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Ata da defesa de dissertacdo da Mestranda Catarina Michelle de Oliveira
Ferreira, realizada em 24 de fevereiro de 2006, como requisito final para obtengéao
do titulo de Mestre em Bioquimica.

As 09:10 horas, do dia 24 de fevereiro de 2008, foi aberto, no Auditério Prof
Marcionilo de Barros Lins — Depto. de Biogquimica/CCB/UFPE, ¢ ato de defesa de
dissertagdo da mestranda Catarina Michelle de Oliveira Ferreira, aluna do Curso
de Mestrado em Bioquimica/CCB/UFPE. Iniciando os trabalhos a Profa. Dra.
Patricia Maria Guedes Paiva, Vice-Coordenadora do Curso supra citado, fez a
apresentagdo da aluna, de sua orientadora Profa. Dra. Maria da Paz Carvalho da
Silva e da Banca Examinadora composta pelos professores doutores: Maria da
Paz Carvalho da Silva, na qualidade de Presidente, Nicacio Henrigue da Silva,
ambos do Depto. de Bioquimica/CCB/UFPE, Mara Teresa Jansem de Almeida
Catanho, do Depto. de Biofisica e Radiobiologia/CCBUFPE e Glicia Maria Torres
Calazans, do Depto. de Antibioticos/CCB/UFPE. Apos as apresentacdes, a Profa.
Dra. Patricia Maria Guedes Paiva passou a palavra para a Sra. Presidente que
convidou a aluna para a apresentacdo de sua dissertacdo intitulada: “Estudo
Quimico, Fisico-Quimico e Farmacolégico dos Carboidratos Presentes no
Fitoterapico (Xarope Melxi®)”, e informou que de acordo com o Regimento
Intemo do Curso, a candidata dispde de até 50 (cinquenta) minutos para
apresentagdo do trabalho e o tempo de argligdo para cada examinador,
juntamente com o tempo gasto pelo aluno para responder as perguntas sera de 30
(trinta) minutos. A aluna procedeu a explanagdo e comentarios acerca do tema em
30 minutos. Apés a apresentacdo da mestranda, a Sra. Presidente convidou a
Banca Examinadora para ocupar seus lugares e passou a palavra ao primeiro
examinador, Profa. Dra. Glicia Maria Torres Calazans que agradeceu o convite,
fez alguns comentérios e deu algumas sugestdes, iniciando sua arguicdo. Ao final,
a referida professora deu-se por satisfeita. Dai a Sra. Presidente passou a palavra
para a Profa. Dra. Maria Teresa Jansen de Aimeida Catanho, que agradeceu o
convite, fez alguns comentéarios e deu algumas sugestdes, iniciando sua arguico.
Ao final, a referida professora deu-se por satisfeito. Em seguida, a Sra. Presidente
passou a palavra para o Prof. Dr. Nicacio Henrique da Silva, que agradeceu o
convite, fez alguns comentarios e sugestdes, e iniciou sua arglicdo. Ao final, o
referido professor deu-se por satisfeito. Em seguida, a Sra. Presidente usou da
palavra para tecer alguns comentérios, agradecer a Banca Examinadora e
parabenizar a candidata. Finalmente, a sessdo foi suspensa para proceder ao
julgamento pela Banca Examinadora, a qual se reuniu na Secretaria do Curso.
Apoés alguns comentarios, a Banca decidiu, por unanimidade, conceder a mengéo
“Aprovada com distingdo”. Nada mais havendo a tratar, lavrei a presente ata
que vai assinada por mim, Secretario, e demais membros da Banca Examinadora.
Recife, 24 de fevereiro de 2006. 1 )¢, (r /o ncdih
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RESUMO

Melxi® é um fitoterapico produzido e comercializado pelo Laboratério Hebron.
Composto basicamente por mel e abacaxi (Ananas comosus), o qual é usado
como expectorante e fluidificante das secreg¢des brénquicas e das vias aéreas
superiores. O mel de abelha possui uma excelente qualidade nutricional
(vitaminas, minerais, valor energético elevado) e propriedades medicinais (agcéo
antioxidante e antisséptica). Dentre os acgucares existentes no mel, os
monossacarideos constituem a maior parte, variando de 85% a 95% da sua
composi¢cdo. O abacaxi n&do € fruta caldrica, mas seu conjunto contém altas
porcentagens de vitaminas A, B e C, assim como carboidratos, sais minerais e
fibras, é fonte da enzima proteolitica bromelina, desta forma sendo excelente
adjuvante da digestdo. O presente trabalho objetivou analise os carboidratos
presentes no Melxi®. O fitoterapico foi tratado com acetona para deslipidagao e
submetido a protedlise usando a enzima papaina. Os carboidratos extraidos
foram analisados e caracterizados por dosagens espectrofotométricas,
cromatografias de papel, camada delgada e de alta eficiéncia (HLPC),
utilizando a coluna aminex HPX 87C da BioRad, fase movel a agua, velocidade
de fluxo constante de 0,6 mL minuto™, detecgdo por indice de refracdo e a
temperatura de 85°C. A amostra apds protedlise apresentou uma
contaminacgao protéica inferior a 10ug/mL. Nao foi identificada a presencga de
flavandides na amostra de carboidratos extraida. A quantidade de agucares
neutros variava em torno de 5,4 mg/ml. As cromatografias de papel e camada
delgada revelaram os seguintes carboidratos: sacarose, sorbitol, frutose,
maltose, melezitose e glicose. E através da analise cromatografica por HPLC
foram observados 4 picos, correspondentes aos seguintes agucares:
melezitose, sacarose, glicose e frutose. As Amostras do Melxi analisadas
apresentaram atividade antimicrobiana frente aos microrganismos E. coli,
Streptococcus sp e Pseudomonas aeruginosa. Observou que na atividade
antiinflamatoria o produto na dose de 1000 mg / Kg apresentou um percentual
de redugao de 57,72, uma inibicdo melhor que o AAS (padrao). Concluindo que
o Fitoterapico (Melxi®) possui importantes carboidratos na sua composigéo

com valiosas agdes farmacolégicas.



ABSTRACT

Melxi® syrup is a phytotherapic produced and commercialized by Hebron
Laboratory. It is basically composed by honey and pineapple pulp (Ananas
comosus) which is used as expectorant and mucolytic agent. The honey
possesses an excellent nutritional quality (vitamins, minerals, high energetic
value) and medical properties (antioxidant and antiseptic activities).
Monosaccharides constitute the major part among the sugars found in the
honey, varying from 85% and 90% of its composition. Pineapple is not a caloric
fruit however it contains high percentage of vitamins A, B and C, and also
carbohydrates, mineral salts and fibres. It is the source of the enzyme
bromelain, which is an excellent auxiliary for digestion. The objective of this
work was analyse the carbohydrates present in the Melxi. The phytotherapic
was treated with acetone for delipidation and subjected to proteolise by using
the enzyme papain. The carbohydrates extracted was chemically and
physicochemically analysed by spectrophotometry, paper chromatography, thin
layer chromatography and high performance liquid chromatography (HPLC).
Samples after proteolise presented a protein contamination lower than
10ug/mL. The presence of flavonoids was not identified in the carbohydrate
extracted. The content of neutral sugars was around 5.4 mg/mL. Paper and thin
layer chromatografies revealed the following carbohydrates: sucrose, sorbitol,
fructose, maltose, melezitose and glucose. In the HPLC chromatograms were
observed four peaks corresponding to melezitose, sucrose, glucose and
fructose. Melxi syrup samples showed antimicrobial activity by inhibiting the
Escherichia coli, Streptococcus sp and Pseudomonas aeruginosa growth. In the
anti-inflamatory activity it was observed 57.72% of reduction inflammation in the
mouses which was higher than by using AAS as standard. Then It can conclude

that Melxi contains important carbohydrates with pharmacological activities.



