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RESUMO

Ageratum conyzoides L. (Asteraceae), conhecida vulgarmente como mentrasto ou catinga de
bode é utilizado na medicina popular, como purgante, antitérmico, anti-inflamatorio,
analgésico, anestésico, antiulcerogénico, antidiarreico, hemorragico e contra distlrbios
mentais. Poucos estudos acerca do controle de qualidade da matéria prima vegetal e da
atividade antifungica do 6leo essencial foram relatados na literatura. Dessa forma, objetivou-
se a realizacdo de uma padronizagdo farmacognostica, nos ambitos farmacoboténico, quimico
e fisico-quimico além da avaliacdo da atividade antifungica. Realizaram-se cortes transversais
para analise microscopica da folha, peciolo, caule e raiz; nas folhas foram realizados ainda
cortes paradérmicos. Seguindo a Farmacopeia Brasileira realizaram-se ensaios fisico-
quimicos. Através de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foram identificados os
grupos de metabolitos. Foi realizada extracdo por hidrodestilacdo e caracterizacdo por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas do 6leo essencial das folhas
calculando-se o seu rendimento. Avaliou-se a atividade antifingica do 6leo essencial frente a
espécies de Candida. A raiz apresenta epiderme uniseriada com células irregulares no
parénquima cortical, raios xilematicos bem desenvolvidos e parénquima medular com formas
celulares variadas. O caule tem a epiderme unisseriada, com tricomas tectores pluricelulares e
sistema vascular colateral. A folha é anfiestomatica com estdmatos anisociticos em sua
maioria. O mesofilo é assimétrico com uma camada de parénquima palicadico. A nervura
central tem contorno biconvexo. A triagem fitoquimica revelou mono e sesquiterpenos,
triterpenos e esteroides, flavandides, cumarinas e alcaloides. O teor de umidade 12,1%, 0s
teores de cinzas totais e insollveis em &cido foram de 9,8 e 1,07% respectivamente. A
granulometria permitiu classificar o p6 como moderadamente grosso. O rendimento do 6leo
essencial foi de 0,16% (p/v). Os constituintes majoritarios foram Precoceno I e B-cariofileno.
O 6leo de A. conyzoides demonstrou atividade antifingica para diferentes espécies de
Candidas dentre elas C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. parapsilisis,
Candida famata e C. albicans. Dessa forma, com a caracterizacdo farmacognostica e
atividade antifungica para Candida confirmada, A. conyzoides pode ser considerado um

material vegetal em potencial para a elaboracdo de novos antifungicos.

Palavras-chaves: Ageratum. Botanica. Candida. Cromatografia.



ABSTRACT

Ageratum conyzoides L. (Asteraceae), commonly known as “mentrasto” or “catinga de bode”
is used in traditional medicine, as a laxative, antipyretic, anti-inflammatory, analgesic,
anesthetic, anti-ulcerogenic, anti-diarrheal, antihemorrhagic and against mental disorders. In
the literature are few scientific studies concerning the quality control of the raw material from
the plant and the antifungal activity of its oil. Therefore, a Pharmacognostic standardization
covering the areas of pharmacobotanic, chemistry and physic-chemistry was performed, as
well as an evaluation of the antifungal activity. For a microscopic analysis, the leaf, petiole,
stem and root were transversely sectioned; further, paradermal sections were undertaken in
the leaves. Complying with the Brazilian Pharmacopeia, physic-chemical trails were
performed. The identification of metabolites groups was performed through Thin Layer
Chromatography (TLC). The essential oil from the leaves was extracted by hydrodistillation
and characterized by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry, and then its yield
was calculated. The antifungal activity of the essential oil was evaluated in resistance to some
Candida species. The root presents uniseriate epidermis with irregular cells in the cortical
parenchyma, well developed xylem and medullary parenchyma with diverse cellular forms.
The stem exhibits uniseriate epidermis, with multicellular tector trichomes and collateral
vascular system. The leaf is anfiestomatic with anisocytic stomats mostly. The mesophyll is
asymmetric with a layer of palisade parenchyma. The central rib has biconvex contour. The
phytochemical screening revealed mono and sesquiterpenes, triterpenes and steroids,
flavonoids, cumarins and alkaloids. The moisture content of 12.1%, and the levels of total ash
and acid-insoluble were 9.8 and 1.07%, respectively. The granulometry classified the powder
as moderately thick and the yield of essential oil was 0.16% (w/v). The major constituents
were preconeno I and B-caryophyllene. The A. conyzoides oil displayed antifungal activity to
several species of Candida, among them C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C.
guilliermondii, C. parapsilisis, C. famata and C. albicans. Hence, with the pharmacognostic
characterization and antifungal activity for Candida confirmed, A. conyzoides can be

considered a potential plant material for the development of new antifungal agents.

Key-words: Ageratum. Botanic. Candida. Chomatografhy
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1 INTRODUCAO

A busca por alternativas ndo convencionais para o tratamento de doencas tem se
intensificado cada vez mais. As plantas medicinais e/ou seus derivados como agentes
terapéuticos naturais ja sdo usadas como opg¢do para essas alternativas. Isso deve-se a crenca
pelo natural, ao baixo custo, facil acesso e a diversidade de atividades.

A disponibilidade de produtos naturais no Brasil é de uma riqueza incalculavel, no
entanto poucas espécies sdo testadas em ensaios clinicos para serem comercializadas como
fitoterapico. A maior parte desses produtos é usada por comunidades na forma de chas,
decoccdo, infusdo, suco, tinturas, logdes entre outros. E em muitos casos, devido a falta de
padronizacdo farmacogndstica podem ocorrer erros na identificacdo da espécie. O que
caracteriza uma falta de controle de qualidade da matéria prima vegetal.

No Brasil, devido ao seu potencial terapéutico, Ageratum conyzoides L. (Asteraceae)
conhecida popularmente por mentrasto ou catinga de bode tem seu uso bastante disseminado
pelas comunidades. E uma erva daninha aromatica com ampla adaptabilidade ambiental. Tem
um odor peculiar comparado ao de um bode, e dai 0 seu nome popular “catinga de bode". Na
medicina popular Ageratum conyzoides € bastante utilizada como purgante, febrifugo,
tratamento de Ulceras, anti-inflamatério, analgésico e anestésico. Ha4 uma alta variabilidade
dos seus metabolitos secundarios, muitos biologicamente ativos, que incluem flavonoides,
alcaloides, cumarinas, 6leos essenciais e taninos. O 6leo essencial de Ageratum conyzoides L.,
por exemplo, tem a atividade antimicrobiana frente a bactérias, fungos e protozoarios.

O uso indiscriminado de antibidticos pela populacdo nos trouxe um dos grandes
problemas enfrentados hoje pela classe médica e cientifica, a resisténcia bacteriana. Da
mesma forma tem se observado resisténcia aos antifingicos por cepas de Candida albicans e
demais espécies. E nas Gltimas décadas observa-se um aumento na incidéncia de infeccdes
fangicas. Dessa forma, o desafio tem sido o de desenvolver estratégias eficazes para o
tratamento de doencas fungicas oportunistas, com o uso de plantas medicinais. J& que a
maioria dos antifingicos clinicamente utilizados tem varios inconvenientes em termos de
toxicidade, baixa eficacia e custo. Assim, por existir uma grande demanda por novos
antifungicos de diferentes classes estruturais, € que a comunidade cientifica tem se dedicado a
busca de novos agentes terapéuticos, utilizando as plantas medicinais e/ou seus derivados

como fonte de pesquisa por novas biomoléculas de interesse.
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Para que o material vegetal torne-se um fitoterapico, deve-se passar por varias etapas
até a sua comercializagdo. Uma das etapas iniciais é a padronizacdo farmacognostica da
espécie que é indispensavel para o controle de qualidade da matéria-prima vegetal. Nesse
contexto, com o objetivo de estabelecer parametros para o controle de qualidade de Ageratum
conyzoides L., o presente trabalho realizou caracterizagdo farmacoboténica, perfil fitoquimico
e fisico-quimica da espécie. Além disso, foi realizada histolocalizacdo, quantificagdo e

caracterizacdo do 6leo essencial, bem como avaliacéo da sua atividade antifungica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar padronizagdo farmacognostica de Ageratum conyzoides L., extrair e identificar a
composicdo quimica do 6leo essencial das folhas por Cromatografia Gasosa acoplada a

Espectro de Massas (CG-EM) para avaliar sua atividade antifungica.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar morfoanatdbmicamente a espécie;

e Realizar prospeccéo fitoquimica do extrato metandlico das folhas;

e Caracterizar o perfil fisico-quimico das folhas de A. conyzoides de acordo com 0s
parametros estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira;

e Extrair os 6leos essenciais por hidrodestilacdo calculando o rendimento;

e Caracterizar os 0Oleos essenciais por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas (CG/EM);

e Auvaliar a atividade antifungica in vitro do 6leo essencial.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Ageratum conyzoides L.

A familia Asteraceae é constituida por cerca de 1000 géneros e 25000 espécies em
diferentes habitats (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005; DEL-VECHIO-VIEIRA et
al., 2008). Seus membros sdo na maioria ervas, arbustos, subarbustos, algumas arvores e
lianas (CANCELLI; EVALDT; BAUERMANN, 2007; ADEDEJI; JEWOOLA, 2008).

O motivo principal para esta familia ser encontrada em diversos habitats é a sua
adaptabilidade ambiental. Isso deve-se principalmente a presenca de sementes com papus
plumosos, apéndices, estruturas de aderéncia e metabdlitos secundarios (VENABLE; LEVIN,
1983; VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005). Em geral as suas folhas sdo simples ou
lobadas em algumas espécies, alternadas ou opostas e espinhosas em alguns géneros. As
flores sdo zigomorficas ou actinomorfas. Existindo espécies hermafroditas, masculinas ou
femininas (ADEDEJI; JEWOOLA, 2008).

As plantas dessa familia sdo importantes economicamente sejam, ornamentais,
medicinais, ervas daninhas e/ou alimenticias. Classificados como erva daninha existem alguns
géneros, dentre eles Ageratum, Tridax e Chromolaena (ADEDEJI; JEWOOLA, 2008). Entre
esses géneros destaca-se Ageratum que consiste em aproximadamente 30 espécies. Em
especial A. conyzoides que possui sinbnimos como A. album Stend; A. caeruleum Hort. ex.
Poir.; A. desf coeruleum .; A. cordifolium Roxb .; A. hirsutum Lam .; A. humile Salisb .; A.
latifolium Car .; A. maritimum H.B.K .; A. sims mexicanum .; A. obtusifolium Lam .; A.
odoratum Vilm. e Cacalia mentrasto Vell. (MING, 1999).

A espécie é nativa da América tropical, foi introduzida e naturalizada na india
espalhando-se para varias partes tropicais e subtropicais do mundo (NOGUEIRA et al. 2010;
LEKE et al., 2012). A planta prospera em qualquer solo, € muito comum em lugares desertos,
pastagens, terrenos baldios e até mesmo florestas. Considerada uma erva daninha que em
campos agricolas € muito problematica, podendo interferir no crescimento e estabelecimento
de varias culturas (SHIRWAIKAR et al., 2003; KONG et al., 2004; BATISH et al., 2006). A.
conyzoides é conhecido popularmente no Brasil como catinga de bode, catinga de Barréo,
erva de S&o Jodo, mentrasto, erva de Sdo José, picdo roxo, erva de santa-llcia, agerato,

camara lapo, camard jape, erva de santa maria, macela de Sdo Jodo e matru¢o (JACCOUD,
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1961;. AGRA et al., 2008; SANTOS; LIMA; FERREIRA, 2008; CEOLIN, 2009; GARCIA;
DOMINGUES; RODRIGUES, 2010; LOPES, 2010;).

Popularmente Ageratum conyzoides L. € bastante utilizada como inseticida, purgante,
antitérmico, anti-inflamatério, analgésico, anestésico, tratamento de Ulceras, diarreia
hemorragia e distarbios mentais (GONZALEZ, 1991; BOUDA et al., 2000; OKUNADE,
2002; SHIRWAIKAR et al, 2003;, MOURA, 2005; NWEZE; OBIWULU, 2009;
NOGUEIRA et al., 2010).

A especie é usada nas formas de chas (decoccgdo), sucos, locBes, Oleos e tinturas
(NDIP et al. 2007). Os usos etnofarmacologicos de acordo com o local de cultivo da espécie
conyzoides com seus respectivos nomes populares sdo listados na Tabela 1. Com isso
observa-se que ha uma variedade imensa de indicacGes que vao desde as atividades inseticidas
a doencas mentais.

Ageratum conyzoides tem uma série de atributos méagicos e supersticiosos, por
exemplo, na Costa do Marfim ha relatos de que protege os seguidores da Ceita Snake-Sect
contra picada de cobra. Na parte ocidental da Nigéria, ela é usada em encantamentos para
combater as bruxas através da inalacdo. No Congo a seiva das folhas nas méos de jogadores
de cartas melhora a sorte (OKUNADE, 2002).



Tabela 1 — Etnofarmacologia, distribuicdo e nome popular da espécie Ageratum conyzoides L.

24

Local Nome popular Uso popular Referéncias
AFRICA
Camardes Erva daninha de bode Conjuntivite, oftalmia, dor de cabeca; otite, antiemético e | BOUDA, et al., 2001; OKUNADE,
problemas vaginais. 2002
Hemorragia interna como nos casos de ameaga de aborto;
Nigéria Billy Goat Weed Ulcera péptica; hemorragia externa associada com feridas; | SHIRWAIKAR, 2003; NWEZE;

Africa Central

cicatrizante e doencas da pele e diarreia.

Queimaduras, antiasmatico e antiespasmaodico.

