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RESUMO:

Buddleja stachyoides Cham. & Schltdl. € uma espécie nativa do Brasil, ndo endémica,
comum nas regides Nordeste (Bahia, Alagoas), Centro-Oeste (Distrito Federal),
Sudeste e Sul. E conhecida popularmente como calcdo de velho ou verbasco, e
pertence a familia Scrophulariaceae. Apesar de ser usada na medicina tradicional, os
estudos que caracterizam esta espécie quanto as suas atividades biologicas sao
escassos e ndo existem relatos sobre seus parametros fisico-quimicos. Uma vez que
estes dados sdo necessarios para a identificacédo e caracterizacao da espécie vegetal,
os objetivos deste estudo foram determinar os teores de umidade e cinzas totais para a
droga vegetal e a prospecgao fitoquimica para os extratos hidroalcodlico e aquoso.
Foram analisadas ainda as atividades hemolitica e antimicrobiana dos extratos
alcodlicos brutos e fragdes, das partes aéreas e raizes, de Buddleja stachyoides. Os
teores obtidos para umidade e cinzas totais foram especificados pela primeira vez na
literatura, e estdo dentro de especificagcbes determinadas por farmacopéias. A
prospeccao fitoquimica revelou a presenga dos grupamentos de metabdlitos
secundarios: iridoides, triterpenos, saponinas, flavonoides, cumarinas e fendis, os
quais, ap6s sua elucidacédo estrutural, poderdo ser utilizados como marcadores
fitoquimicos de extratos padronizados. Quando as amostras foram avaliadas quanto a
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sua atividade hemolitica, apenas as fragcdes cloroférmio das partes aéreas e hexano
das raizes promoveram hemolise, isto pode ser atribuido a presenca de saponinas,
observada na prospeccéo fitoquimica. Nenhuma das amostras apresentou atividade
antimicrobiana ap6s 48 h de incubacgédo. Estes testes sao importantes para verificar a
seguranca e eficacia do uso da espécie vegetal Buddleja stachyoides.
Palavras-chave: Buddleja stachyoides. Atividade antimicrobiana. Atividade
hemolitica. Verbascosideo

ABSTRACT:

Buddleja stachyoides Cham. & Schitdl. is a native of Brazil, has native origin, commonin
the Northeast (Bahia, Alagoas), Central West (Distrito Federal), Southeast and South is
popularly known “calcdo de velho” or “verbasco” and belongs to the family
Scrophulariaceae. Despite being used in traditional medicine, studies that characterize
this species as to their biological activities are scarce and there are no reports on their
physico-chemical parameters. Once these data are which would be required for the
identification and characterization of plant species, the objectives\pard fs20 of this
study were to determine the humidity content and total ash for plant drug and
phytochemical screening for the hydroalcoholic and aqueous extracts. Were analyzed
further antimicrobial and hemolytic activities of alcoholic extracts and \pard lang1046
crude fractions of the aerial parts and roots of Buddleja stachyoides. The levels obtained
for humidity and total ash were specified for the first time in the literature, and are within
specifications determined by pharmacopoeias. The phytochemical screening revealed
the presencen of groups of secondary metabolites: iridoids, triterpenes, saponins,
flavonoids, coumarins and phenols, which, after his structural elucidation, may be used
as markers of phytochemicals standardized extracts. When the samples were
evaluated for hemolytic activity, only the chloroform fractions of the aerial parts and
hexane of roots promoted hemolysis, this can be attributed to the presence of saponins,
observed in phytochemical. None of the samples showed antimicrobial activity after 48
h of incubation.\pard fs20 These tests are important to verify the safety and efficacy of
the use of plant species Buddleja stachyoides.

Key-words: Buddleja stachyoides. Antimicrobial activity. Hemolytic activity.
Verbascoside.