1. INTRODUCAO

1.1 A Indastria de Medicamentos e a Fitoterapia

A industria Farmacéutica mundial tem um faturamento anual que
ultrapassa os 10 bilhdes de dodlares e o Brasil, se situa entre os dez maiores
consumidores de medicamentos do mundo (FERREIRA, 1998). Encontra-se,
no entanto, embutida nestas cifras, uma significativa demanda reprimida com
apenas 23% da populacdo, consumindo 60% da producdo de medicamentos
(BERMUDEZ, 1995). Este fato vem reforcar a sugestdo da existéncia de uma
cultura popular historicamente voltada para utilizagdo da medicina caseira,
onde a Fitoterapia se apresenta como recurso consideravel, as vezes, no alivio
para os mais diversas doengas.

No Brasil, estima-se que o mercado de fitoterapicos tenha alcangado em
2001 a casa dos US$ 550 milhdes, o que representa um crescimento de 10%
em relagdo ao ano de 2000. Levando em consideragdo o saber popular, na
tentativa de suprir a falta de recursos financeiros para o setor saude, implantou-
se em 1983, na cidade de Olinda (Pernambuco-Brasil), o primeiro programa de
fitoterapia em Servico de Saude Publica. Este serviu de estimulo a outros
projetos, e hoje ha varios programas de destague em muitos municipios ou
Estados. Nesta sua revitalizagao, porém a fitoterapia abandona rapidamente
seu empirismo inicial, agora se apresentando respaldada por um crescente
numero de pesquisas e estudos, dando conta de constituintes quimicos ativos
e de novas tecnologias, o que poderia ser traduzido como uma sintese da
relacdo dialética entre o saber popular e o conhecimento cientifico (ARAUJO,
2000).

O xarope fitoterapico (Melxi) produzido e comercializado pelo laboratoério
Hebron S.A. é composto basicamente por mel de abelha e polpa de abacaxi
(Ananas comosus), o qual tem sido administrado como expectorante e

fluidificante.

1.2 CARBOIDRATOS
Os carboidratos ocupam uma posi¢do importante na quimica do

processo vital. Estes compostos sdo formados nas plantas, a partir da



fotossintese, e constituem o principal produto do processo pelo quais as
moléculas inorganicas e a energia solar € incorporada aos seres vivos. O
carboidrato celulose, um polimero de massa molecular elevadas, constituido de
unidades de glicose, € um importante componente estrutural das plantas. Nos
animais, o metabolismo dos carboidratos € uma das fontes de energias mais
relevantes. Glicidios (ou carboidratos, ou sacarideos) sdo compostos aldeidicos
ou cetbnicos com multiplas hidroxilas. Constitui a maior parte da matéria
organica na terra, devido a suas multiplas fungbes em todas as formas de vida.
O termo carboidrato refere-se a sua formula minima Cn(H>O)n que aparenta
ser constituido de carbono e agua, mas ha excegdes de carboidratos sem essa
féormula. Os termos glicidios e sacarideos, do grego Glycis e do latim
scasharum, que significa doce, também sdo imprecisos, pois nem todos séo
doces e ha substancias doces ndo glicidicas (STRYER, 2002).

Os carboidratos representam a maior porcdo de matéria seca do mel, sendo
responsavel por suas qualidades e propriedades fisicas: viscosidade
propriedades térmicas, higroscépicas, granulométricas, valor energético e
atividade antibacteriana (CRANE, 1975, 1990; WHITE JUNIOR, 1979).

Dentre os agucares existentes no mel, os monossacarideos constituem a
maior parte, variando de 85% a 95% da sua composicdo (HORN; DURAN;
CORTOPASSI-LAURINO et al 1996.).

A fracdo monossacaridica do mel é composta basicamente pelos
agucares simples frutose e glucose. A presenca desses monossacarideos no
mel foi descrita em uma série de trabalhos. Em 1954, por exemplo, 21 fontes
de mel que representavam 19 fontes florais diferentes foram analisadas através
de cromatografia de adsor¢cdo seletiva e de métodos analiticos descritos
anteriormente na literatura (p.ex. polarimetria). Os resultados obtidos
demonstraram que a fragdo monossacaridica desses méis consistia de glicose
e frutose. Em 1975 foi descrito um método simples para a detecgdo e
quantificacdo da frutose e da glicose em amostras de mel empregando-se a
cromatografia gasosa — CG (WOOD; SIDDIQUI & WEISZ; 1975). A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) também pode ser empregada de
modo eficaz para a analise dos dois monossacarideos em questéo (FOLDHAZI
& COSTA, 1994; ALBUQUERQUE; TRUGO; QUINTEIRO et al, 1999).



Em alguns trabalhos constatou-se a presenca de outros
monossacarideos, mas encontrados em pequena proporgao e relacionados
com a origem floral do mel: xilose, ribose, arabinose, manose, galactose
(CRANE, 1975, 1990; SWALLOW & LOW, 1990; ASTWOOD LEE & MANLEY-
HARRIS, 1998).

Alguns autores verificaram varios di-e-trissacarideos, tais como:
sacarose, trealose, maltose, isomaltose e rafinose (quantidade total inferior a
10%) entre os tipos de mel (MOHAMED, AHMED & MAZID et al, 1982; LOW &
SPORNS, 1988; SABATINI, PERSANO-ODDO, PIAZZA et al., 1989;
FOLDHAZI, 1994; GOODBALL, DENNIS, PARKER et al., 1995). Em estudos
recentes, verificou-se a presenga de alguns dissacarideos que nao ultrapassa
4% na composigdo total dos carboidratos do mel: trealose, kojibiose,
isomaltose, maltose entre outros, dos quais sao encontrados dependendo do
tipo de agucares presentes nas plantas que contribuem para formagao do mel
(CRANE, 1975, 1990; SWALLOW & LOW, 1990, 1994; SERRA BONVEHI &
VENTURA-COLL, 1995; ASTWOOD, LEE & MANLEY-HARRIS, 1998).

Dentre os dissacarideos a sacarose representa 2 a 3% dos
carboidratos. Ela pertence aos oligossacarideos e resultam em dois
monossacarideos, frutose e glicose, ao sofrer hidrolise pela agdo de acidos
diluidos ou enzimas (invertase) (VIDAL & FREGOSI, 1984).

