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RESUMO

O presente trabalho envolveu o estudo da composi¢&o quimica e das atividades
biologicas (efeito anti-hiperplasico prostético e antinociceptivo) do extrato obtido das
flores de Calendula officinalis L (Asteraceae), planta ornamental cultivada na regido do
estado do Parana.

Para o estudo fitoquimico foi preparado um extrato metandlico 80% das flores
secas de C. officinalis e para 0 estudo das atividades biol6gicas, um extrato etandlico
50%.

O estudo quimico envolveu a extracdo, isolamento e aidentificacdo de um &cido
graxo (&cido palmitico), no precipitado formado durante a evaporacdo do solvente e um
flavondide ( Tyfhaneoside), presente na fracdo butandlica, ambos compostos ja
descritos naliteratura paraa C. officinalis. Através de CG-MS foi  possivel identificar,
na fracdo hexanica, o &cido octadecandico e uma pequena concentracdo do acido
palmitico. Foi constatado alta concentracdo de uma saponina derivada do &cido
oleandico, tendo sido constatado altatoxicidez paraeste composto.

Nos testes farmacol 6gicos foi evidenciado uma agdo antinociceptivaintensa para
a fragdo butandlica, que provavelmente estd associada a alta concentracdo de
flavondides. Foi ainda verificado uma potente acdo analgésica para 0 &cido palmitico,
sendo que esta agéo ainda ndo tinha sido investigada para este composto.

Foi estudado o efeito do extrato bruto etandlico sobre a Hiperplasia Benigna de Prostata,
onde se constatou um efeito benéfico importante deste extrato para esta patol ogia, sendo

este efeito farmacol 6gico inédito para a Calendula officinalis



ABSTRACT

This thesis develops a study of the chemical composition and the biological
activities (prostatic anti-hiperplasical effect and antinociceptive effect) of the extract
obtained from flowers of Calendula officinalis L. (Asteraceae), an ornamental plant
which is cultivated in the area of the state of Parana.

For the fitochemical study a metanolic extract 80% of C. officinalis dried
flowers was prepared, and for the study of the biological activities, an etanolic extract
50%.

The chemical study involved the extraction, isolation and identification of afatty
acid (palmitic acid) in the precipitate formed during the evaporation of the solvent and a
flavonoid (Tyfhaneoside) present in the butanolic fraction. Both of these compounds are
described in the literature on C. officinalis. CG-MS enabled the identification of
octadecanoic acid and a small concentration of the palmitic acid in the hexanic fraction.
A high concentration of a saponin derived from the oleanolic acid was found, with the
verification that this compound presents a high degree of toxicity.

The pharmacological tests revealed an intense antinociceptive action for the
butanolical fraction, which is probably associated with the high concentration of
flavonoids. In addition to this, the study detected that the palmitic acid has a powerful
analgesic action, a property which had not previously been investigated.

The application of the crude etanolic extract on Prostate Benign Hyperplasia
revealed that it exerts an important beneficial effect on this pathology, a finding which

represents an unprecedented pharmacol ogical property of C. officinalis.



1. INTRODUCAO

H& muito tempo o homem aprendeu a utilizar as substéncias naturais,
principalmente aguelas de origem vegetal, para tratar suas doencas. Embora mais
recentemente a procura por substéncias farmacologicamente ativas tenha aumentado
consideravel mente, principalmente através da sintese de milhares de novos compostos, a
busca por substancias naturais bioativas ainda desperta grande interesse (BARREIRO,
1990; CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).A fitoterapia brasileira, em conjunto com
a de todo o mundo, encontra-se em processo de ampla expansdo desde os anos 70. O
processo € decorrente de varios fatores, mas principalmente pela consciéncia atual de
gue os produtos de origem vegetal sG0 menos agressivos ao organismo humano, e que
realmente possuem efeitos terapéuticos (MARQUES, 1999).

Como qualquer outro ser vivo, uma plantainterage com o meio onde vive e esta
interacdo se da através de compostos quimicos, sendo que uma especie vegetal pode
produzir em locais, épocas ou até mesmo horas diferentes, substancias diferentes ou
guantidades diferentes de uma mesma substancia. Assim, é necessario um controle
rigoroso, qualitativo e quantitativo, dos principios farmacol ogicamente ativos, presentes
no material vegetal utilizado como medicamento (BAUER E TITTEL, 1996).

Além disso, as condic¢des de obtencéo, secagem, e estocagem podem influenciar
consideravelmente o padr&o dos constituintes. A polaridade do solvente, o modo de
extracdo e a instabilidade dos contituintes podem influenciar na qualidade dos extrato.
Portanto, a composi¢cdo quimica das preparaces herbaceas precisam ser caracterizadas
e padronizadas antes que qualquer afirmacdo seja feita com relacdo a sua eficécia e

toxicidade (BAUER e TITTEL, 1996; CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).



A quimica de produtos naturais compreende a sintese ou isolamento de
compostos, a elucidacdo ou confirmacdo de suas estruturas moleculares, a
caracterizac8o de propriedades fisico-quimicas, a determinac&o da atividade biologica e
a exploracdo dessa atividade a nivel molecular pelo estudo das relacfes entre estutura
guimica e atividade biol6gica (MONTANARI, 1995).

Cabe aos quimicos de produtos naturais, através de técnicas instrumentais
modernas, conhecer 0s principios ativos responsaveis pela cura das enfermidades a fim
de analisar e padronizar estes fitof armacos.

Durante os ultimos anos, o Laboratério de Produtos Naturais do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina tem encontrado indmeros
resultados promissores, com varias plantas brasileiras, sob os aspectos quimico-
medicinais (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

Dando continuidade a estes estudos, selecionou-se, para investigacdo quimica e
biologica, a planta Calendula officinalis sendo esta muito conhecida e utilizada
medicinalmente pela populagéo.

A C. officinalis esta incluida como planta medicinal no projeto de fitoterapia
que esta sendo implantado no Sistema Unico de Salde de todo o pais. Pertencente a
familia Asteraceae (Compositae), € conhecida popularmente como Caléndula,
M argarida-dourada, Bem-me-quer, entre outros. E uma planta ornamental muito comum
em todo o pais e amplamente utilizada na medicina popular. Seu maior emprego esta
relacionada a agdo cicatrizante, antisséptica e antiinflamatéria (TESKE E TRENTINE,
1994).
Suarica composi¢do quimicainclui 6leo essencial, flavonoides, acido ol eandico,

saponinas, mono, di, triterpenos, entre outros ( FONT-QUER, 1987).



Com o intuito de contribuir com o estudo de produtos naturais, Nos propomos a
investigar a constituicdo quimica da C. officinalis que ocorre na regido do Parana e

pesguisar novos protenciais farmacoldgicos desta planta, enriquecendo assm 0 seu

emprego medicinal.



2. OBJETIVOS

1 — Testar as atividades farmacolégicas do extrato bruto e fragbes semi-

purificadas;

2 — Isolar eidentificar os compostos responsavei s pelas atividades detectadas;,

3 - Caracterizar quimicamente a C. officinalis paranaense;

4 — Contribuir para estudos farmacolOgicos posteriores das moléculas

identificadas e de seus mecanismos de acao.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA ASTERACEAE

Antiga familia Compositae (CORREA, 1994), atuamente classificada como
Asteraceae (ESCHRICH, 1997), compreende cerca de 1.100 géneros e 26.000
espécies, a familia Asteraceae € composta por plantas herbéaceas e arbustivas,
podendo ser anual ou perene (JOLY, 1979).

A grande maioria dos géneros (cerca de 98%) € constituida por plantas de
pegueno porte (JOLY, 1991), somente nas zonas tropicais e subtropicais chegam a
formar arbustos e até arvores (SCHULTZ, 1984)

As folhas geralmente sdo inteiras ou ligeiramente denteadas (SCHEFFER,
1989), imitando a forma de espatula (PENNA, 1921) porém nunca compostas,
podendo ser opostas, aternas ou verticiladas. Possuem tricomas glandulares que
secretam 0leos essenciais. Encontra-se também glandulas no tecido foliar (JOLY,
1979).

A inflorescéncia € do tipo capitulo, o qual € constituido por um receptaculo
achatado, cbncavo ou convexo, sobre o qual inserem-se flores sésseis sendo o
conjunto envolvido por brécteas involucrais denominadas filarias. Asflores sdo de
simetria radial ou zigomorfas até bilabiadas. Os capitulos podem conter sO flores
tubulosas iguais ou ter flores liguladas nos bordos e tubul osas no centro ou so flores
liguladas ou ainda s6 flores bilabiadas. Os capitulos podem conter so flores
hermafroditas, ou as flores dos bordos s6 femininas e as do disco sdo hermafroditas,
ou as do bordo s&o femininas e as do disco sdo sO masculinas ou entdo s6 contém

flores masculinas ou s6 femininas em plantas separadas. (JOLY, 1991).



3.2.

O célice é profundamente modificado, tranformado no papilho ("pappus’),
servindo a disseminacéo do fruto. O papilho pode ser piloso ou as vezes espinhoso
(JOLY, 1991).

A corola pentdmera com 5 lobos iguais ou entdo ligulada ou bilabiada (JOLY,
1979).

O ovario é sempre infero, unilocular, bicarpelar e com um s6 évulo ereto.
Estilete fregiientemente com um anel de pélos logo abaixo da bifurcacéo. (JOLY,
1991).

O androceu possui cinco estames, com anteras biloculares e unidas entre si, em
redor do gineceu. E este formado de dois carpelos medianos, abertos e
concrescentes em ovario de um locelo com 6vulo anatropo e inserido na base do
carpelo (PINTO, 1995).

O fruto seco tipo aguénio, disperso pelo vento ou excepciona mente ficando

encerrado no capitulo, que ent&o tem bréacteas duras e espinhosas (JOLY, 1991).

CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O GENERO CALENDULA

O nome botéanico provém do latim calendulae ou calends e significa o primeiro
diado més, enfatizando o longo periodo de floragéo (STUART, 1979)

Nas flores observa-se um capitulo com receptaculo uniforme e varios verticilos
de flores femininas. E comum serem estéreis namargem dainflorescéncia. A corola
destas flores é ligulada, grande e tem afuncdo de aparelho chamariz, para atrair os

insetos, podendo assim imitar as pétalas de uma flor individual. No centro da



inflorescéncia ha hermafroditas, actinomorfas, unicamente destinadas a reproducao.
A disposicdo descrita encontra-se em muitos géneros, ndo porém em todas.
Existem todas as disposi¢des, teoricamente possiveis, com ou sem diferenciacdo em
aparelho chamariz e reprodutor. Pode haver, no mesmo capitulo flores todas do
mesmo sexo, unissexuais e todas iguais entre si, bem como flores femininas e
masculinas e ainda podem haver, flores femininas e hermafroditas, ou masculinas e
hermafroditas. O calice das flores individuais é sempre pouco desenvolvido, sendo
aderente ao tubo corolinico. Muitas vezes se transforma numa roda de cerdas
persistente, destinadas a transportar o fruto, funcionado como um pequeno
paraguedas denominado papo. O ovério é infero, formado por dois carpelos
sincarpos que constituem um ovario unilocular, com um unico évulo. Produz um

aguénio deformavariavel, conforme aespécie (SCHULTZ, 1986) .