OBIWULU, 2009; OKUNADE, 2002

OKUNADE, 2002

AMERICA
Inflamagcbes do ovério, amenorréia, dismenorréia, | RODRIGUES; CARVALHO, 2001,
Brasil Cabiju, catinga-de-bode, | reumatismo, diarreias estomacal, contra dores intestinais, | AMOROZO, 2002; DI STASI et al.,
confrei, erva-de-sdo-jodo, | anorexia, artrite, depressdo, doenca dos nervos, colesterol | 2002; MONTELES; PINHEIRO,
mentraste, mentrasto, | alto, inchagdo, mulher de resguardo, dor, tirar friagem no | 2007; AGRA et al., 2008; SANTOS;
mentrasto-branco, picdo-roxo. | corpo (em mulher gravida), resfriado de menstruacdo, | LIMA; FERREIRA, 2008; CEOLIN,
antisséptico, infeccdes de pele, regulacdo menstrual, queixas | 2009; CUNHA; BORTOLOTTO,
hepéticas, bronquite, anti-inflamatério, cicatrizante, dor de | 2011; HOEFFEL et al., 2011;
cabeca, parto, antigripal, antiespasmodico menstrual, | SOBRINHO; GUEDES-BRUNI;
emenagogo, rins, infec¢des dos rins, asma. CHRISTO, 2011; BRITO; SENNA-
VALLE, 2011; LIPORACCI;
SIMAO, 2013;
Colbmbia Inseticida; repelente; e propriedades antialimentar na
protecdo de culturas contra o ataque de insetos. GONZALEZ et al., 1991.
ASIA
Vietnd Doencas ginecoldgicas OKUNADE, 2002
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3.2 Aspectos Botanicos

A espécie A. conyzoides é anual (BATISH et al., 2006), cresce cerca de 30-80 cm
podendo chegar a 1 m de altura (OKUNADE, 2002). Seu caule é coberto por pelos brancos,
denominados de tricomas. As folhas sdo opostas, ovais de até 7,5 cm de comprimento com
peciolos longos e também séo cobertas de tricomas. Na inflorescéncia tém-se cerca de 30-50
flores, brancas ou roxas que apresentam menos de 6 mm de didmetro e dispostas em
inflorescéncias  terminais  proximas. (JHANSI; RAMANUJAM, 1987; KAUL;
NEELANGINI, 1989; PARI et al., 1997; OKUNADE, 2002; SHIRWAIKAR et. al., 2003). O
fruto é um aquénio acompanhado de papus e € facilmente disperso pelo vento (MING, 1999).
A temperatura 6tima de germinacao varia de 20 a 25°C (SAUERBORN; KOCH, 1988).

3.3 Aspectos Quimicos

A. conyzoides é composto por uma grande diversidade de metabdlitos incluindo mono
e sesquiterpenos, flavonoides, alcaloides, cumarinas, triterpenos e esterdis e taninos
(KASTURI; MANITHOMAS, 1967; GONZALEZ et al., 1991; PARI et al., 1997,
OKUNADE, 2002; RANA; BLAZQUEZ, 2003; AKINYEMI, et al., 2005; NOGUEIRA et
al., 2009; LIMA et al., 2010; RASHMI; RAJKUMAR, 2011; BOSI et al, 2013 ONUOHA et
al., 2013; ODELEYE, et al., 2014; KANYANGA et al., 2014). A maior parte dos estudos de

fitogquimica dessa planta relata a caracterizacdo quimica do seu 6leo volatil.

3.3.1 Oleo Essencial

Os oOleos essenciais sdo caracterizados principalmente por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) e sédo identificadas variacbes na composicao
de acordo com o local, horario e periodo de coleta. A extracdo do 6leo essencial de Ageratum
conyzoides € realizada preferencialmente, por hidrodestilagio em aparelho de clevenger
(CASTRO et al., 2004; NEBIE et al., 2004; LIMA et al., 2010; NOGUEIRA et al., 2010).
Dentre 0s monoterpenos encontrados nos 0leos essenciais tém-se principalmente limoneno,
1,8-cinelol, linelol e eugenol (RANA; BLAZQUEZ, 2003). Os constituintes majoritarios do
6leo essencial s@o os cromenos, precoceno |, precoceno Il e o sesquiterpeno a-cariofileno que

tem seus teores variados de acordo com o local de cultivo e/ou crescimento espontaneo
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(KASTURI; MANITHOMAS, 1967; PARI et al.,, 1997; RANA; BLAZQUEZ, 2003;
NOGUEIRA et al., 2009; LIMA et al., 2010; BOSI et al., 2013). Além desses sesquiterpenos,
outros também foram identificados por alguns autores como o a-cubene, Germacreno-D, a-
humuleno, y-cadineno (LIMA et al., 2010), B-sesquifelandreno, B-bourbonano, a-copaene,
Galacorine, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro-7,4-dimetil-1-propilnaptaleno, B-sinesal, 6-
metoxiquinolino-1-oxido, d-neradilo, oxido cariofileno, cubenol, bergamoteno, 6-vinil-7-
metoxi-2,2’-dimetil-cromeno,  6,10,14-trimetil-2-pentadecanone, farnesol, tetradecanol
(RANA; BLAZQUEZ, 2003).

3.3.2 Flavonoides e Flavonas

Os flavonoides sdo metabolitos que tem como principal atividade biologica a acdo
antioxidante (MOMESSO et al., 2008). As partes aéreas de Ageratum conyzoides apresentam
metoxiflavonas como 5,6,7,5’-tetrametoxi-3’,4’-metilenodioxiflavona, linderoflavona B, 5°-
metoxinobiletin, nobiletin, sinensetin  5,6,8,3°,4°,5’-hexametoxiflavona e 8-hidroxi-
5,6,7,3’,4°,5’-hexametoxiflavona (GONZALEZ et al., 1991). Yadava e Kumar (1999)
isolaram uma isoflavona a partir do extrato das partes aéreas de A. conyzoides que foi
identificada como 5,7,2°,4’-tetrahidroxi-6,3’-di-(3,3-dimetilalil)-isoflavona. Em extracéo
metandlica também das partes aéreas de A. conyzoides, Nour e colaboradores (2010)
encontraram cinco tipos de flavonoides sdo eles: euplastin, 5,6,7,5 -tetrametoxi 3’,4’-
metilenadioxiflavona, 5’-metoxinobilatina, 5,6,7,3,4’,5’-hexametoxiflavona e ageconiflanona
C. Bosi et al. (2013) utilizando as partes aéreas da planta em floracdo e ndo floracéo,
realizaram a extracdo aquosa e identificaram a hidroxi-5,6,7,8,4’,5’-hexametoxiflavona,
linderoflavona, hexametoxiflavona. Ambos na mesma proporcdo para os dois tipos de

extratos.

3.3.3 Alcaloides

Inicialmente foi apontada a existéncia de dois tipos de alcaloides pirrolizidinicos por
Ming (1999), 1,2 licopsamine e desifropirrolizidinico com possivel atividade hepatotoxica.
Posteriormente foram descritos mais alcaloides pirrolizidinicos como licosamina, licosamina
N-oxide, dihidrolicopsamina, dihidrolicopsamina N-oxido, acetil-licopsamina, acetil-

licopsamina N-oxido. Onde os alcaloides licosamina, acetil-licosamina e licosamina N-oxido
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sdo encontrados em maior concentracdo no extrato da espécie em fase de floracdo (BOSI et
al., 2013).

3.3.4 Outros metabalitos

Além de todos os constituintes descritos acima ha relatos da presenca de ester6is como
os sitosterol e estigmasterol e o triterpeno fridelina (HUI; LEE, 1970). Benzofuranos foram
descritos por Pari e colaboradores (1997), dimetoxi benzilfurano (2-(2’-metiletil)-5,6-
dimetoxibenzofurano) e cromonas como a 3-(2’-metilpropil)-2-metil-6,8-dimetoxicrom-4-ona
e a 2-(2’-metilprop-2’enil)-2-metil-6,7-dimetoxicroman-4-ona. Mais recentemente, Harel et
al. (2011) isolou a cromona encecalol angelato a partir da extracdo da planta por

diclorometano.

3.4 Aspectos Farmacologicos

3.4.1 Atividade Inseticida

Bouda e colaboradores (2001) testaram o 6leo essencial extraido das folhas frente ao
gorgulho do milho, Sitophilus zeamais observando a mortalidade em todas as concentragoes
testadas no intervalo de tempo de 24 horas. Lima et al. (2010) verificaram que o Gleo
essencial de A. conyzoides foi toxico para a lagarta Spodoptera frugiperda em todas as
concentragOes avaliadas ocorrendo mortalidade dose dependente.

O Oleo tem capacidade de induzir anormalidades morfogenéticas em larvas do
mosquito Aedes aegypti ocorrendo mortalidade das larvas em 48 horas ap0s exposic¢do. Além
disso, as larvas de A. aegypti que ndo morreram mostraram problemas em completar o seu
desenvolvimento. Esses autores atribuiram esta atividade a presenca das substancias
precocenos | e Il, encontradas em sua composi¢cdo (MENDONCA et al., 2005). Assim como
Liu e Liu, (2014) que avaliaram o 6leo essencial de Ageratum conyzoides e seus constituintes
majoritarios contra Aedes albopictus, onde precoceno | e Il obtiveram melhor atividade
larvicida que o Oleo essencial. Sendo assim, 0s autores sugerem que a atividade esta
relacionada aos seus compostos majoritarios.

Arya e Sahai (2014) também demonstraram uma atividade larvicida do extrato bruto

frente ao desenvolvimento da larva e ovulacdo do mosquito Culex quinquefasciatus. Outro
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inseto sensivel ao 6leo de A. conyzoides, Tribolium castaneum teve mortalidade durante a
fumigac&o in vitro ap6s exposi¢do de duas horas (JAYA et al., 2014).

Moreira e colaboradores (2007) avaliaram a atividade do extrato hexanico das folhas
de A. conyzoides e de quatro compostos isolados deste extrato (5,6,7,8,3°, 4°, 5’-
heptametoxiflavona, 5,6,7,8,3’-pentametoxi-4’, 5’-metilenodioxiflavona e cumarina) frente ao
inseto adulto de Rhyzopertha dominica.e apenas o extrato hexanico apresentou mortalidade
apos 4 horas de exposicdo. Essa capacidade inseticida apenas do extrato é atribuida ao
sinergismo entre 0s seus constituintes.

O extrato etandlico das folhas de Ageratum conyzoides coletados em Goiana, Brasil,
apresentou bom indice de repeléncia (66%), contra infestacdo de Amblyomma cajennense
(Fabricius) (SOARES et al., 2010).

3.4.2 Atividade Alelopatica

O potencial alelopatico das plantas é dado quando ha exposi¢cdo da mesma a situacoes
de estresse, que podem ser fisicos, quimicos e/ou bioldgicos. Dessa forma, Kong, Hu e Xu
(2002) avaliaram a alelopatia de A. conyzoides quando submetidos a diferentes condicdes de
estresse. Onde néo observaram atividade quando os nutrientes eram suficientes, ocorreu dano
fisico ou quando a planta foi tratada com o herbicida &cido diclorofenoxiacético 2,4-D. Ja
guando submeteram a planta a escassez de nutrientes e competicdo por espaco com a espécie
Bidens pilosa, houve atividade alelopatica. Essa alelopatia influenciou de forma negativa no
crescimento e desenvolvimento do amendoim, amarato, azevém e pepino. E quando esses
alimentos estdo infestados por pragas como Erysiphe cichoracearum e Ashbya gossypii ha
uma diminuicdo dos efeitos inibitorios. 1sso deve-se a capacidade de defender as plantas
contra microrganismos e insetos. Ainda com relacdo ao crescimento de culturas foi observado
por Batish et al. (2006) que residuos da planta causaram a inibicdo do crescimento e
nodulagdo em plantacGes de gréo de bico.

Outro estudo demonstrou que a pulverizacdo do 6leo de Ageratum conyzoides atrai um
acaro predador Amblyseius newsami aumentando sua popula¢do de menos 0,1 para mais de
0,3 individuos por folhas de plantagdes citricas (KONG et al., 2004). Alguns estudos apontam
essa alelopatia a um numero de acidos fendlicos, galico, cumalico, protocatecoico, benzdico,
p-hidroxibenzdico e acido cumarico, tais como os flavondides e campferol, quercetina ou seus
glicosideos (OKUNADE, 2002; XUAN et al, 2004).
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3.4.3 Atividade Antibacteriana

Ndip et al. (2007) mostram que o extrato de éter de petréleo de A. conyzoides
apresentou atividade contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA) e Eschericia coli em todas as concentracdes testadas. J& Chah (2006)
testou o extrato das folhas coletadas na Nigéria e ndo observou nenhuma atividade
antibacteriana frentes S. aureus. Adetutu et al. (2012) avaliaram a atividade antibacteriana do
extrato etandlico das folhas e suas fragcBes. Observando uma boa atividade do extrato
etandlico, fragdes de éter de petroleo e cloroférmio, contra Clostridium perfringes e S. aureus.
Ja a fracdo de acetato de etila teve atividade apenas contra S. aureus.

Odeleye et al. (2014) mensuraram a concentracdo inibitéria minima (CIM) de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli que foram 120 mg/ml, enquanto que para
Pseudomonas aeruginosa e Shigella dysenteriae foi 160 mg/ml e 200 mg/ml,
respectivamente. Demonstrando uma sensibilidade dessas bactérias ao extrato etanolico da

planta.

3.4.4 Atividade Antifungica

O dbleo de A. conyzoides teve sua atividade antifungica testada frente a Alternaria
citrii, Aspergillus fumigatus, A. oryzae, Candida albicans, Cryptococcus neoformans,
Fusarium oxysporum, F. solani, Helminthosporium compactum, Macrophomina phaseolina,
Sclerotium rolfsii, Sporotrix shenkii e Trchophyton mentagrophyte e demostrou atividade
apenas contra Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Sclerotium rolfsii e Trichophyton
mentagrophytes (PATTNAIK; SUBRAMANYAM; KOLE, 1996).