1.3 MEL

O mel é um produto viscoso, adocicado e geralmente de aroma
agradavel, apreciado, segundo alguns relatos, desde a Grécia antiga
(DUSTMANN et al, 1993) Sua qualidade nutricional (vitaminas, minerais, valor
energético elevado), suas propriedades medicinais: acao antioxidante e
antisséptica relacionada aos compostos fendlicos e suas propriedades
sensoriais tem atraido milhares de consumidores (ZUMLAI & LULAT, 1989).

O mel tem sido utilizado como um agente antibacteriano para o
tratamento de feridas, desde os tempos mais remotos. Nos nossos dias, parece
ser visto como uma alternativa a utilizagdo dos antibidticos que, neste
momento, estdo a causar preocupacao devido ao aparecimento de bactérias
resistentes (HENRIQUES, 2004).



O mel é reconhecido, desde os primordios da civilizacdo, pelas suas
propriedades medicinais freqientemente, os méis de melato sao classificados
em 2 tipos: aqueles ricos em melezitose que sado sujeitos a granulagao, e os
ricos em erlose que ndo sofrem granulagdo. A fragdo monossacaridica do mel
€ composta basicamente pelos agucares simples frutose e glicose (MOREIRA,
2001).

Referéncias a sua utilizagdo na medicina tradicional foram encontradas
em papiros egipcios de ha 10 000 anos. Os registros que mencionam a
utilizacdo deste produto como medicinal, referem a sua utilizagdo para o
tratamento de diversas doencgas, que variam desde as anemias, ulceras de
estbmago, feridas, queimaduras, a problemas oftalmicos (HENRIQUES, 2004).

Como o mel é resultado da desidratacédo e transformacido do néctar, a
quantidade de mel que pode ser obtida de uma determinada planta varia com
os fatores que influenciam a produgdo e a concentragao do néctar e, ainda,
com as concentragdes e proporgdes de seus carboidratos, com a quantidade
de flores da area e com o numero de dias em que as flores estdo secretando o
néctar (CRANE, 1990.). A composigdo do mel depende, basicamente, da
composicao do néctar de cada espécie vegetal produtora, conferindo-lhe
caracteristicas especificas enquanto que as condigdes climaticas e o manejo
do apicultor tém influéncia menor (WHITE, 1978).

O conteudo de agua no mel é uma das caracteristicas mais importantes,
influenciando diretamente na sua viscosidade, peso especifico, maturidade,
cristalizagdo, sabor, conservacdo e palatabilidade. A agua presente no mel
apresenta forte interagdo com as moléculas dos agucares, deixando poucas
moléculas de agua disponiveis para os microrganismos (VERISSIMO, 1987). O
conteudo de agua do mel pode variar de 15% a 21%, sendo normalmente
encontrados niveis de 17% (MENDES & COELHO, 1983). Apesar de a
legislagdo brasileira permitir um valor maximo de 20%, valores acima de 18% ja
podem comprometer sua qualidade final. Entretanto, niveis bem acima desses
valores ja foram encontrados por diversos pesquisadores em diferentes tipos
de mel (CORTOPASSI-LAURINO & GELLI, 1991; COSTA, ALBUQUERQUE,
TURGO et al., 1989; AZEREDO, 1999; SODRE, 2000; MARCHINI, 2001).

Os componentes menores do mel, como os materiais flavorizantes

(aldeidos e A&lcoois), pigmentos, &acidos e minerais, influenciam



consideravelmente nas diferengas entre tipos de mel. SABATIER et al. (1992)
detectaram alguns flavondides presentes no mel de girassol (conhecidamente
rico em flavondides).

Dentre as inumeras propriedades medicinais atribuidas ao mel pela
medicina popular e que vém sendo comprovadas por inumeros trabalhos
cientificos, sua atividade antimicrobiana talvez seja seu efeito medicinal mais
ativo, sendo que nao apenas um fator, mas varios fatores e suas interacdes
sd0 o0s responsaveis por tal atividade (SATO et al., 2000).

Segundo ADCOCK (1962), MOLAN (1992) E WAHDAN (1998), os
responsaveis por essa habilidade antimicrobiana sao os fatores fisicos, como
sua alta osmolaridade e acidez, e os fatores quimicos relacionados com a
presenga de substancias inibidoras, como o perdoxido de hidrogénio, e
substancias volateis, como os flavondides e acidos fendlicos.

De maneira geral, destinam-se ao mel inumeros efeitos benéficos em
varias condi¢des patologicas.

Propriedades antissépticas, antibacterianas também sado atribuidas ao
mel, fazendo com que ele seja utilizado como coadjuvante na area terapéutica
em diversos tratamentos profilaticos (STONOGA & FREITAS, 1991). Sua
propriedade antibacteriana ja foi amplamente confirmada em diversos trabalhos
cientificos (ADCOCK, 1962; WHITE & SUBERS, 1963; WHITE, SUBERS &
SCHEPARTZ, 1963; SMITH et al., 1967; DUSTMANN, 1979; MOLAN et al.,
1988; ALLEN, MOLAN & REID, 1991; CORTOPASSI-LAURINO & GELLY,
1991), como também sua agao fungicida (EFEM et al., 1992), cicatrizante
(BERGMAN et al., 1983 e EFEM, 1988; GREEN, 1988 e GUPTA et al., 1993) e
promotora da epitelizagcdo das extremidades de feridas (EFEM, 1988).

Popularmente, ao mel ainda se atribuem outras propriedades como
antianémica, emoliente, antiputrefante, digestiva, laxativa e diurética
(VERISSIMO, 1987).

Atualmente alguns paises, como a Francga e a Italia j4 vém objetivando a
producdo de mel com propostas terapéuticas especificas, como nos

tratamentos de ulceras e problemas respiratérios (YANIV & RUDICH, 1996).



1.4 ACAO FARMACOLOGICA

Uma ampla variedade de produtos naturais tem sido utilizada no
tratamento de feridas pela facilidade de utilizag&do, inocuidade, baixo custo e
poder bactericida ou bacteriostatico. Entre eles destaca-se o mel (MATHEWS &
BINNINGTON, 2002).

As propriedades antibacterianas do mel foram associadas com a
producao de peroxido de hidrogénio a partir da glicose, da presenga de uma
substancia termolabil denominada inibina, da capacidade higroscépica do baixo
valor de pH (EFEM, 1988; SUBRAHMANYAM, 1996; LIPTAK, 1997;
MATHEWS & BINNINGTON, 2002). Outras vantagens clinicas do mel incluem
a acado antiinflamatoria, a auséncia de efeitos adversos na cicatrizagdo, a
reducdo de edema, a quimiotaxia de macréfagos e a ndo-aderéncia (LIPTAK,
1997; DUNFORD COOPER, MOLAN et al., 2000). Segundo LIPTAK, (1997), as
feridas tratadas com mel mostram pouca infiltragdo neutrofilica e proliferagao
marcada de angioblastos e fibroblastos. No entanto, conforme a fonte da planta
(néctar) e processamento pode haver variagdo da atividade antibacteriana e
eficacia clinica (GREENWOOD, 1993; DUNFORD, COOPER, MOLAN et al,
2000; MATHEWS & BINNINGTON, 2002). DUNFORD, COOPER, MOLAN et
al. (2000) afirmaram que, por nao ser esterilizado, o mel para consumo néao é
recomendado para uso em feridas. Ao avaliarem o mel comercial ndo fervido e
solugéo fisiolégica no tratamento de feridas em ratos, BERGMAN, YANAI,
WEISS et al. (1983) concluiram que, histologicamente e pela mensuragao do
tamanho das lesdes, o mel acelerou o processo de cicatrizagao.