3.3. CONSIDERACOES SOBRE A ESPECIE Calendula officinalis

3.3.1. DESCRICAO MACROSCOPICA DASFLORESDE C. officinalis
Apresentam capitulos florais largos com uns 4 cm de didmetro (SCHEFFER,
1989), terminais, solitarios, encontrados no ato de cada ramo (BRITISH
PHARMACORPEIA, 1953).
As folhas apresentam-se oblongas, agudas, um tanto suculentas, largas, um
pouco cordatas na base, parte superior lanceolada, margens internas com frequéncia

hispidas, com peguenos fiapos. O caule errante, com 15-45 cm de altura, possui



numerosos ramificagOes, apresenta-se estriado, verde, suculento e pubescente. As
raizes séo fibrosas (BRITISH PHARMACORPEIA, 1953).

Asflores sdo desprovidas de ovario, corolaamarelo brilhante ou alaranjada, com
15-25 mm de comprimento e 3 mm de largura, 1-3 denteada com quatro a cinco
nervuras, margem quase inteira, tubo pubescente freqlentemente fechando os
vestigios do estilete filiforme e do estigma bifido; ovario oblongo, 0,5 mm de
comprimento, pubescente. Odor fraco e aromatico, sabor salgado e levemente

amargo (BRITISH PHARMACOPEIA, 1953).

3.3.2.DESCRICAO MICROSCOPICA DAS FLORES DE C. officinalis
Microscopicamente, o fragmento da corola apresenta-se com células da
epiderme alongadas e arredondadas, onde o ponto de ligacdo € em formaderaiz. A
epiderme mostra-se de forma irregular com numerosos estbmatos dispersos.
Apresenta ainda os gréaos de pélen em grande niUmero e espinhosos com 40 um de
diémetro com trés poros e exima espinhosa ( BRITISH PHARMACOPEIA, 1953)
Caracteriza-se como pé amarelo, consistindo de fragmentos de flores. Células
epidérmicas estreitas, alongadas com paredes sinuosas, cromoplatideosirregularese
algumas vesiculas de 6leo, pélos ndo glandulares bisseriados, com 1-2 células no
apice de até 900 um de comprimento; cristais de oxaato de célcio de 2-6 um de

diémetro (BRITISH PHARMACOPEIA, 1953).



3.3.3. VISAO GERAL DASFLORESDE C. officinalis

FIGURA 1 - Foto da flor de Calendula officinalis

(
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FIGURA 2 - Foto de um canteiro de Calendula aofficinalis
3.3.4. CARACTERISTICASBOTANICASGERAISDA C. officinalis

RAIZ — E considerada umaraiz longa (KEVILLE, 1995). E constituida por uma
raiz cabeluda, amarelo pdida, com forma cilindrica (BALBACH, 1968), haste

direitaangular e ramosa (PENNA, 1921)

CAULE - apresenta um caule robusto e anguloso (SCHEFFER, 1989) ereto de
35 a 70 cm (CORREA, 1984) , podendo ainda ser ramoso e aveludado (CASTRO,
1981), com hastes espessas, onde se inserem as folhas (CORREA, 1994). Possui

15-20 cm de altura (CHATONET, 1983)

FOLHAS - Possui folhas inteiras ou denteada e calosa (FONT-QUER, 1987;

Scheffer, 1989), asinferiores oblongas, as superiores espatuladas (CASTRO, 1981),



1

sendo entradas ligeiramente sinuosas, alterando saliéncias (URIBE, 1990). As
folhas superiores possuem um pouco de pubescéncia (CORREA, 1994; FONT-

QUER, 1987).

FLORES — S&o cultivadas como planta ornamental, que cresce facilmente e
serve para decorar o jardim ou até mesmo pequenos vasos (CORREA, 1994). As
flores brotam nas extremidades das hastes e tem 4 a 5 cm de diametro
(SCHEFFER, 1989). O bot&o central possui de 15 a 20 ligulas ao redor, muito
estendidas ao sol, de coloragdo amarelo, as vezes aimonado ou alaranjado, de
acordo com avariedade. As ligulas produzem fruto e as flores do bot&o central, ndo
(FONT-QUER, 1987). As pétalas centrais das flores sdo tubulosas e as periféricas
liguetadas (CORREA, 1994). Geralmente se prefere os cultivares dobrados
vermelho alaranjado escuros (STARY, 1992; VOLAK e STODOVA, 1990), sendo
estas as mais recomendadas pela farmacopéia (CASTELLANI, 1995; ARMOND,
1998). Possui aroma brando e pouco agradavel e sabor a principio adocicado e

depoisamargo (PENNA, 1921).
SEMENTES - As sementes, que na verdade séo frutos, tém uma forma curiosa,
arqueada (SCHEFFER, 1989), ligeiramente curvo (PENNA, 1921), em arco ou

circulo (CASTRO, 1981)

3.3.5. CARACTERISTICASDE CULTIVO:



CLIMA - O climadeve ser temperado, aproximadamente 28 °C, solo drenado e
rico em nutrientes organicos. Deve-se evitar alagamento pois 0 excesso de agua é

prejudicial para seu desenvolvimento (ROSESTELATO, 1996).

SOLO - Vegetam facilmente em solos bem estruturados, originarios da

decomposicao organica(SCHEFFER, 1989)

ESPACAMENTO - recomenda-se 40 a 50 cm de espacamento (SCHEFFER,

1989)

GERMINACAO - Precisam do escuro para germinar (SCHEFFER, 1989;

KEVILLE, 1995), ocorrendo este em 24 dias (SCHEFFER, 1989).

TEMPERATURA - Variando de 20 a 30 °C.

pH DO SOLO - 5,8 (ROSESTELATO, 1996).

COLHEITA - Da caéndula sdo colhidos somente as flores (capitulos florais).
Como a planta emite flores por um longo periodo, as colheitas devem ser feitas
regularmente, colhendo-se somente as flores totalmente desenvolvidas, ainda sem
inicio de formac&o de "sementes', com um minimo de pedunculo. A colheita deve
ser feita apos a evaporacdo do orvalho (SCHEFFER, 1989). A colheita das flores

promove o florescimento (KEVILLE, 1995)
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SECAGEM - A secagem pode ser feita em galpdo ou estufa. Nesta, a

temperatura ndo deve ultrapassar 35 graus (SCHEFFER, 1989).

ESSENCIA - Contém ao redor de 0,002 % de 6leo essencial (SCHEFFER,
1989). Segundo STARY, 1992, o teor de 0leo essencial varia de acordo com a
coloracdo das flores, sendo que o teor médio de esséncia obtida das flores amarelas

foi de 0,0277 e das alaranjadas de 0,0435.

3.3.5. POSICAO TAXONOMICA (CRONQUI ST, 1988)

REINO — PLANTAE
DIVISAO — MAGNOLIOPHYTA
SUB-CLASSE — ASTERIDAE
ORDEM — ASTERALES
FAMILIA — ASTEARACEA
GENERO - CALENDULA

ESPECIE — Calendula officinalis
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3.3.6. NOMENCLATURA POPULAR

3.4.

Caléndula; maravilha; bem-me-quer; mame-quer; mal-me-quer amarelo;
margarida dourada; flor de todo ano; maravilha dos jardins; flor de cemitério; erva-
do-sol (SCHEFFER, 1989; FONT-QUER, 1987; STUART, 1979; CASTRO, 1981,

PENNA, 1921; JOLY, 1991).

EMPREGO POPULAR

Como fitotergpico esta indicada em casos de inflamacéo da pele e da membrana
mucosa, queimaduras suaves, escaras, avermelhamento de peles sensiveis e
delicadas. No tratamento de feridas purulentas de dificil cicatrizacdo (TESKE e
TRENTINE, 1995).

Nas feridas, pode-se usar também 0 unglento de Caléndula o qual deve,
entretanto, ser preferido para as queimaduras (KEVILLE, 1995; ULLMAN, 1988;
CAIRO, 1987).

A caléndula tem sido predominantemente empregada externamente pela sua
acao cicatrizante, anti-séptica e antiinflamatoria na pele e mucosas, no tratamento
de absessos e furanculos (SANTOS, 1995).

O ché& das flores é excitante e antiespasmddico, usando-se igualmente contra a
ictericia e escorbuto e inflamacfes purulentas; por via oral, no artritismo, doencas

nervosas (CRUZ, 1982).



15

Tradicionalmente tem sido usada como cataplasma ou cha, para promover a
drenagem do inchaco das glandulas do linfo, tal como em amigdalites e como uma
parte daterapiapara o cancer uterino e o cancer damama (KEVILLE,1995)

E ideal para auxiliar os primeiros socorros de pequenas queimaduras (TESKE e
TRENTINE, 1995; ULLMAN, 1988), como causadas pelaingestdo de alimentos ou
de bebidas extremamente quentes, ou pela aspirina, também sdo aliviados com a
tintura de Caléndula. Se a tintura ndo puder ser obtida de imediato, um cha de
Caléndula é igualmente eficaz (DORCSI, 1982), um cataplasma ou compressa, seja
qual for o mais apropriado (HOFFMAN, 1996).

Atua também contra Ulceras antigas e inflamadas, doloridas com crosta e
secrecdo abundante de pus. Em Ulceras varicosas, ulceracdo dos mamilos e feridas
antigas descuidadas, com gangrena ameagadora (CORREA, 1984; VANIER, 1987).

As folhas da Caléndula sdo contusas e servem para curar verrugas e tumores
ulcerados (CORREA, 1984; VANIER, 1987; DUKE, 1985)

As Ulceras cronicas das pernas melhoram rapidamente com a utilizacdo da
pomada de Caéndula, que as limpa dos micrébios, dalhes um bom aspécto,
promovendo eficaz cicatrizacdo (CAIRO, 1987).

Com a caléndula se fabricam pomadas (CRUZ, 1982; DUKE, 1985) e sabonetes
para alimpeza de pele e queimaduras. As folhas sdo eficientes em aplicacdes locais
em calos e verrugas (CRUZ, 1982) .

O &cido oleandlico possui acdo suavizante para peles sensiveis, avermelhadas.
Favorece a regeneracdo de tecidos danificados, e exerce efeito antiséptico. As
muscilagens e os flavondides reforcam a acéo cicatrizante (TESKE e TRENTINE,

1995).
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Nauirritabilidade consecutivas a dor causada por um ferimento (VANIER, 1987).
E um ingrediente de cremes porque ela diminui a inflamag&o de deslocamentos,
picadas e outras inchagdes, suavisam as queimaduras de sol, erupgoes e irritagoes

dapele (KEVILLE, 1995).

COSMETOLOGIA

Como fitocosmético é indicada no tratamento de acne, eczemas, abcessos e
impetigo. Na prevencéo de assaduras de criangas e como protetor dos raios UVA e
UVB. (TESKE e TRENTINE, 1994).

