida.

Extrato
metanolico  seco
de folhas.

Antifangica.

Concentracdes
de 100 e 200 mg
de extrato/mL
em DMSO.

O extrato bruto foi fracionado por coluna cromatografica de silica com
solventes de polaridade crescente de ordem: hexano 100%, mistura
hexano/acetato de etila 90:10, 80:20 e 30:70 (v/v), acetato de etila
100% e mistura de acetato de etila/metanol 70:30 (v/v). Para avaliar a
atividade antifingica empregou-se método de difusdo em é&gar, em
placas de meio PDA, adicionando em pocos de 5 mm de diametro 20
mL das fracBes obtidas dissolvidas em DMSO e 20 mL de DMSO,
como controle negativo. As avaliagdes foram feitas aos 15 e 21 dias de
incubacgdo a 22 °C. A atividade foi expressa como percentagem de
inibicdo (%). Para avaliar as diferencas estatisticamente, foi utilizada
a analise de variancia com pds teste de Tukey.

A cepa de Fusaryum oxysporum
isolado de Pinus radiata, raiz nua das
plantas; e Penicillium notatum obtida
da laranja, fruta da oitava regido do
Chile. Experimento realizado em
triplicata.

Avaliou-se a percentagem de
inibicéo (%) para
interpretacdo da atividade. Os
pardmetros foram avaliados
em dois periodos, apés 15 e
apo6s 21 dias de incubagéo.

As fragbes do extrato apresentaram
atividade contra os patogenos F.
oxysporum e P. notatum. A fracdo de 1
(100% hexano) apresentou atividade
antifingica com percentagem de inibicdo
de 57,6 e 80,2% contra o P. notatum e
64,8 e 81,5% contra F. oxysporum nas
concentragbes de 100 e 200 pg,
respectivamente. Além disso,
demonstrou-se que o DMSO ndo
apresentou nenhuma atividade
antimicrobiana.

Quadro 5 — Testes farmacoldgicos in vitro para a espécie Vernonia polyanthes (continuag&o).




Atividade
avaliada

Tipo de
derivado vegetal

Concentracdo
testada

Método

Condicdes

Parametros observados

Resultado

Referéncia

Folhas secas
(rasuradas ou
cominuidas).

Nematicida.

O estudo foi realizado em dois bioensaios (experimentos
independentes realizados em datas diferentes). No primeiro, as folhas
secas foram cortadas manualmente em pegas a cerca de 1 cm, enquanto
que no segundo bioensaio as folhas foram triturados mecanicamente
para passar em tamis de 1 mm. Para ambos os bioensaios, brometo de
metilo (80 cm3/m3) tratou uma mistura 1:1 de solo (este latossolo
vermelho amarelo) e a areia foi usada como substrato para o
crescimento vegetal do tomateiro. O material vegetal foi misturado
com o solo seco, na proporcdo de 5 g/kg de solo, o que equivale a 10
ton/ha. Para a mistura, 2 kg de solo e as folhas foram colocadas num
saco de plastico de capacidade 5 L, e depois de amarrado, o saco foi
agitado vigorosamente manualmente. Solo sem alteragbes que
serviram como controle. Em seguida, o solo foi colocado em vasos
com capacidade de 2 L , onde foi infestado pela mistura de 5 mL de
uma suspenséo contendo 5000 ovos do neméatodo. O solo foi regada e
mantida a capacidade de campo por 7 dias, antes de transplantar uma
muda de tomate da cv. "Santa Cruz Kada" (de uma semana de idade)
para cada pote. Os potes foram organizados em um banco de estufa de
acordo com um delineamento experimental inteiramente casualizado,
com sete repeti¢cdes. As plantas foram adubadas e irrigadas, conforme
necessério. Durante o primeiro bioensaio, a média méaxima e as
temperaturas minimas médias foram de 30 °C e 14 °C,
respectivamente, e foram 27 ° C, 9 °C, respectivamente, durante o
segundo bioensaio. Os dados dos parametros observados foram
submetidos a analise variancia de uma via (ANOVA), e quando
necessario, foram comparadas utilizando o teste LSD de Fisher. A
analise estatistica utilizou-se software STATISTICA.

O inoculo de Meloidogyne javanica
consistituido de ovos extraidos de uma
populagéo pura do nematodo levantada
e mantida no tomate em uma estufa. Os
ovos foram extraidos a partir das
raizes. Experimento realizado e
réplicas.

Os dados de peso de raiz
fresca, nidmero de galhas e
ntimero de ovos/raiz dos dois
bioensaios foram avaliados.
Os dados pardmetros foram
avaliados 60 dias ap6s o
transplante

O extrato nas concentragcdes que No
primeiro bioensaio, as alteracdes do solo
com nenhuma das pecas das folhas ndo
teve afeto sobre o peso da raiz de plantas
de tomateiro, nem nimero da galhada ou
0 nlmero de ovos/sistema radicular do
tomate. Por outro lado, quando o solo foi
alterado com folhas moidas, o nimero de
galhas por sistema radicular foi
significativamente (p<0,05) menor do
que nas plantas controle.

Extrato
hidroetanélico
30%.

Micobacteriana.

Foram obtidas curvas do tempo de morte de forma seriada, diluicbes
decimais (10" a 104 de M. tuberculosis preparados a partir de 10°
UFC/mL da cultura em caldo Middlebrook 7H9; 1 mL das diluigdes
bacterianas 10! e 102 foram misturados em 9 mL do extrato, dando
concentragdes bacterianas finais de 10 e 10, respectivamente. A
mistura foi mantida sob agitacdo por periodos de meia, 3, 6, 12 e 24
horas, ap6s o qual 0,1 mL de amostra foi inoculado em meio Lowestein
- Jensen inclinado e incubado a 35-37 °C por 21 dias, sob observagéo
semanal. Para controlar a viabilidade das bactérias, 0,1 mL das
diluicBes 10, 10" e 105 também foram cultivadas no mesmo meio e
incubada do mesmo modo. A influéncia do alcool presente nos extratos
também foi avaliada através da determinacdo da atividade
antimicobacteriana. A isoniazida foi utilizada como uma droga de
referéncia para ensaiar a sensibilidade bacteriana.

Mycobacterium tuberculosis H37Rv -
ATCC 27294 foi. A bactéria foi
armazenada em meio Lowenstein
Jensen até sua utilizacdo. Experimento
realizado em triplicata.

Avaliado o método de tempo
de morte com culturas de M.
tuberculosis em meio
Lowenstein-Jensen,  sendo
observados os valores de
UFC/mL  das diferentes
diluicbes da cultura
micobacteriana. Foram 21
dias de incubacdo, sendo
realizadas observacoes
diarias.