Espécies de Aspergilus, um fungo muito frequente em plantacdes de grdos, produzem
aflotoxina B1 que é considerada um metabolito altamente toxico na agricultura. Nogueira e
colaboradores (2010) e Patil et al. (2009) avaliaram a inibicdo do crescimento de duas
espécies de Aspergilus. Onde Patil et al. (2009) obtiveram inibicdo dose dependente do
crescimento de Aspergilus parasiticus com diferentes concentra¢des do 6leo de A. conyzoides.
Além de inibir em 84% a producdo de aflotoxina B1. Ja Nogueira et al. (2010) demonstram
que o Gleo essencial inibe o crescimento de A. flavus em 48% e a inibicdo da producéo de sua

aflotoxina é dose dependente. Esper et al. (2014), avaliando a atividade de varios 0Oleos


http://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus_resistente_%C3%A0_meticilina
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essenciais, sobre a aflotoxina de Aspergilus flavus, observaram que A. conyzoides inibe em
100% o crescimento dessa espécie na concentracao de 60 g.

Morais et al. (2014) examinaram a inibicdo do crescimento do fungo Leucoagaricus
gongylophorus, que auxilia por sinergismo no crescimento de formigas cortadeiras, pelo
extrato das folhas de A. conyzoides. Observaram que na concentragéo de 25 mg/mL o extrato
ja reduzia a biomassa do fungo e na concentracdo de 100 mg/mL eliminou em 100% a
colonizacdo.

Garcia e colaboradores (2012) estudaram o efeito de 6leos e extratos vegetais sobre o
crescimento do micélio de Sclerotinia sclerotiorum. Os extratos vegetais estudados foram
Schinus molle L (aroeirinha), Ageratum conyzoides L. (mentrasto), Ocimum gratissimum L.
(alfavaca), Artemisia absinthium L. (losna), Syzygium cumini L. (jambol&o), Ruta graveolens
L. (arruda), Manihot esculenta Crantz (mandioca), Melia azedarach L. (Santa Béarbara) e
Piper aduncum L. (pimenta longa) na concentracdo de 30%. Onde os extratos de Santa
Bérbara, mentrasto e arruda inibiram em 25% o crescimento micelial e a pimenta longa com
melhor atividade, inibiu 43%.

Fiori et al. (2000) utilizando o extrato bruto das folhas de A. conyzoides, Achillea
millefolium, Cymbopogon citratus e Eucalipto citriodora, avaliaram a fungitoxicidade in vitro
de tais extratos sobre o fungo Didymelle bryoniae. Dentre os extratos avaliados, A. conyzoides
e E. citriodora apresentaram melhor atividade inibindo em 100% do crescimento micelial do
fungo, na concentracdo de 100 pL.

Kong, Hu e Xu (2002) observaram que 0s compostos volateis de A. conyzoides
agredidos por Erysiphe cichoracearum inibiu o crescimento dos fungos Rhizoctonia solani,
Botrytis cinerea e Sclerotinia sclerotiorum. Além disso, A. conyzoides expostos a Ashbya
gossypii produziram compostos volateis capazes de matar os seguintes insetos Tribolium
confusum (adulto), Mythimna separata (terceira larva) e Culex pipiens (quarta larva). Os
mesmos fungos e insetos foram testados com o constituinte majoritario do 6leo. No caso,
precoceno Il e ndo foi observada nenhuma atividade destacando-se assim a importancia do

sinergismo dos constituintes do 6leo.

3.4.5 Atividade Antiparasitaria

Usando um extrato etandlico de toda a planta coletada na Nigéria, Nweze e Obiwulu

(2009) mostram que o extrato reduziu a producdo de oocistos de Eimeria tenella nas fezes das
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aves (frangos) infectadas de forma constante até que obteve crescimento zero apos 18 dias de
tratamento. Esta atividade foi semelhante a causada pelo amprolium, um farmaco anti-
coccidiano padrdo. O extrato nas concentracdes de 3000 mg/kg ndo se mostrou tdxico, sendo
assim de uso seguro.

Alguns autores relataram a atividade antiparasitaria dos compostos metoxiflavonoides.
Por exemplo, um extrato das partes areas, no periodo de floracdo realizado por Nour e
colaboradores (2010) foram isolados flavonoides metoxilados e testadas suas atividades
antiparasitarias. De todos, apenas o composto ageconiflavone C demonstrou atividade
significativa contra Tripanossoma brucei rhodesiense e Leishmania donovani. J& o extrato
bruto teve atividade significativa contra todos os protozoarios testados T. brucei rhodesiense,
Tripanossoma cruzi, Leishmania donovani e Plasmodium falciparum. Owuor et al. (2012) em
estudo com extratos da planta coletada em Nariobi, Quénia também observaram atividade
antiparasitaria contra Leishmania donovani.

Chinwe et al. (2010) apresentaram em seus resultados os efeitos do sinergismo entre o
extrato aquoso da planta e duas drogas usadas no tratamento da maléria, cloroquina e
atesunate. A associacdo de A. conyzoides e cloroquina (100:10) e A. conyzoides e atesunate
(100:4) produziu uma inibi¢do absoluta da parasitemia de Plasmodium berghei, no 14° e 7°
dias de tratamento respectivamente. Este efeito aditivo foi observado em todas as doses de
combinacdo utilizadas. O que sugerem uma potente atividade anti-maléaria decorrente do
sinergismo entre o0 extrato e estas drogas. Além disso, até o 14° dia, nenhuma forma de
recrudescéncia foi vista nas duas combinacbes de medicamentos, pois a depuracdo da
parasitemia foi consistente até o esse dia.

Melo e colaboradores (2011) avaliaram o Gleo essencial de A. conyzoides sobre
vermes adultos de Schistosoma mansoni comparado com o praziquantel, droga utilizada no
tratamento de parasitoses. O 6leo demonstrou, na concentracdo de 100 pg/ml, uma boa
atividade antiparasitaria matando 75% dos vermes machos e 100% das fémeas. Com isso 0s
autores mostram que o 6leo essencial ndo sé exibiu atividade esquistossomicida in vitro, mas
também indicou que S. mansoni fémeas sdo mais suscetiveis.

Shailajan et al. (2013) realizaram uma extragdo hidroalcdolica das folhas de A.
conyzoides e testaram sua atividade antiparasitaria frente Pediculus humanus capitis, um
ectoparasita conhecido popularmente por piolho. Onde o extrato na concentracdo de 20% teve
a mesma atividade que o controle, permethrin, farmaco bastante usado para combate da

infestacéo pelo ectoparasita.
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Segundo Teixeira e colaboradores, (2014) o extrato de A. conyzoides causou alta
mortalidade das formas promastigota e tripomastigotas de Leishmania amazonensis em todas
as concentragbes testadas. Outro parasita que a planta apresentou atividade foi
Heligmosomoides bakeri onde Poné et al. (2011) observaram que houve inibicdo dose
dependente, das taxas de embrionamento, taxa de ecloséo e de mortalidade. E entre os as
fracOes estudadas, o extrato etandlico teve acdo semelhante ao controle, mebendazol, nas duas

concentracgdes de estudo 2,5 e 3,75 mg/mL.

3.4.6 Atividade Anti-inflamatoria

Moura e colaboradores (2005) em Pernambuco avaliaram a atividade anti-inflamatéria
do extrato das partes aéreas de Ageratum conyzoides por dois métodos classicos a artrite
induzida por formaldeido e granuloma induzida por pellet de algoddo. O extrato demonstrou
um efeito anti-inflamatdrio nos dois modelos de teste na concentragdo de 250 mg/kg. Além
disso, ndo teve nenhuma alteracdo no nivel das transaminases séricas durante o curto periodo
de tratamento. Estas propriedades farmacoldgicas pode explicar o uso popular de A.
conyzoides para fins anti-inflamatorios.

Segundo Mattos (1988), o extrato aquoso da planta inteira (folhas, flores, caule e raiz)
controlou eficazmente a artrose, através de uma diminuicdo da dor e da inflamacgdo e até
mesmo a melhoria na mobilidade articular, ap6s apenas uma semana de tratamento. Marques-
Neto et al. (1988) em ensaios clinicos com pacientes com artrose, administraram 0 extrato
aquoso, também da planta inteira, e relataram um efeito analgésico em 66% dos pacientes
além disso 24% dos pacientes apresentaram melhoria na mobilidade articular e ndo foram

observados efeitos colaterais.

3.4.7 Atividade Cicatrizante

O extrato etandlico de A. conyzoides foi preparado e estudou-se seu poder cicatrizante
em ratos. Uma ferida aberta por excisdo na parte de trds de cada rato foi realizada e 200 pL
(40 mg/kg de peso corporal) do extrato de A. conyzoides foi aplicado topicamente uma vez
por dia para os ferimentos tratados. Os parametros bioguimicos tais como proteina total,
colageno total foram avaliados nos dias 4, 8 e 12 ap6s o ferimento. A. conyzoides aumentou a

proliferacdo celular e sintese de coladgeno e as feridas tratadas com o extrato tiveram uma
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melhora nas taxas de epitelizacdo e contracdo da ferida. Além disso, foi observado um
aumento de 40% na resisténcia a tragdo do tecido tratado. O teor de colageno foi aumentado
em 54% em comparacdo com o controle no 4° dia, 100% no 8° e reduzido para 30% no 12°
(ARULPRAKASH et al., 2012).

Na Nigéria o extrato das folhas de Ageratum conyzoides monstrou atividade
cicatrizante, onde em dez dias houve total cicatrizagdo das feridas em ratos. Os autores

atribuiram essa atividade ao poder antibacteriano do extrato (OLADEJO et al., 2003).

3.4.8 Atividade Citotéxica

Adetutu et al. (2012) avaliaram a atividade citotoxica do extrato e fracdes das folhas
de A. conyzoides utilizando carcinoma de pulméo em crescimento (SK-MES 1 e SK-LU 1) e
fibroblastos de pele (FS5) pelo método de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolium
bromido (MTT). Observaram uma atividade citotdxica para os tumores de pulmao, em todas
as fracbes. Ja em relacdo aos fibroblastos de pele foi observada discreta atividade citotdxica.
Cromenos citotoxicos e kaempferol isolado a partir do extrato de A. conyzoides pode ser o

metabdlito ativo responsavel pelos efeitos citotoxicos observado neste estudo.

3.4.9 Atividade Hipoglicemiante

Nyunai et al. (2006) avaliaram a atividade antidiabética do extrato aquoso das folhas
de Ageratum conyzoides que causou uma reducao de glicose no sangue de ratos diabéticos em
21,31% ap0s 4 horas da administracdo oral de 300 mg/kg. Além de ndo observar toxicidade
aguda na concentracdo administrada. Além disso, Adebayo et al. (2010) em estudo de
toxicidade do precoceno Il extraido de A. conyzoides observaram uma diminuicdo
significativa no nivel de glicose no soro dos ratos tratados, sugerindo, assim, que 0 composto
possui atividade hipoglicemiante.

Agunbiade e colaboradores (2012) descreveram em seus experimentos um efeito
hipoglicemiante relativamente baixo do extrato aquoso de A. conyzoides. Sendo assim 0s
autores indicam o uso desse extrato em combinagbes com outros hipoglicemiantes de

preferéncia também de origem vegetal.
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3.4.10 Outras Atividades

Shirwaikar et al. (2003) observou que 0 extrato etandlico do A. conyzoides na india
teve atividade gastroprotetora mais relevante que o misoprostol na ulceracdo induzida pelo
ibuprofeno. Nas Ulceras por estresse e por lcool sua atividade foi comparada a famotidina e
obteve melhores resultados.

A fracdo soluvel em agua (FSA) do extrato aquoso das folhas de A. conyzoides teve
capacidade de induzir um efeito relaxante direto no duodeno e utero de ratos. O efeito
relaxante da fracdo é dose dependente e permitiu a construcdo de concentracdo bem definida.
Onde em concentragdo de 0,2 mg/ml a FSA resultou numa inibicdo de 61,3% da resposta
contréatil induzida pela oxitocina além de induzir uma reducéo significativa na capacidade de
resposta do Utero para a acetilcolina. A incubacdo de musculo liso duodenal com FSA
também inibiu a atividade contrétil provocada pela acetilcolina. A presenca de teofilina no
banho do 6rgdo induz um deslocamento para a direita da curva que foi aumentada pela
presenca da FSA de forma dose dependente. Este comportamento sugere uma acao sinérgica
de teofilina e FSA (SILVA; CAPAZ; VALE, 2000).

Arcanjo et al., (2012) relataram pela primeira vez uma atividade do extrato etandlico
de A. conyzoides frente Artemia salina. Com isso, pode-se afirmar que 0 mesmo possui
atividade antitumoral que também foram descritas anteriormente (RAVISHANKAR et al.,
1994; MOMESSO et al., 2009).

3.5 Toxicidade

Estudos de toxicidade envolvendo produtos naturais sdo na maioria sobre o efeito
hepatotdxico, nefrotoxico e neurotoxicos. Essas reacdes se dao pela presenca de metabdlitos
primarios ou secundarios particulares para cada tipo de toxicidade (DIALLO et al., 2014;
MORAIS et al., 2014).

Segundo a Resolucédo da Diretoria Colegiada - RDC N° 26, de 13 de maio de 2014 que
dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e o registro e a notificagdo de produtos
tradicionais fitoterapicos, A. conyzoides encontra-se no anexo I, lista de espécies que nédo
podem ser utilizadas na composi¢éo de produtos tradicionais fitoterapicos.