NDAYISABA, BAZIRA, HABONIMANA et al. (1993), ao empregarem o
mel em feridas de varias origens em 40 pacientes humanos, obtiveram cura em
88% dos casos. Alguns microrganismos foram encontrados na ferida ao final da
cicatrizagdo, mas nao interferiram no processo de cura.

Nove criangas com feridas pos-cirurgicas infectadas crbnicas e sem
sucesso com o0s meétodos convencionais, foram tratadas por VARDI et al.
(1998), com mel comercial ndo processado. Observou-se acentuada melhora
clinica apds cinco dias do tratamento, com cicatrizacdo completa apos 21 dias
e sem sinais de reacao adversa.

Um total de 104 casos de queimaduras superficiais em humanos foi
estudado por SUBRAHMANYAM (1991), para avaliar a eficiéncia do curativo



com mel ndo processado coberto com gaze estéril e bandagem ou tratamento
com sulfadiazina de prata impregnada em gaze. Das feridas tratadas com mel,
87% cicatrizaram dentro de 15 dias contra 10% do outro grupo. Entre outras
vantagens encontramos o alivio da dor, a menor incidéncia de cicatriz
hipertréfica e contratura, o baixo custo e a facil disponibilidade do produto.

SUBRAHMANYAM (1991) sugere que o mel é eficaz para o tratamento
de feridas da queimadura porque: 1) impede a infec¢do por causa de sua
atividade antibacteriana ou propriedade bacteriostatica (isto é, inibe o
crescimento de bactérias gram-negativas e gram-positivas). 2) fornece uma
barreira viscosa a invasao fluida da perda e da ferida pelas bactérias que
impedem assim a infec¢gdo. 3) absorve o liquido do edema (pus) que limpa
desse modo a ferida. 4) reduz a dor e a irritagdo e elimina o cheiro ofensivo.

A atividade antibacteriana do mel é parcialmente devido a seus efeitos
osmotico (MOLAN, 1992). As bactérias que causam a infecgdo séo incapazes
de sobreviver no mel porque se tornam desidratadas. MOLAN (1992) comparou
a atividade antibacteriana do mel natural as solugdes artificiais (isto €, solu¢des
supersaturadas do mel dos agucares da mesma propor¢do que aqueles no
mel). Os resultados mostraram que estas solugdes artificiais do mel nao
tiveram o0 mesmo grau de atividade antibacteriana que o mel natural, indicando
que a remogao da agua das bactérias foi importante.

A presenca do peroxido de hidrogénio gerada pela atividade enzimatica
da glucose oxidase na glucose no mel diluido contribui também para sua
atividade antibacteriana (MOLAN, 1992). Porque o perdxido de hidrogénio gera

os radicais livres altamente reativos que reagem e matam bactérias.

1.5 ACAO ANTIINFLAMATORIA

A resposta inflamatéria aguda €& caracterizada por um aumento a
permeabilidade vascular e infiltracdo celular que conduz a formagao do edema,
em consequéncia o extravasao do liquido e as proteinas e a acumulacido dos
leucécitos no local inflamatério. O edema da pata do rato € um teste
extensamente usado para determinar a atividade antiinflamatéria, e foi
caracterizado inteiramente no passado (DI ROSA et al ., 1971a, 1971b ; 1972).

Mais recentemente, mostrou-se que Cox-2 (cicloxigenase-2) alcanga a

expressdo maxima 1 h da injecdo local da carraginina (NANTEL, DENIS,
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GORDON et al .1999). O edema da pata do rato vem sendo usado cada vez
mais para testar drogas antiinflamatérias novas e estudar os mecanismos
envolvidos na inflamagéo. Encontramos que ha principalmente trés artigos que
sédo citados extensamente, que € LEVY (1969) ; SUGISHITA AMAGAYA,
OGIHARA. (1981) ; HENRIQUES, SILVA, MARTINS et al (1987) .

LEVY em 1969 descreveu que a injegdo do carraginina 1% na pata do
rato causa um edema similar. Aproximadamente 12 anos mais tarde,
SUGISHITA, AMAGAYA S., OGIHARA et al (1981) caracterizaram mais a fase
aguda do edema da pata do rato usando o carraginina 3%. HENRIQUES et al
(1987) mostraram que a injecdo do carraginina na pata do rato induz um
edema bifasico. A primeira fase € caracterizada por um edema de pouca
intensidade, enquando a segunda fase se da apds 24 h, apresentando um

edema mais pronunciado com um efeito maximo entre 48 e 72 h.

1.6 ABACAXI

O abacaxi (Ananas comosus) pertence a familia bromeliaceae e tem
origem na América Central e México. O fruto possui varias caracteristicas,
como: € um conjunto dos pequenos frutos que constituem a estrutura de forma
ovoide do abacaxi. Na sua porcdo superior forma-se uma "coroa" de folhas
duras, de coloracédo verde intensa denominada bracteas. A haste interna do
abacaxi € envolta pela suculenta polpa que é comestivel. Considerando-se o
abacaxi um auténtico fruto das regides tropicais e subtropicais, altamente
consumido em todo o mundo, tanto ao natural como na forma de produtos
industrializados, era de se esperar que o Brasil tivesse uma participagcdo mais
efetiva no mercado internacional deste fruto (CARVALHO & BOTREL, 1996).
Sabe-se, entretanto, que o pais esta muito aquém do que é capaz de produzir
(ABREU, CARVALHO & GONCALVES, 1998).

A maior parte da exportacao brasileira de abacaxi se da na forma de
fruta fresca, exigindo cuidados especiais na fase de colheita, pds-colheita, e,
particularmente, no transporte, o qual deve ser realizado sob refrigeracao
(CARVALHO & BOTREL, 1996).

Para o cultivo, é de preferéncia solo rico em nutrientes, ndo suportando

os encharcados. O plantio é feito no inicio das chuvas desenvolvendo-se bem
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em locais de temperaturas entre 16° e 20° C e livres de geadas. Produz 20 kg
por planta ao ano e frutifica o ano todo, sendo de perfume forte e sabor
variado, ora dulcissimo, ora bastante acido. Esse conjunto de frutos do abacaxi
possui uma polpa refrescante e cheia de caldo. Tais virtudes o recomendam
como fruta que se presta a produgdo de compotas, doces cristalizados, geléias,
sucos, sorvetes, cremes, gelatinas e pudins. No Brasil faz-se também uma
bebida, chamada alua bastante conhecida e apreciada no nordeste: deixam-se
as cascas do abacaxi imersas em agua por alguns dias, até que se processe a
sua fermentacao (SILVA, 2005)

O abacaxi é, seguramente, uma das frutas tropicais mais populares do
mundo, sendo muito utilizada no preparo de coquetéis de espirito festivo, tais
como a mundialmente famosa pina colada, feita com suco de abacaxi e rum.