1.INTRODUGAO

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) recomenda a difusao dos
conhecimentos necessarios para o uso racional de plantas medicinais e também de
fitoterapicos para auxiliar a restauracdo e manutencédo da saude da populagao
(AMARAL et al. 2005).
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O principal 6rgéo responsavel pela regulamentagéo da producao e uso seguro
de plantas medicinais e seus derivados, no Brasil, é a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 1999). O registro de medicamentos € a etapa na qual os
mesmos sdo avaliados quanto a sua segurancga, eficacia e qualidade antes de serem
comercializados, nesta etapa, sdo rigorasamente analisados pela Anvisa, para garantir
a seguranca da populacao que fazem uso destas terapias (CARVALHO, 2008).

A regulamentagéo em vigor para o registro de medicamentos fitoterapicos é a
Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) 14/2010, que determina os aspectos
essenciais ao registro, como identificacao botanica das espécies vegetais utilizadas,
padrao de qualidade, identidade e provas de eficacia e seguranca que validem as
indicagdes terapéuticas propostas.

Inumeras espécies nativas sdo amplamente empregadas pela populacéo,
algumas possuem estudos quimicos e/ou farmacologicos oferecendo suporte para a
sua utilizagdo, outras sdo empregadas baseadas apenas em conhecimento empirico
ou tradicional. (SIMOES et al., 2001). Um exemplo de espécie pouco estudada, porém,
utilizada popularmente para fins medicinais € Buddleja stachyoides, que possui poucos
relatos sobre sua caracterizagao fisico-quimica, biolégica, seguranca e eficacia.

A espécie Buddleja stachyoides Cham. & Schitdl., pertencente a familia
Scrophulariaceae, e é conhecida popularmente como cal¢do de velho ou verbasco.
Tem origem nativa, néo é endémica do Brasil e cresce espontaneamente em pastagens
e terrenos baldios, onde é considerada planta daninha. No Brasil esta distribuida nas
regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul. As sinonimias da espécie sao Buddleja
brasiliensis Jacq ex Spreng., Buddleja australis Vell., Buddleja albotomentosaR. E. Fr.,
Buddleja otophylla Hassk. E utilizada na medicina popular como anti-hemorroidal,
béquica, analgésica, sudorifica, calmante, emoliente e anti-reumatica (LORENZI,
2008). Suas raizes sao usadas contra envenenamento por picadas de cobras e ainda, o
uso externo do decocto de pedacos da planta € indicado para o tratamento de
contusdes e dores em geral.

Pesquisas sobre os metabdlitos secundarias de diversas espécies de Buddleja
resultaram no isolamento de inumeras substancias como terpenoides, flavonoides,
iridoides, feniletanoides, fenilpropanoides, sesquiterpenos, lignanas e saponinas
(MAHLKE, 2007). Atualmente um composto foi isolado da espécie Buddleja
stachyoides. o fenilpropanoide glicosilado verbascosideo [2-(3,4-dihidroxifeniletil)-1-O-
a-L-ramnopiranosil - (1 3)-p-D-(4-O-cafeil)-glucopiranosideo] Este composto ja foi
encontrado em outras espécies e estudos demonstraram atividade antioxidante,
antinociceptiva, inibicdo da enzima prolil oligopeptidase (POP) e da atividade
enzimatica da enzima conversora da angiotensina, entre outras (BACKHOUSEA et al.,
2008; GITZELFILHO etal.,2012; LEE, WOO, E KANG, 2005).

Porém, existem poucos estudos sobre as atividades biologicas de extratos e

Visao Académica, Curitiba, v.14, n.3, Jul. - Set./2013 - ISSN 1518-8361



17

fracdes das partes aéreas e raizes de Buddleja stachyoides e nenhum parametro fisico-
quimico importante no controle de qualidade foi determinado para droga vegetal.
Portanto, neste estudo foram avaliados parametros de qualidade como umidade e
cinzas totais da droga vegetal, prospeccao fitoquimica, atividade hemolitica e
antimicrobiana dos extratos e fracdes das partes aéreas e raiz.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal, extragao e fracionamento

O material vegetal foi coletado na Universidade Federal do Parana, campus
Jardim Botanico, Curitiba, Parana, nos meses de maio e junho de 2011. Aidentificacao
botanica da espécie foi realizada no Herbario do Museu Botanico Municipal de Curitiba,
Estado do Parana, e foi comparada com a exsicata registrada sob o numero 339899
Buddleja stachyoides pelo curador Osmar do Santos Ribas.