O extrato mostrou atividade promissora
contra M. tuberculosis, mesmo depois de
descontado o efeito venenoso do alcool
contra células vidveis de M. tuberculosis.
Nos tempos de exposicdo de trinta
minutos a uma hora 0s extratos
hidroetanélicos reduziram em 2logio a
multiplicacdo bacilar (determinada em
UFC/mL). A auséncia de crescimento
bacteriano foi verificada a partir da
terceira hora de exposi¢ao da bactéria ao
extrato.
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Atividade
avaliada

Tipo de
derivado vegetal

Concentracdo
testada

Método

Condicdes

Parametros observados

Resultado

Referéncia

Fototdxica
antibacteriana.

e

Extratos

(hexanico, acetato
de etila e
metanolico) secos
de caules e folhas.

Para avaliacdo da
atividade
antibacteriana
foram testadas as
concentracdes de
0,25; 0,50; 1,00;
2,00; ou 4,00
mg/ mL.

Para atividade fototoxica analisou-se a presenca de componentes
ativos por CCD, confirmando-se com analise no UV, sendo
posteriormente irradiado luz UV. Para a avaliagdo da atividade
antibacteriana os extratos de caules e folhas foram testados contra B.
subtilis e E. coli. O ensaio foi realizado pelo método de difusédo em
disco de papel, sendo utilizadas placas de Petri com agar contendo uma
concentragdo bacteriana de 106 UFC. As placas foram incubadas a 37
°C durante 24 horas. Ampicilina anidra (0,05 mg) foi utilizada como
um controlo positivo.

Bacillus subtilis (ATCC-6633) e
Escherichia coli (ATCC-6051) foram
empregados na avaliagdo
antibacteriana dos extratos, sendo a
Ampicilina anidra (0,05 mg) (Sigma)
utilizada como um controlo positivo.
Experimentos realizados em triplicata.

Para ambas as atividades,
fototoxica e antibacteriana,
foram avaliados os valores do
halo de inibicdo. O periodo
de incubagdo para a avaliagdo
da atividade antibacteriana
foi de 24 horas.

Para atividade fototéxica os caules foram
ativos, com um halo de inibi¢do de 7,9
mm (39,5%) a uma concentragao de 0,25
mg/mL, e 89 mm (44,5%) a uma
concentragdo de 1,00 mg/mL, em
comparagéo ao controle, que apresentou
um halo de 20 mm (100%) a uma
concentragdo de 0,05 mg/mL. Para a
atividade antibacteriana, para o extrato
hexanico das folhas ndo apresentaram
atividade contra B. subtilis. J& os caules
apresentaram atividade nas
concentragdes de 0,25 e 1,00 mg/mL,
com halo de inibicéo de 10,8 mm (54%)
e 15 mm (75%), respectivamente. Caules
e folhas ndo apresentam atividade contra
E. coli. Para o extrato em acetato de etila,
as folhas apresentaram atividade contra
B. subtilis na concentragdo de 4,00
mg/mL (halo de inibi¢do de 7 mm - 35
%), e contra E. coli para as concentragoes
de 1,00; 2,00 e 4,00 mg/mL (halo de
inibicdo de 6, 7 e 8 mm, respectivamente,
30, 35 e 40% de inibicéo). Ja os caules
apresentaram halo de inibi¢do de 7,2 mm
(36%) na concentracéo de 4,00 mg/mL
contra B. subtilis, e contra E. coli
apresentaram halo de inibicdo de 6,3;
6,5 76; 79 e 96 mm, para as
concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e
4,00 mg/mL, respectivamente. Para o
extrato em metanol, as folhas produziram
halo de inibi¢&o contra B. subtilis de 9,3
e 10 mm (465 e 50%) para
concentragdes de 2,00 e 4,00 mg mL,
respectivamente. Contra E. coli o halo de
inibicdo foi de 8,9 mm (2,00 mg/mL) e
9,2 mm (4,00 mg/mL). Ja os caules
apresentaram halo de 7, 8 e 10,3 mm, nas
concentragdes de 1,00; 2,00 e 4,00
mg/mL, respectivamente, contra B.
subtilis. Contra E. coli, o halo é 6,3 29,9
mm em concentragdes de 0,25 a 4,00
mg/mL.
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Atividade
avaliada

Tipo de
derivado vegetal

Concentracdo
testada

Método

Condicdes

Parametros observados

Resultado

Referéncia

Antifingica
(oidio).

Extrato
hidroetanélico
95% seco obtido
por  maceragdo
durante 4 horas.
O extrato seco foi
diluido em 20 mL
de solugdo de
hidroetanélica
10% (v/v) para
obtengdo de uma
concentracdo de
500 mg de tecido
fresco por mL
(1:2) e,
finalmente, as
diluicBes de
concentragdo
inferior (1:4 e 1:8)
foram preparadas
sucessivamente.

A concentragdo
testada 250
mg/mL foi
obtida da
diluicdo de 1: 4
do extrato seco
diluido em
solucéo
hidroetanélica
10%.

Para a avaliacdo do potencial de inibi¢do de formacédo do oidio, os
espécimes de pepino foram tratados na primeira verdadeira fase de
crescimento da folha (ou seja, 12-14 dias ap6s a semeadura). O extrato
foi aplicado na superficie adaxial de ambos os cotilédones e primeiras
folhas (c. 1 mL/planta). Ap6s o tratamento, as plantas foram mantidas
na estufa livre de oidio até inoculacdo. O isolado de S. fuliginea foi
mantida nas plantas de pepino jovens cv. 'Safira’. Um dia antes os
conidios foram selecionados como inéculo, folhas fortemente
esporuladas foram sacudidas para deslocar conidios velhos e garantir
alta viabilidade de conidios. Na fase de triagem inicial, as plantas
foram transferidas para outra estufa na segunda fase do crescimento da
folha e os conidios do patégeno foram homogeneamente espalhados
nas plantas do pepino por toque nas folhas infectadas cerca de 30 cm
acima deles. Na fase de triagem final, as plantas foram inoculadas
artificialmente com uma suspensdo de 8x10* de conidios/mL na
segunda etapa o crescimento da folha e incubadas em estufa até a
avaliacdo. Em cada teste de triagem, 3 a 7 extratos dispostos em um
delineamento experimental foram avaliados. Apds 6 dias foram
avaliados 0 nimero, o didmetro e a taxa de esporulagdo diéria de
colonias de oidio. Para estimar a taxa de esporulagéo, discos de 110
mm de didmetro das folhas foram retirados a partir das areas das folhas
internervais secundarias e o numero de coldnias sobre eles foi
contados. Apenas as areas com mais de trés colonias foram escolhidos
para o ensaio. Imediatamente apds a contagem, os discos de folha
foram colocados em superficie adaxial com mais de 500 pL de 4gua
destilada estéril em frascos de vidro de 10 mL. Depois de um tempo de
incubacéo de 48 horas, sob luz natural, a 25 °C, os discos foram virados
e os frascos foram, em seguida, rapidamente agitada durante 2 minutos,
para libertar os conidios em &gua. Depois disso, a concentracéo de
conidios em cada frasco foi determinada por contagem dos esporos em
hemocitdmetro em cAmara de Neubauer. Finalmente, a esporulacéo foi
calculada e expressa em nimero de conidios/colonia/dia. Analise
estatistica foi ANOVA. Para o rastreio inicial, a significancia das
diferengas entre as médias de tratamento e o extrato controle em cada
teste foi determinada utilizando o teste t de Student. Realizada
ANOVA seguido pelo teste de Tukey (p<0,05) para os outros
experimentos. Quando necessario, as transformacdes apropriadas dos
valores foram realizadas para normalizar os dados e estabilizar a
variancia ao longo do intervalo de dados antes da andlise de variancia.