Os principais produtos da industrializagdo do abacaxi, tanto no Brasil
quanto no exterior, sdo a fruta em calda e suco pasteurizado (simples ou
concentrado) (CANTARELLI, 1982), seguido pela produgdo de geléias e
geleadas. Alguns trabalhos mostram a viabilidade de se produzir etanol de uso
farmacéutico (BAN, KOVADIO, K. G.; KOVADIO, N. et al, 1988), vinhos (LIMA,
1992), acido citrico, vinagre, (DE MARTIN, SOUZA JUNIOR, LARA et al, 1978;
LAVIGNE, 1980; CANTARELLI, 1982; LANCRENON, 1982), amido comercial e
larga utilizagdo na alimentagdo animal (CARVALHO, CUNHA, PAULA et al,
1985).

O abacaxi ndo é fruta cal6rica, mas seu conjunto contém altas
porcentagens de vitaminas A, B e C, assim como carboidratos, sais minerais e
fibras. Além disso, dos restos do abacaxizeiro pode-se extrair a bromelina, uma
enzima nobre que ajuda a decompor proteinas, resultando dessa extragdo um
bagaco consistente que pode ser utilizado como ragdo animal. O Brasil € um
dos maiores produtores mundiais de abacaxi, com mais de 700 mil toneladas
anuais, perdendo, no inicio dos anos 90, apenas para a Tailandia, para as
Filipinas e para a China. As principais plantacbes brasileiras estao
concentradas na regidao Nordeste do pais, em especial no Estado da Paraiba;
no Tridngulo Mineiro; e nos Estados da Bahia e de S&o Paulo, onde os
municipios de Aragatuba e Bauru s&o os lideres (OLIVEIRA & COUTO, 1985).

O abacaxi € uma fruta deliciosa, muito apreciada em todos os paises

tropicais. Sua polpa saborosa é ligeiramente acida, e muito refrescante. Ao



lado das qualidades organolépticas, que o distinguem universalmente, ha o seu
alto valor dietético, comparavel ao das melhores frutas tropicais. Por exemplo,
0 suco de abacaxi € um alimento energético, pois um copo (150 cm3) propicia,
em média, cerca de 150 calorias ao organismo humano. O teor de agucar do
suco varia, em geral, em torno de 12 a 15%, dos quais aproximadamente 66%
sdo de sacarose e 34% de agucares redutores (glicose e frutose) (SILVA,
2005).

O abacaxi contém, principalmente, potassio, além de magnésio e calcio.
As vitaminas presentes sdo muito numerosas. Considera-se o suco de abacaxi
uma fonte de vitaminas: A (0,3mg em 100g de suco), vitamina B1 e uma fonte
aceitavel de vitamina C (8,5mg em 100g em média). E um adjuvante da
digestdo, em virtude de conter a bromelina, uma mistura de enzimas
proteoliticas, que em meio acido ou alcalino ou neutro transforma as matérias
albumindides em proteoses e peptonas (fragmentos resultantes da destruigédo
enzimatica da proteina) (SILVA, 2005).



2. OBJETIVOS
2.1 Geral
Analisar os carboidratos presentes no Melxi e estudar o efeito

farmacologico destes compostos.

2.2 Especifico

o Determinar quantitativamente acucares total e redutores;

e Analisar seus componentes sacaridicos por cromatografias: camada
delgada, papel e liquida de alta eficiéncia (CLAE).

o Determinar a atividade antimicrobiana e antiinflamatoria dos acucares.

3. RELEVANCIA DO TRABALHO

Um aumento significativo do consumo dos medicamentos naturais vem
sendo observado, além de ter sido implantado pelo setor de saude em 1983, na
cidade de Olinda (Pernambuco-Brasil), o primeiro programa de fitoterapia em
Servigco de Saude Publica. O estudo de fitoterapicos € de grande importancia e
relevancia, principalmente no que diz respeito a analise de seus componentes,
ou seja, a agao destes no combate as doengas que sdo tratadas com o
medicamento. O Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da
Universidade Federal de Pernambuco em parceria com o Laboratorio
Farmacéutico Hebron teve como propdsito estudar os componente e,
consequentemente, avaliar os efeitos do medicamento fitoterapico Melxi®.

No caso especifico do Melxi, o estudo dos carboidratos faz-se
necessario, por ser um dos maiores componentes deste fitoterapico, estando
marcadamente presente no mel de abelha. A atividade farmacologica desses
agucares € amplamente conhecida e comprovada, principalmente,
antibacteriana, antiinflamatdria, cicatrizante, etc. Com tudo isso, o estudo dos
carboidratos presentes no Melxi, quanto a sua caracterizagdo e acéao
farmacoldgica dara mais respaldo a sua aplicabilidade no combate as doencas

brénquicas das vias aéreas superiores.
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INTRODUCTION

It is esteemed that in Brazil, the phytotherapic’s market had been
reached the value of US$ 550 milions in 2001, this represents a increase of 10
% in regards to 2000 .

The phytotherapic syrup (Melxi® - Lote: 0406001) produced and
commercialized by Hebron S.A., consists basically of honey bee and pineapple
pulp (Ananas comosus), which has been used as an expectorant and mucolytic
agent.

The carbohydrates have an important position in the chemistry of vital
process. These compounds are produced in the plants by photosyntesis and
constitute the main product of the process by which the inorganic molecules
and the sun energy are incorporated to the life”.

Honey is a viscous product, sweet and generally with a pleasant aroma

appreciates, according some reports, since ancient Greece®. Its nutritional
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quality (vitamin, minerals, high energetic value), its medicinals properties:
antioxidizing and antiseptic action are related to the phenolic compounds and its
sensorial properties have been attracted thousands of consumers®. Popularlly,
it's still attributed to the honey others properties such as: antianemic, emollient,
antiputrefying, digestive, laxative and diuretic®. The honey has been used as an
antibacterial agent to wound’s treatment. In our days, it seems to be seen as an
alternative to the utilization of antibiotics®.

The Pineapple is a delicious fruit, very appreciated in all tropical
countries. Its pulp tasty is lightly acid and very cooling. By the other side, are
their organoleptic qualities that distinguish it universally. It possesses a high
dietetic value which is comparable to the bests tropical fruits. The content of
sugar in the juice varies, in general, around 12 to 15 %, of which, approximately

66% are sucrose and 34 % are reducer sugars (glucose and frutose)’.

MATERIAL AND METHODS

Carbohydrates Extraction

Melxi (200ml) was treated with two volumes of acetone under agitation
during 12 hours for material delipidation. Acetone was decanted and the residue
was placed to dry at 45°C under aeration to obtain the Ketonic powder. Two
volumes of 0.15M NaCl were added to the Ketonic powder and pH was
adjusted to 8.0 with NaOH. The proteolysis of that material was carried out by
using the enzyme papain (15mg per gram of ketonic powder) which was added
and incubated at 50°C overnight. The suspension was centrifuged at 10,000 x g

during 15 minutes. The supernatant obtained was with an acetone volume.