Sdo considerados produtos tradicionais fitoterapicos os obtidos com emprego

exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e efetividade sejam baseadas em
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dados de uso seguro e efetivo publicados na literatura técnico-cientifica e que sejam
concebidos para serem utilizados sem a vigilancia de um médico para fins de diagnostico, de
prescricdo ou de monitorizacdo. A seguranca e a efetividade dos produtos tradicionais
fitoterapicos devem ser comprovadas por uma das opg¢des seguintes: comprovacdo de uso
seguro e efetivo para um periodo minimo de 30 anos; ou registro simplificado (BRASIL,
2014).

Morais et al. (2014) mostraram, através de ensaios de toxicidade, que o extrato
hidroalcodlico de Ageratum conyzoides pode ser toxico para o figado humano, rim e células
sanguineas em longos periodos de tratamento. Atribuindo aos efeitos toxicos a presenca de
alcaloides totais, especialmente para alcaloides pirrolizidinicos presentes na planta.

Diallo et al. (2014) realizaram estudo de toxicidade cronica por 90 dias e observaram
um aumento relativo do figado, baco e rim em comparacdo ao grupo controle. Com relacéo
aos parametros bioquimicos houve aumento significativo da transaminase glutdmico-pirdvica
(TGP), transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) e glicose no sangue. Além disso, uma
elevacdo das plaquetas associada a uma anemia normocroémica. J& Moura e colaboradores
(2005) encontraram apenas uma reducdo de TGP na concentracdo de 500 mg/kg em ensaio de
toxicidade crbnica, todos 0s outros pardmetros encontraram-se normais. Estes efeitos toxicos
podem ser atribuidos aos seus alcaloides totais especialmente para os pirrolizidinicos que
estdo presentes nessa planta (WIDENFELD; RODER, 1991; MENDONCA et al., 1995).

Em contrapartida Verma e colaboradores (2013) observaram efeito hepatoprotetor de
extratos a base de acetona e hexano de A. conyzoides, avaliando as atividades sobre diferentes
biomarcadores para lesdao hepética como TGP, TGO, lactato desidrogenase (LDH) e gama
glutamil transpeptidase (GGT). Avaliaram ainda a atividade sobre proteina total, albumina,
globulina e niveis de ureia, creatinina, bilirrubina ndo conjugada e conjugada no sangue de
animais expostos ao acetominofeno. Demonstrando que ambos os extratos foram capazes de
restaurar os niveis de TGO, TGP, bilirrubina e de lactato desidrogenase (LDH) como um
indicador da estabilizacdo da membrana plasmatica bem como a reparacao de danos do tecido
hepético causadas pelo acetominofeno.

Adebayo et al. (2010) avaliaram a toxicidade de Precoceno Il isolado de A. conyzoides
e ndo observaram nenhuma variacdo significativa nos niveis de TGO, TGP, proteina total,
albumina, bilirrubina total, ureia e creatinina. Além disso, os cortes histologicos nao
demonstraram lesdes, sugerindo assim que ndo ha toxicidade do composto para o figado e

rim.
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4 CAPITULO | - DESCRICAO ANATOMICA DA RAIZ, CAULE E FOLHA DE
Ageratum conyzoides L. (ASTERACEAE)

4.1 Introducéo

Asteraceae ¢ uma grande familia de plantas que compreende cerca de 1000 géneros e
25000 espécies em diferentes habitats. No Brasil, ha cerca de 300 géneros com
aproximadamente 2000 espécies (DEL-VECHIO-VIEIRA et al., 2008). Essa familia tem
habitos bem distintos que vao desde ervas perenes, subarbustos, arbustos a ervas anuais,
lianas e arvores. Sdo encontradas nos mais diversos habitats j4 que tem uma boa adaptacdo
ambiental (CANCELLI; EVALDT; BAUERMANN, 2007).

Ageratum consiste em um dos géneros com aproximadamente 30 espécies
(OKUNADE, 2002). Dentre as suas espécies A. conyzoides, conhecido popularmente no
Brasil por mentrasto, catinga de bode, picdo roxo entre outros (MOURA et al., 2005; LIMA et
al. 2010; NOGUEIRA et al., 2010;), é uma erva daninha de destaque devido grande
quantidade de metabdlitos produzidos e suas importantes atividades bioldgicas (OKUNADE,
2002; SINGH et al., 2002; BOUDA et al., 2001).

Ageratum conyzoides ¢ uma planta tropical muito comum na Africa Ocidental e em
algumas partes da Asia e América do Sul (OKUNADE, 2002). E uma erva daninha aromatica
anual de campos cultivados, mas também invade outros habitats, como pastagens, terrenos
baldios e até mesmo areas florestais (BATISH et al., 2006). A invasdo bem sucedida de A.
conyzoides € atribuida a sua ampla adaptabilidade ambiental e sua alelopatia (KONG et al.,
2004). Os caules e folhas sdo cobertas de “pelos brancos”, os tricomas, as folhas sdo ovais e
chegam até 7,5 cm de comprimento. As flores sdo roxas ou brancas. Tem um odor peculiar
comparado, na Austrdlia, ao de um bode e dai o seu nome popular "catinga de bode"
(JHANSI; RAMANUJAM, 1987; KAUL; NEELANGINI, 1989).

Os derivados de produtos naturais, mais especificamente de plantas, geralmente sdo
produzidos a partir de p6s do material vegetal seco, fragmentado e sem a presenca de seus
orgdos reprodutores. Com isso h& certa dificuldade de identificagdo morfoanatdmica, sendo
assim o estudo anatdmico torna-se uma importante aliada para identificacdo de tal material
(MILLANI, et al., 2010).

Apesar da grande gama de estudos pertinentes a atividades e principalmente

constituicdo quimica de A. conyzoides existe poucos trabalhos sobre a descricdo anatémica da



47

planta. Assim sendo, esse trabalho torna-se de grande relevancia, ja que teve como objetivo
descrever os principais caracteres anatbmicos da raiz, caule, peciolo e folha, a fim de garantir

a qualidade e certificacdo do material vegetal.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Material vegetal

Ageratum conyzoides foi coletada no més de Agosto de 2013 no municipio de
Camocim de Sdo Félix, Zona da Mata de Pernambuco. A exsicata foi confeccionada e
depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima, na Empresa Pernambucana de Pesquisas

Agropecuérias (IPA) sob nimero de tombamento 89312.

4.2.2 Caracterizacdo Morfoanatdmica

Realizaram-se cortes transversais em regifes mediana da raiz, caule, peciolo e folha do
material fresco. A sec¢Bes foram realizadas & mdo livre usando lamina de barbear e, como
suporte, medula do peciolo de embauba (Cecropia sp.). As sec¢des foram submetidas a uma
solucdo de hipoclorito de sédio 30-50% para processo de descoragdo, lavadas com agua
destilada e coradas com safranina e azul de astra (2:8, v/v). Foram realizadas ainda seccdes
paradérmicas do material fresco, a mao livre, usando lamina de barbear, o material foi
posteriormente descorado em hipoclorito de sédio a 50% e corado com safranina e azul de
astra (JOHANSEN, 1940).

Foram confeccionadas laminas histoldgicas semipermanentes, contendo as seccdes
transversais e paradérmicas do material previamente corado, seguindo procedimentos usuais
em anatomia vegetal (JOHANSEN, 1940; SASS, 1951).

As imagens digitais foram captadas por microscépio Optico (Alltion) acoplado com
camera digital pelo softwer Toup View Image. Para a descricdo macroscopica da planta

seguiu-se Oliveira e Akisue (2009).
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4.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura

Para o estudo da ultraestrutura da superficie foliar, com observagdo de tricomas e
estdmatos, foi realizada microscopia eletronica de varredura (MEV) em fragmentos foliares
retirados de material fresco. As amostras para analise das faces abaxial e adaxial da epiderme
foliar foram fixadas com Glutaraldeido (GA) 2,5% + Tampé&o Cacodilato 0,1M durante 12h e
refrigeradas até a etapa de processamento. Posteriormente foram lavadas 3 vezes com o
tampdo Cacodilato 0,1 M, durante 10 minutos cada. Apé6s as lavagens o material foi
submetido a po6s-fixacdo usando-se 6smio 2% + tampdo Cacodilato 0,1M (1:1) durante 1 hora.
Em seguida foram novamente lavadas com tampéo por duas vezes durante 10 min e lavagem
com agua durante 10 min por duas vezes. A desidratacdo da amostra foi realizada com
acetona em proporcdes de 30%, 50%, 70%, 90% e 3 vezes de 100% durante 15 min cada.
Subsequentemente foram expostas a secagem no ponto critico (CPD 030 BAL-TEC) entre
1h30 e 2h na temperatura inicialmente de 10°C até 40°C por 10 min. Em seguida o material
foi montado em Stubbs - fita de carbono e tinta de prata. Por conseguinte, submeteu-se a
metalizacdo com ouro em metalizador (LEICA EM SCD 500). Por fim a amostra foi
examinada ao microscépio eletrénico de varredura da marca QUANTA 200 FEG, para
observacdo e captura de imagens. Todo o procedimento e observagdo das amostras foram
realizados no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).

4.2.4 Estudo Histoguimico

Para histolocalizacdo de 6leos essenciais, sec¢des transversais de folhas foram obtidas
a mao livre de material fresco usando lamina de barbear e, como suporte, medula do peciolo
de embauba (Cecropia sp.). Foram submetidas ao reagente especifico, reagente de NADI
(DAVID; CARDE, 1964). As imagens do material controle, cortes antes da exposi¢do ao
reagente NADI, e imagens dos cortes apds 1 hora de exposicao do reagente, foram capturadas

por uma camara acoplada em microscépio éptico de luz (Alltion).
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4.3 Resultados

4.3.1 Aspectos Macroscopicos

A raiz de A. conyzoides é do tipo fasciculada fracamente fixada ao solo com coloracéo
amarelada a marrom (Figura 1-D). O caule é verde na planta jovem podendo chegar ao
marrom na idade adulta. Ainda sobre o caule, é classificado quanto ao ambiente em aéreo,
tem formato cilindrico e coberto de “pelos brancos”, os tricomas (Figural-A). As folhas sdo
simples, opostas, de forma oval, apice agudo, base arredondada e margem crenada, cobertas
por tricomas esbranquicados. O peciolo é reto e tem contorno cdncavo-convexo (Figura 1-B).

Inflorescéncia em capitulos terminais com cerca de 15 flores roxas (Figura 1-C).

Figura 1 — Ageratum conyzoides L. em seu habitat e seus diferentes orgéos: folha, flor, caule e
raiz.

Figura 1: A: detalhe do caule de coloracdo verde e filotaxia oposta; B: folhas simples, face abaxial e
adaxial; C: detalhe das flores de coloracdo roxa; D: raiz do tipo fasciculada; E: A. conyzoides em
habitat (Barras: A: 5cm; B, Ce D: 2 cm).
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4.3.2 Aspectos Microscopicos
4.3.2.1 Raiz

A raiz de A. conyzoides apresenta contorno cilindrico, epiderme unisseriada, uma
pequena camada de parénquima cortical com 5 camadas de células ligeiramente achatadas
(Figura 2-B) e raios xilematicos bem desenvolvidos com relagéo a regido cortical. Células da

regido medular bem desenvolvidas. (Figura 2-A).

Figura 2 — Secg0es transversais da raiz de Ageratum conyzoides L.

@ B

Figura 2: A: Regido medular (Rm) com células bem desenvolvidas e Raios xilematicos (Rx); B:
Detalhe da epiderme e regido cortical com células irregulares (Barras: A e B: 100 um).

4.3.2.2 Caule

Em seccdo transversal o caule tem contorno cilindrico (Figura 3-C). A epiderme é
uniestratificada sem a presenca de cuticula com células irregulares alongadas no sentido
transversal (Figura 3-A). A regido cortical € formada por duas camadas, imediatamente
abaixo da epiderme, que compdem o colénquima (Figura 3-A) e quatro camadas de células
irregulares (Figura 3-D). O sistema vascular no caule é do tipo colateral composto por varios
feixes continuos de vasos de xilema distribuidos em um unico anel (Figura 3-C;D) e fibras
esclerenquimaticas localizadas externamente ao floema formando calotas (Figura 3-D). A
regido medular é composta por parénquima fundamental com células de tamanhos variados e

bem desenvolvida (Figura 3-C).
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Figura — 3 Secg0es transversais do caule de Ageratum conyzoides L.

Figura 3: A: Epiderme (Ep) e logo abaixo colénquima (Cl); B: Tricoma tector multicelular (Tt); C:
Detalhe dos feixes vasculares (Fv) em forma de anel e regido medular; D: Regido cortical
apresentando calotas de fibras (Fi) e feixes vasculares colaterais (Fv) (Barras: A: 25 um; B e C: 200
pm; D: 100 pum).

4.3.2.3 Peciolo

Em seccdes transversais o peciolo apresenta formato concavo-convexo (Figura 4-A).
A epiderme é unisseriada com presenca de tricomas tectores pluricelulares. O colénquima é
composto por 1-2 camadas de células (Figura 4-B) e esta localizado logo abaixo da epiderme.
No entanto nas extremidades laterais observam-se mais camadas de colénquima (Figura 4-C).
O sistema vascular é composto por um feixe central e dois adjacentes formando uma espécie
de arco, sendo classificado como colateral (Figura 4-D). A regido medular é composta por
parénquima lacunoso com células de tamanhos variados, com presenca de ducto secretor

préximo o sistema vascular (Figura 4-D).
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Figura 4 — Secc0es transversais do peciolo de Ageratum conyzoides L.

Figura 4: A: Visdo geral do peciolo; B: Epiderme, colénquima e parénquima Iécunoso; C: Detalhe de
varias camadas de clorénquima na extremidade do peciolo e presenca de tricomas; D: Nervuras do tipo
colateral; detalhe da presenca de ductor secretor (Ds) (Barras: A: 200 um; B; C e D: 100 pm).