Foi empregado o isolado CNPMA-
1999-1 de Sphaerotheca fuliginea foi
mantida nas plantas de pepino jovens
cv. ‘'Safira.  Foram inoculadas
artificialmente com uma suspensdo de
8x10* de conidios/mL. Experimentos
realizados em triplicata.

O nGmero de colbnias de
oidio, tanto folhas priméria
(tratado) quanto secundaria
(ndo tratadas) foi contado 7
dias ap6és a inoculagio.
Quando a gravidade da
doenca era muito alta, a
porcentagem de area foliar
doente foi estimada. A
severidade da doenca foi
expressa em percentagem dos
valores de gravidade das
plantas controle. Os critérios
de selecdo foram o grau de
efeito sistémico, ou seja, a
reducdo da doenca sobre a
folha secundéria; e a dose
necessaria para obter tal
efeito.  Apenas  extratos
diferindo  estatisticamente
dos controles foram
selecionados na triagem
inicial. Os extratos
selecionados na triagem
inicial foram comparados em
um conjunto de trés
experimentos independentes
adicionais (fase de triagem
final). Para este fim, as
plantas do pepino foram
cultivadas e tratou-se na
primeira fase de crescimento
da folha com o extrato diluido
1:4 (viv). As plantas foram
inoculadas com uma
suspensdo de conidios na
segunda fase de crescimento
da folha e incubadas em
estufa livre de doenca.

Todos os extratos que mostram efe..d
sisttmico causando uma redugdo
significativa na formagdo do oidio sobre
estdgio primario da folha. O extrato
reduziu o nimero de colénias de oidio na
folha ndo tratada (efeito sistémico).
Portanto, esse extrato foi usado para a
mesma diluicdo (1: 4) e comparada
novamente em outro experimento
(triagem final). Entretanto, o extrato ndo
afetou significativamente o oidio, tal
como tinha sido observado na triagem
inicial. O extrato sobre folha secundaria
(néo tratada) do pepino (Cucumis sativus
L.) apresentou uma valor de nimero de
colbnias de oidio (S. fuliginea) de 117;
valor de didmetro da coldnia igual a 1,9
mm; e uma taxa de esporulacéo de 725.
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Atividade
avaliada

Tipo de
derivado vegetal

Concentracao
testada

Método

Condicdes

Parametros observados

Resultado

Referéncia

Antibacteriana.

Extrato
metandélico bruto
seco e Oleos
essenciais de
folhas.

As  concentragdes
foram inicialmente
estabelecidas
variando de 2 a 44%
para o extrato bruto e
de 0,05 a 3% para 0s
6leos essenciais, e
convertido para
mg/mL usando
densidade do extrato
bruto e dos 6leos.

Os ensaios de susceptibilidade foram realizados contra 32 cepas
pelo método de diluicdo em &gar de produtos naturais em Agar
Mueller Hinton, com adigao de 0,2% de Tween 80, num total de 20
mL de &gar nas placas de Petri. Placas de Petri de controle positivo
foram preparadas para o crescimento normal de bactérias. As cepas
foram inoculadas em suspensdo bacteriana padronizada (0,5
McFarland Escala) de 105-108 CFU/mL e incubadas a 37 °C/18-24
horas. Os valores de CIM foram registrados por presenga ou ndo
de col6nias e a ClMggy, foram calculados. Os resultados de CIM
foram analisados por teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para
comparar tratamentos independentes, com a andlise significativa (p
<0,05 e p <0,001). Testes de Dunn e Student-Newman-Keuls
foram aplicados para as comparagdes mdltiplas entre os
tratamentos.

Para os ensaios de susceptibilidade
foram utilizadas 16 cepas de
Staphylococcus aureus e 16 cepas de
Escherichia coli, isoladas de espécimes
humanos no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP. As cepas foram identificadas
e mantidas em Agar Nutriente. As
cepas foram inoculadas em suspenséo
bacteriana padronizada (0,5 McFarland
Escala) de 10%-10° CFU/mL. Ensaio
realizado em duplicata

Os valores de CIM e ClMggy
foram calculados. Ensaio
realizado com periodo de
incubacéo de 18 a 24 horas.

Os valores de ClMggy, para o extrato
foram de 3,3 mg/mL contra S. aureus e
26,9 mg/mL contra E. coli. J& para os
6leos essenciais, os valores de ClMggy,
foram 2,8 mg/mL contra S. aureus e 24,1
mg/mL contra E. coli.

N.D. N&o descrito.




4.3.2.2 Ensaios in vivo

Os diferente relatos na literatura referentes as informacdes de estudos farmacoldgicos

de ensaios in vivo para a espéecie V. polyanthes estdo apresentados no Quadro 6.




Quadro 6 — Testes farmacologicos in vivo para a espécie Vernonia polyanthes.

Atividade
avaliada

Tipo de
derivado vegetal

Posologia

Método

Condicdes

Parametros observados

Resultado

Referéncia

Anti-
hemorrégica.

Extrato  aquoso
(10%) liofilizado
obtido por infuséo
em &gua destilada
a37°C.

Doses de 10 mge
40 mg de extrato
em 200 pg de
veneno de B.
asper.
Administragdo
por via tépica

Selecionou-se 7 concentragdes (2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 e
60,0 mg) de extrato pré-incubadas por 30 min a temperatura
ambiente com 200 pg/mL de veneno de B. asper para obtencéo de
relagdo extrato/veneno. Posteriormente, 100 pL de sobrenadante
foram injetados na pele do abddémen dos animais, correspondendo a
10 DHM de veneno (1 DHM = 2 pg). O didmetro de hemorragia foi
medido na pele. Os controles de veneno (10 DHM = 20 pg) e o
extrato foram realizados da mesma maneira. A atividade anti-
hemorragica foi expressa em porcentagem, usando o didmetro de
veneno, como 100 %. A capacidade neutralizante foi expressa como
a EDsy, definida como a faixa de mg de extrato/200 pg de veneno.
Os dados foram expressos como médio + desvio padréo. Utilizou-
se o teste t de Student para comparar os dados dos grupos e do
controle com nivel de significancia de p<0,05 e p<0,01.