As partes aéreas e raiz da planta seca foram rasuradas, pesadas e
posteriormente extraidas em aparelho de Soxhlet modificado com etanol 96 °GL
obtendo-se os extratos alcodlicos brutos (CARVALHO, 2001). As fragdes foram obidas
através do método de parti¢cdo liquido-liquido, utilizando-se solventes de diferentes
polaridades (n-hexano, cloroférmio, acetato de etila), em equipamento de Soxhlet
modificado.

2.2. Analises fisico-quimicas

2.2.1. Umidade

O teor de umidade das partes aéreas e raizes foi determinado pela metodologia
descrita na Farmacopéia Brasileira 5% edigéo (2010).

2.2.2. Cinzas totais

Para determinacéo em porcentagem de cinzas totais presente na amostra, foi
utilizada a metodologia, presente na Farmacopéia Brasileira 52 edi¢cao (2010).

2.3 Ensaio sistematico de prospecc¢ao fitoquimica
Para identificacdo dos principais grupos do metabolismo secundario,

presentes na espécie vegetal, foi realizado o ensaio fitoquimico, que identifica estes
grupos através de reacgdes de precipitacao ou coloracéo. Este ensaio foi realizado de
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de acordo com Moreira (1979), em extratos hidroalcodlico e aquoso ambos a 20% (m/v)
das partes aéreas e raiz, ambos preparados por maceragao.

No extrato aquoso foram pesquisados iridoides, saponinas, mucilagem,
taninos, aminogrupos, acidos volateis, acidos fixos e heterosideos cianogénicos. E no
extrato hidroalcodlico foi verificada a presenca de alcaloides, acidos organicos, fenadis,
flavonoides, cumarinas, antraquinonas, triterpenos, antocianos.

2.4 Avaliagao da atividade hemolitica

2.4.1 Atividade hemolitica em tubos

Uma suspensao de hemacias a 2% (v/v) foi preparada com sangue de carneiro
obtido comercialmente (Newprov®). Inicialmente o mesmo foi lavado com solugédo de
tampéo fosfato (PBS) pH 7,4 gelado (4°C), para retirada de hemacias rompidas, e entéo
as células foram diluidas até a concentracao utilizada, e mantidas em refrigeragao até o
momento do experimento.

As amostras utilizadas fora os extratos alcodlicos brutos e fragbes das partes
aéreas e raiz de Buddleja stachyoides, nas concentragdes de 100, 200, 500 e
1000ug/mL em solugdo tampao fosfato, sendo 1mL o volume final do ensaio.
Posteriormente, estes foram misturados com 1 mL da suspensio de hemacias a 2% e
agitados suavemente, e incubados durante 30 minutos em temperatura ambiente.
Apéds, foram agitados novamente, e incubados por 150 minutos, nas mesmas
condigbes. Apds o tempo de incubacgao, as amostras em contato com a suspenséao de
hemacias foram centrifugadas por 5 minutos, a 2500 r.p.m. e observou-se a ocorréncia
ou ndo daformacao de hemolise total. Nos tubos onde ocorreu a formagéo de hemolise,
foi realizado outro teste para a quantificagdo da menor concentragdo de amostra em
que ocorre a atividade hemolitica, utilizando concentragdes que variaram de 100 a 950
pg/mL, durante 24 horas, em temperatura ambiente (OMS, 1998).

2.4.2. Atividade hemoliticaem agar sangue

O ensaio de atividade hemolitica foi realizado segundo a metodologia de
difusdo das amostras em agar sangue na concentracao de 1000ug/mL, em duplicata.
Como controle positivo foi utilizado padréo de saponina na mesma concentragéo e para
controle negativo foi utilizado o solvente de diluicdo das amostras. Para este ensaio
utilizou-se a técnica de antiobiograma em discos. Papéis Whatmann n°1 (7 mm de
didmetro, esterilizados) foram distribuidos sobre placas de agar sangue e em seguida
foram impregnados com aliquotas de 20uL das amostras. Como controle negativo foi
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utilizado solvente usado na diluicdo das amostras. Apds a aplicagéo, as placas foram
incubadas a 37°C durante 24 horas. Decorrido este periodo, as placas foram
inspecionadas quanto a presenca de halos de hemdlise (medidos em milimetros).