As flores produzem uma tintura amarela brilhante em espumas de banho. S&o

comercializadas como floresde corte.(KEVILLE, 1995)

MICROBIOLOGIA

Um ché forte pode ser colocado em cima das erupcdes da pele, inclusive o
sarampo. Estudos em laboratério mostram que ocorre inibicdo de bactérias e
fungos. O cha de Caéndula é utilizado com eficiéncia em afta ( uma espécie de
fungo candida) na boca de criancas, ainda essa atividade antifungica pode ser usada
tanto internamente como externamente, para combater infecces (KEVILLE,

1995).

ODONTOLOGIA
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A tintura de Caléndula é usada para curar o trauma causado por ferimentos da
cavidade bucal (DORCSI, 1982) , bem como no tratamento de hemorragia nas
gengivas (DUKE, 1985). E particularmente (itil para criangas cujo aparelhos de
correcdo dentéria irritam as gengivas ou a boca, ou para pessoas idosas cujas

dentaduras ndo se encaixam bem (DORCSI, 1982)

GINECOLOGIA

A literatura tem citado o emprego da caléndula como regularizadora do ciclo
menstrual, para o tratamento de verrugas e cancer de pele (CUBAS, 1990).

Combate o atraso menstrual (KEVILLE, 1995), em geral € um normalizador do

processo menstrual (KEVILLE, 1995; TESKE e TRENTINE, 1995; RAUL, 1994)

CULINARIA

Naculinaria, as pétal as da caléndula fornecem um corante substituto para dar cor
as sopas, carnes cozidas e molhos. Poucas pétalas, tiradas da cabeca principa da
flor, ddo cor e gosto a saladas. As folhas também sdo usadas em saladas, mas elas

sd0 picantes (KEVILLE, 1995; DUKE, 1985).

USO INTERNO
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A calendina (substancia amarga) ainda ndo € bem conhecida, mas sabe-se que
possui agéo colagoga, favorecendo a producdo da bile (TESKE E TRENTINE,
1995)

Internamente age como uma valiosa erva para inflamacédo digestiva ou Ulceras.
Deste modo pode ser usado no tratamento de Ulceras géstricas e do duodeno.
Auxilia nos problemas de escoriagfes da vesicula e também através desse processo
gjudara em muitos dos problemas digestivos, que séo chamados de indigestéo

(HOFFMAN, 1996)

A Caléndula apresenta efeito emenagogo (TESKE E TRENTINE, 1995; DUKE,
1985; DORCSI, 1982) analgésica, antihelmintica, adstringente, carminativa,
depurativa, diurética, embdlica, febrifuga, laxativa, estimulante, tonica,

antialérgica, suavisante, anti-séptica e antifungica.(TESKE e TRENTINE, 1995)

3.5. ESTUDOS CIENTIFICOS DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA DA
Calendula officinalis

Um extrato fluido de C. officinalis indicou propriedades genotdxica quando
ensalado para a segregacdo mitética no modelo D-30 dipléide heterozigoto de
Aspergillus nidulans, exibiu toxicidade e genotoxicidade dose-dependente (ambos
crossing over mitéticos e mal segregacdo cromossomica observada) para Aspergillus

na escala de cinco concentragfes de 0,1 a 1,0 mg de solidos/ml esnsaiados. O teste
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de mutagenicidade com microssomas de Salmonella em cepas TA 1535, TA 1537,
TA 98 e TA 100 foi negativa em um protocolo de incorporacéo de placa com as
concentragdes de 500 a 5000 pg/placa (+/- S9). A medula 6ssea de rato, onde o
extrato foi administrado oralmente acimade 1 g/Kg por 2 dias, também foi negativo
(RAMOS, 1998).

A separacdo e isolamento de ésteres de faradiol das flores desta planta
mostrou em testes farmacol 0gicos atividade antiedematogénica no teste de edema
induzido em orelha de rato. Ambos os ésteres do faradiol mostraram quase a mesma
atividade antiedematogénica dose-dependente e nenhum efeito sinérgico
significativo apareceu com amistura(ZITTER-EGL SEER, 1997).

Extratos de flores secas de C. officinalis foram examinados pela inibicdo da
replicagdo do virus HIV-1. Ambos extratos, organicos e aquoso, foram
relativamente ndo toxicos para linfocitos humanos (células Molt-4), mas apenas o
organico exibiu potente atividade anti-HIV em um ensaio in vitro do tipo
MTT/tetrazolium. Em adicdo, na presenca do extrato organico (500 pg/ml), as
células MOLT-4 ndo afetadas, foram completamente protegidas acima de 24 h de
uma infusdo e subsequente morte, causada por cocultivagdo com infeccéo
persistente de células U-937/HIV-1. Foi também encontrado que o extrato organico
de flores deC. officinalis causou um significante resposta dose e tempo dependente
na reducéo da transcricdo de HIV-1 reversa. Um total de 85% de inibi¢do foi
encontrada depois de 30 minutos de tratamento com a enzima purificada em um
sistema de célula livre. Estes resultados sugerem que o0 extrato organico das flores

desta planta possui uma interessante atividade anti-HIV (KAVALTCHEV, 1997)
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Através de um bioensaio orientado do extrato de CO, das flores desta planta,
detectou-se a presenca de triterpendides que possuem efeitos antiinflamatorios. O
principal é o monoéster de faradiol, presente em maior quantidade. O faradiol ndo
esterificado, ndo presente no extrato, € 0 mais ativo dos compostos testados com
atividade igual a da indometacina, onde como lupeol, taraxasterol e beta-amirina
sdo menos ativos que o diol livre (DELLA LOGGIA, 1994).

A andlise clinica e histologica do tratamento topico do creme de caléndula
comparativo a associagdo do creme de caléndula com confrei, propolis e mel, em
feridas cuténeas infectadas de ratos, demonstrou que o creme de caléndula,
utilizado isoladamente, foi mais eficaz do que a associagdo, pois promoveu uma
reparacdo mais eficiente a pele lesionada. (CARVALHO, 1991).

Treze saponinas foram isoladas e identificads de C. officinalis, C. arvensis e
Hedera helix. Foram investigadas as atividades antimutagénicas através do teste
microssomal de Salmonella usando uma técnica modificada de incubacéo liquida.
Foram ainda usadas cepas TA98+/-S9. Todas as saponinas apresentaram um efeito
nado toxico e ndo mutagénico para doses de 400ug (ELIAS, 1990).

Ferimentos sirurgicamente padronizados na pele de ratos albinos Wistar foram
cobertos com um unguento a 5% contendo fracdes de C; e C, isolado das flores de
C. officinalis em combinacdo com a aantoina. A combinacdo estimula
marcantemente a regeneracdo e epitelizacdo fisiolégica. Este efeito € devido ao
metabolismo intenso das glicoproteinas, nucleoproteinas e proteinas colagenas

durante o periodo regenerativo nos tecidos (KLOUSCHEV-POPOVA, 1982).
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Em experimentos onde foram induzidas inflamagbes com injecéo de carragenina
e prostaglandina E1, o extrato liofilizado desta planta apresentou efeito supressor da
infiltracdo leucocitéria e ainflamagéo (SHIPOCHLIEV, 1981).

Calendulosideo-B, um triosideo do &cido oleandlico, dos rizomas de C.
officinalis, usado em doses de 5, 10, 20 e 50 mg/Kg exerceu uma acdo antiulcera
em 3 modelos de Ulcera experimental (cafeina-arsénico, butadiona e induzida por
ligacdo do piloro) e também mostrou uma certa acéo sedativa e antiflogistica. Néo
houve nenhum efeito no sistema cardiovascular, tono dos musculos intestinais,
funcdo diuréticarenal e excrecdo de eletrdlitos e com as fungdes bilirrubinogéncias
do figado. O componente apresenta irrritagdes localizadas, manifesta uma baixa
atividade hemolitica e uma significante toxicidade ambos com administracéo

crénica e adminstracdo Unica (IATSYNO, 1978).

3.6. COMPOSICAO QUIMICA DA Calendula officinalis

Os principios ativos extraidos de plantas medicinais tem demonstrado que o teor
destes pode variar em fungdo da temperatura, duragéo da extracdo e o tipo de solvente

(TEGLIA, 1989), além da influéncia dos fatores ambientais como clima, solo, época de



coleta, estagio de crescimento da planta, que podem influenciar na composic¢éo quimica
de plantas (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

Através de reagdes quimicas de identificagdo e andlises cromatogréficas e
espectrométricas, foram encontrados diversos grupos de compostos nas flores de C.
officinalis L.. As flores contém principio amargo calendulina e calendina, carotendides
(b-caroteno, crisantemoxantina, licopina, flavocromo, mutacromo, violaxantina,
rubixantina, neolicocina, citroxantina)(ANDREEVA, 1961); esterdides (fucostanol);
sesquiterpendides (calendring, liloilido); triterpenoides (heliantrol C, usadiol, 12-ursen-
3,16,21-triol)(WILKOMIRSKI, 1985); 6leo essencial (pedunculatine; a-e-b-ionong;
transcaryophylleno  epoxide; carvona; geranylacetona;  b-ionona-5,6-epoxide;
dihydroactinidiolide; oplopanona; caryophylleno-cetona; dois cadinois (GRACZA,
1987); flavondides; resinas; mucilago; ésteres de acidos organicos (laurico, malico,
miristico, palmitico, estearico, etérico)(KASPRZYK, 1970); e é&cido pentadecilico e
salicilico (KUBO, 1994); glicosideo triterpénico (calendulosideos A, B, C, D, G, e H)
(WOJCIECHOWSKI, 1971; CUBAS, 1990); acoois, e triterpenos (campesterol, a e b-
amirina, arnidiol, calenduladiol, faradiol, b-sitosterol, stigmasterol, taraxasterol,
ursadiol) (KASPRZYK, 1970); saponinas (A, B, C, D, E) (VIDAL OLLIVIER, 1989),

taninos (OCIOSZYNSKA, 1977) e osterpenos clofodiol e maniladiol (CUBAS, 1990)

CH3
4 CHs CH3
CH3
o A{ P~ CH3
HaC CH3 0
H3C CH3z  TH3 H CH3 o)
(pedunculating) (afarionona) (beta-ionona)
CH3
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GRUPO DOSFLAVONOIDES:
Segundo MASTEROVA et a. apud BEZAKOVA (1996), os flavonoi des

glicosidicos sdo os principais constituintes com efeito antiinflamatério da C. officinalis.
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Isorhamneting, isoquercitrina e quercitina sdo flavondides ja isolados da C.
officinalis (KOMISSARENKO, 1988), além de glicosideos flavénicos derivados de
isorhamnetina, como por exemplo: isorhamnetina neohesperidosideo, quercitina
neoheperidosideo, rutina  2%-rhamnosilrutinosideo  (VIDAL-OLIVIER, 1989),
isorhamnetina-3-O-rutinorhamnosideo (TEGLIA, 1989), embora os maiores glicosideos

sejam CAL 1, CAL 2eCAL 3 (BEZAKOVA, 1996).