Avaliados 4 grupos de
camundongos Swiss Webster,
pesando entre 20 e 22 g.

A atividade foi expressa em
porcentagem, usando o
diametro de veneno, como
100 %. A capacidade
neutralizante foi expressa
como EDsy, definida como a
faixa de mg de extrato/200 pg
de veneno, na qual o diametro
da 4area hemorragica foi
reduzida em 50 % quando se
compara com as lesGes
induzidas pelo veneno.

Os extratos neutralizaram significativamente o
efeito hemorragico nas concentracdes de 10 mg
extrato/200 pg veneno e 40 mg extrato/200 pg
veneno em 1 mL, com uma porcentagem de inibi¢ao
de 18,63 e 22,07%, respectivamente.

Vasodilatadora
e
normotensora.

Extrato
hidroetanélico
70% seco obtido
por refluxo
durante 1,5 horas
(residuo
reextraido outras
2 vezes).

Doses diarias de
0,5 ou 1,0 g de
extrato/kg de
peso corporal de
animal.
Administracéo
via oral por
gavagem
realizadas 2
vezes por dia,
durante 7 dias
consecutivos.

O experimento consistiu de uma semana de controle seguida por
uma semana de administragéo do extrato ou de agua (4 ml/rato/dia).
A presséo arterial foi avaliada semanalmente em ratos conscientes
contidos, empregando o método de cauda-manguito, usando um
electroesfigmomandmetro. Antes (0) e 7 dias ap6s o inicio da
administragdo do extrato, os ratos foram pesados e alojados em
gaiolas metabdlicas individuais. Testes de funcdo renal também
foram realizados. 14 horas antes do exame renal 60 mmol LiCl/100
g peso corporal foram administrados por gavagem. Os ratos foram
posteriormente alojados individualmente em gaiolas metabdlicas
com livre acesso a agua da torneira, mas ndo alimentos. O
experimento foi realizado ao mesmo tempo, para cada grupo.
Depois de um jejum de um dia, cada animal nao anestesiado recebeu
&gua por gavagem (5 % de peso corporal), seguido de uma segunda
carga do mesmo volume 1 hora depois. 20 minutos ap6s a segunda
carga, a urina vertida espontaneamente foi recolhida em intervalos
de 30 minutos durante um periodo de 2 horas. A urina vertida foi
passada para um tubo de centrifuga graduado. Ao final do
experimento, as amostras de sangue foram retiradas da veia da
cauda ou por pungdo cardiaca. As concentragdes no plasma e na
urina de sédio, potassio e litio foram medidas por fotometria de
chama, enquanto que a creatinina foi determinada
espectrofotometricamente utilizando picrato alcalino. A anélise
estatistica dos dados foi realizada empregando andlise de variancia
de uma-via para medicdes repetidas. Quando os resultados foram
significativos, poés teste de Bonferroni foi utilizado para
determinacdo das diferencas existentes. O valor de p < 0,05 foi
considerado significancia.

Ratos Wistar-Hannover machos
(300 a 400 g), divididos em 2
grupos: 1. gurpo controle (n=18);
e 2. grupo tratado (n=10).

Foram avaliados os valores
de pressdao arterial apos
administracdo do  extrato
bruto, bem como analisadas
as concentragdes de sddio,
potéssio, litio e creatinina no
plasma e na urina. Os
resultados foram expressos
como média + desvio padrdo
por 100 g de peso corporal.
Para avaliacdo da pressdo
arterial, foram duas semanas
(uma antes, e uma depois da
administracdo do extrato).

O extrato reduziu a pressdo sanguinea arterial de
forma dose-dependente de 134 + 2,6 mmHg para 125
+ 3,4 €94 + 4,3 mmHg (p < 0.05), respectivamente.
A presséo arterial ndo teve alteragdo significativa
para o grupo controle durante as trés semanas do
estudo. As taxas de fluxo urindrio ao longo dos
estudos de manipulagéo tubular renal de sédio nao
diferiram significativamente entre os grupos de
administracéo do extrato e o grupo controle. A taxa
de filtragdo glomerular estimada pelo clearance de
creatinina  reduziu significativamente quando
comparado aos controles do 30 ° min (de 348,6
15,8 uL/min/100 g de peso corporal para 544,8 +
84,9 pl/min/100 g; em 60 min: de 292,0 + 29,0
uL/min/100 g para 442,6 + 60,8 uL/min/100 g) para
090 ° minuto do intervalo experimental (de 269,4 +
14,0 uL/min/100 g para 347,6 + 55,2 uL/min/100 g),
depois de uma semana de tratamento com extrato.
Clearance de creatinina nos ratos controle néo teve
alteragdo. O extrato causou um decréscimo
sustentado e significativo na excregao renal de sddio
fracionério ao longo dos estudos de manuseio renal
de sddio por 7 dias apds tratamento oral. A excre¢ao
de sédio proximal ndo se alterou de forma
significativa nos grupos controle ou grupos tratados
com extrato. Os resultados foram acompanhados por
um aumento marcante na excrecdo urindria de
potéssio fracionério de 0,09 + 0,01% para 0,18 +
0,03% e de 0,09 + 0,01 para 0,16 + 0,02% em
animais tratados com extrato quando comparados ao
grupo controle.

(49)

(%)
o
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Atividade
avaliada

Tipo de
derivado vegetal

Posologia

Condicdes

Parametros observados

Resultado

Referéncia

Antiulcerogénica.

Extratos
cloroférmio e
metanolico secos.

Para o teste de
ulcera induzida
por etanol foram
testadas as
concentracdes de
50; 100; 250 e
500 mg/kg para
extrato
metanélico; e
12,5; 25; 50 e
100 mg/kg para
extrato
cloroférmio.
Para o teste de
ulcera induzida
por AINES
foram testadas as
concentracdes de
250; 500 e 1000
ma/kg para
extrato
metandlico e
para extrato
cloroférmio.
Administracéo
por via oral em
dose Unica.