4.3.2.3 Folha

No corte transversal da folha € observado uma epiderme uniestratificada com presenca
de cuticula e tricomas em ambas as faces adaxial e abaxial. H& presenca de tricomas tectores
multicelulares, em ambas as faces, e tricomas glandulares, apenas na face abaxial. Os
estdmatos estdo presentes em ambas as faces classificando a folha em anfiestomatica, sdo do
tipo anomociticos (Figura 5-A;B), sendo observados alguns estbmatos anisociticos (Figura 5-
A).

O mesofilo é dorsiventral com presenca de parénquima paligadico constituido por
apenas uma camada na face adaxial e lacunoso contendo 3-4 camadas na face abaxial (Figura
5-C). Observa-se ainda a presenca de amido e pequenos feixes vasculares por toda extensao

do mesofilo (Figura 5-D). A nervura mediana exibe contorno biconvexo com arco abaxial
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mais proeminente e epiderme unisseriada coberta por cuticula, com presenca de tricomas em
ambas as faces (Figura 5-E). Ocorre uma camada de colénquima em ambas as faces e
parénquima com células de tamanhos variados (Figura 5-E). O sistema vascular é colateral
aberto. Ha presenca de ductos secretores proximo ao sistema vascular da nervura central
(Figura 5-F). As nervuras secundarias seguem o mesmo padrdo da nervura mediana, porém
S0 menores.

Em microscopia eletronica de varredura observam-se as células epidérmicas com
contorno sinuoso e em face abaxial os estdmatos sdo dispostos um pouco acima das células
epidérmicas, ja na face adaxial os mesmos encontram-se dispostos no mesmo nivel que suas
células epidérmicas (Figura 6-A-D). O epitélio da face adaxial demonstra células maiores que

na face abaxial.
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Figura 5 — Secc0es transversais e paradérmicas da folha de Ageratum conyzoides L.

..'

Figura 5: A: face abaxial detalhe do estdmato anisocitico (Ani); B face adaxial apresentando
estdmatos; C: parénquima palicadico (pp) e parénguima lacunoso (pl), detalhe da epiderme (ep); D:
presenca de amido (ad); E: visdo geral da nervura central com a presenca dos tricomas (Tt); F: detalhe
do Ducto secretor (Ds); (Barras: A; B: 25 um; C: 100 um; D: 25 pm; E: 100 um F: 25 um).
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Figura 6 — Ultraestrutura da superficie de Ageratum conyzoides em MEV

Figura 6: A e B: superficie adaxial, detalhe dos tricomas tectores e contorno das células epidérmicas,
0s estdmatos encontram-se disposto na mesma altura das células; C e D: superficie abaxial; C: tricoma
glandular; D: detalhe do estdmato disposto acima da célula da epiderme.

4.3.3 Histolocalizacdo do Oleo Essencial

O reagente de Nadi revelou os 6leos essenciais corados de azul, presentes nos tricomas
tectores, nas células da epiderme tanto do mesofilo quanto da nervura central. A cuticula
também foi corada de azul, j& que a mesma é constituida de substancias lipofilicas (Fig. 7 — B;
CeD).
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Figura 7 — Histolocalizac¢do do dleo essencial de Ageratum conyzoides L.

Figura 7: A: corte controle, antes do reagente Nadi; B 6leo essencial em tricoma tector; C: 6leo
essencial nas células da epiderme, e células do parénquima da regido da nervura central; D: células
epidérmicas do mesofilo coradas de azul, indicando a presenca de 6leo essencial (Barras: A; B: 100
um; C; D: 25 um).

4.4 Discussao

Considerada uma erva daninha, demonstra caracteristicas anatdbmicas distintas a esse
tipo de planta. Por exemplo, Hess e Falk (1990) afirmam que as ervas daninhas sdo do tipo
anfiestomaticas o que corrobora com o observado para Ageratum conyzoides. Além disso,
folhas com estdmatos em ambas as faces da epiderme permitem trocas gasosas mais eficientes
se comparada com folhas hipoestomaticas (PARKHURST, 1978; MOTT et al.,1982).

A espécie apresenta caracteristicas anatdmicas peculiares da familia Asteraceae e do
seu género como, por exemplo, a presenga de tricomas glandular e/ou tector, os estdmatos sao
usualmente anomociticos e anisociticos em Asteraceae, com predominancia do primeiro tipo

que podem estar presentes em ambas as faces, pode-se encontrar ductos secretores e 0



57

mesofilo varia bastante sendo geralmente dorsiventral, porém podem ser encontrados os tipos
homogéneo, em pali¢ada ou isobilateral (METCALFE; CHALK, 1950).

Na raiz e no caule é comum a presenca de feixes vasculares nas espécies de Asteraceae
(FAHN; CUTLER, 1992; BREITWIESER,1993) o que foi observado também para Ageratum
conyzoides. Além disso, Melo-de-Pinna (2004) e Teixeira (2014) observaram fibras
associadas aos feixes vasculares nos caules de Richterago Kuntze e Lomatozona
artemisiifolia respectivamente, que ocorre em espacos externamente ao floema no caule de A.
conyzoides.

Folhas com estdmatos em ambas as faces da epiderme foram encontradas para vérias
espécies da familia (BUDEL et al, 2007; DUARTE et al., 2007; MOLARES et al., 2009,
MILLANI et al., 2010;). Trindade (2013) documentou a presenca de estbmatos em ambas as
faces com predominancia na face abaxial para Lomatozona artemisiifolia, semelhante ao
observado para este estudo.

As células da epiderme nas folhas de A. conyzoides apresentam-se revestidas por
cuticula pouco espessa, isso deve-se ao habitat da planta, ja que A. conyzoides foi coletada em
ambiente com bom suprimento hidrico. Esau (2002) e Taiz; Zeiger (2004) afirmam que a
espessura da cuticula é influenciada pelo habitat da planta. Onde, espécies vegetais nativas de
ambientes com pouco fornecimento de agua possuem células com cuticula mais espessas que
as espécies de ambientes umidos. Kerstiens, 1996; Heredia et al., 1998 acreditam que a
espessura da cuticula esteja intimamente ligada com a protecéo de patdgenos.

A presenca de tricomas tectores multisseriados na espécie A. conyzoides também foi
encontrado por Ferreira e colaboradores (2002), no entanto 0s mesmos observaram tricomas
glandulares em ambas as faces o que ndo foi descrito nesse trabalho. Esses autores
encontraram estdmatos apenas anomociticos divergindo dos resultados do presente estudo,
onde foi observada a presenca de estdmatos anomociticos e anisociticos. Isso pode ser
explicado por uma provavel restricdo dos autores a uma pequena area de observacao.

Os estdmatos em A. conyzoides na face adaxial estdo localizados no mesmo nivel das
células da epiderme e na face abaxial um pouco acima das mesmas, semelhante ao que foi
descrito por Ferreira e colaboradores (2002) para a mesma espécie e por Empinotti e Duarte
em (2006) para outra espécie da mesma familia Chaptalia nutans L.

O mesofilo de A. conyzoides foi classificado como dorsiventral, o que também foi
descrito para a mesma espécie por Millani et al., (2010). Para outras espécies da mesma

familia como Trindade (2013) para Lomatozona artemisiifolia e Melo-de-Pinna (2004) para
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Richterago amplexifolia. Segundo alguns autores, a fotossintese nas folhas & melhorada pelos
espassamentos entre as células no mesofilo lacunoso (FAHN, 1978; MENEZES et al.; 2003).

Smiljanic em 2005 descreveu caracteristicas anatbmicas de doze espécies de plantas
da familia Asteraceae , todas demonstraram folha com epiderme unisseriada e algumas delas
em vista frontal apresentam contorno sinuoso em ambas as faces assim como observado para
A. conyzoides. Préximo a nervura central, no parénquima, foi observado ductos secretores em
A. conyzoides o que foi descrito também para Lomatozona artemisiifolia por Teixeira (2014).
O peciolo de A. conyzoides tem os feixes vasculares formando um arco assim como ocorre em
Richterago amplexifolia (Asteraceae) (MELO-DE-PINNA, 2004).

No Brasil as principais espécies de Ageratum sdo conyzoides e fastigiatum que tem
diferencas morfoldgicas e anatémicas importantes para determinar uma classificacdo correta.
Elas tém o caule e raiz muito parecidos anatomicamente e morfologicamente. A principal
caracteristica que as distinguem sdo os estdbmatos onde A. conyzoides tem a presenca de
estdbmatos anomiciticos e anisociticos e A. fastigiatum apenas anomociticos (DEL-VECHIO-
VIEIRA et al., 2008). Além disso, A. fastigiatum tem nervura de contorno convexo (DEL-
VECHIO-VIEIRA et al., 2008) e A. conyzoides de contorno biconvexo.

Os 6leos essenciais armazenados e secretados pelas estruturas secretoras, ductos e
tricomas principalmente, podem conferir barreira quimica contra animais e adaptacdo ao
ambiente (TEIXEIRA, 2014). O perfil histoquimico para 6leo essencial revelou a sua
presenca nos tricomas, células da epiderme no mesofilo e nervura central e nas células do
parénquima da nervura central. Confirmando a presenca de 0leo essencial nas folhas da
espécie, corroborando com (KASTURI; MANITHOMAS, 1967; PARI et al., 1997; KONG,;
HU; XU, 2002; RANA; BLAZQUEZ, 2003; CASTRO, et al., 2004; NEBIE, et al., 2004;
NOGUEIRA et al., 2009; LIMA, et al., 2010; NOGUEIRA, et al., 2010; BOSI et al., 2013).
Assim como observado em A. conyzoides, em muitos casos, 6leos volateis foram encontrados
em tricomas. Por exemplo, os tricomas de espécies da familia Lamiaceae em Marrubium
vulgare L (Piccoli e Bottini, 2008), Ocimum basilicum (Gang et al. al, 2001), Origanum
vulgaris (Bosabalidis al., 1998) e Mentha spicata (Voirin et al., 1993).

Por meio desse estudo observou-se que a raiz, caule, peciolo e folha de A. conyzoides
L. apresentam caracteristicas anatdmicas que sdo parametros essenciais no controle de
qualidade da matéria prima vegetal. Assim, a presenca de estdbmatos anomociticos e

anisociticos, mesofilo dorciventral, peciolo do tipo c6ncavo-convexo, nervura central com
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contorno biconvexo, juntos, sdo caracteres Uteis na identificacdo e diferenciacdo da espécie

com relacdo as demais espécies do género.
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5 CAPITULO Il - EXTRACAO, CARACTERIZACAO E ATIVIDADE ANTIFUGICA
DO OLEO ESSENCIAL DE Ageratum conyzoides L.

5.1 Introducao

Nos Ultimos anos houve um aumento consideravel na prevaléncia e incidéncia de
infeccdes fungicas na populacdo mundial, isso deve-se ao fato da maior exposicao aos agentes
causadores de infeccdes, a0 aumento no numero de pacientes imunocomprometidos e a
ocorréncia de infeccGes hospitalares e resisténcia a algumas cepas (NAEINI; NADERI;
SHOKRI, 2014). Espécies de Candida, Criptococcus e Aspergilus sdo apontadas como as
leveduras mais envolvidas na etiologia de infeccdes micoticas (MENEZES et. al., 2009;
CAVALCANTI et al., 2011; ALMEIDA et al., 2011; SAHARKHIZ et al., 2012; FREIRES et
al., 2014).

Sabe-se que Candida albicans é responsavel por aproximadamente 42% das infeccdes
fangicas em todo o mundo, seguido de outras espécies, tais como C. glabrata, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii, C. rugosa e C. dubliniensis (NAEINI; NADERI;
SHOKRI, 2014; FREIRES et al., 2014). Os quadros clinicos mais frequentemente reportados
relacionados a candidiase sdo do tipo tdpica, sistémica, visceral e alérgica. E vao desde uma
leve infeccdo dérmica (ex: Piedra nigra) a uma lesdo mais grave (ex: Zigomicose) (LIMA et
al., 2006).

Ha uma boa disponibilidade de antifungicos para o tratamento da candidiase dentre
eles hd os antissépticos a base de iodo, violeta de genciana, acido salicilico e benzdico,
derivados sulfamidicos, antifungicos poliénicos como a nistatina e anfotericina e os derivados
azélicos como o cetoconazol, fluconazol, clotrimazol (LIMA et al., 2006; MENEZES et al.,
2009). E ainda assim sdo reportadas cepas resistentes a varios desses tratamentos, como no
caso de Candida albicans resistente aos derivados azolicos em pacientes
imunocomprometidos (ALMEIDA et al., 2011). Devido o surgimento de tal resisténcia de
algumas cepas aos antifungicos convencionais e a presenca dos efeitos toxicos dos mesmos, a
busca por alternativas secundarias tem crescido consideravelmente. Uma dessas alternativas
estd no estudo de plantas medicinais com tais propriedades terapéuticas (MENEZES et al.,
2009).

Por produzirem metabdlitos secundarios com importantes atividades farmacoldgicas, a

busca pelas plantas medicinais e/ou seus derivados como agentes terapéuticos naturais tem se



66

tornado cada vez mais intensa. O estimulo ao uso de fitoterapicos ou produtos fitoterapicos
tem como objetivo prevenir, curar ou minimizar os sintomas das doengas, com um custo mais
acessivel a populacéo e aos servicos publicos de saude. No Brasil, constituem as classes de
produtos que possuem maior potencialidade de crescimento, com as vendas crescendo de 10 a
15% ao ano, porém ainda com participacdo de 2%, em média, no mercado de medicamentos
(OLIVEIRA; OLIVEIRA; ANDRADE, 2010).

