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RESUMO

CHAGAS_PAULA, D. A. Atividade anti-inflamatéria e caracterizagao fitoquimica
do cha e de diferentes extratos de Tithonia diversifolia (Asteraceae). 2010. 116f.
Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Tithonia diversifolia Hemsl. A. Gray (margaridao, Asteraceae) € uma planta medicinal
com propriedade anti-inflamatoria bastante promissora, embora tenha sido
parcialmente investigada do ponto de vista quimico e farmacoldgico. Neste trabalho,
a partir de suas folhas foram obtidos um infuso (cha), um extrato de lavagem foliar
em acetona rico em lactonas sesquiterpénicas (LSTs), um extrato em metanol-H,O
das folhas livres de tricomas (ELT) e o dleo essencial, incluindo das inflorescéncias.
Pela primeira vez os constituintes polares das folhas de T. diversifolia foram
identificados e o seu mecanismo de agao anti-inflamatorio foi investigado. Através
dos perfis quimicos dos extratos obtidos por CLAE-UV-DAD e CG-EM, comparagao
com dados da literatura e de uma biblioteca de padrbes, juntamente com a
identificacdo de alguns constituintes isolados, foi possivel identificar mais de 20
substancias desta planta e efetuar a caracterizagcdo quimica de todos seus extratos.
O sucesso na obtencao de extratos que refletem diferentes classes de metabdlitos
secundarios de T. diversifolia, avaliados por ensaios anti-inflamatorios in vivo (tépico
e oral) e in vitro, permitiu concluir que as LSTs ndo sdo as unicas substancias que
contribuem para atividade anti-inflamatéria da planta como se acreditava
anteriormente. O extrato polar (ELT), rico em acidos clorogénicos (ACGs) e livre de
LSTs, apresentou atividade anti-inflamatoria superior a do extrato contendo LSTs, do
farmaco de referéncia (indometacina) e do fitoterapico Acheflan®. Muito similar
quimicamente ao ELT, o infuso n&o apresentou atividade anti-inflamatodria
interessante, o que nos leva a desestimular seu uso popular. Ainda foi possivel
demonstrar que a forma de preparar cada extrato causa influéncia na atividade
farmacolégica. O estudo do 6leo essencial das folhas e inflorescéncias permitiu
observar que seus mono e sesquiterpenos também apresentam atividade anti-
inflamatdria. Os mecanismos de acao propostos através dos ensaios in vivo € in vitro
permitiram definir que as LSTs e/ou flavonas e os ACGs de T. diversifolia sdo bons
anti-inflamatdrios, inclusive sem apresentar os efeitos colaterais comuns aos anti-
inflamatérios ndo esteroidais atuais. Além disso, foi possivel observar que a
toxicidade de todos os extratos testados por via oral foi menor que aquela
apresentada pelo farmaco de referéncia (indometacina) correntemente utilizado na
terapéutica. Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar que a T. diversifolia
brasileira possui diferentes substancias com propriedades anti-inflamatérias que
agem por diferentes mecanismos de agao. Em pelo menos um destes mecanismos,
os extratos demonstraram agir sinergicamente. Embora o emprego de seu infuso
nao seja recomendado como anti-inflamatério, esta planta é promissora para o
desenvolvimento de novos fitofarmacos ou como fonte de substéncias anti-
inflamatarias.

Palavras-chave: Anti-inflamatoria, Tithonia diversifolia, Asteraceae.
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ABSTRACT

CHAGAS_PAULA, D. A. Anti-inflammatory activity and phytochemical
characterization of infuse and different extracts from Tithonia diversifolia
(Asteraceae). 2010. 116f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2010.