A atividade protetora gastrica dos extratos foi avaliada por lesdo
induzida por etanol e por AINES. A melhor dose do extrato mais
eficaz foi escolhida para testar mecanismos de agdo. No final de
cada experimento, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, o seu estdbmago removido, aberto ao longo da grande
curvatura e fixada entre duas placas de vidro. A superficie interna
do estdbmago foi examinada com um microscépio de dissecacdo e
fotografada para anélise computacional posterior. A area ulcerada
total no corpus estomago foi medida por software de andlise de
imagem. Foram realizado teste de Glceras induzidas por etanol,
Ulcera géstrica foi induzida por piroxicam, determinagdo de muco
no contelido gastrico, teste de avaliagdo do NO enddgeno e dos
sulfidrilos endégenos sobre protegdo gastrica, teste de lesdes da
mucosa gastrica induzida por etanol em ratos pré-tratados com Nw-
nitro-L-arginina-metilester e lesdo induzida por N-etilmaeimida
Os resultados foram expressos como a média + desvio adrdo. A
significancia estatistica foi determinada por analise de variancia de
uma-via (ANOVA), seguida de Dunnett ou teste post-hoc de
Tukey, com o nivel minimo de significancia de p<0,05.

Ratos Wistar machos (180-250 g),
usados nos testes de lesdo géstrica
induzida por etanol, para
determinagdo de muco no
contelido  gastrico, teste de
avaliacdo do NO endégeno e dos
sulfidrilos  end6genos  sobre
protecdo gastrica. Camundongos
Swiss  machos  (25-35 ),
utilizados para os testes de leséo
gastrica induzida por AINES. Os
animais foram avaliados em 3
grupos para cada teste: (1) grupo
amostra; (2) grupos controle, e (3)
grupo referéncia. O nlmero de
animais por grupo variou
conforme experimento. A
cimetidina (100 mg/  kag),
lansoprazol (30 mg/ kg) ou
carbenoxolona (200 mg/ kg)
foram  utilizados como os
farmacos de referéncia.

Avaliou-se superficie interna
do estbmago em microscépio
de dissecacdo e fotografada
para analise computacional.
A érea ulcerada total no
corpus estdmago foi medida
com software de andlise de
imagem. Para teste
determinacdo de muco no
contelido gastrico emulsdo
resultante da extracdo de
corante teve absorvéncia da
camada aquosa medida em
UV a 580 nm. O tempo de
avaliacdo variou conforme
experimento. Para teste de
Ulceras induzidas por etanol
avaliou-se 1 h apdés a
administracdo de etanol. Para
teste de Ulceras induzidas por
AINES, avaliou-se 4 h ap6s a
indugdo da dlcera. Para
determinacdo de muco no
contetdo gastrico, avaloiu-se
ap6s um total de 9 h (sendo
total de horas divididas em
diferentes  etapas)  apds
administracdo do extrato.
Para teste de lesdes da
mucosa gastrica induzida por
etanol em ratos pré-tratados
com  No-nitro-L-arginina-
metilester e lesdo induzida
por N-etilmaeimida, avaliou-
se 1 h ap6s administracéd de
etanol.

Ambos os extratos metandlico e cloroférmico
mostraram  um  efeito  dose-dependente
gastroprotetor contra lesdes gastricas induzidas
por etanol e piroxicam. Para investigar o papel
dos diferentes fatores gastroprotetores o melhor
extrato e sua melhor dose foi escolhido. O extrato
cloroférmico, rico em terpenoides, protegeu a
mucosa gastrica em uma dose menor (50 mg/kg),
quando comparado com 0 extrato metanélico
(250 mg/kg), o que levou ao estudo de seus
mecanismos de protecdo. O tratamento com
extrato cloroférmico (50 mg/kg), aumentou a
producgdo de muco (22,4%) e ndo alterou o pH
gastrico quando comparado com o0 grupo
controle. Além disso, a atividade antitlcera do
extrato cloroférmico foi ligeiramente atenuado
com ambos os pré-tratamentos, com NEM e L-
NAME. A gastroprotecdo do  extrato
cloroférmico reduziu de 85,5% para 65,0%, com
pré-tratamento de NEM e de 91,2% para 71,7%
com o0 pré-tratamento de L-NAME,
respectivamente.

(36)

Quadro 6 — Testes farmacoldgicos in vivo para a espécie Vernonia polyanthes (continuacao).
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Atividade
avaliada

Tipo de
derivado
vegetal

Posologia

Método

Condicdes

Parametros observados

Resultado

Referéncia

Mutagénica

Extrato
hidroetandlico
70% seco
obtido por
maceragdo
durante 15
dias, a
temperatura
ambiente.

Foram avaliadas as
concentragdes  do
extrato de 250, 500,
750, 1000, 1500 e
2000 mg/kg de peso
corporal de animal.
Administragdo via
oral por gavagem
para controle
negativo e para as
amostras; Para
controle  positivo
administragdo  via
intraperitoneal.

Utilizada técnica utilizada para a obtengéo das células de medula 6ssea
para o estudo da frequéncia de micronucleos. O extrato foi testado
separadamente empregando-se 3 doses, levando-se em consideragdo os
dados obtidos na metodologia empregada para se estabelecer a DL (i.€.,
80%DLsy, 50%DLsy e 25%DLso, ou ainda, < 2.000 mg/ kg na
inexisténcia de letalidade), e ensaiados em 3 doses (1000, 1500 e 2000
mg/kg de peso corporal), selecionadas de acordo com as doses minima e
maxima que poderiam ser utilizadas em humanos. Foram analisados +
2000 eritrécitos policromaticos por animal, para cada tempo de coleta
(24 e 48 h) de tratamento, quanto & presenca de micronucleos. Os
resultados obtidos nos ensaios de mutagenicidade foram empregados
tratamentos estatisticos de Anélise de Variancia em esquema fatorial,
considerando sexo, tempo e tratamento (2x2x5), com trés repeticoes e
um delineamento casualizado. As médias foram comparadas utilizando
0 Teste de Tukey-Kramer (2%).

Camundongos Swiss albinus
(27-36 g) divididos em seis
grupos de camundongos (n=10
animais/grupo). . Cada ensaio
foi realizado empregando-se 5
grupos de animais, cada grupo
constituido por 3 machos e 3
fémeas: (1) controle negativo
(NaCl 0,9%); (2) controle
positivo (50 mg/kg de Etil-
Nitroso-Ureia); (3) tratamento
01 (1000 mg/kg); (4)
tratamento 02 (1500 mg/kg);
(5) tratamento 03 (2000
mg/kg).

Foram analisados eritrécitos
policrométicos  por  animal
quanto a  presenga  de
microndcleos. A relagdo entre o
nimero total de eritrécitos
policroméaticos e
normocromaticos, obtidos da
medula 6ssea, também foi
avaliada. Avaliados 24 e 48 ap6s
administracdo das amostras,
sendo avaliadas para DLsg ap6s
7 dias de administracdo das
mesmas.

Quanto a DLsp, ndo se verificaram mortes apds
a administragdo do extrato, mesmo nas
concentracdes mais elevadas (2000 mg/kg), por
via oral, desde as primeiras 72 horas até o 7° dia,
sugerindo auséncia de DLsp nas concentracoes
analisadas. A avaliagdo mutagénica/mitogénica
do extrato revelou auséncia (1.000 mg/kg e
1.500 mg/kg) e moderado (2.000 mg/kg) efeito
clastogénico e/ou aneugénico nas dosagens de
1000 e > 1500 mg/kg, respectivamente,
independentemente do tempo de tratamento
(24/48h) e sexo do animal.