Identification and Quantification of Neutral/Acidic Sugars

Total sugar were estimated by the phenol/sulphuric acid method
according to DUBOIS et al. (1956)%. The hydrolysed fractions (hydrolysed with
2M HCI for 1 hour) were spotted in Whatman N- 1 paper and subjected to two



chromatography systems, the first one with the ethyl acetate: acetic acid:

phormic acid: water (72:12:4:16) v/v/viv.

Protein Determination
Protein content was estimated according to method described by
BRADFORD, (1976)°.

Flavonoids Identification

Samples of 15 ul from CM1 e CM2 were submitted to slender layer
chromatography, the used system was ethyl acetate: acetic acid: phormic acid:
water (100:11:11:26 v/v/v/v), and revealed with 2-aminodiphenylborinate
reagent, proceeded in UV chamber (254 nm). Orange, yellow or green
fluorescent spots were used as a criterion to evidence the presence of
flavonoids, this method was described by MARKHAN, 1982,

Paper Chromatography

Samples were hydrolysed with concentrated HCI for 1, 2 and 4 hours,
and then neutralized with 50% NaOH (p/v). Hydrolysed, no hydrolysed samples
and the standards (glucose, fructose, sucrose and sorbitol) were spotted in
paper Whatman N° 1. The eluting system used in the chromatography was
composed by ethyl acetate: acetic acid: formic acid: water (72:12:4:16 v/v/v/v)
and revealed with silver nitrate in alkaline medium according to MAYER &
LARNER, 1959"".

Thin Layer Chromatography

The material was hydrolysed with concentrated HCI for 1, 2 and 4 h, and
then the hydrolysed samples were neutralized with 50% NaOH (p/v).
Hydrolysed, no hydrolysed samples and the standards glucose, fructose,
sucrose, melezitose, maltotriose, maltose, trealose, celulose and sorbitol were
spotted in silica’s plates, previously pulverized with sodium phosphate 3M. The
eluting system wused in the chromatography was composed by n-
butanol/acetone/phosphate buffer 0,5M, pH=5.0 (4:5:1 v/v/v) and revealed with
DPA 1%/aniline 1%/ phosphoric acid 85% (5:5:1 v/v/v).



High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

The chromatography by HPLC was carried out following these
conditions: aminex column HPX 87C from BioRad at 85°C, water as the mobile
phase, flow rate of 0.6 mL/min, detection by refractive index. Glucose, sucrose,

melezitose, maltotriose, maltose, sorbitol and trealose were used as standards.

Microbiological Assay

Seven microorganisms were used in the evaluation of the antimicrobial
activity such as: Pseudomonas aeruginosa (-) (UFRPE) Staphylococcus aureus
(+) (DAUFPE 01) Corinebacteruim sp (+) (UFPEDA), Bacillus subtilis (+)
(UFPEDA16), Klebsiela sp. (-) (UFPEDA), Escherichia coli (-) (UFRPE) and
Streptococus sp (+) (UFRPE) and all the microorganisms were inoculated in
nutritive agar (Mueller Hinton). In that method, filter papers were saturated with
the drug and applied to the surface of the agar with microorganisms. Sensitivity
and resistance of the microorganisms were determined by size of the growth

inhibition zone in mm according to Grove and Randall, 19952,

Antinflamatory Assay

The anti-inflammatory activity of composites had been determined
according to LEVY, 1969; SIRIVASTAVA et al 2000; SOUZA 2001™ 1% The
test was carried out with three lots of 10 animals, each group using a crescent
concentration of the phytotherapic (Melxi®). Two groups of 5 animals were used
as control, five of them as negative control (saline solution — 0.9% NaCl), and
five as positive control (acetylsalicylic acid - AAS). The inflammation was
induced by using 1% carrageenan (0,1mL) in the subplantar region of the left
posterior leg of each animal used control and test. After 30 minutes, in the
control groups were injected saline solution (negative control) and AAS (positive
control). At the same time, each experimental group received an intra-peritoneal
(IP) dose of 250mg/Kg of weight of carbohydrates extracted from Melxi® for the
first group, a dose of 500mg/Kg and 1000mg/Kg, for the second and the third

experimental groups, respectively.



RESULTS

Two extractions were carried out obtaining different quantities of
carbohydrates by using the same procedures. In the first extraction was
observed a yield aroud to 2.3 g, with protein contamination lower than 10ug/mL.
The content of total and reducer sugar were 1.44 mg/mL and 0.008 mg/mL,
respectivelly. In the second extraction was obtained a yield around 5.8g, the
amount of total and reducer sugar were 4.7mg/mL and 0.02mg/mL,
respectively and with protein contamination lower than 10ug/mL (Table 1).

Flavonoids were not visualized in the material extracted (Figure 1).

Paper descending chromatography revealed the presence of some
carbohydrates in the phytotherapic Melxi®: such as: glucose, frutose, sucrose
and sorbitol (Figure 2).

Thin layer chromatography revealed traces of maltose and melezitose in
no hydrolysed samples (ME1 and MEZ2). Also, in all analysed samples (CM1%/
2h; CM1%/4h; CM1?%; CM2%/2h; CM2%4h and CM2%) it was observed the
presence of glucose, frutose and sucrose (Figures 3 and 4).

In the chromatographic analysis by using HPLC, the samples CM1? and
CM2? revealed the presence of glucose, frutose, sucrose and melezitose.
Pineapple pulp and honey used in preparation of the phytotherapic were also
analysed and the chromatograms showed the presence of glucose and fructose
(Figure 5).

The antibacterial activity of the Melxi® carbohydrates was observed by
the growth inhibition of Escherichia coli, Streptococcus sp. and Pseudomonas
aeruginosa microorganisms (Table 2).

The antiinflamatory activity in the dose of 1000 mg/kg presented a mouse
paw edema reduction of 57,72%, which was better than that one presented by

using AAS as positive control (Figure 6).

Discussion
In the experiments realized, the amount and varieties of carbohydrates

present are according with the sugars found in honey and pineapple. It was also

observed the presence of the monosaccharides in higher quantity as the main



sugars presents in honey, which are in majority, varying from 85% to 95% of its
composition'®.

The high performance liquid chromatography has been used as an
effective way to detection and analysis of monossacarides and dissacarides. In
previous works was related the detection and quantification of frutose and
glucose in honey samples by using the same procedure " 2.

Di and trisaccharides were identified in the analysed Melxi® samples
such as: sucrose, maltose and melezitose. Some authors also detected di and
trisaccharides in honey as: sucrose, trealose, maltose, isomaltose e rafinose
(total amount lower than 10%) in different types of honey' ?* 2", Recent studies
were demonstrated the presence of some disaccharides that not exceed 4% in
total composition of honey carbohydrates: trealose, kojibiose, isomaltose,
maltose and others, which are found depending of sugar’s type found in plants

22,23, 24 1n recent literatures it was

that contributes to the honey formation
observed that among the sugars present in pineapple, there are sucrose,
glucose and levulose®. Two of them were identified as components of the
phytotherapic Melxi® (glucose and sucrose).

The carbohydrates extraction was well succeeded: with minimum protein
contamination, absence of flavonoids that could be falsifying the results of
antimicrobial activity, at once they are responsible for some pharmacologic
activity of the medicines.