Tithonia diversifolia Hemsl. A. Gray (Mexican sunflower, Asteraceae) is a very
promising anti-inflammatory medicinal plant, although so far it has been partially
investigated from the chemical and pharmacological point of view. In this work, an
infusion, a sesquiterpene lactone (STL)-rich leaf rinse extract in acetone, a methanol-
H,0O extract from trichome-free leaves (TFL), and the essential oil were obtained from
the leaves of T. diversifolia, including the essential oil from its inflorescences. The
main polar constituents were identified in the leaves of T. diversifolia and its anti-
inflammatory mechanism of action was determined for the first time. More than 20
compounds from this plant were identified and all extracts were chemically
characterized based on chemical profiles obtained from HPLC-UV-DAD and GC-MS
analyzes, comparison with literature data,data from our pure compounds library, and
on the identification of isolated compounds. The success in obtaining extracts with
different classes of secondary metabolites of T. diversifolia allowed, after in vivo
(topic and oral) and in vitro anti-inflamatory assays were carried out, to show that the
STLs are not the only class of compounds that contribute to the anti-inflammatory
activity of this plant as previously believed. The TFL extract, which was proved to be
rich in chlorogenic acids and free of LSTs, demonstrated better activity and better
mechanism of action than those displayed by the LSTs, the reference drug
(indomethacin) and Acheflan® (a phytomedicine). The infusion, which is chemically
very similar to the TFL extract, did not show any interesting anti-inflammatory activity,
therefore discouraging its popular use. Additionally, it can be stated that the way the
extracts are prepared exert influence in their pharmacological activity. The study of
the essential oil allowed to observe that its mono e sesquiterpenoids also present
anti-inflammatory activity. The mechanisms of action proposed after in vivo and in
vitro assays were carried out allowed us to define that the STLs and/or flavones and
chlorogenic acids from T. diversifolia are good anti-inflammatory agents; it should
also be mentioned that these compounds do not present the side effects which are
common to the current non-steroidal anti-inflammatory drugs. Furthermore, it was
possible to observe that the toxicity of all extracts tested orally was lower than that
presented by the reference drug (indomethacin) commonly used in the treatment of
inflammatory diseases. These results altogether allowed us to conclude that the
Brazilian T. diversifolia presents different classes of secondary metabolites with anti-
inflammatory properties that act through different mechanisms of action. These
extracts also displayed a synergistic mechanism. Although the use of the infusion is
not recommended as anti-inflammatory remedy, this plant is promising for the
development of new phytomedicines or as a source of anti-inflammatory compounds.

Keywords: Anti-inflammatory, Tithonia diversifolia, Asteraceae.
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1. INTRODUCAO

A familia Asteraceae possui um grande numero de espécies investigadas por
pesquisadores de diferentes areas da Ciéncia, em especial da quimica, biologia,
farmacologia e agronomia (Heywood et al., 1977; Funk et al., 2009). No Brasil,
existem varios representantes desta familia, nativos ou aclimatados, que também
fazem parte deste universo. No ambito da quimica de produtos naturais, o estudo
fitoquimico de extratos vegetais e moléculas desta familia € o enfoque principal das
pesquisas. Além do estabelecimento do perfil quimico, os objetivos destes estudos
tém sido a confirmacao de propriedades medicinais com vistas a validacdo do uso
popular, a investigacédo detalhada de propriedades farmacoldgicas ja conhecidas e a
descoberta de substéncias bioativas frente a novos alvos biolégicos (Da Costa,
2007).

Alguns exemplos de espécies de Asteraceae conhecidas no Brasil por suas
propriedades medicinais sdo o guaco (Mikania laevigata Schultz Bip. ex Baker), a
carqueja [Baccharis trimera (Less.) DC.], o assa-peixe (Vernonia polianthes Less.), a
caléndula (Calendula officinalis L.) e a marcela [Achyrocline satureioides (Lam.)
DC.], dentre outras (Gupta, 1995; Teske e Trentini, 2001; Funk et al., 2009).
Diversos preparados obtidos de espécies medicinais ndo tdo consagradas também
tém sido utilizados pela populagdo, porém a maioria ainda nao teve sua agao
farmacolégica ou toxica comprovada, tampouco os principios ativos e marcadores
conhecidos (Gupta, 1995; Teske e Trentini, 2001; Funk et al., 2009).

As classes de moléculas mais investigadas de Asteraceae s&o os terpenoides
e os compostos fendlicos que, além da diversidade estrutural, apresentam potencial
farmacolégico. Dentre os terpenoides, os diterpenos e as lactonas sesquiterpénicas
(LSTs) sdo os mais estudados e, dentre os compostos fendlicos, destacam-se os
flavonoides e, mais recentemente, os acidos clorogénicos (ACGs) (Da Costa, 2007;
Gobbo-Neto et al., 2008).