Anti-

inflamatéria.

Extratos
(hexanico,
acetato de
etila e
metanolico)
Secos de
caules e
folhas.

Testada a
concentragdo 0,05
mg/pL.
Administragdo por
via topica e em dose
Unica.

O ensaio foi realizado empregando teste do edema da orelha de rato
induzido por TPA (12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato. Para cada
determinagdo, 10 mL de uma solucéo etandlica de TPA foram aplicados
na superficie da orelha direita. A mesma quantidade de etanol (controle)
foi aplicada na orelha esquerda. Dez minutos ap6s a aplicacdo de TPA,
20 pL dos extratos foram aplicados topicamente (1 mg em etanol). Ap6s
4 h, os camundongos foram sacrificados e uma secgao da orelha (7 mm)
foi cortada e pesada. Os aumentos de peso da orelha direita em
comparagao com a esquerda indica inchago. Quando correspondentes, 0s
resultados foram analisados por teste t de Student e as diferencas foram
consideradas significativas ou altamente significativa ~ quando
apresentaram valores de p < 0,05 ou p <0,01, respectivamente.

Camundongos CDI machos
(25-30 g), divididos em grupos
de 3 camundongos para cada
determinagdo.  Indometacina
(0,046; 0,085; 0,15 mg/orelha)
foi usado como droga
referéncia.

Foram avaliados os aumentos de
peso da orelha direita (teste) em
comparagdo com a esquerda
(controle) indicando inchago,
sendo a percentagem de inibi¢do
de edema calculado por
comparagdo com 0 controle.
Foram considerados 10 min para
formagéo do edema de orelha e
4 h (ap6s aplicacédo dos extratos)
para a avaliagdo da porcentagem
de reducdo do edema.

Os valores de porcentagem de inibicdo do
edema para os caules foram de 74,8; 21,9 e
80,2%, para o0s extratos hexanico, acetato de
etilo e metandlico, respectivamente. Para as
folhas, a inibicdo do edema foi de 31,1%,
utilizando o extrato hexano; 57,5%, utilizando
0 extrato de acetato de etilo, e 50,1% utilizando
0 extrato metanélico. Estes resultados realgam
a atividade anti-inflamatéria dos extratos.

Natridiurética
e hipotensora.

Extrato
aquoso (10%)
de folhas
obtido por
infusdo.

Nao foram descritas
as  concentragdes
testadas.
Administracdo por
via topica e em dose
Gnica.

Ap6s anestesiados 0s ratos, iniciou-se o procedimento para canulagio da
traquéia, para melhor ventilagdo do animal, da artéria carétida, cuja
canula era conectada a um mandmetro de mercurio, para observacéo e
registro da pressdo arterial e a bexiga urinaria para a coleta da urina,
sendo o volume determinado gravimetricamente. O experimento
foidividido em 3 etapas: equilibrio, controle, experimental. A etapa de
equilibrio foi de 45 min e a urina coleta foi descartada. A etapa controle
de 30 min e a urina coletada indicava o fluxo urinério basal do animal
Em seguida iniciando a etapa experimental, na qual o fluxo urinario era
avaliado a cada 30 min (D1, D2, D3 e D4). As amostras de urina foram
congeladas para posterior andlise da concentracdo de sddio. A
concentragao urinéria de sodio foi determinada por fotometria de chama
e a carga excretada de sddio foi calculada em funcéo da carga urinéria
de sddio e fluxo urinario. Além da coleta de urina, a pressdo arterial foi
observada e anotada a cada 10 min a partir do inicio da etapa de controle
até o final do experimento. A significancia dos resultados foi avaliada
pelo Teste-t de Student pareado e independente.

tilizados ratos Wistar machos
(peso médio 250 g), divididos
em 2 grupos: 1. gurpo controle
(n=10); e 2. grupo tratado
(n=12).

Avaliaram-se a concentracdo
urindria de sbdio, a carga
excretada de sddio e a pressao
arterial observada e anotada a
cada 10 min a partir do inicio da
etapa de controle até o final da
etapa experimental, nos ratos do
grupo 1 e 2. O experimento foi
divido em etapa de equilibrio
com duracéo de 45 min, seguida
da etapa de controle com
duracéo de 30 min, e seguida da
etapa experimental com total de
2 horas (divididos em 4 periodos
de 30 min cada).

O fluxo urinério e a carga excretada de sédio
ndo sofreram alteracdo  estatisticamente
significativa (p>0,05) no grupo controle. J4 para
0s ratos tratados com 1 mL de infusdo
apresentaram alteragdo significativa (p<0,05)
para estes pardmetros apés 30 min da
administracdo (D1). A presséo arterial dos
animais do grupo controle manteve-se proxima
ao valor basal (110 mmHg), mesmo apds
administracdo de salina. Entretanto, apds
ingestdo do infuso observou-se redugdo
gradativa da pressdo arterial, mas sendo
estatisticamente significativo (p<0,05) apenas
no ultimo periodo D4 (apds duas horas da
administracdo), ou seja, nas Ultimas 3 medicoes.

Quadro 6 — Testes farmacoldgicos in vivo para a espécie Vernonia polyanthes (continuacao).
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Atividade
avaliada

Tipo de
derivado vegetal

Posologia

Método

Condicdes

Parametros observados

Resultado

Referéncia

Anti-
inflamatoria e
antinociceptiva.

Extrato
hidroetanélico
95%de folhas
obtido por
maceragao,
durante 3
semanas, a
temperatura
ambiente, com
renovagao do
solvente a cada 2
dias.

Foram avaliadas
as concentragoes
de 100, 200, e
400 mg de
extrato/kg peso
corporal.
Administracéo
por via oral em
dose Unica

Para o teste de contor¢do empregou-se teste indugdo por acido
acético com animais pré-tratados com (1); ou (2) écido
acetilsalicilico e (3) uma hora antes da administragdo
intraperitoneal (ip ) de 0,6 % de &cido acético v/v (0,1 mL/10
g ). Dez minutos depois de acido acético, foram contados o
nimero de contor¢des abdominais durante os seguintes 20
minutos. Para o teste de formalina a dor foi induzida através da
injecdo de formalina a 2,5% na regido subplantar da pata traseira
direita. Os animais foram observados para avaliar o tempo de
lambida, neurogénica, inflamagéo, ap6s a formalina. J& para o
teste de "Hot-Plate™ os animais foram colocados em uma placa
de aquecimento mantida a 55 + 1 °C. A laténcia de resposta
nociceptiva, como lamber, sacudida de um membro posterior ou
salto, foi medida. Para o teste de edema de pata induzido por
carragenina o volume de edema de pata dos ratos foi medida
usando um pletismdmetro. Para o teste de pleurisia induzida por
carragenina os ratos foram anestesiados com cetamina e xilazina
(60 mg/kg e 8 mg/kg, respectivamente) e uma suspensao de uma
solucdo salina contendo 2 % de carragenina (0,4 mL) foi
injetado na cavidade pleural o macerado. Ap6s 4 horas da
injecdo de carragenina, os animais foram sacrificados e os
musculos da pele e peitoral foram retraidos. O exsudado foi
recolhido e o volume total foi determinado. Uma aliquota de 20
ML do exsudado foi usado para determinar o nimero total de
leucdcitos em camara de Neubauer.