2.5 Analise da atividade antimicrobiana

O potencial antimicrobiano da espécie vegetal foi avaliado através do Método
de Microdiluigédo (Anvisa, M7-A6, 2003). As cepas dos microrganismos utilizadas foram:
Staphylococcus aureus (ATCC® 25293™), Staphylococcus epidermidis (ATCC®
12228™), Salmonella thyphimurium (ATCC® 14028™), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC® 9027™), Escherichia coli (ATCC® 25922™) e Candida albicans (ATCC®
Sc5314™),

As cepas foram inoculadas em um meio de cultura liquido contendo as
amostras testadas em varias concentracdes. Apds incubacao, efetuou-se a leitura da
concentragcdo minima capaz de inibir o crescimento bacteriano. Os extratos e as
fracbes foram dissolvidos em meio Miiller-Hinton ou YNB e filtrados em membrana
estéril, com poros de 0,22um, para esterilizagdo das solugdes. Em seguida, foram
transferidos 100uL de cada concentragao (12,5 pg/mL; 25 pg/mL; 50 pg/mL; 100
pg/mL; 200 ug/mL e 400 ug/mL) para os pogos da placa de cultura de células (96
pOCOS).

As cepas bacterianas foram repicadas em caldo Muller Hinton para bactérias e
YNB para fungos e incubadas a 37°C por 24 horas. Apos este periodo as suspensodes
bacterianas foram comparadas e padronizadas de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da
escala Mac Farland. Em seguida, 100uL de cada bactéria foram inoculadas em 900uL
do meio (caldo Mtiller-Hinton ou YNB), e S5uL desta mistura foram adicionados em cada
poco da placa de cultura de células de 96 pogos ja contendo o meio com as amostras.
As placas foram fechadas e mantidas em estufa a 35°C. Os resultados foram
analisados nos tempos de 24 e 48 horas ap6s a incubagdo. Os ensaios foram
realizados em triplicata.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analises fisico-quimicas

A determinacédo do teor de umidade em drogas vegetais € necessaria, pois a
presenca excessiva de agua permite o desenvolvimento de microrganismos e ocasiona
reacdes enzimaticas que levam a degradacao dos constituintes quimicos.
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A determinacdo do teor de cinzas totais permite avaliar a existéncia de
impurezas inorganicas n&o volateis, ou seja, algum constituinte que ndo pertencga a
propria droga vegetal (SIMOES, 2001). Portanto, apds a secagem da droga vegetal
foram realizadas as anadlises de determinagdo de umidade e cinzas totais. Os
resultados destes testes estdo expressos como média = desvio padrdao de 6
determinacdes independentes, podendo ser visualizados na tabela 1.

Os valores encontrados para umidade tanto das partes aéreas quanto das
raizes estdo dentro da especificagdo de 8 a 14% estabelecida emdiferentes
farmacopéias em diversas monografias (SIMOES, 2001). Os teores de cinzas totais
também apresentaram resultados aceitaveis. Estes parametros de qualidade séo
amplamente utilizados para garantir a confiabilidade dos vegetais utilizados na
producéo de medicamentos fitoterapicos (ANVISA, 2010).

TABELA 1. RESULTADOS DAS ANALISES FiSICO-QUIMICAS PARA AS PARTES
AEREAS E RAIZ Buddleja stachyoides

Amostra Teor de umidade (%) Determinacao de cinzas totais (%)
Partes aéreas 9,0228% + 0,3016 6,1428% = 0,2080
Raiz 8,6233% + 0,2423 5,5963% = 0,2606