Dentre os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas, os 6leos essenciais tém se
destacado por suas atividades antibacterianas e antifingicas. Os constituintes quimicos desses
6leos aromaéticos variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, fendis, aldeidos,
éteres, &cidos organicos, ésteres, cetonas, lactonas, cumarinas, até compostos contendo
nitrogénio e enxofre (SIMOES et al., 2004).

Ageratum conyzoides € uma erva daninha aromatica anual de campos cultivados, que
também invade outros habitats como pastagens, terrenos baldios e até mesmo areas florestais
(BATISH et al., 2006). Na medicina popular é bastante utilizada como purgante, febrifugo,
anti-inflamatorio, analgésico, anestésico e para o tratamento de Ulceras (BOUDA et al., 2000;
NWEZE; OBIWULU, 2009). E conhecido popularmente por erva daninha de bode, Cabiju,
catinga-de-bode, confrei, erva-de-séo-jodo, mentraste, mentrasto, mentrasto-branco, picéo-
roxo (RODRIGUES; CARVALHO, 2001; AMOROZO, 2002; DI STASI et al., 2002;
MONTELES; PINHEIRO, 2007; AGRA et al., 2008; SANTOS; LIMA; FERREIRA, 2008;
CEOLIN, 2009; CUNHA; BORTOLOTTO, 2011; HOEFFEL et al., 2011; SOBRINHO;
GUEDES-BRUNI; CHRISTO, 2011; BRITO; SENNA-VALLE, 2011; LIPORACCI;
SIMAO, 2013).

O perfil fitoquimico o 6leo essencial de A. conyzoides tem como constituintes
majoritarios precoceno I, precoceno Il e a-cariofileno que tem certa variacdo em concentracao
de acordo com o local, horario e sazonalidade de coleta e o tipo de extracdo utilizado
(KASTURI; MANITHOMAS, 1967; PARI et al., 1997; RANA; BLAZQUEZ, 2003;
NOGUEIRA et al., 2010; LIMA et al., 2010; BOSI et al., 2013). Ainda sobre os dleos
essenciais, Castro et al. (2004) e Nébié et al. (2004) demonstram um rendimento de 0,2 a
0,7% que varia de acordo com o local de aquisi¢do do material vegetal e seu tipo de extracao.

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Ageratum conyzoides (mentrasto) é
mencionada na literatura por Pattnaik, Subramanyam e Kole, (1996), Fiori et al., (2000),
Chah, (2006), Ndip et al. (2007), Patil et al., (2009), Chinwe et al., (2010), Nogueira et al.,
(2010), Nour et al., (2010), Melo et al., (2011), Adetutu et al., (2012), Garcia et al., (2012),
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Shailajan et al., (2013), Morais et al., (2014) e Odeleye et al., (2014). No entanto, existe uma
escassez de estudos que demonstrem tal atividade sobre Candida albicans e suas demais
espécies.

Visto que o 6leo essencial de A. conyzoides tem mostrado atividade antifingica e que
h& uma escasses nos relatos da literatura quanto a atividade frente Candida albicans e demais
espécies de Candida, verifica-se a necessidade de aprofundar as investigacdes sobre essa

atividade antifingica, com o objetivo de justificar e validar o uso clinico dos 6leos essenciais.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Material vegetal

Ageratum conyzoides L. foi coletado no més de Agosto de 2013 no municipio de
Camocim de Sdo Félix, Zona da Mata de Pernambuco. A exsicata foi confeccionada e
depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima, na Empresa Pernambucana de Pesquisas

Agropecuérias (IPA) sob nimero de tombamento 89312.

5.2.2 Extracio do Oleo Essencial

O dleo essencial foi extraido das folhas frescas do A. conyzoides pelo método de
hidrodestilacdo utilisando-se aparelho de clevenger modificado. Foram utilizados 200 g do
material vegetal em 500 ml de &gua destilada durante um periodo de 2 horas. Foi coletado 400
ml de hidrolato (dgua+dleo) nesse intervalo de tempo. O 6leo foi extraido da fase aquosa
através de particdo em funil de separacdo utilizando hexano como solvete organico. Foram
realizadas quatro extracfes com 40 ml de hexano. Apds a separacdo foi adicionado a fase
organica, sulfato de magnésio anidro, em excesso, com 0 objetivo de remover a agua restante.

A fase organica foi filtrada e o hexano removido por rotaevaporacao.

5.2.3 Calculo do Rendimento do Oleo Essencial

Para o rendimento do Oleo foi utlizado 150 g do material vegetal e observado o

volume final de 6leo coletado apoOs particdo e rotaevaporagdo. Realizando o calculo do



68

rendimento que foi expresso em mililitros por grama (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010).

5.2.4 Caracterizacio do Oleo por CG/EM

A anélise da amostra em cromatografo a gas acoplado a espectrdmetro de massas, foi
realizada em equipamento Shimadzu tipo quadruplo modelo GCMS-QP2010s (Shimadzu,
Japdo) e equipado com coluna capilar de silica RTX-5 (30 m x 0.25 mm x1um). As condigdes
de injecdo foram temperatura do injetor de 250°C, injetor do tipo splitless com presséo da
coluna de 160 Kpa, fluxo total de 78,1 ml/min fluxo da coluna de 2,52 ml/min e velocidade
linear de 58,2 cm/seg, fluxo de purga de 3.0ml/min razdo de split de 30.0 e tempo de corrida
da coluna de 50 min. A programacéo da temperatura foi de 50°C a 150°C/2,5°C/min, seguida
de 150°C a 250°C/25°C/min e logo 15 min a 250°C. O espectro de massas foi programado
para realizar leituras em uma faixa de 33 a 750 Da, com energia de ionizagdo de 70 eV e
temperatura de 260°C na camara de fons, da interface e do detector. Foi diluido 10 uL do éleo
em 300 uL de acetona e injetado no CG 1 pL. da amostra. A identificacdo dos componentes
foi feita pela comparacdo de seus espectros de massas com o banco de dados disponivel da
espectroteca e também pelos Indices de Kovats (IK).

5.2.5 Culturas de Espécies de Candida

Foram utilizadas culturas de Candida famata, Candida krusei, Candida glabrata,
Candida tropicalis, Candida guilliermondii, Candida parapsilosis e Candida albicans
listadas na Tabela 1, provenientes do Laboratorio de Micologia Médica e da Micoteca URM,
Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de

Pernambuco.
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Tabela 1 — Cepas e transmitancias de espécies de Candida testadas com o 0leo essencial de
Ageratum conyzoides L.

Cepas (%) Transmitancia

99 — Candida albicans 90,5
130292 -Candida albicans 88,4
122 - Candida albicans 88

8299 - Candida albicans 88,3
5623 — Candida famata 91,4
14495 — Candida glabrata 90,9
8340 - Candida glabrata 90,7
12680 - Candida glabrata 90,6
3586 -Candida glabrata 89

772 — Candida guilliermondii 90,4
633 — Candida guilliermondii 91,6
14206 — Candida krusei 91,7
13477 -Candida parapsilosis 91,3
7755 — Candida parapsilosis 90,3
451 — Candida parapsilosis 91,2
9968 —Candida parapsilosis 89

283 — Candida tropicalis 88,9
3521 — Candida tropicalis 91

9584 — Candida tropicalis 91

7866 — Candida tropicalis 89,7

5.2.6 Teste de atividade antiflngica in vitro

O oleo essencial de A. conyzoides foi diluido em Dimetilsulfoxido (DMSO) para
realizacdo do teste quantitativo pelo método de microdiluicdo em placas. O meio de cultura
utilizado foi RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute, Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO) com L-glutamina, 2,0 g/L de glicose, sem bicarbonato de sédio e tamponado com acido
3-(N-morfolino) propanosulfonico (MOPS) a concentracdo final de 0,165 mol/L e pH 7,0. O
inoculo foi preparado usando a escala 0,5 de MacFarland (1 x 10° a 5 x 10° células por mL) e
incubado a 37°C por 48h.
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A determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada em placas de
microdiluicdo com 96 pocos (ALAMAR®, Diadema, S&o Paulo, Brasil), dispostos em 12
colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Nas colunas foram dispostas as concentracdes e em cada
linha uma cepa de Candida estudada. No primeiro poco continha: 100 pL do 6leo diluido em
DMSO (1:1) + 100 pL do meio RPMI + 100 pL do inoculo, obtendo concentragéo inicial de
142.500 (ug/mL). As concentragfes subsequentes dos dleos essenciais foram obtidas apds
diluicdo seriada na placa de microdiluicdo, partindo-se da concentracéo inicial de 142.500
(ug/mL) (coluna 1) até 278,32 ug/mL (coluna 10) mostradas na tabela 2. O padréo negativo
contém meio de cultura RPMI e éleo essencial e o padréo positivo de meio RPMI e cepas de
Candida.

Tabela 2 - Concentracdes do 6leo essencial de Ageratum conyzoides L. na placa de

microdiluigdo para determinacéo da CMI

Poco (Coluna) Concentracéo (%) Concentragédo (ug/mL)
1 50 142.500
2 25 71.250
3 12,5 35.625
4 6,25 17.812,5
5 3,12 8.906,25
6 1,56 4.453,125
7 0,78 2.226,56
8 0,39 1.113,28
9 0,19 556,64

10 0,09 278,32
11 + +
12

+: controle positivo; -: controle negativo.
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5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Extracdo e Rendimento do Oleo Essencial

O rendimento do 6leo essencial foi de 0,16% (v/p), onde Patil e colaboradores (2010)
e Liu; Liu, (2014) obtiveram teores aproximados, 0,18% (v/p) e 0,11% (v/p), respectivamente.
E outros autores como Rana e Blazquez (2002), Nebié et al., (2004) e Vieira et al. (2012)
encontraram rendimentos maiores 0,24%, 0,75% e 0,46% respectivamente. Embora sejam
relativamente bons esses rendimentos existem divergéncias com relacdo a metodologia
utilizada na extracdo, o que pode estar associada a discrepancia nos teores dos 6leos ja que
durante o processo de extracdo podem ocorrer erros que contribuem para uma variacdo nos
valores dos rendimentos obtidos. Por exemplo, na separacdo do 6leo da fase aquosa, particéo,
hd uma perda de 6leo essencial que ficam aderidos as paredes dos recipientes utilizados
(CASTELO; DEL MENEZZI; RESCK, 2010). Além disso, o local de coleta também
influencia nos rendimentos, o que mostram Castro et al. (2004) ao avaliarem 5 tipos de
acessos diferentes de mentrasto e obterem teores entre 0,48% e 0,70%. Esper et al. (2014) em
extratos coletados em IbiGna, S&o Paulo, Brasil obtiveram um rendimento muito baixo,
0,042%.

5.3.2 Analise Quimica

O oleo essencial foi caracterizado em cromatografia gasosa acoplada a espectro de
massas (CG-EM) e foram observados 10 constituintes, onde o0s sesquiterpenos, precoceno |
(84,16%) (6) e B-cariofileno (6,55%) (5) os demais constituintes encontram-se na tabela 3. As
estruturas quimicas referentes aos constituintes do éleo podem ser observadas na figura 1.
Precoceno | e B-cariofileno também foram encontrados como principais constituintes de A.
conyzoides de Maharashtra (india) (PATIL et al., 2009) e Minas Gerais (Brasil) (LIMA et al.,
2010; VIEIRA et al., 2012). Ja nos acessos de Himachal Pradesh (india), Dehra Dun (india),
Minas Gerais (Brasil) e Kamboinsé (Burkina Faso) apenas o precoceno | foi o constituinte
majoritario nos 6leos essenciais da espécie, seguido sempre de outros compostos. (SHARMA,
SHARMA, 2001; RANA; BLAZQUEZ, 2003; CASTRO et al., 2004 E NEBIE et al., 2004;
ESPER et al., 2014). Castro et al., (2004) avaliaram 5 6leos essenciais do estado de Minas
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Gerais (Brasil) porem de locais diferentes e em apenas um deles apresentou precoceno | como
constituinte majoritario, os demais acessos apresentaram precoceno Il.

Outros autores descrevem o precoceno Il com maior concentracdo, seguido do
precoceno | e trans-cariofileno nas folhas de A. conyzoides coletado em Ibiuna, SP-Brasil
(Nogueira et al., 2010) e Fuzhou na China (Liu; Liu, 2014).

Existe uma variedade de constituintes do 6leo essencial que depende do local, periodo
e horério de coleta, mostrada por Siebertz et al. (1990) que avaliaram a composi¢do do 6leo
das folhas jovens e maduras de A. houstoniunum e encontraram diferencas na concentracao de
precoceno | e 1l. Onde nas folhas jovens existe maior quantidade de precoceno | e nas folhas
adultas, precoceno Il foi o composto majoritario. As condicOes de estresse as quais a planta é
submetida também podem influenciar na composi¢cdo do metabdlito secundario. Esse episddio
foi observado por Kong, Hu e Xu (2002) que mostram as diferencas de concentracGes dos
principais constituintes de 6leos essenciais extraidos de Ageratum conyzoides sobre variados
fatores de estresse. Expondo que, quando a planta foi submetida a danos fisicos e tratamento
com o herbicida acido diclorofenoxiacético (2,4-D) mostrou precoceno | 57 mg/g e precoceno
I1 37 mg/g e B-cariofileno com 26 mg/g de material fresco. J& em condicOes de deficiéncia de
nutricdo e competicdo por Bidens pilosa os niveis de Precoce 1 e II e P-cariofileno
aumentaram bastante. Estas diferencas resultaram também numa divergéncia da atividade

alelopaética.

Tabela 3 — Constituintes quimicos do 6leo essencial de Ageratum conyzoides L.