Nos ultimos dez anos, varios representantes de Asteraceae, medicinais ou
nao, foram coletados por integrantes de nosso grupo de pesquisa. Durante este
periodo, mais de 20 delas foram investigadas quimicamente, tendo sido isoladas e
identificadas varias LSTs e diterpenos, além de compostos fendlicos. As LSTs foram

isoladas de extratos de lavagem de folhas ou flores, uma vez que estas moléculas
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acumulam-se em glandulas na superficie destes 6rgaos, sendo facilmente extraidas
através de lavagem com solventes organicos (Da Costa, 2007).

Em nossas investigagdes, o estudo do potencial farmacolégico de extratos e
de moléculas foi direcionado a trés atividades: antiespasmaddica, anti-inflamatoria e
antiparasitaria. Os resultados possibilitaram descobrir que os diterpenos possuem
intensa acao antiespasmaddica (Ambrésio et al., 2006) e que as LSTs tém potente
acgao anti-inflamatoria (Arakawa et al., 2008; Schorr et al., 2002, 2005, 2007; Siedle
et al., 2004; Stefani et al., 2006; Valério et al., 2007). Com relagcdo a atividade
antiparasitaria, observou-se que os diterpenos foram eficazes in vitro contra o
Trypanosoma cruzi (Ambrésio et al., 2008a; Da Costa et al., 1996) e as LSTs contra
Leishmania spp (Ambrésio, 2006).

Com relagdo a atividade anti-inflamatdria, inicialmente foram realizados
ensaios in vitro com varias LSTs isoladas de diferentes espécies, com o objetivo de
selecionar substancias promissoras. Empregou-se como alvo molecular a inibi¢ao da
ativacao do fator de transcrigdo nuclear NF-xB, um regulador central das respostas
imune e inflamatéria humana através da regulagdo da transcricdo de mediadores
inflamatodrios, tais como citocinas, ciclooxigenase 2 (COX-2) e é6xido nitrico (NO)
sintase (Schorr et al., 2002, 2007; Siedle et al., 2004; Stefani et al., 2006). Também
foi avaliada a inibicdo da protease elastase de neutréfilos humanos (Arakawa et al.,
2008; Schorr et al., 2005). Dentre as moléculas analisadas, o furanoeliangolido
budleina A, isolado de espécies de Viguiera, foi um dos mais ativos. Com base
nestes resultados, a budleina A foi selecionada para o estudo in vivo das atividades
anti-inflamatéria e anti-nociceptiva induzidas por carragenina, utilizando-se ratos.
Constatou-se que a substancia apresentou as propriedades avaliadas através de um
mecanismo dependente da inibicdo de producéo de citocinas (Valério et al., 2007).
Todos estes ensaios foram importantes para estabelecer a atividade anti-inflamatoéria
in vitro e in vivo de LSTs.

Com base no exposto, conclui-se que o potencial farmacolégico de
Asteraceae é elevado e que os resultados preliminares dos estudos de algumas
plantas e de seus metabdlitos sdo promissores. Entretanto, como a maioria das
espécies possui LSTs, o que justifica sua agdo farmacoldgica, em especial a anti-
inflamatodria, algumas delas podem também apresentar toxicidade quando ingeridas
(Schmidt, 1999). Como exemplo, pode ser citada a arnica européia (Arnica montana

L.), tendo LSTs como principios ativos (Wesolowska et al., 2006), a qual possui
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atividade anti-inflamatoria e é comercializada e recomendada para uso apenas na
forma de preparados para uso tépico. No entanto, se de fato o uso oral destas
espécies causar efeito tdxico, este ainda pode ser realizado, desde que seja viavel a
separacao das substancias téxicas, como no caso dos extratos padronizados. Um
exemplo é o Ginkgo biloba (Ginkgoacea), cujo extrato padronizado, entre outros
componentes indesejaveis, ndo possui 0s acidos ginkgolicos, os quais estimulam
respostas alérgicas e outras reagdes toxicas (Becker e Skipworth, 1995; Hausen,
1998).