R = H (Isorhamnetin)

R = Glc: Isorhamnetin-3-O-b-D-glucopyranoside (CAL 1)

R = Rha-Glc: Isorhamnetin -3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1® 6)-O-b-D-glucopyranoside
(CAL 2)

R = Rha-Rha-Glc: | sorhamnetin-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1® 2)-O--a-L-

rhamnopyranosy!-(1® 6)-b-D-glucopyranose (CAL 3)
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R=H
(QUERCITINA)

Também foram encontrados dois triglicosideos derivados da isorhamnetina nas
floresdeC. officinalis sendo: isorhamnetina 3-O-a- L-rhamnopiranosil-(1® 2)-O-[a -
L-rhamnopiranosil-(1® 6)]-b-D-glucopiranosideo e  isorhamnetina-3-O-a -L-
rhamnopiranosi|-(1® 6)-O-b-D-glucopiranosideo (narcissina) (MASTEROVA, 1991)

Derivados flavonicos como calendoflasideo, calendoflavosideo e

calendoflavobiosideo também foram isolados (KOMISSARENKO, 1988).

OH OH
(CALENDOFLASIDEO)

(@™
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OH OH
(CALENDOFLAVOBIOSIDEO)
GRUPO DAS SAPONINAS

VIDAL-OLIVIER (1989) descreve diversas saponinas isoladas das flores de C.

officinalis, como: caendulosideo F (nas raizes), saponosideos A, B, C, D, E

identificados por HPLC. Em 1990, VIDAL-OLLIVIER cita que o écido oleandico 3-O-

beta-D-glucoronideo é a unidade bésica dos saponosideos.
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O acido oleandico também foi encontrado na forma livre em todas as partes da
planta, principamente nas folhas maduras e durante a floracdo (a partir dai é
transportado para a parte subterrnea da planta). Concluiu-se que a producéo deste &cido
se da em todo o crescimento da planta, inclusive submetendo os brotos a diferentes

intensidades de luminosidade (CUBAS, 1990).

CO2H

HO L
(AC. OLEANOLICO)

GRUPO DOSTRITERPENOS

Substancias proximas as saponinas, os triterpenos sdo encontrados nos brotos,
folhas jovens e botdes florais (CUBAS, 1990), sendo importantes principios
antiinflamatorios da C. officinalis (DELLA LOGGIA, 1994).

Nas folhas e raizes foram encontrados glicosideos triterpénicos, chamados

calendulosideo A , C , E , G, H (CUBAS, 1990).

CH20H
CH20H 0
@) [OH




HO

(CALENDULOSIDEO C)

CH20H

H (CALENDULOSIDEOE)
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As sementes germinadas possuem a capacidade de sintetizar compostos
triterpénicos com estruturas do tipo oleano, ursano e lupano, aém do proprio acido
oleandico que é transportado das sementes para as raizes da caléndula (CUBAS, 1990).

Encontra-se ainda em grande quantidade o faradiol, tar axasterol, Y -taraxasterol,
calenduladiol, b-amyrin, a-amyrin, arnidiol e lupeol sendo estes menos ativos que o
diol livre (DELLA LOGGIA, 1994), faradiol miristico ester e faradiol palmitico ester

(ZITTERL-EGLSEER, 1997)

CH3

OH

(FARADIOL)

CH2

CH3




(TARAXASTEROL) (Y - TARAXASTEROL)

CH3

(CALENDULADIOL) (b - AMIRINA)

CH3

HaC CH3
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(LUPEOL) R = myristyl - faradiol myristico ester
R = palmityl - faradiol palmitico ester

Os terpenos clofodiol e maniladiol também foram isolados e tiveram suas estruturas
determinadas. (CUBAS, 1990)

PRINCiPIO AMARGO

Foi isolado o principio amargo calendina (CxHssO7 ) (TESKE e TRENTINI,
1995; WILKOMIRSKI, 1985), encontrado nas folhas num teor de 0,5% de planta
fresca(GEDEON, 1954).

Ha relatos da presenca de &cidos graxos livres (laurico, esteérico, pamitoleico,
oleico e linoleico) e triacilglicerol nas sementes formado a partir do &cido linoleico.
Além dos écidos graxos, varios écidos fendlicos também foram detectados como o p-

hidroxibenzaico, p-cumarinico, gentisico, varrilico e cafeico (CUBAS, 1990)

4. HIPERPLASIA BENIGNA DE PROSTATA

A Hiperplasia Benigna de Préstata (HBP) € uma patologia que ocorre em

aproximadamente 50% dos homens a partir de 50 anos, e em 90% depois dos 80 anos
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(MARANDOLA, 1997). A HBP é considerada uma neoplasia benigna que se
caracteriza por um alargamento progressivo das estruturas fibromuscular e epitelial
dentro da glandula prostética. Em geral, é aceito que existem dois componentes que
contribuem com a sintomatol ogia da patologia: um componente estético, relacionado ao
tamanho da massa de tecido prostético (hiperplasia), e um componente dindmico
relacionado com o ténus da musculatura lisa prostética (sintomas urol 6gicos). Segundo
alguns pesquisadores, diferentes fatores poderiam concorrer para sua instalacéo, dentre
0S quais podemos citar: alteracdo no metabolismo de hormonios sexuais com 0 avango
da idade, interacdo entre estroma e células epiteliais, medidores de processos
inflamatorios, fatores de crescimento tecidual, desvios metabdlicos na sintese de
colesterol, regulacdo do tdbnus muscular. Neste conjunto de fatores, aparentemente o
metabolismo de hormoénios androgénicos tem papel primordial (STEERS, 1995).

A abordagem classica para o tratamento do componente estatico da HBP esta
associada a hipétese de que o desenvolvimento desta hiperplasia envolve a testosterona,
o principa hormonio androgénico circulante, que € metabolizado até dihidrotestosterona
(DHT) na glandula prostética pela 5-a-redutase. Duas isoformas desta enzima ja foram
identificadas e clonadas, a5-a - redutase 1 (5a-R1) e a 5a-redutase 2 (5a-R2), sendo a
principal isoforma humana prostéticatem sido caracterizada como a5a -R2. A 5a-R1
tem um padréo de distribuicdo diferente, sendo mais predominantemente no figado e na
pele, onde a DHT teria acdo estimulante sobre as glandul as sebaceas. Ja na préstata, a
DHT pode ligar-se aos receptores androgénicos das células ao nivel da estrutura
epitelial e estroma, promovendo a sintese de RNA mensageiro, e consegulientemente, a
sintese protéica e a proliferacdo celular (THOMAS, 1994). Com base neste

conhecimento, foi sintetizado um inibidor especifico da @-redutase, a finasterida,



recentemente comercializado com o nome de Proscaré , o qual possui efeito benéfico
sobre a proliferacdo celular e sintomatologia urolégica da HBP, mas que apresenta
efeitos adversos principal mente sobre afuncdo sexual (KENNEY, 1997).

Uma estratégia alternativa para o tratamento da BHP adotada por varios paises
europeus inclui a fitoterapia, conduta terapéutica que tem sido eleita por mais de 45%
dos casos leves a moderados da doenca. Esta escolha deve-se a consideravel eficiéncia
dos fitofarmacos, principalmente no que se refere a melhoria da sintomatologia
uroldgica e prostética, associada a baixa incidéncia de efeitos indesgjaveis. Dentre 0s
extratos de plantas comumente utilizados, podemos citar os da U. radiz, P. africanum,
C. pepo e S repens. Esta Ultima, € a planta mais utilizada no tratamento da BHP, tendo
sido recentemente comercializada no Brasil com o nome de Permixoréa . Os extratos
destas plantas contém principios ativos como fitoesterois (particularmente b-sitosterol),
triterpenos, alcoois graxos de cadeia longa, &cidos graxos livres e esterificados,
flavondides, carotendides, lectinas e ligninas. Véarios trabalhos tem demonstrado que
estes compostos tem atividade antiandrogénica e antiestrogénica, atividade inibitoria na
sintese de prostaglandinas e leucotrienos (cicloxigenase e lipoxigenase), modificacdo na
sintese de fatores de crescimento (particularmente EGF), inibicdo das atividades das
enzimas Sa-redutase, citocromo P450 aromatase, citocromo P450«c, Oxido nitrico
sintase, Na'/K* ATPase, além de redutores de colesterol e ago sobre espécies reativas
de oxigénio (MARANDOLA, 1997; BOMBARDELLI, 1997).

Por outro lado, a acne, uma desordem folicular da pele que ocorre nas unidades
pilosebéceas especializadas da face e pescoco, esta diretamente associada as alteragoes
hormonais da adolescéncia. Esta anomalia no epitélio queratinizado deve-se a acdo do

produto sintetizado e secretado por glandulas sebaceas sensiveis aos efeitos de



hormdnios androgénicos, com posterior inflamacdo induzida por bactérias foliculares,

particularmente a Propionibacterium acnes. O tratamento da acne geralmente envolve

drogas que tenham efeito antibacteriano, antiqueratinizante e acdo antiseborréica
(KUBO, 1994). Com respeito a esta Ultima agdo, as drogas mais efetivas sdo aguelas

gue atuam na regulacdo de andrdgenos ativos sobre as glandulas sebéceas, como, por

exemplo, compostos inibidores da isoforma R1 da enzima 5a-redutase que €
responsavel pela sintese periférica da dehidrotestosterona (DHT), hormbnio com acéo

sobre a secrecdo sebacea. Trabalhos recentes tém demonstrado que farmacos como a
finasterida e o extrato lipoesterdlico da Serenoa repens, sdo capazes de atuar sobre esta
enzima possuindo efeito benéfico no tratamento da acne. Entretando, como ja foi

mencionado anteriormente, a conversao excessiva de testosterona a DHT pela &-

redutase tem sido proposto como o principal mecanismo molecular responsavel pelo

desenvolvimento da HBP.

As flores de Calendula officinalis vem sendo utilizada para o tratamento de
distarbios dérmicos desde aidade média (KLOUSCHEK-POPOV A, 1982). Atua mente,
uma boa parte das preparacOes de produtos cosméticos e dermatoldgicos para o
tratamento da acne apresentam como componente ativo extratos das flores de C.
officinalis.

A composi¢do quimicadaC. officinalis nos leva a considerar que a mesma seria
de grande importancia no tratamento da HBP, uma vez que ja foi demonstrado que o b-
sitosterol, presente nesta planta, pode competir com substancias endogenas envolvidas
no metabolismo de compostos androgénicos (BOMBARDELLI, 1997), além de inibir a
sintese de prostaglandinas no tecido prostatico (GOMES, 1987). Entre varios outros

compostos presentes na C. officinalis, encontramos inimeros triterpenos, em especial o



faradiol, o qual apresenta um potente efeito anti-inflamatorio tanto tépico (DELLA
LOGGIA, 1994) como sistémico (TOSHIHIRO, 1996). A acdo hipolipemiante do b-
sitosterol e triterpenos foi comprovada por diversos trabalhos (VALISENKO, 1982;
MIRONIVA, 1982). O efeito antiedematogénico do faradiol e outros compostos da C.
officinalisforam recentemente comprovados (ZITTER-EGL SEER, 1997), assim como a
acao inibitéria sobre alipoxigenase de alguns de seus glicosideos (BEZAKOVA, 1996).
Alguns triterpenos, como o taraxastano, apresenta efeito antitumoral (YASUKAWA,
1996). O acido oleandlico e aguns flavondides como quercetina e epigenina, presentes
na C. officinalis, possuem efeito inibitério sobre a sintese de estrogenos (GANBER,
1995). Finalizando, possui efeito benéfico sobre a acne que, em parte, poderia ser

explicado por um mecanismo deinibi¢&o da 5a-redutase.