Composto TR Teor médio (%)
o-xileno (1) 9,217 1,08
m-xileno (2) 10,367 1,34
m-Etiltolueno (3) 13,933 2,00
Eugenol (4) 37,292 0,60
B-Cariofileno* (5) 41,058 6,55
Precoceno I* (6) 43,883 84,16
Biciclogermacreno (7) 45,867 1,04
B-Sesquifellandreno (8) 46,558 1,29
Nerolidol B (9) 47,350 0,54
Precoceno 11 (10) 48,792 1,41

TR: Tempo de Retencao; *Constituintes majoritarios
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Figura 1 — Estruturas quimicas dos constituintes do 6leo essencial de Ageratum conyzoides L.

(8) B-Sesquifelandreno

OMe

OMe

CH; CH; CH,CHj;
CH;
CH3
(1) o-Xileno (2) m-Xileno (3) m-Etiltolueno
Gl

CH, X

OMe O

(5) B-Cariofileno (6) Precoceno

AN

(@)

(10) Precoceno II

CH3

(9)

OCH;

OH

(4) Eugenol

(7) Biciclogermacreno

OH

Nerolidol B




74

5.3.3 Atividade Antifungica

O dleo essencial de Ageratum conyzoides em ensaio qualitativo inibiu o crescimento
de oito das vinte cepas de Candida testadas. Os valores da CIM do dleo de Ageratum
conyzoides, sobre as cepas de Candida, sdo apresentados na Tabela 4. O dleo essencial de A.
conyzoides teve menor CIM frente as cepas dos isolados clinicos 451 — Candida parapsilosis,
14206 — Candida krusei, 3586 — Candida glabrata e 7755 — Candida parapsilosis. Neste
estudo foram empregados para validacdo da metodologia o controle positivo (Fluconazol - 64
— 0,125 pg/ml e Anfontericina B — 16 a 0,03 pg/ml) e o controle negativo (apenas o
emulsificante DMSO) observando a inibicdo e o creciemento dos fungos respectivamente. A
concentracdo inibitoria minima dos padr@es foi menor que a do 6leo para as cepas testadas, no
entanto, € importante destacar que esses resultados ndo devem ser simplemente comparados,
pois deve ser levado em consideracdo que os padrbes sdao compostos sintéticos e o 6leo
essencial um produto natural. Sendo assim ndo é possivel comparar os resultados obtidos.

A espécie de C. krusei (14206) mostrou-se resistente ao fluconazol e teve inibicao pelo
6leo essencial de A. conyzoides na concentracdo de 2,22 mg/ml. Ja a espécie de C. glabrata
(3586) se mostrou resistente a Anfotericina B e também foi inibida pelo 6leo essencial de A.
conyzoides na concentracdo de 2,22 mg/ml (Tabela 4). Sabe-se que a espécie C. krusei tem
resisténcia intrinseca ao fluconazol. Ao passo que outras espécies, como C. tropicalis e C.
glabrata tém apresentado crescente resisténcia adquirida.

Estudos mortram que a natureza lipossolivel dos oOleos essenciais e de seus
constituintes permite uma interacdo com as estruturas celulares que tem constituicao lipidica,
resultando no aumento da permeabilidade das membranas, o0 que pode provocar desequilibrio
eletrolitico e morte celular (CASTRO; LIMA, 2010; NASCIMENTO et al., 2007; HAMMER,;
CARSON; RILEY, 2004).

O trabalho de Pattnaik, Subramanyam e Kole (1996) monstrou atividade significativa
do bleo essencial de A. conyzoides frente C. albicans, Cryptococcus neoformans, Sclerotium
rolfsii e Trichophyton mentagrophytes o que corrobora com os resultados aqui descritos. No
entanto Chalchat et al. (1997) e Martins et al. (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana do
oleo essencial de Ageratum conyzoides e ndo obtiveram inibicdo significativa frente a cepas
de C. albicans. Essas diferencas encontradas com relacdo a atividade antifungica para C.
albicans do 6leo da espécie, possivelmente tem associacdo com o local, horario e periodo de
coleta além de métodos de extracdo diferentes, que resulta em concentracfes e tipos de

constituintes diferentes na composicéo do 6leo, principalmente na constituicdo quimica.
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Ao avaliarem a atividade antifingica do Precoceno Il (10) extraido do 6leo de A.
conyzoides e A. houstonianum, Igbal et al. (2004) mostraram uma concentracdo inibitoria
minima entre 80-100 ppm frente aos fungos Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. Pode-se
entdo sugerir que o Precoceno | (6), que foi encontrado no presente estudo como o principal
constituinte do 6leo essencial, seja o responsavel pela atividade antifungica frente as cepas de
Candidas. Ja& que o precoceno | (6) é considerado um precursor biossintético de Precoceno 1l
(10) (SIEBERTZ et al., 1990).

Apesar de A. conyzoides ser apontado por ter hepatotoxicidade e encontrar-se no
anexo |, lista de espécies que ndo podem ser utilizadas na composi¢cdo de produtos
tradicionais fitoterapicos da resolucéo da diretoria colegiada - RDC N° 26, de 13 de maio de
2014, o 6leo essencial ndo demonstra toxicidade (ABENA et al., 1996; MAGALHAES et al.,
1997; OKUNADE, 2002). Além disso, o 0leo essencial de Ageratum conyzoides para
infeccbes fungicas por Candida tem acdo tdpica local, ja& que esse fungo encontra-se na
microbiota normal da pele, ndo ocorrendo absorcao plasmaética.
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Tabela 4 — Concentragio Inibitéria Minima — CIM do Oleo Essencial de A. conyzoides

CIM —48h CIM —48h CIM —48h
Padrdo Anfotericina Padrao (mg/mL)
In6culo B (ug/mL) Fluconazol
(Hg/mL)
130292 — Candida albicans 1 0,5 4,45
633 — Candida guilliermondii 1 0,25 4,45
9584 - Candida tropicalis 1 2 4,45
5623 - Candida famata 0,5 1 4,45
451 - Candida parapsilosis 1 0,25 2,22
14206 - Candida krusei 1 R* 2,22
3586 — Candida glabrata 2%* 1 2,22
7755 — Candida parapsilosis 0,5 0,25 2,22

Anfotericina B: 16 — 0,03 pg/ml; Sencivel: <1 pg/ml; Resisténcia: >2 pg/ml. Fluconazol: 64 — 0,125
pg/ml; Sencivel: <2 ug/ml; Resistente: > 8 pg/ml; R*: resistente

Diante dos resultados obtidos no presente estudo observou-se que o Gleo de A.
conyzoides demonstrou uma atividade antifungica contra Candida albicans, C. guilliermondii,
C. tropicalis, C. famata, C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata, podendo ser considerado
uma alternativa para os tratamentos de infec¢bes fungicas. O 6leo essencial da planta tem o
precoceno | como constituinte majoritario o que pode supor que 0 mesmo seja responsavel
pela atividade antifangica, visto que ja foi atribuida atividade contra fungos para o Precoceno
I que é um derivado biossintético do Precoceno I. Dessa forma o estudo pode sugerir isolar o

precoceno | e testar este constituinte contra as cepas de Candida.
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6 CAPITULO Il - Caracterizacdo Fitoquimica e Fisico-quimica das folhas de Ageratum
conyzoides L.

6.1 Introducao

Asteraceae (Composetae) é uma grande familia de plantas que compreende cerca de
1000 géneros e 25000 espécies em diferentes habitats. No Brasil, ha cerca de 300 géneros
com aproximadamente 2000 espécies (DEL-VECHIO-VIEIRA et al., 2008). Essa familia tem
vegetacOes bem distintas que vao desde ervas perenes, subarbustos e arbustos a ervas anuais,
lianas e arvores. Sdo encontradas nos mais diversos habitats j& que tem uma boa adaptagéo
ambiental (CANCELLI; EVALDT; BAUERMANN, 2007). As plantas dessa familia sdo
importantes economicamente: sejam ornamentais, medicinais ou alimenticias. Classificados
como erva daninha existem o0s seguintes géneros Blainvillea, Emilia, Porophyllum,
Acanthospermum, Sonchus, Conyza, Amaranthus, Alternanthera, Bidens, Tridax,
Gnaphalium, Cordia, Raphanus, Brassica, Euphorbia, Chamaesyce, Sida, Malvastrum,
Phyllanthus, Richardia Ageratum, Chromolaena entre outros (ADEDEJI; JEWOOLA, 2008;
GARCIA et al., 2010).

Entre os géneros da familia Asteraceae destaca-se Ageratum que consiste em
aproximadamente 30 espécies. Em especial A. conyzoides que € amplamente utilizado pela
populacdo, sendo também uma das espécies mais estudadas com relacdo a suas atividades
bioldgicas (DEL-VECHIO-VIEIRA et al, 2008).

A planta é nativa da América tropical e foi introduzida e naturalizada na india
espalhando-se para varias partes tropicais e subtropicais do mundo (NOGUEIRA et al. 2010;
LEKE et al., 2012). A planta prospera em todo tipo de solo, e € muito comum em lugares
desertos, pastagens, terrenos baldios e até mesmo florestas. E considerada uma erva daninha
que em campos agricolas é muito problematica, podendo interferir no crescimento e
estabelecimento de varias culturas, reduzindo o seu crescimento (BATISH et al., 2006;
SHIRWAIKAR, 2003; KONG et al., 2004).

Etnicamente a planta é usada em forma de chas (decoccdo) e sucos para ingestao e
locOes, Oleos e tinturas para afeccdes na pele (NDIP et al. 2007). Na medicina popular
Ageratum conyzoides é bastante indicado como purgante, antitérmico, tratamento de Glceras,
anti-inflamatorio, analgésico, anestésico, Ulceras, diarreia hemorragia e distdrbios mentais
(GONZALEZ, 1991; BOUDA, et al., 2000; OKUNADE, 2002; SHIRWAIKAR et al., 2003;
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MOURA, 2005; NWEZE; OBIWULU, 2009; NOGUEIRA et al., 2010). Diversas atividades
farmacoldgicas de A. conyzoides ja foram mencionadas como: inseticida, antibacteriana,
antifingica, antiparasitarias, anti-inflamatoria, gastroprotetora, cicatrizante () e
hipoglicemiante (MATTOS, 1988; MARQUES-NETO; LAPA; KUBOTA, 1988;
PATTNAIK, SUBRAMANYAM; KOLE, 1996; FIORI et al. 2000; BOUDA et al., 2001;
KONG; HU; XU 2002; SHIRWAIKAR et al., 2003; XUAN et al, 2004; KONG et al., 2004;
MENDONCA et al., 2005; MOURA et al., 2005; BATISH et al., 2006; CHAH, 2006; NDIP
et al. 2007; MOREIRA et al., 2007; NWEZE e OBIWULU, 2009; Patil et al., 2009; LIMA et
al. 2010; NOGUEIRA et al., 2010; NOUR et al., 2010; MELO et al., 2011; AGUNBIADE et
al.,, 2012; ARULPRAKASH et al.,, 2012; SHAILAJAN et al., 2013; JAYA et al., 2014,
MORAIS et al., 2014).

A. conyzoides é composto por uma grande diversidade de metabdlitos incluindo mono
e sesquiterpenos, flavonoides, alcaloides, cumarinas, triterpenos e esterdis (KASTURI,
MANITHOMAS, 1967; GONZALEZ et al., 1991; PARI et al., 1997; OKUNADE, 2002;
RANA; BLAZQUEZ, 2003; NOGUEIRA et al., 2010; LIMA et al., 2010; BOSI et al, 2013).
A maior parte dos estudos de fitogquimica dessa planta relata a caracterizacdo quimica do seu
6leo volatil. Dessa forma, por existir escassez de estudos na literatura sobre caracterizacéo
fitoquimica e fisico-quimica do extrato das folhas, conforme preconizado pela Resolugdo n°
14/2010, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2010), o objetivo

deste trabalho foi estabelecer parametros para o seu controle de qualidade.
6.2 Material e Métodos

6.2.1 Material Vegetal

Ageratum conyzoides foi coletada no més de Agosto de 2013 no municipio de
Camocim de S&o Félix, Zona da Mata de Pernambuco. A exsicata foi confeccionada e

depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima, na Empresa Pernambucana de Pesquisas

Agropecuérias (IPA) sob nimero de tombamento 89312.
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6.2.2 Prospeccdo Fitoquimica

Logo apds a coleta, as folhas frescas foram selecionadas para preparacdo do extrato
por infusdo metandlica a 10% (v/v), sob agitacdo durante 30 min e submetidos a
cromatografia em camada delgada (CCD), em consonéncia com os procedimentos descritos
por Harborne (1998) e Wagner e Bladt (1996). As andlises foram efetuadas aplicando-se
aliquotas (15 pL) dos extratos em placas cromatograficas de gel de silica (F254),
empregando-se diversos sistemas eluentes, padroes e reveladores adequados (Tabela 1). Para
pesquisa de saponinas, realizou-se o teste de afrogenicidade, no qual a presenca de espuma
abundante e persistente por mais de 15 minutos, apds forte agitacdo da solucdo durante 30
segundos seguida de repouso, foi o critério para determinar a presenca de saponosidos
(COSTA, 2001).

Tabela 1 — Sistemas cromatograficos, padrdes e reveladores empregados na prospecgdo

fitoquimica de Ageratum conyzoides L.

Classe de metabdlito Sistema de Eluicéo Padrao Revelador
Alcaloides ACcOEt-HCOOH- Pilocarpina Dragendorff
AcOH-H20!
Mono e Sesquiterpenos | Tolueno-AcOEt* Timol Vanilina Sulfdrica
Triterpenos e Esteroides | Tolueno-AcOEt’ B-sitosterol Liebermann Buchard
Cumarinas n-Hexano-AcOEt’ Umbeliferona KOH 10% em EtOH
Flavonoides, AcOEt-HCOOH- Rutina NEU + UV

Fenilpropanoglicosideos | AcOH-H20!

e Derivados Cinamicos

Taninos Condensados AcOEt-HCOOH- Epicatequina Vanilina Cloridrica
AcOH-H20°

Taninos Hidrolisaveis AcOEt-HCOOH- Acido galico NEU + UV
AcOH-H20!