3.2. Ensaio sistematico de prospeccao fitoquimica

O ensaio fitoquimico consiste em testes preliminares de identificacédo de
grupos de metabdlitos secundarios, mediante ensaios quimicos de coloragao e
precipitacdo. Os metabdlitos secundarios séo produzidos pelos vegetais com a fungéo
de defesa ou atracéo e apresentam atividades biologicas interessantes, com grande
importancia nas areas farmacéutica, alimentar, agronémica, perfumaria, etc.
(SIMOES, 2001). Conhecendo-se as classes de compostos presentes na espécie
vegetal em estudo, permite direcionar a pesquisa em relagdo ao isolamento e
identificacdo dos compostos. Os resultados do ensaio fitoquimico realizado para os
extratos aquoso e hidroalcodlico 20% (m/v) da espécie vegetal estdo demonstrados na
tabela 2.
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TABELA 2 - RESULTADOS DO ENSAIO SISTEMATICO FITOQUIMICO REALIZADO
PARA Buddleja stachyoides

Extrato Aquoso Extrato Hidroalcodlico
Analises Partes . Partes .
. Raiz X Raiz
aéreas aéreas

Alcaloides - -
Acidos orgéanicos + +
Fendis + +
Flavonoides + +
Cumarinas + +
Antraquinonas - -
Triterpenos + +
Antocianos +: basico +: acido
Iridoides + +
Saponinas + +
Mucilagem + +
Taninos - -
Aminogrupos + +
Acidos volateis - -
Acidos Fixos + +
Heterosideos cianogénicos - -

NOTA: (+) positivo; (-) negativo

Pode-se notar que estdo presentes os principais compostos (iridoides,
triterpenos, saponinas, flavonoides, cumarinas e fenois) mencionados na literatura
para as diversas espécies do género Buddleja.

No teste de identificacao de iridoides, as partes aéreas tiveram reagéo positiva
no primeiro teste com a formacéao de coloragdo verde escura e no terceiro teste em que
houve a formacao de coloragéo rosa cereja. Para as raizes apenas no terceiro teste
houve aformacéao de coloragao rosa cereja, significando que provavelmente existe uma
diferenca estrutural entre os iridoides presentes nas partes aéreas e raizes.

Para triterpenos ocorreu a formacao de coloracdo verde, indicando
positividade, tanto para as partes aéreas quanto para raizes. As partes aéreas
apresentaram uma espuma bastante persistente no teste para saponinas, ja nas raizes
a quantidade de espuma formada foi menor e menos persistente. No teste de
flavonoides ocorreu o desenvolvimento de coloracéo rosea e para os fendis houve uma
mudanga de coloragao nos extratos.

Os compostos fendlicos contribuem para o sabor, odor e coloragédo em diversos
vegetais, sendo economicamente interessantes como flavorizantes e corantes de
alimentos e bebidas. Alguns acidos fendlicos (acido clorogénico, caféico e ferulico) e
seus ésteres com esterdis e triterpenos apresentam estudos relatando a atividade
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antioxidante, importante atividade na industria de alimentos. Do ponto de vista
farmacolégico existe o interesse nas atividades antibacteriana e antiviral de ésteres do
acido caféico (SIMOES et al., 2001).

Cumarinas possuem um odor caracteristico e eram utilizadas como
aromatizantes em alimentos industrializados, porém foram consideradas toxicas pela
agéncia americana (FDA — Food and Drug Administration), mas devido as vantagens
do odor, estabilidade e baixo custo ainda séo utilizadas em industrias de produtos de
limpeza e cosméticos (SIMOES et al., 2001).

As saponinas sao glicosideos de esterdis ou de terpenos policiclicos e
possuem uma parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou esterdide) e outra parte
hidrofilica (agucares). Entre as atividades biologicas pode-se destacar a atividade
hemolitica, ictiotoxica e molusquicida e anti-helmintica. Possuem também acéo
hipocolesterolemiante, mecanismo explicado pelo aumento da excreg¢ao do colesterol,
por formacdo de complexo com as saponinas administradas por via oral ou por
aumentar a eliminagéo de acidos biliares nas fezes. Existe uma ampla utilizagao de
drogas vegetais contendo saponinas com atividade antiinflamatéria (castanha da
india), expectorante (poligala, primula, hera) e diurética (salsaparrilha e cavalinha).
(SIMOES et al., 2001).