The antimicrobial activity of the extracted carbohydrates is related to its
osmotic effects according to Molan (1992)%°. The honey is a saturated or
hipersaturated solution of sugars and it is said to have osmotic property. The
water molecules react strongly with honey sugars, remaining only a small
amount of water available to the microorganisms. The bacteria that cause
infection can’t survive in honey because they became dehydrated. The same
mechanism is also attributed to the antimicrobial activity of extracted
carbohydrates from Melxi® because it is a hipersatured solution of sugars.
Antibacterial activity of honey has been largelly cofirmed in many scientific
works?’, as well as its action against fungus and epitelization promoters of the

wounds extremities 2.



Mouse paw edema induced by carrageenan has been partially
characterized and described by some authors 2 *°. It could be observed in the
majority of the papers that the potential anti-inflammatory activity determination
of a new drug follow the same protocol as described by Levy™ (1969) or
Sugishita et al 2° (1981).
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Table 1 - Determination of total sugar and reducer sugar content;

extraction surrender and protein quantification

Extraction | Total Reducer sugar |Bradford Extraction
sugar surrender
10 4, 7mg/ml 0,02mg/ml < 10pg/ml 5,89

Table 2 — Inibigc&o do crescimento bacteriano

Microorganisms - Gram positive and Inhibition Zone
negative (mm)
Pseudomonas aeruginosa (-) 10

Staphylococcus aureus (+) -

Corinebacterium sp (+) -

Bacillus subtilis (+) -

Klebsiella sp. (-) -

Escherichia coli (-) 16
Streptococcus sp (+) 18
A B
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CM1?/2h - CM1?/4h - CM1? /NH CM2?/2h - CM2? /4h - CM2? /NH

Figure 1 — Thin layer chromatography to detect flavonoids present in the
carbohydrates estracted from Melxi®. - CM1 2/2h (Carbohydrate
Melxi® - 1. Extraction with 2 horas of Hidrolisys), CM1 %/4h
(Carbohydrate Melxi® - 1- with 4 horas of hydrolisys e CM1 #/NH
(Carbohydrate Melxi® - 1o no hydrolisys). B — CM2%2h
(Carbohydrate Melxi® - 2 Extraction with 2 hours of hidrolisys),
CM2%/4h (Carbohydrate Melxi® - 2- with 4 hours of hidrolisys) and
CM2%/NH (Carbohydrate Melxi® - 2> no hidrolisys).
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Figure 2 - Paper descending chromatography of carbohydrates extracted

from the phytotherapic Melxi®. Standards: 1-sucrose; 2-sorbitol;
3-frutose, 4- glucose and samples: 5-CM/2h, 6- CM/4h, 7-CM.

Figure 3 — Thin layer of carbohydrates standards and samples extracted

from phytotherapic Melxi®. Standards: 1-Sorbiltol; 2-Frutose; 3-
sucrose; 4-glucose; Samples: A - CM1 ?/2h (Carbohydrate Melxi®
- 1°Extract with 2h of hidrolisys; CM1 ?/4h (Carbohydrate Melxi® -
1o extract with 4 h of hydrolisys and CM1 ®/NH (Carbohydrate
Melxi® - 1o extract without hydrolisys). B - CM2%2h
(Carbohydrate Melxi® - 2- Extract with 2 h of hidrolisys), CM2°/4h
(Carbohydrate Melxi® - 2- extract with 4 h of hidrolisys) and
CM2%/NH (Carbohydrate Melxi® - 2- extract without hidrolisys).
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Figure 4 — Thin layer of carbohydrates standards and samples extracted
from phytotherapic Melxi®. Standards 1-Celulose; 2- Melezitose;
3- Maltotriose; 4- Maltose; Samples: A - CM1 ®/2h (Carbohydrate
Melxi® - 1o Extract with 2 h of Hidrolisys, CM1 ?/4h (Carbohydrate
Melxi® - 1eextract with 4 h of hydrolisys and CM1 #NH
(Carbohydrate Melxi® - 1- extract without hydrolisys. B — CM2%2h
(Carbohydrate Melxi® - 2 Extraction with 2 hours of hidrolisys),
CM2%/4h (Carbohydrate Melxi® - 2 extract with 4 h of hidrolisys
and CM2%/NH (Carbohydrate Melxi® - 2- extract without hidrolisys.

(a) (b)

Figure 5 — HPLC chromatogram profiles of carbohydrates standards and
samples extracted from phytotherapic Melxi®. - (a) Standards solution
mixture (glucose, frutose, sucrose, maltose, maltotriose, melezitose, sorbitol
and trealose) RT: 9,38 min (trealose)/ RT: 11,19 min (Glucose)/ RT: 12,83 min
(fructose) / RT: 16,38 min (sorbitol) / RT: 18,98 min; (b) Chromatogram of Melxi
sample (10mg/ml). RT: 8,09 min (sucrose)) RT: 9,55 min(trealose ou
melezitose)/ RT: 11,33 min (glucose)/ RT: 13,10 min (fructose)/ RT: 15,48 min
(sorbitol)
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% de reducdo do edema de pata

AAS ™ T2 T3

Figure 6 - ANTINFLAMMATORY ACTIVITY Assay of carbohydrates sample

CM2%NH extracted from Melxi®. AAS (positive control -
1000mg/kg); Melxi samples T1 (250mg/kg), T2 (500mg/kg) and T3
(1000mg/kg).



6. CONCLUSOES

O método de extracao e purificagao foi bastante eficiente, tendo em vista
que foi extraido um volume razoavel dos carboidratos.

Dentre os carboidratos existentes no fitoterapico Melxi® encontramos os
seguintes acucares: glicose, frutose, sacarose, sorbitol, maltose e
melezitose.

Assim como observado nas literaturas em relagao a seus componentes
o Melxi® apresentou atividade antimicrobiana frente a algumas bactérias
testadas, tais como: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e
Streptococcus sp.

Os carboidratos do Melxi® apresentam ac&o antiinflamatéria com
percentual de redugao superior ao antiinflamatoério padrédo utilizado

(acido acetilsalisilico).
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Manuscripts which are not in line with
these principles may be delayed in the
review process or may be returned di-
rectly by the Editorial Office to authors.
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Material and Methods. Specific details
about instrumentation and experimental
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published.

Results and Discussion sections are only
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tial for the understanding of the manus-
cript should be submitted here.
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der in which they are cited in the text [1],
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be arranged consecutively according to the
numbers in text. Use Index Medicus abbre-
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blished personal communications. For Pa-
pers a maximum of 30 references is sug-
gested, and a maximum of 20 references
for Rapid Communications and Letters. Re-
cent review articles can substitute for all
but the most pertinent original articles.
The suggested maximal number of refe-
rences for Full Papers, Rapid Communica-
tions and Letters are given above.

Tables and Figures must be referred to in
the text by Arabic numerals. Provide each
with a descriptive legend on separate
pages for figures. Indicate footnote within
tables by super script small letters, and
type footnotes below the table. Submit
illustrations (apparatus, spectra, chromato-
grams, X-ray crystal structures, etc.) as * tif,
* jpg or *.wmf file (resolution: 300 dpi).