5. PARTE EXPERIMENTAL



A metodologia adotada nesta pesquisa esta baseada em técnicas especificas para a
separacdo de produtos naturais, como por exemplo: a extracdo de compostos ou grupos
de compostos quimicos obtidos e sua purificagdo ou recristalizagdo através de varios
processos cromatograficos. (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

A identificacdo dos compostos isolados foram redlizados através de métodos
fisico-quimicos de anadlise: Ponto de Fusdo, Espectroscopia de Massa, Ultra-Violeta,

Infra-V ermelho, Ressonancia Magnética Nuclear de*H e**C, além de outros.

5.1. MATERIAL EMETODOS
PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS GERAIS

Para a avaliacdo preliminar do grau de pureza dos compostos isolados foi
empregada cromatografia em camada delgada em placas de vidro com 2,5x7,5 cm,
revestidas com silica gel GFz,4 (Merck) para monitoramento das fragdes obtidas dos
extratos brutos. Os compostos foram aplicados em pontos equidistantes de 0,5 cm e a
1,0 cm da extremidade inferior da placa cromatogréfica. Para compostos com alto grau
de pureza utilizou-se placas cromatogréficas de ata resolucdo (HRTLC) de silica gel
PFs4, em folhas de aluminio (Merck).

Para as colunas cromatograficas utilizouse silica-gel 60, com granulagdo 70-230
Mesh (0,063-0,2mm) para o fracionamento do extrato bruto. Nas colunas de purificacéo
utilizou-se silica-gel 35-70 mesh (0,2-0,5mm).

As substancias separadas nas placas cromatogréficas foram reveladas sob
radiacdo UV usando MINERLIGHT 254 e 365mm. Também foram empregados
reagentes especificos para a revelagdo dos cromatogramas. A revelagdo dos

cromatogramas foi realizado por aspersdo, a uma distancia de 15-20 cm, com o
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revelador anisaldeido sulfurico com posterior aguecimento em chapa quente por 10
minutos a 120°C ou com cloreto férrico sem aquecimento. Também foi utilizado a
revelacdo em cAmaradeiodo (MARINI-BETTOLO, 1981; UGAZ, 1994).

Os solventes utilizados na cromatografia em camada delgada para purificacdo
dos compostos possuiam grau de pureza analitico de procedéncia Merck, Grupo
Quimicaou Synth.

As andlises de cromatografia gasosa foram realizadas em aparelho de
Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo SHIMADZU-CG 14* com detector de
ionizacdo de chama e registrador chromatopac SHIMADZU- C- R6E . As separacdes
foram em coluna capilar de silica fundida, 25 m de comprimento, 0,25 mm d. i. e
revestida internamente com uma pelicula de 0,25 pum da fase estacionaria OV-01,
utilizando-se H, como gés de arraste, nas condicdes cromatogréaficas indicadas em cada
experimento.

As determinacfes dos pontos de fusdo das substéncias puras isoladas foram
realizadas com Aparelho de Ponto de Fusdo APF-301 da marca Microquimica, e ndo
sofreram correcoes.

Os espectros de absorcdo na regido de Infravermelho foram obtidas em
espectrofotbmetro FT Perkin Elmer 16 PC, com as substancias incorporadas em
pastilhas comprimidas em brometo de potassio (KBr) anidro. As absorcdes foram
registradas em escala de centimetro reciprocos (cm™).

Foram obtidos espectros de massa a partir do espectrdmetro de massa
SHIMADZU — CGMS-QP-2000 A, sob impacto de feixe eletrdnico a 70 eV por injecéo

direta



Os espectros de 'H e C foram obtidos em Espectrometro de Ressonancia
Magnética Nuclear Brucker AC-200F . Os deslocamentos quimicos foram expressos em
valores adimensionais d(ppm) em relacdo a um padrdo interno de referéncia de
tetrametilsilano (TMS). Os solventes utilizados, todos deuterados, foram adquiridos
comercialmente. As constantes de acoplamento (J) foram expressas em Hertz (Hz). As
multiplicidades dos sinais sdo indicadas como segue: s=singlete; d=duplete;

dd=duplodubl ete; t=triplete e m=multiplete.

5.2. COLETA EIDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

A espécie C. officinalis L. foi coletada em setembro de 98, no municipio de
Campo Largo — PR. A identificacdo do material Botanico foi realizado pela Prof. Dra.
Rosemeri Moro, do Departamento de Biologia da Universidade Estadual de Ponta

Grossa, onde ha uma excicata depositada no Herbérium da UEPG, sob nimero 6483.

5.3. EXTRAGCAO E OBTENCAO DO EXTRATO METANOLICO BRUTO

Asflores eligulas de C officinalis foram secas em estufa a 40°C por 48 h. Foram
moidas até um p6 grosso, onde foi obtido 1,3 Kg de material, que foi mantido em
maceracdo com metanol 70% durante 10 dias e posteriormente percolado. Apds, o
solvente foi eliminado em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida, resultando cerca
de 10 a20% do volumeinicial, obtendo-se assim o extrato alcodlico (metandlico) bruto.
5.4. SEPARACAO DO EXTRATO BRUTOMETANOLICO

Durante a concentracdo do extrato bruto, houve a formagdo de uma grande

guantidade de precipitado de coloragdo marrom. Este precipitado foi separado por
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filtracdo. O residuo foi levado a secura através de jatos de ar quente e apds, pulverizado
em grau de porcelana. O filtrado foi particionado fazendo-se uso de solventes

adequados.

5.5.FRACIONAMENTO DO PRECIPITADO

Depois de completamente seca, 4 g da fraco precipitado foi cromatografada
sobre uma coluna (70,0 x 3,0 cm) de silicagel 70-230 mesh (200,0 g), eluida com
hexano gradualmente enriquecida com acetato de etila e metanol, coletando-se 45
fracOes de 75 ml.

Analisadas por CCD, as fragbes foram reunidas por similaridade de Rf,

resultando em 8 conjuntos de fragcdes, como representado na TABELA 1.

TABELA 1: Cromatografia em coluna da fracdo precipitado:

fracdo denominacéo peso (g)
2-3 PPT 1 0,232
4-10 PPT 2 -
11-18 PPT 3 -
19-24 PPT 4 -
25-30 PPT 5 -
31-35 PPT 6 -
35-38 PPT 7 -
39-45 PPT 8 0,585

A fragdo 1 foi recristalizada e identificada como PPT 1, posteriormente
identificada como &cido palmitico, com rendimento de 232 mg. O PPT 8 foi purificado
e recristalizado com metanol/agua 50% em banho maria, resultando em cristais amarelo
palha denominados PPT 8, posteriormente identificado como uma saponina derivada do
acido oleandlico, com rendimento de 0,5854g, cuja estrutura ndo foi totalmente

elucidada.



5.6.ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DO PPT 1 (ACIDO PALMITICO)

A caracterizacdo da fr. 3 se deu por CCD comparativa com padrfes, apds a
realizacdo do espectro de IV. Através de IV - M S suspeitou-se tratar de um écido graxo
de cadeia longa com P. M. 256. A CCD com padré&o de referéncia bem como CG-co-
injecdo vieram confirmar esta suspeita. Os dados foram confirmados por CG-padréo,

EM(ID), PF.

5.7.1SOLAMENTO E CARACTERIZACAO DO PPT 8 (SAPONINA)

O PPT 8 foi recristalizado ap6s solubilizagdo em acetona-metanol 1:1,
aguecimento em banho-maria e filtracdo por papel filtro pregueado.

Foi preparado uma CCD sem eluicdo, e, quando revelado com anisaldeido
sulfurico apresentou mancha rosa, demonstrando indicio de saponina triterpénica

glicosilada.

5.8..HIDROL I SE DA SAPONINA
Cerca de 50 mg do PPT 8 foram submetidas a hidrélise acida de maneira
convencional, onde evidenciou-se a formagdo do &cido oleandlico, glicose e outros

acucares.

5.9. OUTRASFRACOES



As outras fragbes obtidas da CC apr

4

esentaram-se em pegquena quantidade e numa

mistura de varios compostos, inviabilizando a separacéo e elucidacdo das mesmas pelos

meétodos convencionais disponiveis.

5.10. FILTRADO

O filtrado obtido na separacdo do extrato bruto foi armazenado em refrigerador a

5 °C. Posteriormente, foi deixado a temper

atura ambiente, transferido para um funil de

separacdo e particionado com solventes de polaridade crescente: Hexano,

Diclorometano, Acetato de etilae Butanol (fig. 3)

Extrato bruto

Hexano

(1000m)

0,994g

Diclorometano (750 ml)

—3,4345¢

Acetato de etila (800 ml)

4,031g

Butanol

(800 ml)

10,3g

FIGURA 3 - Esguema representando a particéo do filtrado.

5.11. FRACAO HEXANICA



V)

Foi utilizado 1 litro de solvente, divididos em 5 particdes de 200ml. Esta
particdo caracterizou-se pela intensa emulsdo formada durante a particéo e pelo baixo

rendimento, n&o somando mais que 994 mg.

5.12. FRACAO DICLOROMETANO
Foi utilizado 750 ml de solvente, divididos em 3 extracdes de 200 ml e 1

extracdo de 150 ml. Quando seco, o extrato apresentou um rendimento de 3,44 g.

5.13. FRACAO ACETATO DEETILA
Foram uilizados 800 ml de solvente, divididos em 4 extracbes de 200 ml. O

rendimento total foi de 4,03g.

5.14. FRACAO BUTANOLICA

Também foram utilizados 800 ml de solvente, divididos em 4 extracdes de 200
ml. O rendimento total foi de 10,3 g.

Apo6s concluidas as etapas da particéo, as fragdes foram mantidas em dessecador

devidro com silica e vacuo.



5.15. IDENTIFICACAO DA FRACAO HEXANICA E PURIFICACAO DA

FRACOE BUTANOLICA

5.15.1. FRACAO HEXANICA

A fracdo hexanica ndo foi cromatografada em coluna devido Ao seu baixo
rendimento. Foram identificados alguns compostos presentes nesta fragéo por CG-MS.
Os compostos identificados sdo: &cido palmitico (Cis H32 O2) e acido octadecandico

(CisHz O).