Ratos Wistar machos (90-110
dias) pesando 200-240 g, usados
nos testes de edemea de pata e
pleuresia induzidos por
carragenina. Camundongos Swiss
albino machos (50-70 dias)
pesando 25-30 g, usados nos
testes de contorgdo, formalina e
“hot-plate”. Para os cinco testes
realizados, os animais foram
divididos em 3 grupos, com n=8
em cada grupo: (1) grupos
amostra recebendo macerado; (2)
grupo controle, e (3) grupo
referéncia (droga de referécia
variando conforme o teste
realizado).

Para o teste de contorgdo
foram contados o nimero de
contorgdes abdominais
durante os seguintes 20 min
apods 10 min da
administragdo intraperitoneal
de 4cido acético. Para o teste
de formalina foram avaliados
o tempo de lambida, durante
a primeira fase, neurogénica
(0-5 minutos), e a segunda
fase, inflamagéo (15-30 min),
apods a injecdo de formalina.
Para o teste de "Hot-Plate" foi
medida a laténcia de resposta
nociceptiva, como lamber,
sacudida de um membro
posterior ou salto. Para o teste
de edema de pata induzido
por carragenina foi avaliado o
volume de edema da pata,
registada trés vezes, medida a
1,2,3e4 hapobsainjecdo de
carragenina. Para o teste de
pleurisia  induzida  por
carragenina foi determinado
0 volume total de exsudato e
0 numero total de leucécitos
em camara de Neubauer.

No teste de contorcéo, o0 macerado (200 e 400 mg/kg,
geraram respectivamente 55,25+ 2,39 e 45,50 + 2,44
contracdes) causou uma redugdo (p<0,01 e p<0,001,
respectivamente) e a inibicdo dependente da dose em
contorgdes abdominais produzida pelo &cido acético
(inibindo 16,75 e 31,44%, respectivamente). O
grupo controle produziu 66,37+2,19 contorgdes
abdominais. Para o teste de formalina, o pré-
tratamento com morfina (5 mg/kg) ou com o extrato
(200 e 400 mg/kg) originou alteragdes de tempo de
lambida da pata, na primeira fase da resposta a dor.
Na segunda fase, uma redugdo do tempo de lambida
de forma dose-dependente (p<0,05 ou p<0,001) foi
observada para 0 macerado (100, 200 e 400 mg/kg),
bem como com a indometacina (10 mg/kg) e morfina
(5 mg/kg). Para o controlo, o tempo gasto foi 80,87
+ 3,47 e 85,50 + 3,19 segundo nas 1% e 22 fases,
respectivamente. Para o teste de "Hot-Plate ap6s 90
min de tratamento, as doses de 100 (p<0,01), 200
(p<0,001) e de 400 mg/kg (p<0,001) aumentaram o
tempo de laténcia no controle. Naloxona, bloqueou
a acdo da morfina, mas ndo alterou o efeito
antinociceptivo do macerado. Para o teste de edema,
0 edema da pata foi reduzido em 16,95 e 22,03%
para as doses de 200 e 400 mg/kg, respectivamente.
A inibigdo do edema foi observada 3 e 4 h apds a
injecdo de carragenina, nas doses de 100 mg/kg
(12,50 e 16,40%, p<0,05, respectivamente), 200
mg/kg (16,41 e 27,87%, p<0,05 e p<0,01 ,
respectivamente) e 400 mg/kg (25,78 e 31,97%,
p<0,01 e p<0,001, respectivamente), comparado ao
controle. A indometacina também inibiu 0 edema de
pata (28,12 e 36,06%, respectivamente). Para o teste
de pleurisia, os efeitos demonstraram que doses de
200 (p<0,05) e de 400 mg/kg (p<0,001) do macerado
reduziu o volume de exsudado em 13,83 e 43,08%
quando comparados ao controle. O nimero de
leucécitos totais também foi reduzido para as doses
de 200 (17,87%, p<0,001) e de 400 mg/kg (28,39%,
p<0,001) em comparagéo ao controle. Indometacina
reduziu o volume de exsudado e a migracdo de
leucocitos

N.D. Nao descrito.




4.3.2.3 Ensaios ex vivo

N&o foram encontradas informacdes acerca de estudos farmacoldgicos de ensaios ex

vivo para a espécie Vernonia polyanthes.

4.4 ESTUDOS CLINICOS

4.4.1 Fase |

N&o foram encontradas informacgdes acerca de estudos clinicos de fase | para a espécie

Vernonia polyanthes.

4.4.2 Fase 11

Né&o foram encontradas informacdes acerca de estudos clinicos de fase Il para a espécie

Vernonia polyanthes.

4.4.3 Fase 111

Né&o foram encontradas informacdes acerca de estudos clinicos de fase I11 para a espécie

Vernonia polyanthes.

4.4.4 Fase IV

Né&o foram encontradas informacdes acerca de estudos clinicos de fase 1V para a espécie

Vernonia polyanthes.

4.4.5 Estudos observacionais

N&o foram encontradas informagdes acerca de estudos clinicos observacionais para a

espécie Vernonia polyanthes.
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4.5 RESUMO DAS ACOES E INDICACOES POR DERIVADO DE DROGA ESTUDADO

A utilizacdo da espécie Vernonia polyanthes para uso em humanos é relatada somente
quanto ao uso popular e tradicional da planta, ndo sendo encontrados estudos mais detalhados
quanto as acdes e indicacdo da espécie.

Com relacdo as agdes e indicacdo dos derivados de Vernonia polyanthes, no que diz
respeito aos ensaios farmacoldgicos in vitro, foram encontrados na literatura trabalhos que
abrangem a avaliacdo das atividades antileishmania, citotoxica e antitumoral, antimicrobiana,
nematicida, antifungica, antimicobacteriana, fototdxica e antibacteriana (17, 34, 41, 43-48).