IR, NMR, mass, and UV spectra should be
given in the manuscript as figures only if
new relationships between molecular
structures and spectroscopic properties
are demonstrated or if new compounds
are described where the listing of charac-
teristic signals is not sufficient. Figures of

chromatograms will only be accepted if
they are essential for understanding the
methods or the results described. We
strongly encourage instead to present
spectra and structural formula outlining
NMR spectral correlations or MS fragmen-
tation etc. as Supporting Information (see
below).

Structural formulas should be prepared
using ChemDraw® or similar programs.
For printing they will be reduced to 70 %
of their original size. Atomic symbols in
formula: 10 point Arial; tables and names
under formula: 10 point Arial; numbering
of atoms: 7 point Arial; lettering on reac-
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sent with the editorial letter after evalua-
tion of the manuscript.

X-Ray Crystallographic Data must in-
clude a line drawing of the structure, a
perspective drawing, and a discussion of
bond lengths and angles. A supplement
describing full details of the structure and
methods and means of its determination
in a form suitable for deposition must be
submitted with the Fachinformations-
zentrum Energie, Physik, Mathematik,
D-76344 Eggenstein-Leopoldshafen, or a
similar information storage centre. The
manuscript must state at which storage
centre the data have been deposited.

Abbreviations should generally be used
sparingly. Standard abbreviations such as
mp, bp, K, s, min, h,ul, ml, pg, mg, g, kg,
nm, mm, cm, ppm, mmol, HPLC, TLC, GC,
UV, CD, IR, MS, NMR can be used through-
out the manuscript. Non-standard abbre-
viations must be defined in the text follow-
ing their first use. Provide a list of all
non-standard abbreviations on a separate
page. Define all symbols used in equations
and formulas. If symbols are used extensi-
vely, provide a list of all symbols together
with the list of abbreviations.

Documentation of Plants and Plant Ma-
terials: Use the correct botanical nomen-
clature following the Index Kewensis, The
Plant-Book (Mabberley D], 2™ edition;
ISBN 052144210) and/or the International



code of botanical Nomenclature (www.
bgbm.fu-berlin.de/iapt/nomenclature/code/
tokyo-e/default.htm). Give the plant name
(underlined or in italic), the author of this
name and the plant family. Indicate who
identified the plant material. The manu-
script must include references to voucher
specimens of the plants or the material
examined including their registration
number(s). Such specimens should be de-
posited in a major regional herbarium
which permits loan of such material.

Chemical Nomenclature used should be
based on the systematic rules adopted by
Chemical Abstracts (Index Guide Vol. 76),
Ring Index and Supplements (American
Chemical Society, 1959-1965), IUPAC (No-
menclature of Organic Chemistry, Parts A,
B & C, Pergamon Press, 1979) etc. Trivial
names should be avoided unless they are
definitely advantageous over the corres-
ponding systematic names. For reference
drug substances the INN names should be
used.

Description of the Isolation of Com-
pounds: The kind and amount of material,
solvents and extraction methods must be
indicated. The description of chromatogra-
phic systems should contain the quantita-
tive information that allows the reader to
repeat the work, e.g.: “MPLC on silica gel
(2x50cm), MeOH/ EtOAc 8:2, 3 ml/min;
tg of 1: 60-70ml, 2: 120-140ml, 3:
145-175 ml; detection of eluates by TLC
(Si0,, MeOH/H,0 9:1; Dragendorff re-
agent), Rf 1: 0.35, 2: 0.55, 3: 0.73"). When
using gradients the volumes of solvents
should be presented; fractions should be
defin ed by their elution volume. Similar
information is necessary for HPLC, GLC,
DCCC, MLCC and all other methods of puri-
fication. Please refer to the template as an
example for appropriate presentation.

GC identifications of constituents of essen-
tial oils must be supported by retention in-
dices on a polar and an apolar column.
Identification by GC-MS is preferred.

Physico-chemical Characterization of
Compounds: Data provided for new com-
pounds should enable an unambiguous
identification of the substance and have
to appear in the following order: visual ap-
pearance, chromatographic mobility in
TLC, GC, or HPLC, mp, UV-vis, CD, IR, 'H
NMR, 3C NMR, low resolution MS, high re-

solution MS, elemental analysis. Follow
the presentation style of the template ac-
curately (see templates).

Analytical studies: Key data on method
validation must be provided and should
typically include information on specifi-
city, linearity, limit of detection, limit of
quantification, accuracy, precision, inter-
mediate precision, and some robustness
studies. Information on the purity of refe-
rence compounds, and on the methods
used for the determination of purity
must be given. Recoveries of extraction
and sample pre-purification steps have
to be indicated. Adequate statistical treat-
ment of data is required. For more infor-
mation regarding validation issues, pro-
spective authors should also refer to ICH
guidelines.

Supporting Information: To keep articles
as concise and at the same time as infor-
mative as possible, authors are strongly
encouraged to submit part of their tables
and figures as Supporting Information.
The following type of data will be prefe-
rentially published as Supporting Informa-
tion rather than in the print article: High-
resolution halftone and colour illustra-
tions, spectra, chromatograms, structural
drawings outlining NMR correlations, ex-
perimental procedures of secondary im-
portance, tables summarizing data that
are non-quintessential but useful to the
understanding of an article.

The cover page for Supporting Information
must contain the title of the manuscript,
and names and affiliations of authors. Le-
gends for Figures and Tables must appear
directly on the respective figure pages. Pa-
ges have to be numbered consecutively.
Supporting Information is published on
the journal’'s homepage at http://www.
thieme.de/plantamedica.

5. General Information

Pharmacological Investigations

PLANTA MEDICA will only consider manu-
scripts in which conclusions are based on
adequate statistics which account for the
type of data distribution, on the number
of experimental observations required for
the application of the respective statistical
method, and which incorporate the appro-
priate tests of significance. In each case
positive controls (reference compounds)

should be used and the dose/dependence
should be shown.

When working with experimental ani-
mals, reference should be made to prin-
ciples of laboratory animal care or simi-
lar regulations.

Pharmacological investigations of ex-
tracts require detailed extract characte-
risation. This includes botanical characte-
risation of plant material, solvent(s), dura-
tion and temperature of extraction, plus
other method(s) used for preparation(s).
The drug to extract ratio (DER) must be gi-
ven. A chromatographic (e.g. HPLC profile
recorded at different wavelengths) or che-
mical characterisation (quantities of typi-
cal constituents) has to be presented; alto-
gether the phytochemical standardisation
of an extract and/or fraction(s) require
state of the art methods. The investigation
must clearly indicate a dose/activity de-
pendence in comparison to a reference
compound (positive control) together
with the appropriate statistics.

Clinical Studies

Studies reporting on plant preparation test-
ed in humans will be accepted for review
and publication. Clinical studies must be
designed, implemented and analyzed in a
manner to meet current standards of ran-
domized controlled trials. For guidelines
see the following reviews: Begg C et al.
JAMA 1996; 276: 637-9 and Altmann DG:
BM] 1996; 313: 570-1. All methods and va-
riables used in a trial should be described;
the data must be based on adequate statis-
tics. Herbal medicinal products used must
be characterized as described above under
“pharmacological investigations with ex-
tracts”.
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