5.15.2. FRACAO BUTANOLICA

Depois de compl etamente seca, 2 g da fracéo butandlica foram cromatografados
sobre uma coluna (70,0 x 3,0 cm) de silicagel 70-230 mesh (200,0 g), eluida com
diclorometano gradualmente enriquecida com metanol, coletando-se 42 fragdes de 75
ml.

Analisadas por CCD, as fragbes foram reunidas por similaridade de Rf,

resultando em 7 fragdes, de acordo coma TABELA 2.

TABELA 2: Cromatografia em coluna da fragdo butandlica:

fracdo denominacdo peso (Q)
0-8 BUT O -
9-10 BUT 1 0,034
11-14 BUT 2 -
15-20 BUT 3 -
21-25 BUT 4 0,023
26-30 BUT5 -
31-39 BUT 6 -

40-42 BUT 7 -




A fragdo 21-25 foi purificada e recristalizada resultando em cristais amarelo
claro denominado BUT 4, com rendimento de 23 mg. Posteriormente foi identificada

como typhaneoside.



6. ENSAIO FARMACOLOGICO

6.1. PREPARO DO EXTRATO PARA OSTESTESFARMACOL OGICOS

As flores de Calendula officinalisforam col etadas e secas em estufa com circulagéo
de ar a 40°C durante 48 horas. Posteriormente foram maceradas em etanol a 50% por
um periodo de 10 dias, sendo o solvente concentrado em um evaporador rotatorio sob
pressao reduzida para obtencdo do extrato hidroal codlico bruto, o qual foi usado para os

testes bioldgicos.

6.2. ANALISE FARMACOLOGICA

6.2.1. ESTUDOSBIOLOGICOS DA HIPERPLASIA BENIGNA DE PROSTATA

6.2.1.1. ENSAIOSBIOLOGICOS
Os ensaios hiologicos foram realizados na Universidade Federal de Santa

Catarina, sob a coordenacdo da Prof. Dra. Rozangela Curi Pedrosa.

6.2.1.2. MODELO EXPERIMENTAL.:

Para o0 estudo dos possiveis efeitos da C. officinalis sobre o processo
hiperplésico prostatico, foi desenvolvido um modelo experimental para simular uma
hiperplasia prostética em ratos. Este modelo parte do principio que este disturbio ocorre
em células epiteliais e estromais prostéticas, a partir de um desequilibrio que ocorre
originalmente na concentragcdo sangtiinea de colesterol e com posterior repercussao nos
niveistotais e prostaticos datestosterona, levando, consequentemente, a um aumento da

sintese de dehidrotestosterona. Os ensaios biolégicos foram realizados com ratos



machos puberes (n=7) submetidos a castracéo, e posteriormente pré-tratados durante 7
dias com 300upg de ciprionato de testosterona/100g de rato (IM), para inducdo da
hiperplasia prostética. Os animais foram divididos em 5 grupos e tratados 30 dias com:
1) controle | (ratos com hiperplasia prostatica): 600ug de agua destilada (VO) e
300pg de testosterona/K g de peso (IM).

2) controle Il (ratosnormais ndo castrados): 600pg de &guadestilada (VO);

3) controle I11: 2,4 mg de extrato lipoesterdlico da Serenoa repens (Per mixona )/100g
derato (VO);

4) grupo tratado: 100 mg deEH da C. officinalig 100g derato;

5) grupo tratado comFinasterida (0,3mg/KQ).

No tempo zero e 30 dias de tratamento foram coletadas amostras de sangue para
determinacdo dos niveis plasméticos de colesterol, testosterona , atividade da fosfatase
acida. Ao final do tratamento os animais foram sacrificados e o figado, a prostata e a
vesicula seminal foram retirados e pesados. Todos os dados obtidos foram analisados
estatisticamente pela ANOVA, complementado por Turkey-Kramer, admitindo um

nivel de significancia de p<0,05.

6.2.1.3. DOSAGENSBIOQUIMICAS
Os niveis de colesterol foram determinados no soro pelo método enzimético
CHOD-PAP, conforme ALAIN, 1974).

A atividade da fosfatase acida foi avaliada colorimetricamente segundo ROY,

1971.
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A concentracdo plasmatica da testosterona foi determinada pelo método
de ELISA, utilizando testosterona conjugada com peroxidase como substrato

competitivo (ABRAHAM, 1978).

6.2.2. ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

Avaliacdo da Atividade Antinociceptiva do extrato, fragdes e compostos puros

obtidos de C. officinalis

6.2.2.1. ANIMAIS:

Foram utilizados camundongos “ Suicos’ machos e fémeas pesando entre 25 a 40
gramas, aclimatizados a temperatura de 22 + 2 °C com ciclo claro/escuro de 12 horas
mantidos no biotério central da UNIVALI, tratados com ragdo e &gua ad libitum. Os
animais permaneceram no laborat6rio por um periodo de adaptacéo de pelo menos 1
hora antes da realizacdo dos experimentos. Os experimentos foram realizados no Nucleo
de Investigacbes Quimico-Farmacéuticos (NIQFAR) da UNIVALI, pela equipe da Prof.

Marcia Maria de Souza

6.2.2.2. Testes de contor ¢des abdominaisinduzidas pelo acido acético
Preliminarmente foi verificado o efeito do extrato hidroalcodlico da C.
officinalis no teste das contor¢bes abdominais, que permite avaliar a atividade
analgésica de vérias substancias que atuam tanto em nivel central quanto periférico.
A resposta nociceptiva foi induzida pela injecéo intraperitoneal (i.p.) de &cido
acético (0,6%) diluido em solucdo salina (0,9%). Basicamente, as contorcoes

abdominais consistem na contragdo da musculatura abdominal juntamente com



extensdo de uma das patas posteriores, de acordo com o método descrito
anteriormente (COLLIER, 1968; SANTOS, 1995). Grupos distintos de animais
foram pré-tratados com extrato hidroal codlico obtido das flores secas de Calendula
officinalis (10-60 mg/K g, i.p.), com as fracfes semipurificadas (10-60 mg/Kg, i.p.),
ou com composto puro ac. Palmitico (10 mg/Kg, i.p.), 30 min. antes dainjecdo com
acido acético. Outros grupos de animais foram pré-tratados com aspirina (10-100
mg/Kg, i.p., controle positivo) ou com o veiculo (10 ml/Kg, i.p.), utilizado para
diluir o extrato, fragdes e os compostos, 30 min antes dainjecdo do irritante.

Ap6s a injecdo de acido acético, os camundongos foram observados
individualmente, colocados em funis de vidro e o niUmero de contorgdes abdominais
foi quantificado cumulativamente durante um periodo de 20 min. A atividade
antinociceptiva foi determinada tomando-se como base a inibicdo do nimero das
contor¢des abdominais dos animais pré-tratados com aspirina €/ou com o extrato,
fracbes e compostos obtidos da Calendula officinalis, comparando-se com o

ndmero das contorgdes abdominais dos animais controles (veicul 0).

6.2.2.3. Dor induzida pelaformalina
Para a confirmagdo do efeito analgésico do EH, foi utilizado o teste da dor
induzida pela injecéo intraplantar de formalina, um modelo mais especifico que o
teste de contorgdes abdominais, permitindo avaliar dois tipos de dor: a de origem
neurogénica (estimulacéo direta dos neurdnios nociceptivos) e a dor inflamatéria
(caracterizada pelaliberacdo de mediadores inflamatorios).
O procedimento utilizado foi similar ao descrito anteriormente (VAZ, 1996;

SANTOS, 1995). Os animais receberam 20ul de formalina a 2,5% (0,92% de
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formaldeido) ou salina na regido intraplantar das patas posteriores direita e
esguerda, respectivamente.

Logo apods ainjecdo de formalina, os animais foram colocados, individua mente,
dentro de um funil de vidro, ao lado de um espelho para facilitar a observacéo.
Apés, foi quantificado, durante 30 min, o tempo que o anima permaneceu
lambendo ou mordendo a pata injetada com formalina, sendo esse tempo
cronometrado e considerado como indicativo de dor. Esse modelo permite
evidenciar duas fases de sensibilidade dolorosa: a primeira, que ocorre durante os
primeiros 5 min apos a injecdo de formalina (dor de origem neurogénica), e a
segunda, que ocorre entre 15 a 30 min apos a formalina, representando a resposta
tbnica a dor acompanhada de uma resposta inflamatéria relacionada com a
liberacdo de mediadoresinflamatorios (HUNSKAAR & HOLE, 1987).

Os animais foram pré-tratados com o extrato, fragdes ou compostos isolados da
Calendula officinalis (10-60 mg/Kg, i.p.), aspirina (10-100 mg/Kg, i.p., controle
positivo) e/ou com o veiculo (10 mi/Kg, i.p.), 30 min antes dainjecdo de formalina.
Ao final dos experimentos, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e as patas posteriores direita ( injetada com formalina) e esquerda (injetada
com salina) cortadas na juncéo tibio-tarsal e pesadas em balanca analitica para a

quantificacdo do edemainduzido pelaformalina.

6.2.2.4. Dor induzida pela capsaicina
Este modelo foi proposto recentemente por SAKAMURADA (1992) para o
estudo de compostos que atuam sobre a dor de origem neurogénica. A injecéo de

capsaicina induz a estimulacdo direta dos neurénios nociceptivos envolvidos na



transmissdo dolorosa, inluindo principalmente as taquicininas (substancia P,
neurocinina A e neurocinina B). Assim, este teste foi empregado com o objetivo de
evidenciar a possivel interacdo dos extratos ou do composto isolado da C.
officinalis com o sitema taquicinérgico.

Cada animal foi colocado individualmente dentro de um funil de vidro
transparente por um periodo de adaptacdo de, no minimo, 20 minutos, que
posteriormente, foi utilizado para observar a dor induzida pela capsaicina,
cronometrando-se durante 5 minutos o tempo que 0 animal permaneceu lambendo
ou mordendo a pata. Cada animal recebeu 20l de solucdo de capsaicina (1,6
Ho/pata), injetada intraplantarmante na pata posterior direita. O tempo que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com capsaicinafoi considerado
como indicativo de dor. Os animais foram tratados com o extrato hidroalcodlico e
fracOes obtidos naflores de Calendula officinalis (10-60 mg/Kg, i.p.), 30 min antes
da injecdo da capsaicina. O grupo controle recebeu somente o veiculo (10 ml/Kg,

I.p.) utilizado paradiluir o composto.