Os anti-inflamatdrios estdo entre os agentes terapéuticos mais utilizados no
mundo, porém apresentam algumas limitagcbes com relacédo a sua poténcia, eficacia
e efeitos adversos (Parente, 2000; Fiorucci et al., 2001). Os AINEs (anti-inflamatorios
nao esteroidais) apresentam efeitos gastrintestinais adversos e os AINEs seletivos
para COX-2 foram associados a alteracbes cardiovasculares pequenas, porém
proeminentes em alguns pacientes (Parente, 2000; Boers, 2001). Os anti-
inflamatdrios esteroidais apresentam proeminentes efeitos adversos devido a acao
comum aos esteroides. Ja os recentes moduladores ou anti-citocinas (anti- IL-13 e
anti-TNF-a) sdo muito caros e a via de administracdo é subcutanea, pelo menos
duas vezes por semana, o que diminui a adesao ao tratamento (Calixto et al., 2004).
Devido a esses inconvenientes, torna-se necessaria a busca por substancias
naturais com potencial anti-inflamatério que possam dar origem a novos farmacos de
baixo custo e com efeitos adversos reduzidos, ou que ao menos possam auxiliar no
entendimento de mecanismos de acgao.

Dados da literatura mostram que moléculas de origem vegetal apresentam
importantes atividades anti-inflamatérias e que muitas de suas acgdes sao
relacionadas a habilidade de inibir a sintese ou agao de citocinas, quimiocinas e
moléculas de adesao, vias do acido araquiddnico e NO, além da inibicdo do NF-xB
(Calixto et al., 2004; Werz, 2007).

As preparagdes de plantas, por sua vez, frequentemente inibem mais de uma
via de acdo, maximizando os efeitos anti-inflamatérios e minimizando efeitos
adversos (Schmitz e Bacher, 2005). Isso se deve ao fato de haver uma mistura de
substancias que podem agir sinergicamente ou antagonicamente, através de
diferentes mecanismos de acéo. Além disso, sugere-se que compostos derivados de

plantas possam ser utilizados na forma de monopreparados ou em associagao aos
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medicamentos atuais, com o objetivo de diminuir custos e aumentar eficacia (Calixto
et al., 2004).

A espécie Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray, o margariddo, € uma planta
que ocorre da América Central, tendo sido naturalizada nos trépicos. Também
introduzida no Brasil, pode ser encontrada ao longo de rodovias e em terrenos
baldios, sendo considerada planta invasora. As partes aéreas do margaridao tem
sido utilizadas como planta medicinal em alguns paises, incluindo o Brasil,
evidenciando-se sua agao anti-inflamatéria (Owoyele et al., 2004), dentre varias
outras (Tab. 1 e 2). As LSTs isoladas desta planta, além da acéo anti-inflamatodria,
apresentam outras agdes farmacoldgicas, como foi constatado por nosso grupo de
pesquisas. O extrato de lavagem foliar, cujo perfil quimico foi estabelecido, é rico em
LSTs e apresentou as atividades fagoinibidora frente a larvas do lepidoptero
Chlosyne lacinia (Ambrésio et al.,, 2008b), acdo antiespasmddica no musculo
anococcigeo de ratos e propriedade leishmanicida frente a Leishmania major
(Ambrosio et al., 2007).

Em estudos de Lychnophora ericoides Mart. (Asteraceae), uma planta
brasileira utilizada contra inflamacao, popularmente denominada “arnica da serra”, o
foco também havia sido as LSTs, entretanto, recentemente foi demostrado pelos
autores que polifendis (C-glicosilflavonas e derivados de acido cafeoilquinico)
oriundos de extratos polares possuem atividade analgésica e anti-inflamatoria
(Gobbo-Neto et al., 2008). O exemplo de Dasyphyllum brasiliense (Asteraceae), uma
outra espécie medicinal nativa de cerrado, € ainda mais marcante, pois o efeito anti-
inflamatério in vivo foi observado para o extrato aquoso, em modelo de peritonite
aguda, entretanto a planta ndo possui LSTs, evidenciando mais uma vez que
fracbes polares podem apresentar substancias de interesse anti-inflamatorio
(Castelucci et al., 2007). As principais substancias do extrato aquoso desta espécie
sdo derivados do acido cafeoilquinico, revelando o enorme potencial anti-
inflamatorio dessas substancias (Passoni et al., 2008). No caso da T. diversifolia, a
avaliagdo da acao anti-inflamatdria foi realizada anteriormente com o extrato
metandlico e aquoso das folhas (Owoyele et al., 2004; Lin et al,.1993), ou com
substancias isoladas de fragdes de média polaridade, nas quais estdo presentes as
LSTs (Herrera et al., 2007; Rungeler et al., 1998; Garcia e Delgado, 2006) (Tab. 1).
Cos et al. (2002b), avaliando a atividade antiviral, observou que o extrato metandlico

inativo e citotoxico, apods processo de fracionamento, forneceu fragdo aquosa ativa e
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seletiva, sugerindo que compostos polares desta planta podem aumentar a chance
de encontrar atividade e que componentes toxicos podem até mesmo mascarar o
efeito farmacologico de outras substancias em um extrato bruto. O dleo essencial
das partes aéreas nunca foi avaliado quanto a atividade anti-inflamatdria, embora
possua em sua composicdo substancias com propriedades anti-inflamatérias
(Moronkola et al., 2007).