Antraquinonas AcOEt-HCOOH- Aloina KOH 10% em H20
AcOH-H20°

t100:11:11:27 viv; “97:3 viv; *90:10 viv; *95:5 viv; *100:3:3:3 v/v; *97:3 viv; AcOEt = Acetato de
Etila; HCOOH = Acido Acético; AcOH = Acido Formico; H20 = Agua; CHCI3 = Cloroformio;
MeOH = Metanol; UV = Ultravioleta.
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6.2.3 Caracterizacdo Fisico-Quimica

Todos os ensaios fisico-quimicos da matéria-prima vegetal foram realizados em
consonancia com o0s parametros preconizados pela Farmacopeia Brasileira V Edic¢do (2010).
Os testes incluiram determinacdo de material estranho, perda por dessecacdo, teor de cinzas
totais e de cinzas insolGveis em &cido, andlise granulométrica por tamisagdo e teor de
substancias extraiveis por agua (BUNDESVEREINIGUNG, 1986).

Para determinacdo de matéria estranha foram utilizados 259 do material vegetal em
estado de po. Espalhou-se, em camada fina sobre uma superficie limpa e plana, o material
vegetal e a separacdo foi feita manualmente observando-se matéria estanha a olho nu e com
auxilio de lente de aumento de 5 vezes. O material separado foi pesado e determinado a sua
porcentagem em relacdo ao peso total da amostra (FARMACOPEIA BRASILEIRA V, 2010).

Seguindo a Farmacopeia Brasileira V (2010) para determinacédo de cinzas totais foram
pesadas 3g da amostra pulverizada e transferida para cadinho previamente tarado. A amostra
foi distribuida uniformemente no cadinho e incinerada em temperatura que aumentou
gradativamente até cerca de 600°C em mufla. O Cadinho foi resfriado em dessecador e
quando em temperatura ambiente, pesado. E a porcentagem de cinzas foi calculada. Para
determinacdo de cinzas insolGveis em &cidos, o residuo obtido na determinacdo de cinzas
totais foi fervido por 5 min com 25 ml de acido cloridrico a 7% (p/v) em cadinho coberto com
vidro relégio. Apos, o vidro relogio foi lavado em 5 ml de 4gua quente, juntando-se a agua de
lavagem ao cadinho. Recolheu-se o residuo, insolvel no &cido, sobre papel filtro, lavando-o
com agua quente até que o filtrado se mostrasse neutro. O papel filtro foi transferido para o
cadinho original, secado em chapa aquecedora e incinerado a cerca de 500°C em mufla até
peso constante. O célculo da porcentagem foi realizado.

Para determinacdo da granulometria, foram pesadas amostras com cerca de 25 gramas
do material vegetal pulverizado e submetidas & passagem através de tamises com abertura de
malha de 850, 500, 425, 250, 150 e 75 um em tamisador Bertel®. Os resultados, obtidos pela
média de trés determinag@es, foram analisados através de histograma de distribuicdo e grafico
das curvas de retencdo e passagem a fim de determinar o didmetro médio das particulas e,

assim, classificar o po.
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6.3 Resultados e Discussao

6.3.1 Prospeccao Fitoquimica

A triagem fitoquimica revelou a presenca de mono e sesquiterpenos, triterpenos e
esteroides, alcaloides, flavonoides, saponinas e cumarinas. Ndo foram encontrados taninos e
antraquinonas (Tabela 2). Os alcaloides, flavonoides e taninos sdo encontrados em grande
maioria nos extratos da planta enquanto que, saponinas esterdis, triterpenos e cumarinas sao
encontrados com menor frequéncia (AKINYEMI et al., 2005; RASHMI; RAJKUMAR, 2011,
ONUOHA et al., 2013; KANYANGA et al., 2014; ODELEYE et al., 2014).

Miranda e colaboradores (2013) em prospeccéo fitoquimica do extrato etandlico de A.
conyzoides descrevem um perfil fitoquimico muito parecido com o aqui descrito, onde
demonstraram a presenca de alcaloides, cumarinas, flavonoides, triterpenos e esterdis e
saponinas. Além desses metabdlitos, esses autores encontraram ainda a presenca de
compostos fenolicos, acucares, naftoquinonas e taninos.

No entanto ndo foram encontrados na literatura a presenca de mono e sequiterpenos
para nenhum tipo de extrato das folhas de A. conyzoides o que diverge com a identificacdo
realizada no presente trabalho.

O extrato de éter de petrdleo de Ageratum conyzoides revelou a presenca de friedelina
(triterpeno), sitosterol e estigmasterol (esterois) (HUI; LEE, 1970). Apesar da maioria dos
estudos sobre a planta se concentrarem no 6leo essencial, existem alguns trabalhos baseados
na prospecgdo fitoquimica de extratos. Por exemplo, Bosi et al. (2013) e Lorenzi e Matos
(2002) encontraram alcalbides pirrolizidinicos no extrato das partes aéreas em floracéo e ndo
floracdo. Varios flavonoides e flavonas metoxiladas ou ndo foram identificadas em extratos
das folhas de A. conyzoides (ADESOGAN; OKUNADE, 1979; VYAS; MULCHANDANI,
1986; GONZALEZ et al., 1990; NOUR et al., 2010). Gonzalez et al. (1990) identificaram no
extrato hexanico das partes aéreas, cromonas, sitosterol, sesamina (lignina), oxido-cariofileno,
precoceno | e precoceno Il. Castro et al. (2004) destacam que entre os constituintes fixos
encontrados nesta planta foram identificados esterdis, quercetina (flavonoide), campferol,
glicosidios do campferol, acidos cafeicos (composto fendlico), fumarico e varias flavonas

polimetoxiladas.
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Tabela 2 — Prospeccéo fitoquimica do extrato metanolico das Folhas de Ageratum conyzoides
L.

Metabolitos Ext. MeOH
Alcaloides +
Antraquinonas -
Cumarinas +
Flavonoides +
Mono e Sesquiterpenos +

Taninos Condensados -
Taninos Hidrolisaveis -
Triterpenos e Esteroides +

Saponinas +

Ext. MeOH: extrato metanélico; - Ausentes; + Presentes;

6.3.2 Caracterizacdo Fisico-quimica

A matéria estranha presente no p6 das folhas de A. conyzoides, para determinar
contaminacdo da matéria prima vegetal, apresentou uma média de 0,20% (+0,02), estando em
conformidade com o limite maximo de 2% m/m especificado pela Farmacopeia Brasileira V
(2010).

A perda por dessecacdo € um indicativo do teor de substancia(s) volatil(eis) de
qualquer natureza, além da umidade residual. A determinacdo da quantidade de gua presente
nas drogas vegetais constitui um indice que ird determinar a qualidade da sua preparacdo e
permite a garantia de sua conservacdo. E importante a determinacéo da perda por dessecacéo
ja que o excesso de agua propicia um descontrole da estabilidade microbioldgica,
suscetibilidade ao desenvolvimento de fungos e bactérias e a estabilidade quimica,
possibilidade de hidrélise dos constituintes. O baixo conteudo de umidade, por sua vez, indica
gue houve eficiéncia durante o processo de secagem e que o material € estavel (SHARAPIN,
2000; SOUZA et al., 2003;). Além disso, este parametro pode fornecer dados sobre o
rendimento de extragao.

O material vegetal apresentou teor de umidade de 12,1% (+0,03) que encontra-se
dentro dos valores estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira V (2010), que determina valores
de umidade de 8 a 14%, indicando uma boa conservacao e uma secagem eficiente da matéria-

prima vegetal.
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A determinagédo do teor de cinzas totais foi realizada com o objetivo de se conhecer
valores de cinzas fisiologicas para a planta (parte usada: folhas). Os constituintes ou
contaminantes obtidos por incineracdo destacam-se carbonos, cloretos e diversos tipos de
oxidos (COSTA, 2001). Essa informacdo pode detectar ou prevenir a adulteracdo ou
contaminagdo por impurezas inorganicas ndo volateis que podem estar presentes (FARIAS,
2004). Ja a determinacdo de cinzas insollveis em &cido tem como objetivo verificar a
presenca de silica e constituintes silicicos na droga vegetal, tais como terra ou areia
(ANVISA, 2010; COUTO et al., 2009). Os resultados encontrados na determinacao de cinzas
totais e insoltveis em &cido das folhas de A. conyzoides foram, respectivamente, 9,8% (+0,04)
e 1,7% (x£0,03). Os valores obtidos nestes ensaios sugerem que a amostra vegetal ndo possui
excesso de contaminantes inorganicos visto que estdo abaixo do limite de 14% estabelecido
nas monografias de diversas drogas vegetais contidas na Farmacopeia Brasileira V (2010).

A determinacdo da granulometria da droga vegetal permite a relagdo com um
parametro da eficiéncia da extracdo, mais particulas muito finas impedem a absorcdo do
liquido extrator e diminuem a eficiéncia da extracdo. Ja particulas de alta granulometria ndo
apresentam superficie de contato, também diminuindo a eficiéncia de extracdo (MIGLIATO
et al. 2007; MARQUES et al, 2012). Assim, pela anélise do histograma de distribuicdo
granulométrica (Figura 1) é possivel verificar que as particulas do p6 de A. conyzoides
encontram-se predominantemente no tamis de malha 250 um (33,27%). O tamanho médio das
particulas, 250 um, pode ser visualizado através do ponto de interse¢do das curvas de retengao
e passagem representadas na Figura 2. Uma vez que menos de 40 % do p6 passou pelo tamis
com abertura nominal de malha de 150 um, ele foi classificado como moderadamente grosso,
segundo a Farmacopeia Brasileira V (2010). Pés de tamanho maior, como o0s desta
classificacdo, favorecem as extracdes, pois particulas muito finas podem aderir as particulas
maiores, aumentando a viscosidade do meio e criando uma barreira que impeca a penetracao
de solventes (VOIGT; BORNSCHEIN, 1982).
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Figura 1 — Histograma de distribuicdo granulométrica das folhas de Ageratum conyzoides L.
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Figura 2 - Curvas de retencdo e passagem das folhas de Ageratum conyzoides L.
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A caracterizacdo fisico-quimica da matéria prima vegetal € necessaria para que ocorra

uma garantia do controle de qualidade. Pois & importante que a droga vegetal mantenha-se

estabilizada, de modo que garanta a reprodutibilidade do processo através dos critérios de
aceitacdo da qualidade exigidos pela RDC N° 26, de 13 de maio de 2014 (BRASIL, 2014).
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Dessa forma, o trabalho contribui de forma positiva para garantia da qualidade do
material vegetal da espécie Ageratum conyzoides que demonstra a presenca de classes de
metabolitos importantes como flavonoides, cumarinas, saponinas, triterpenos e esterois, mono
e sesquiterpenos além de alcaloides ao que pode-se associar a diversidade de acao bioldgica
da planta. Além disso, através do perfil fisico-quimico se estabelece um controle da qualidade
e certifica-se a homogeneidade e eficiéncia dos processos de secagem, extracdo e

pulverizacdo da droga para que a mesma possa ser usada como material vegetal.
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7 CONCLUSOES

Com o levantamento bibliografico foi possivel observar que Ageratum conyzoides L. é
amplamente utilizada na medicina popular em diversas regides do mundo ja que é uma planta
bem distribuida nos mais diversos territorios. Existem inimeros estudos sobre suas atividades,

onde a principal atividade bioldgica é a inseticida seguida da antimicrobiana.

A descricdo anatomica realizada de toda a planta contribui para identificacdo correta da
espécie, auxiliando na diferenciacdo com as demais espécies. Estdbmatos anisociticos e
anomociticos dispostos em células epidérmicas de contorno sinuoso, tricomas tectores em
ambas as faces e glandulares na face adaxial e o contorno da nervura principal da folha,
biconvexo, foram as principais caracteristicas para distinguir Ageratum conyzoides de A.

fastigiatum que dentro do género Ageratum sdo as espécies mais proximas.

O dleo essencial tido como principal metabdlito secundario, apresentou um rendimento
moderado comparado com estudos anteriores. E 0s constituintes majoritarios, os ja citados na
literatura, Precoceno I ¢ II ¢ B-cariofileno. Demonstrou ainda, atividade antifingica frente as
diferentes espécies de Candida, com concentracdes inibitorias minimas que vdo de 2.22

mg/mL a 4.4 mg/ml.

A prospeccgdo fitoquimica de A. conyzoides revelou a presenca de classes de metabolitos
importantes como flavonoides, cumarinas, saponinas, triterpenos e esterois, mono e
sesquiterpenos além de alcaloides o que pode-se associar a variedade de acdo bioldgica da

planta a essa diversidade de metabolitos.

Quanto ao perfil fisico-quimico, os parametros encontrados servem de base para se
estabelecer um controle da qualidade e certificar a homogeneidade e eficiéncia dos processos
de secagem e pulverizacao da droga. O p6 foi classificado como moderadamente grosso o que
traz vantagens com relacdo a solubilidade da droga. O teor de umidade, cinzas totais e

insollveis encontram-se dentro dos padrdes estabelecidos pelos compéndios oficiais.

Dessa forma, com a caracterizacdo botanica, fitoquimica e fisico-quimica e atividade
antifungica para Candida confirmada, A. conyzoides pode ser considerado um material
vegetal com potencial para a elaboracdo de novos antifungicos topicos contra candidiase, que
é uma das principais infeccbes por fungos e que apresentam indices de resisténcia

preocupantes para a classe médica e cientifica.
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