6.2.2.5. Drogas e solucdes usadas
As seguintes drogas e solugdes foram utilizadas: écido acético, formalina,
aspirina e capsaicina (Sigma Chemical Co., St Luis, MO, EUA). Os demais
reagentes e sais utilizados foram de alto grau de pureza analitica. Todas as drogas
utilizadas foram dissolvidas em salina antes do seu uso, exceto 0s compostos e a

aspirina, que foram dissolvidasem 0,5 % de Tween 80 em salina.
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6.2.2.6. Analiseestatistica

Os resultados séo apresentados como média + erro padrédo da média, exceto as
Dlso (em alguns casos) (que corresponde as doses dos extratos e compostos que
reduzirem aresposta para 50% em relacéo ao grupo controle), que sdo apresentados
com as médias geométricas acompanhadas de seus respectivos limites de confianca
em nivel de 95%. As analises estatisticas dos resultados foram realizadas por meio
de andlise de variancia seguida pelo teste de multipla comparacéo utilizando-se o
método de Dunnett, quando apropriado. Vaores de P<0,05 ou menos foram
considerados como indicativo de significancia. As Dlsy foram estimadas a partir de

experimentosindividuais por interpolacdo gréfica em papel semi-logaritimico.
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7. RESULTADOSE DISCUSSAO

7.1. IDENTIFICACAO DOSCOMPOSTOSISOLADOS

7.1.1.IDENTIFICACAO DO COMPOSTO PPT 1

O composto PPT 1 foi obtido das subfracdes do extrato hidroalcodlico e das
subfracdes do precipitado formado durante o processo de evaporagao do solvente.

As absorcdes na regido espectral do infra-vermelho ( fig. 4), caracteristico de
&cido graxo, onde s30 evidenciados as absorgdes do OH da carboxilaem 3000cm’™, e da
banda de absorcdo da carbonila a cerca de 1700 cm™, além das bandas de CH, e CH3,
nas regides de 2900, 1460 e 1370 cm™.

Os dados observados no Espectro de Massa (fig. 5), permite evidenciar que o
referido composto tem peso molecular de 256, sugerindo tratar-se do Acido Palmitico.
Apbs Co-CCD e CoCG (fig. 6) com o &cido palmitico auténtico, pode-se concluir que

S840 0S MESMOS COMPOStOsS.

7.1.1. Identificacio do PPT 1 por MS (Acido Palmitico)

No Espéctro de M assas observamos o pico molecular M™ am/z (% rel.) em 256
e a presenca de fragmentos a m/z 228, 214, 200, 186, 172 que representa um espectro
caracteristico para écidos de cadeia longa, devido as séries de aglomerados
"hidrocarbonicos' a intervalos de 14 unidades (fig. 7). O pico base ocorre em m/z 60,
com intensidade de 100% e deduz-se que é devido ao rearranjo de McL afferty. Outras
guebras caracteristicas para acido carboxiclico de cadeia longa esta representado em
m/z 73, que é resultante da quebra de cada ligacdo C-C, com retencéo de carga pelo

fragmento contendo oxigénio; em m/z 57 pelo mesmo tipo de quebra porém com



retencéo pelo radical alquilae em m/z 55 como modelo hidrocarbono de fragmentacéo.
Todos os dados descritos estdo de acordo com os dados daliteratura (Silverstein, 1994).

O Ponto defusdo do PPT 1 é€62°C (Literatura- Aldrich = 61-64°C)

T 57 L
---------------- . ! O

i i .
H3C——(CH2—CH2——CH2>— CHp—i C— OH

e e

FIGURA 7 - Esguema da fragmentacao tipica de um acido graxo
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FIGURA 5 - Espectro de massas do PPT 1
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7.1.2. IDENTIFICACAO DO COMPOSTO BUT 4

O composto BUT 4 foi obtido a partir da fragdo de Butanol, obtida por particéo
do EH dasflores de C. officinalis.

As absorcdes na regido epectral de Infra-Vermelho, sdo caracteristicas de
flavonoides, confirmado através de uma reagdo do composto com o reativo FeCls
(MARINI-BETTOLO, 1981; UGAZ, 1994). A banda larga na regido de 3500 cm™
corresponde &s hidroxilas arométicas, enquanto a banda em cerca de 1660 cm?* é
relativa a carbonila quelada.

O espectro de RMN -*H (fig. 8) indica a presenca de vérios sinais relativos aum

flavondide glicosilado.

HO
OH

HO

OH

IT

R=CHs;

Isorhamnetin glicosidico



59

Em 6,70 e 6,64 ppm, pode ser verificado a presenca de 2 dupletes relativos aos
prétons do anel A. Naregido de 6,40 a 8,50 ppm sdo evidenciadas os outros prétons do
anel B. Naregido de 4 a 5,3 ppm séo verificados os protons dos agucares (glicosideos),
enguanto que a metoxila aparece em 3,97 ppm. Os dupletes relativos as 2 metilas dos
acUcares aparecem naregido de 1,5 ppm.

O espectro de RMN - 2C (fig. 9) confirma que o BUT 4 trata-se do composto
I sorhamnetin - 3 - rutino - rhamnosideo cujos sinais dos glicosideos sdo similares aos da
literatura (VIDAL-OLLIVIER ET, 1989) para este composto.

A tabela 3 mostra os dados de RMN - 3C dos compostos em comparagdo com a

literatura.

TABELA 3 - Dados de RMN - C para o BUT 4 em comparagéo com os dados da

literatura:
CARBONO FL, - LITERATURA BUT 4
1 100.69 100.49
2' 80.60 80.12
3 77.61 77.24
4 72.81 72.09
5' 79.27 78.86
6' 68.67 68.18
1" 102.48 102.40
2" 72.81 72.39
3" 72.81 72.31
4" 74.48 73.95
5" 70.24 69.91
6" 18.06 17.82
1 102.80 102.77
2" 72.55 72.09
3" 72.48 72.02
4" 74.25 73.77
5" 70.09 69.78

6" 17.77 17.46
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FIGURA 8 - Espectro de RMN de 'H do composto BUT 4
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FIGURA 9 - Espectro de RMN de *C do composto BUT 4



7.1.3. RESULTADOSOBTIDOSPOR CG - MS DA FRACAO HEXANICA
Devido o baixo rendimento, foram identificados aguns compostos da fracéo
hexanica, através da andlise em CG-MS (fig. 10). A identificagdo foi realizada através
do banco de dados de espectros de massa da biblioteca da UFSC.
Os compostosidentificados foram: HEX 1 - &cido octadecanoico (CigHss0) (fig.

11) eo HEX 2 - &cido palmitico em baixa concentracdo (C1sHz02) (fig. 12).

7.1.3.1. Identificacdo do M Sparao HEX 1 (acido octadecandico):

O espectro de massas (fig. 11), mostrou o pico molecular M am/z (% rel.) em
284 e fragmentos a m/z 228, 214, 186, 172, 158, caracteristico para écidos carboxilico
de cadeia longa, e é devido as séries de aglomerados "hidrocarbbnicos' a intervalos de
14 unidades (fig. 7). O pico base ocorreu em m/z 57 com intensidade de 100%. Este
pico € resultante da quebra de cada ligagdo C-C, com retencéo da carga pelo fragmento
alquila. Em m/z 73, resultante da quebra de cada ligacdo C-C, com retencdo de carga
pelo fragmento contendo oxigénio; em m/z 55 caracteristico do model o hidrocarbono de
fragmentacdo. Os dados descritos estdo de acordo com os dados da literatura

(SILVERSTEIN, 1994).

7.1.3.2.1dentificacdo do M Sparao HEX 2 (acido palmitico):

O espectro de massas (fig. 12), mostrou o pico molecular M™ am/z (% rel.) em
256 e fragmentos a m/z 228, 214, 186, 172, 158, caracteristico para acidos carboxilico
de cadeialonga ( fig. 7). O pico base ocorreu em m/z 73 com intensidade de 100%, e
em m/z 73 ambos resultado da quebra de cada ligagdo C-C, com retencéo de carga pelo

fragmento contendo oxigénio. Em m/z 57, representa tipicamente o resultado da quebra



de cada ligagdo C-C, com retencdo da carga pelo fragmento alquila. Em m/z 55
caracteistico do modelo hidrocarbono de fragmentacdo. Os dados descritos estdo de

acordo com osdados daliteratura (SILVERSTEIN, 1994).
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7.2. RESULTADOSBIOLOGICOS
7.2.1. HIPERPLASIA BENIGNA DE PROSTATA

Os ensaios fitoquimicos realizados com o extrato hidroalcodlico da
Calendula officinalis permitiram evidenciar a presenca de varios compostos de interesse
guimico medicinal.

A cromatografia gasosa indica a presenca de triterpenos e esterdis nas amostras
analisadas;, aos primeiros compostos ja foi atribuido um potente efeito anti-
edematogénico em testes farmacoldgicos de inflamacdo (MARCOLI, 1986) e ao
segundo uma importante atividade inibidora na sintese de prostaglandinas no tecido
prostético (SETHI, 1990)

O acido oleandlico (ver parte fitoquimica), que se encontra em elevadas
concentragbes nas amostras testadas, possui um potente efeito anti-edematogénico
(MARCOLI, 1986) além de uma significativa atividade anti-estrogénica por inibi¢éo da
aromatase (GAMBER, 1995). Estaenzima é responsavel pela conversao datestosterona
em estrogenos e, aparentemente, esta envolvida no desenvolvimento da HBP. Além do
acido oleandlico, alguns flavondides foram também caracterizadas como inibidoras da
aromatase prostatica (KELLIS, 1985). Provavel mente alguns dos flavondides detectados
da Calendula officinalis também possuem este efeito.

O docosanol (C2 Hgs O) detectado pela primeira vez nesta planta em nosso
laboratdrio, € um reconhecido policosanal, ao qual foi atribuido um potente efeito
redutor de colesterol, sendo atualmente utilizado terapéuticamente na argentina para o
tratamento das hipercolesterolemias (MENENDEZ, 1994; BATISTA, 1996). Este
composto, comercializado com 0 nome de Duplaa , também reduz a concentracéo das

prostaglandinas e a agregacéo plaquetaria(CARABAJAL, 1998).
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A presenca de alguns triterpenos na Calendula officinalis como o taraxastano
(ver parte fitoquimica), detentor de um comprovado efeito antitumoral, sugere um claro
potencial terapéutico desta planta no tratamento da HBP, uma vez que esta hiperplasia
consiste numa doenca degenerativa que eventualmente pode progredir para o cancer.
Deve-se levar em consideracdo o fato de que estes triterpenos possuem estruturas
guimicas semelhantes aos fitosterdis presentes no extrato lipoesterélico da Serenoa

repens, particularmente o b-sitosterol, frequentemente envolvido no efeito inibidor

sobre a5a-redutase, ao qual € atribuido o efeito terapéutico desta planta sobre aHBP.

7.2.1.1 . ANALISE DO PESO DA PROSTATA

Como pode ser observado nafigura 13 , com respeito a Hiperplasia Progética,
ocorreu uma reducdo de 12% da massa prostética nos animais tratados com o EH da C.
officinalis, com relacéo aos ratos control e hiperplasicos.

A reducdo do peso prostético observada nos ratos tratados, foi menor que aquela
obtida com os animais tratados com Permixon® e Finasterida®. Entretanto, esta
reducéo seria importante tendo em vista que o material testado se trata de um extrato

bruto, enquanto os outros dois sdo fragdes purificadas e compostos sintéticos.