Apesar de se creditar as LSTs a atividade anti-inflamatoria de T. diversifolia, o
fato é que extratos polares podem revelar outras classes de substancias ativas com
o mesmo tipo de efeito, eventualmente, por outros mecanismos de acdo. Portanto,
ha necessidade de se realizar estudos fitoquimicos e farmacolégicos com a forma
utilizada tradicionalmente (cha ou infuso — extrato aquoso) e extratos ricos em
substancias distintas e sem a presenga de LSTs.

Em suma, com relagdo ao margariddo, a fim de que se possa afirmar se
consumo do mesmo é eficaz, resta ainda analisar com detalhes o seu efeito anti-
inflamatdrio, propor mecanismos de acao, verificar se a forma utilizada popularmente
€ realmente eficaz, avaliar a constituicdo quimica do extrato polar das folhas,
determinar possiveis principios ativos adicionais e comprovar se as LSTs sao
realmente as uUnicas substancias responsaveis pela atividade anti-inflamatéria da
espécie. Dentro dessa abordagem, propde-se neste trabalho realizar ensaios in vitro
e in vivo do infuso, dos extratos de lavagem foliar (ELF), das folhas livre de tricomas
- ELT (lavadas em solvente) e de 6leo essencial. O extrato de lavagem foliar com
solvente organico (ELF) é rico em LSTs, visto que tais substancias ficam
armazenadas em glandulas presentes na superficie das folhas, enquanto o extrato
das folhas livres de tricomas - ELT (glandulas retiradas) ndo deve conter as LSTs,
mas se for macerado com um solvente polar, muito provavelmente ira conter
compostos fenodlicos. Deve ser investigado ainda se os constituintes dos tricomas
glandulares estdo ou n&o dissolvidos em extratos aquosos por infusdo. Desta forma,
este estudo permite avaliar a melhor forma de preparar o cha pela populag¢ao, a qual

garanta eficacia.
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Tabela 1. Extratos e substancias de Tithonia diversifolia que apresentaram atividades biolégicas.

Atividades bioldgicas

Extrato/Substancia

Referéncias

Anti-inflamatéria
(inibicdo NF-xB)

(fase aguda e crénica)
(modulagédo do complemento)
(topica)

(inibe a geragao superoxidos por
neutrofilos)

(inibe migragao de leucécitos em
colite induzida por acido aceético)

EA

diversifolina, éter metilico de
diversifolina, tirotundina

EMeOH

EEtOH 80%

tagitinina A, tagitinina C
1,3-dihidroxi-3,10-epoxi-8-(-2-
metilpropanoildxi)-germacra-1(13)-en-
6a,12-olido; 1,3-dihidréxi-3,10-epdxi-8-
(2-metilpropanoiléxi)-germacra-
4,11(13)-dien-6a,12-olido; 1,3-
dimetoxi-3,10-ep6xi-8-(2-
metilpropanoildxi)-germacra-4,11(13)-
dien-6a,12-olido; 1-hidrdxi-3-metoxi-
3,10-ep06xi-8-(2-methilpropanoilxi)-
germacra-4,11(13)-dien-6a,12-olido
acido caurenoico

Lin et al., 1993
Rungeler et al., 1998~

Owoyele et al., 2004
Cos et al., 2002a*
Garcia e Delgado, 2006
Herrera et al., 2007*

Paiva et al., 2003

Analgésica
(origem inflamatéria ou nao
inflamatéria)

EMeOH

Owoyele et al., 2004

Antimicrobiana
(Candida albicans e algumas cepas
de bactérias)

(antibacteriana: Bacillus
megaterium’, antiftingica:
Microbotryum violaceum? e
algicida: Clorella fusca®)
(moderada: Staphylococcus aureus
e Candida albicans; ligeira:
Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Trichophyton
mentagrophytes)