Jé& para a avaliacdo das atividades farmacoldgicas in vivo, sdo encontrados estudos que
envolvem a investigacdo das atividades antiulcerogénica, anti-hemorragica, vasodilatadora e
normotensora, mutagénica, anti-inflamatoria e natridiurética (19, 35, 36, 43, 47, 49, 50).

Embora tenham sido relatados diferentes estudos quanto as atividades farmacoldgicas
pré-clinicas (maiores detalhes nos itens 4.3.2.1 e 4.3.2.2), ndo foram encontrados na literatura
ensaios clinicos envolvendo a espécie V. polyanthes. Dessa foram, alguns dos itens a seguir
serdo preenchidos a partir das informac6es de estudos ndo-clinicos; e para os demais itens, estes

ndo poderdo ser preenchidos devido a auséncia de informacdes correspondentes.

4.5.1 Vias de Administracao

Administracdo por via oral e topica, conforme estudos realizados em animais (19, 36,
47, 49, 50).

4.5.2 Dose Diaria

Dado néo encontrado na literatura pesquisada.

4.5.3 Posologia (Dose e Intervalo)

Dose diéria Unica (35, 36, 43, 47, 50).

4.5.4 Periodo de Utilizagéo

Dado nédo encontrado na literatura pesquisada.




4.5.5 Contra IndicagOes

Né&o foram encontradas informacGes acerca de contra indica¢des para derivados vegetais

para a espécie Vernonia polyanthes.

4.5.6 Grupos de Risco

N&o foram encontradas informacdes acerca de grupos de risco para uso de derivados

vegetais para a espécie Vernonia polyanthes.

4.5.7 Precaucdes de Uso

Né&o foram encontradas informac6es acerca de precaucdes de uso envolvendo derivados

vegetais para a espécie Vernonia polyanthes.

4.5.8 Efeitos Adversos Relatados

Né&o foram encontradas informacdes acerca de efeitos adversos relatados para derivados

vegetais para a espécie Vernonia polyanthes.

4.5.9 Interaces Medicamentosas

4.5.9.1 Descritas

N&do foram encontradas informacdes acerca de interacbes medicamentosas descritas

envolvendo derivados vegetais para a espécie Vernonia polyanthes.

4.5.9.2 Potenciais

N&o foram encontradas informacdes acerca de interacdes medicamentosas potenciais

envolvendo derivados vegetais para a espécie Vernonia polyanthes.




4.5.10 InformacGes de Superdosagem

4.5.10.1 Descricdo do quadro clinico

Né&o foram encontradas informacdes acerca da descricdao do quadro clinico no caso de

superdosagem com derivados vegetais para a espécie Vernonia polyanthes.

4.5.10.2 Acbes a serem tomadas

Né&o foram encontradas informacdes acerca de acdes a serem tomadas no caso de
superdosagem com derivados vegetais para a espécie Vernonia polyanthes.




5 INFORMACOES GERAIS

5.1 FORMAS FARMACEUTICAS /FORMULACOES DESCRITAS NA LITERATURA

N&o foram encontradas informacdes acerca de formas farmacéuticas ou formulagdes

estabelecidas para a espécie Vernonia polyanthes.

5.2 PRODUTOS REGISTRADOS NA ANVISA E OUTRAS AGENCIAS REGULADORAS

N&o foram encontradas registros na Anvisa ou outros agéncias reguladoras para a

espécie Vernonia polyanthes.

5.3 EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

N&o foram encontradas informacg6es acerca de embalagem ou armazenamento para a

espécie Vernonia polyanthes.

5.4 ROTULAGEM

Nédo foram encontradas informacGes acerca da rotulagem para a espécie Vernonia

polyanthes.

5.5 MONOGRAFIAS EM COMPENDIOS OFICIAIS E NAO OFICIAIS

N&o foram encontradas informacgdes de monografias em compéndios oficiais e ndo

oficiais para a espécie Vernonia polyanthes.

5.6 PATENTES SOLICITADAS PARA A ESPECIE VEGETAL

Né&o foram encontradas patentes estabelecidas para a espécie Vernonia polyanthes.




5.7 DIVERSOS

Em estudo para a investigacdo da metabolizacdo, excrecdo e/ou sequestro de
metabolitos secundarios de Vernonia polyanthes por Chlosyne lacinia durante a fase larval e
conservacao na fase adulta, aléem da analise da composicdo quimica de extrato de V. polyanthes
foi analisada a presenca dos metabolitos secundarios observados no extrato de V. polyanthes
também em extratos preparados a partir de lagarta-do-girassol, C. lacinia, cultivadas na V.
polyanthes (31).

Para as andlises das amostras provenientes da C. lacinia foram realizadas comparagdes
com os dados obtidos das andlises dos extratos por CLAE-DAD-EM (detalhes no item 3.2.7.3)
considerando as informacdes de UV e massas (31). Foram avaliados os extratos de C. lacinia
provenientes das fezes e do corpo da lagarta (tanto em fase larval quanto adulto). Na Figural5
estdo apresentados os cromatogramas comparativos dos extratos de V. polyanthes, do corpo e

das fezes da lagarta de C. lacinia no 2° estagio de desenvolvimento (31).
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Figura 15 — Cromatogramas analiticos comparativos obtidos por CLAE-DAD-EM de extrato de folhas de
Vernonia polyanthes, das lagartas de Chlosyne lacinia cultivadas em V. polyanthes e das fezes da lagarta
(registrados em 270 nm). Fonte: Martucci 2012 (31).
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No extrato das lagartas no segundo estdgio cultivadas com folhas de V. polyanthes,
observou-se apigenina-7-O-glicuronil e o &cido 3-O-(E)-cafeoilquinico hidroxilado. Foi

observada nos extratos das fezes das lagartas no segundo estagio a presenca de apigenina-7-O-

glicuronil; acacetina-7-O-glicuronil; crisoeriol-7-O-glicuronil, além das agliconas apigenina e

acacetina (31).

Segundo os autores, a presenca das agliconas apigenina e acacetina no extrato das fezes
da lagarta pode indicar que estes sofreram metabolizacdo prévia pela lagarta, ja que no extrato
das folhas de V. polyanthes as agliconas se apresentavam glicuronizadas. Essa clivagem do
acido glicurdnico pode ser necessaria para a nutri¢do da lagarta (31).

Ja no caso do extrato das lagartas de C. lacinia, este apresenta o acido 3-O-(E)-
cafeoilquinico hidroxilado, apesar de ndo ser observado esse metabdlito das folhas de V.
polyanthes, indicando que seria resultado da metabolizacdo do &cido 3-O-E-cafeoilquinico
(presente do extrato das folhas) pela lagarta (31).

As lagartas tratadas com folhas de V. polyanthes viveram somente até segundo estagio
de desenvolvimento. Houve auséncia de lactonas sesquiterpénicas tantos nas fezes quanto nas
lagartas (31).
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