3.3. Avaliagao da atividade hemolitica

No teste em tubos contendo sangue de carneiro em suspenséo a 2%, a fragao
cloroférmio da partes aéreas apresentou atividade hemolitica a partir da concentragcéo
50 pug/mL, e a fracao hexano das raizes apresentou atividade hemolitica a partir da
concentragéo 100 pg/mL, sendo estas as menores concentragbes com capacidade
hemolitica. Provavelmente, a atividade hemolitica dessas amostras deve-se a
presenca de saponinas que possuem acgdo sobre membranas (agdo hemolitica),
alterando sua permeabilidade e causando a destruigdo das células sanguineas, apos
centrifugacéo, tornando a solugao vermelha e limpida caracterizada pela liberagéo de
hemoglobina (SIMOES et al., 2001). As demais amostras ndo apresentaram nenhuma
atividade hemolitica, sendo interessante o resultado negativo, pois possibilita 0 uso
como medicamentos ou outros produtos para uso humano e animal.

No teste de atividade hemolitica em agar sangue dos extratos brutos e fragbes
das partes aéreas e raiz de Buddleja stachyoides, verificou-se que apenas as fragcbes
cloroférmio das partes aéreas, hexano e acetato de etila da raiz apresentaram a
formacado de um pequeno halo de hemdlise (8 mm de ). Essas amostras, com
excecao da fracao acetato de etila da raiz, apresentaram hemolise no teste com tubos.
E importante ressaltar que os extratos alcoolicos bruto utilizados popularmente nao
apresentaram atividade hemolitica.
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3.4. Analise da atividade antimicrobiana

Na avaliacdo do potencial antimicrobiano nenhuma das amostras (extrato
bruto e fragdes das partes aéreas e raiz) apresentou atividade antimicrobiana apos 48
horas. Ocorreu apenas uma inibicao de crescimento em 24 horas da fracdo acetato de
etila das partes aéreas na concentracdo 400 pg/mL sobre o microrganismo
Staphylococcus aureus e da fracao hidroalcodlica remanescente das partes aéreas na
concentracéo 400 pug/mL sobre o microrganismo Escherichia coli. Isto indica que estas
amostras devem apresentar atividade antimicrobiana em concentragcbes mais altas,
mas nao foram realizados testes para determinar qual a concentracéo exata, devido a
pouca importancia dada a substancias que necessitam de altas doses para serem
ativas. Os extratos que apresentam uma concentracéo inibitéria menor que 100ug/mL
tém uma atividade antimicrobiana considerada boa, entre 100-500ug/mL € moderada,
de 500-1000pg/mL é fraca e acima de 1000ug/mL considera-se inativo (HOLETZ et al.,
2002). Porém, esta analise foi importante para direcionar os microrganismos mais
susceptiveis as amostras e futuramente, poderédo ser testados compostos isolados
sobre esses microrganismos, podendo apresentar uma possivel atividade
antimicrobiana.

4. CONCLUSAO

Neste estudo foram realizadas analises fisico-quimicas importantes para
caracterizacao da espécie no controle de qualidade da droga vegetal e algumas
atividades biologicas que auxiliam na comprovacdo da seguranca e eficacia da
espécie.

Os teores de umidade e cinzas totais, determinados pela primeira vez para a
espécie, encontram-se dentro das especificacbes farmacopeicas descritas para
diversas drogas vegetais.

O ensaio sistematico fitoquimico evidenciou a presencga de grupamentos do
metabolismo secundario que podem ser utilizados como marcadores da espécie na
padronizacao dos extratos de Buddleja stachyoides.

Na atividade hemolitica testada com suspenséo de sangue de carneiro 2% e
difusdo em agar sangue pelo método antibiograma, apenas as fragdes cloroférmio das
partes aéreas e hexano da raiz apresentaram atividade hemolitica. Essa atividade
hemolitica deve-se provavelmente a presenca de saponinas descrita na literatura e
evidenciada no teste realizado no ensaio sistematico de fitoquimica. Porém, os
extratos alcodlicos brutos das partes aéreas e raiz ndo apresentaram atividade
hemolitica.

Na atividade antimicrobiana verificada pelo método de microdiluicdo, apos 48
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Mas este estudo foi importante para direcionar os microrganismos mais afetados e
outros compostos que serdo isolados podem apresentar uma possivel atividade
antimicrobiana.
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