[antibacteriana: S. aureus (G+)1,
Proteus vulgaris (G—)z, Bacillus
subtilis (G+)®, Pseudomonas
aeruginosa (G-)*, Escherichia coli
(G-)% antiftingica: Penicilium
atrovenetium®, Aspergilus niger’,
Geotrichum cadidium’, Fusarium

fragcOes sucessivas: n-hexano, AcOEt,
MeOH; LST tipo %ermacrolido
titoniaquinona A"

psoraleno’??

tagitinina C

EEtOH das flores'*%67
EA das flores'3#567
EEtOH das raizes'®”’
EA das raizes'? 34567
EEtOH folhas®>®’

EA folhas'*°7

Obafemi et al., 2006*

Bouberte et al., 2006*

Ragasa et al., 2007*

Liasu e Ayandele, 2008*

flocciferum’]

(E. coli, S. aureus) EA Kareru et al., 2008

(B. subtilis) diversifolina Rungeler et al., 1998

(B. cereus) acido caurenoico Wilkens et al., 2002
Antiviral

(HIV) Frad(;éo Aquosa Cos et al., 2002b*
(HSV-1 e HSV-2) EA Chiang et al., 2004*
Antidiarréica

(acdo antibacteriana’, EA™!23 Tona et al., 1999*; 1998*

antiamoébica’ e antispasmolitica®)

fracao polifendlica®

Tona et al., 2000*

Antiespasmaddica e vaso-
relaxante

acido caurenoico

Oliveira et al., 2008; Ambrdsio

et al., 2004; Tirapelli et al.,
2002, 2004

Leishmanicida

ELF, LSTs

Ambroésio, 2006; et al. 2007;
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Atividades bioldgicas

Extrato/Substancia

Referéncias

Antimalérica

(antes da infecgao, infecgao
residual e estabelecida)
(estagio sanguineo e hepatico,
exoeritrocitico)

ET , tagitinina C
70% EtOH

fracao éter de petréleo

Goffin et al., 2002*

Elufioye e Agbedahunsi,
2004**

Do Céu Madureira et al., 2002*

MeOH, EA Oyewole et al., 2008
Antidiabética

80 % EtOH Miura et al., 2005

EA Miura et al., 2002

acido caurenoico

Bresciani et al., 2004
Takahashi, 1998 Patente

Citotoxicidade
(células MT-4)

(células leucémicas promielociticas
humanas HL-60)

(39 linhagens de células
cancerosas)

(células leucémicas mielogénicas
humanas K-562 e de carcinoma de
colon HCT-15)

(células de cancer cervical HeLa e
de ovario de ramster chinés CHO)
(genotoxicidade em células V-79)
(células leucémicas CEM, de
cancer de mama MCF-7, de cancer
de célon HCT-8 e hemacias)

EEtOH (80 %); Fracdo AcOEt; Fracao
éter de petréleo
15 substancias

18 —metoxidiversifolina 3-O-metil éter
acetiltagitinina; tagitinina F

tagitinina A, tagitinina C

fracdo em diclorometano do EEtOH

acido caurenoico
acido caurenoico

Cos et al., 2002b*
Kuroda et al., 2007*

Wu et al., 2001*

Garcia e Delgado 2006*
Chavez et al., 1997*
Cavalcante et al., 2005

Costa-Lotufo et al., 2002

Shashida et al., 2007 Patente

Toxicidade

[hematoldgica, bioquimica e
histopatolégica (figado e rins); em
ratos]

(aumento do peso renal, mas
nenhuma toxicidade hematologica
e peso normal do coragéo, figado e
baco; em porcos)

(DLsp 120 mg/kg, dose maxima
tolerada 100 mg/kg, reducao de
peso, leves lesdes de pele e
alteracéo hematologica; em ratos)
(baixo indice de sobrevivéncia; em
camundongo)

(protecao lesbes hepaticas em
ratos)

(alteragdes no figado, no rim e
hematoldgicas; em ratos)

EA"

planta seca triturada 20%

EAP

70% EEtOH

EA

70% EEtOH

Fankule e Abatan et al., 2007

Olayeni et al., 2006

Oyewole et al., 2007

Elufioye e Agedahunsi, 2004

Lin et al., 1993

Elufioye et al., 2009

Bioinsecticida

(interfere na oviposigéo, adulto
emergéncia e mortalidade)
(inibe alimentacéo)