7.2.1.2. ANALISE DOSNIVEIS DA FOSFATASE ACIDA

Ocorreu um importante decréscimo (fig. 14) na atividade da fosfatase acida nos
animais tratados com o EH da C. officinalis (40%), quando comparado aos ratos
controle hiperplasicos. Jao Permixon® e Finasterida® causaram um decrescimo menos

significativo na atividade da enzima (38 e 28% respectivamente). Cabe ressaltar que a
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atividade desta enzima é frequentemente utilizado como biomarcador de proliferacdo
celular no estroma prostatico, sendo este um indicador bioquimico de elevagéo do
metabolismo basal neste 6rgdo. Os dados indicam, portanto, uma redu¢do maior na HP
ao nivel molecular nos ratos tratados com a C. officinalis que com os tratados com

Permixon® e Finasterida®.

7.2.1.3. ANALISE DOS NIVEIS DE TESTOSTERONA

Como pode ser observado na figura 15, ocorreu um ligeiro aumento na
concentracdo plasmética de testosterona (24%) nos animais tratados com o EH da C.
officinalis quando comparado ao grupo de ratos controle com HP. Pode ser observado
gue os animais tratados com Permixon® ( Serenoa repens) tiveram uma menor elevagéo
deste androgeno (6%). Ja no tratamento com a Finasterida® observa-se uma elevagéo
(160%) dos niveis de testosterona. Este resultado sugere fortemente que a C. officinalis
possui um efeito inibitorio sobre a atividade da 5a-redutase circulante mais importante
gue o préprio Permixon®. Deve ser lembrado que um dos principais efeitos colaterais
da Finasterida seria distarbios na funcdo sexual, como perda da libido e ejaculacdo
retrograda. Estes efeitos certamente poderiam estar associados a uma el evacéo continua

dos niveis de Testosterona.

7.2.1.4. ANALISE DOSNIVEISDO COLESTEROL
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Os dados apresentados na figura 15 demonstram que o EH da C. officinalis
possui um efeito hipocolesterolémico significativo (12%) quando comparado aos ratos
com Hiperplasia Prostética ndo tratados, apés 30 dias de tratamento.

Devemos considerar que os animais tratados com Finasterida® sofreram uma
elevacdo de 25% nos niveis sanguineos de colesterol.

Vale lembrar que existe uma forte correlagdo positiva entre o desenvolvimento
de HBP no homem (a partir dos 50 anos) e a elevacédo dos niveis de colesterol, umavez

gue o colesterol é amolécula precursora na sintese de testosterona.

Os resultados obtidos nos ensaios bioldgicos, se referem aos testes realizados
com o EH da C. officinalis, onde os principios ativos responsaveis por seus efeitos
biologicos certamente se encontram em reduzida concentragdo. Deste modo, faz-se
necessario a realizagdo destes experimentos nas fragcdes obtidas pelo particionamento

deste extrato.



73

peso da préstata{mg/100g rato)

0.4+

0.3+ r Bl 12%"
o~ P

0.2-

0.1

0.0

Hiperplasia Planta C Permixon Finasterida Normal

" percentagens de redugdo do peso da prostata em relagao aos ratos hiperplasicos, n = 7



74

FIGURA 13 - Reducgdo do peso prostético em ratos puberes castrados e tratados durante
30 dias com extratos brutos etandlicos da Calendula officinalis (45mg), Permixon
(3mg), Finasterida (0,3mg) e em ratos normais
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FIGURA 14 - Atividade da fosfatase &cida em ratos puberes castrados e tratados
durante 30 dias com extrato bruto hidroal codlico da Calendula officinalis (45mg),
Permixon (3MG), Finasterida (0,3mg) e em ratos normais
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FIGURA 15 - Niveis de testosterona em ratos puberes castrados e tratados durante 30
dias com extrato bruto hidroal codlico da Calendula officinalis e em ratos normais



FIGURA 16 - Niveis sangiineos de colesterol em ratos puberes castrados e tratados
durante 30 dias com extrato bruto hidroal codlico da Calendula officinalis (45mg),
Permixon (3mgQ), finasterida (0,3mg) e em ratos normais

7.2.2. RESULTADOSANTINOCICEPTIVOS

A Calendula officinalis é amplamente empregada na medicina popular para
tratar diferentes patologias, incluindo processos dolorosos. Porém, ndo foram
encontrados estudos anteriores que comprovassem sua eficacia. Assim, 0 extrato
hidroalcodlico (EH) obtido das flores de C. officinalis foi analisado em diferentes

model os de nocicepgdo em camundongos.
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7.2.2.1. DOR INDUZIDA PELA INJECAO INTRAPERITONIAL DE ACIDO

ACETICO

Os resultados da fig. 17 mostram que o EH de C. officinalis, administrado por
viaintraperitonial, inibiu de forma dose-dependente as contor¢des abdominais, cujaDlsy
aindando foi determinada, porém € menor do que 10 mg/Kg. No mesmo modelo, alguns
analgésicos utilizados na clinica, como a Aspirina, o Paracetamol, a Dipirona, €tc,
apresentam uma Dlsp em torno de 25 mg/Kg (BLOCK, 1998; SOUZA, 1998).

Ainda no modelo do &cido acético, 0 EH tem um considerdvel tempo de acéo,
apresentando um efeito inibitério méximo da dor em 2 horas, sendo efetivo até 4 horas
apos sua administracéo (fig. 18).

Quando administrado oralmente, o EH também foi efetivo, causando inibicdo de

cercade 75% nadose de 100mg/Kg (fig. 19).



NUMERQ DE CONTORCOES

50

40

30 4

10 4

Dl =<10mg/Kg

Ex ]
I
L
T Ex 3
c 10 30 50

CALENDULA (mg /Kg, ip)

79



IFIGURA 17 - Efeito antinociceptivo dose-

dependente causado pelo extrato hidroalcodlico obtido das flores de C. officinalis,
administrado intraperitonialmente na dose inferior a 10 mg/Kg, em relagcdo as
contor¢des abdominais causada pela injecdo de &cido acético em camundongos. Cada

grupo apresenta em média 6-8 animais.  P< 0,01.
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i
controla calendula
TRATAMENTO (100 mg /Kg, V. O.)

NUMEROQ DE CONTORCOES

JIFIGURA 18 - Tempo de acéo (Time-
Course) do extrato hidroalcodlico das flores de C. officinalis administrado
intraperitonialmente, no model o do acido acético, na dose de 60 mg/Kg.

FIGURA 19 - Efeito antinociceptivo dose-dependente causado pelo  extrato
hidroalcodlico obtido das flores de C. officinalis, administrado oramente na dose de
100 mg/K g, em relacéo as contor¢des abdominais causada pelainjecéo de acido acético

em camundongos. Cada grupo apresentaem média6-8 animais. =~ P<0,01.

7.2.2.2. DOR INDUZIDA PELA FORMALINA

No modelo da formalina, que consiste em uma técnica que permite distinguir 2

fases de dor (origem neurogénica - 1° fase; origem inflamatdria - 2° fase)



(HUNSKAAR, 1985; SOUZA, 1998). O EH foi mais ativo em relagdo a segunda fase
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IFIGURA 20 - Efeito antinociceptivo dose-

dependente causado pelo EH das flores de C. officinalis administrado por via
intraperitoneal em relacdo a 1° e 2° fase da dor induzidos pela formalina. Cada grupo

apresentaem média 6-8 animais.

7.2.2.3. DOR INDUZIDA PELA CAPSAISINA

No modelo da capsaicina, o EH também foi mais efetivo, confirmando o efeito

desta plantanador de origem neurogénica (fig. 21).
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FIGURA 21 - Efeito antinociceptivo dose-dependente causado pelo EH das
flores de C. officinalis administrado por via intraperitoneal em relacdo a dor

induzidos pela capsai cina. Cada grupo apresentaem média 6-8 animais

Visando proceder um estudo orientado para determinar 0S COmMPOStOS
responsaveis pelos efeitos antinociceptivos verificados para o EH, realizou-se uma
investigacdo farmacoldgica com algumas fragdes obtidas por particdo (CECHINEL
FILHO & YUNES, 1998).

As fragdes de Diclorometano (DCM) e Butanol (BuOH) foram testados no
modelo da formalina na dose de 10mg/Kg, via intraperitonial. O DCM causou inibicéo
de 51 e 60% paraa 1° e 2° fase, enquanto o BUOH causou inibicdo de 48 e 83% paraa
1°e 2°fase, respectivamente.

Estes resultados sugerem que os flavondides presentes na fr. BUOH (ver parte

fitoquimica), parecem ser 0s principais componentes antinoci ceptivos da planta.



Considerendo que ocorreu a formacdo de grande quantidade de precipitado
durante o processo de particdo (ver parte experimental), 0 mesmo foi cromatografado
obtendo-se uma saponina (derivado do &c. oleandlico) e um &cido graxo (ver parte
fitoquimica). A saponina, principal componente do precipitado, também foi testada no
modelo da formalina, sendo que esta causou a morte de todos os animais testados na
dose de 10 mg/Kg, ip., sugerindo apresentar propriedades toxicas que precisam ser
melhor investigada. Por outro lado, o &cido palmitico foi testado no modelo do acido
acético, causando notavel inibicdo (89%) na dose de 10 mg/Kg. A aspirina e 0
paracetamol, na mesma dose e modelo, causaram inibicdo de cerca de 35%
(CECHINEL FILHO, 1995).

Cabe ressaltar que este é o primeiro relato da atividade anal gésica tanto da planta
em quest&o, como do acido palmitico.

Finalmente, os resultados obtidos demonstram claramente que a C. officinalis
possui em sua composicdo compostos quimicos que exercem promissores efeitos
antinociceptivos em camundongos. Tais resultados confirmam o uso na medicina

popular desta planta como um agente terapéutico contra processos dolorosos em geral.



8. CONCLUSOES

1. A investigacdo fitoquimica do extrato das flores de C. officinalis, resultou no
isolamento e identificacio do Acido Palmitico e do flavondide Typhaneoside, sendo
estes compostos ja relatados para para esta planta. Foi identificado por CG-MS, na
fracdo hexanica, o acido octadecandico e pequena concentragdo de &cido palmitico.
Foi isolado ainda alta concentrac@o de saponina derivada do acido oleandlico, cuja

estruturando foi totalmente elucidada.

2. No estudo da atividade antinociceptiva, constatou-se potente acdo na fragéo
butandlica, provavelmente pela ata concentracéo de flavondides. Constatou-se ainda
uma forte ac8o analgésica para o &cido palmitico, sendo este efeito inédito para este
composto. Esta acdo comprovada justifica o uso da C. officinalis ha medicina

popular.

3. Constatou-se através de estudos bioldgicos, ata toxicidade para as saponinas
isoladas, onde 10 mg/Kg matou todos os animais. Este fato deve ser melhor

investigado, pois a Caléndula é utilizada pela popul acéo naforma de extrato bruto.

4. No estudo da Hiperplasia Benigna de Prostata, verificou-se um potencial efeito
benéfico para esta patologia, sugerindo um promissor fitoterdpico a ser utilizado para
o tratamento desta enfermidade. Como foi investigado este efeito apenas para o

extrato bruto, um estudo de suas fragfes e compostos i sol ados se faz necessério.
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