95% EEtOH fervido por 30 min

face abaxial das folhas; ECH,CI,

Adedire e Akinneye, 2004

Ambrodsio et al., 2008b

Alelopatia

hispidulina> tagitinina A> tagitinina C

Baruah et al., 1994; Tongma et
al., 2001;

Extrato aquoso (EA), Extrato etandlico (EEtOH), Extrato etéreo (ET), Extrato metandlico (EMeOH), Extrato

diclometanico (ECH.Cl,); Metanol (MeOH); Acetato etila (AcOEt); ddecocto, ™macerado, prensado;* in vitro;

**sugere toxicidade.
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5. CONCLUSOES

O sucesso na obtencdo de extratos que refletem diferentes classes de
metabdlitos secundarios de T. diversifolia, avaliados por ensaios anti-inflamatérios in
Vivo e in vitro, permitiu concluir que as lactonas sesquiterpénicas (LSTs) ndo s&o as
unicas substancias que contribuem para atividade anti-inflamatoéria da planta. Pela
primeira vez se caracterizou quimicamente o extrato polar desta planta (ELT), que
demonstrou ser rico em acidos clorogénicos (ACGs). Tal extrato
surpreendentemente demonstrou atividade e mecanismo de acdo superior aos do
ELF (rico em LSTs e algumas flavonas) e dos farmacos de referéncia utilizados, a
indometacina e o Acheflan®. A partir do estudo com o d6leo essencial das partes
aéreas da planta, foi possivel determinar que outra classe de substancias desta
planta também apresenta atividade anti-inflamatoria: os terpenos do 6leo essencial.
Assim, pode-se afirmar que T. diversifolia apresenta diferentes classes de
substancias com propriedades anti-inflamatérias e que agem por diferentes
mecanismos de agao.

Além disso, foi possivel observar que a toxicidade dos extratos testados por
via oral foi menor que a apresentada pelo farmaco de referéncia correntemente
utilizado na terapéutica. Portanto, estudos de toxicidade sub-crénica dos mesmos se
encontram em andamento a fim de se determinar seu risco-beneficio.

Foi possivel também concluir que embora as plantas apresentem principios
ativos, a forma de preparar seus extratos influencia na atividade. O infuso (EA),
composto pelas mesmas substancias presentes nos demais extratos (ELF e ELT),
apresentou propriedade anti-inflamatéria inferior a estes, agindo apenas pela
inibicdo da produgao de TNF-a e do recrutamento de células inflamatérias. Sugere-
se que até mesmo o calor em meio aquoso possa favorecer a extragdo de algum
componente nao extraido nos demais extratos, ou mesmo o surgimento de algum
produto de degragao, o qual nao foi detectado pelas técnicas analiticas utilizadas e
que possa exercer atividade antagonista. Portanto, a utilizagdo do infuso a priori n&o
€ recomendada.

Os mecanismos de ag¢ao propostos ainda permitiram definir que as LSTs e/ou
flavonas, assim como os ACGs tem potencial anti-inflamatério e ndo produzirdo os
mesmos efeitos colaterais dos anti-inflamatorios ndo esteroidais atuais, por inibirem

tanto a formagao de edema quanto o recrutamento de células inflamatodrias. Além
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disso, o efeito sinérgico entre compostos polares e LSTs foi evidenciado pela
avaliagao da mistura dos extratos ELF e ELT, pelo menos com relagdo a inibicdo da
producao de NO.

Destaca-se por fim que foi possivel identificar mais de 20 substancias de T.
diversifolia, que todos os extratos foram caracterizados quimicamente, todos os
objetivos propostos foram alcangados e o isolamento de LSTs permitiu identificar
aquelas majoritarias no extrato de lavagem foliar anti-inflamatorio, além de
enriquecer o banco de padrbes do laboratério. As LSTs isoladas ainda serao
utilizadas, juntamente com os extratos e flavonas e ACGs, em estudos adicionais
para a investigagao de mecanismos de agao e sinergismos, apos procedimentos de
melhor purificagdo das mesmas. Em suma, a reunido de todos os resultados obtidos,
apés a realizacdo deste trabalho, demonstrou que T. diversifolia é de fato
promissora para o desenvolvimento de fitoterapicos e como fonte de diversas

substancias anti-inflamatérias que merecem um estudo mais aprofundado.
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