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RESUMO

Chenopodium ambrosioides L., conhecida popularmente como mastruz, ¢ uma erva
amplamente distribuida no Brasil e muito utilizada como anti-helmintica e para tratamentos
de gripe. Como os estudos farmacol6gicos demonstram suas propriedades terapéuticas e
devido ao amplo e reconhecido uso popular, a espécie possui grande potencial para se tornar
um fitoterdpico. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi realizar um estudo
farmacognostico da espécie. Foram realizados cortes transversais para analise microscopica
de raiz, caule e peciolo; nas folhas foram feitos cortes transversais, paradérmicos e testes
histoquimicos. Através de cromatografia em camada delgada, investigou-se a presenca de
metabdlitos secundarios nas folhas, nas quais também foi determinado o teor de flavonoides
totais utilizando espectrofotometria. Foi extraido ainda das folhas o éleo essencial, através de
hidrodestilacdo, e calculado o rendimento. Para estabelecer o perfil quali-quantitativo e
determinar a composicdo do 6leo essencial, utilizou-se cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Foram avaliados todos os parametros exigidos pela ANVISA para a
validacdo de método desenvolvido para quantificacdo dos constituintes do 6leo essencial por
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo em chama. Os principais caracteres Uteis na
identificacdo da planta resultantes da analise microscopica foram: presenca de idioblastos
contendo areia cristalina no mesofilo, na nervura principal e no parénquima de caule e
peciolo; presenca de tricomas tectores e glandulares capitados na folha e no caule; e
crescimento secundario na raiz e no caule formado por uma sucessdo de arcos cambiais.
Através dos testes histoquimicos, ficou demonstrado que os cristais sdo de oxalato de célcio,
assim como se evidenciou a presenca de substancias lipidicas, esteroides, 6leos essenciais e
oleoresinas. Com relacdo a prospecc¢do fitoquimica, foi demonstrada a presenca de agucares
redutores, monoterpenos e sesquiterpenos, triterpenos e esteroides e flavonoides glicosilados.
O teor de flavonoides totais calculado foi de 1,61 + 0,02 (1,51%). A extracdo do Gleo
essencial das folhas teve um rendimento médio de 0,7% % 0,0982. Considerando a anélise
CG-EM do 6leo essencial, pode-se constatar a presenca de 10 picos, com tempos de retencao
entre 18,7 e 55,2 minutos. Os constituintes majoritarios encontrados foram a-terpineno
(42,14%) e a-terpinenil-acetato (31,57%). O contetido de ascaridol, geralmente relatado como
majoritario, foi de 0,87%. Um teor elevado de ascaridol ja foi relatado no Brasil e também em
outros paises, o que leva a conclusao de que o local de coleta da planta € um importante fator
a ser considerado para a andlise do Oleo essencial de C. ambrosioides. O método proposto
para a quantificacdo dos constituintes do Oleo essencial mostrou-se linear, com alta
sensibilidade de quantificacdo, além de ser considerado especifico, preciso, exato e robusto.
Os resultados obtidos fornecem informacdes relevantes para a identificacdo e controle de
qualidade da espécie, ja que a planta ndo apresenta monografia nos codigos atuais.

Palavras-chave: a-terpineno, Chenopodium ambrosioides L., cromatografia gasosa, mastruz,

0leo essencial.



ABSTRACT

Chenopodium ambrosioides L. (Chenopodiaceae), commonly known as mastruz, is an herb
widely distributed in Brazil and mostly used as anthelmintic and treatments for influenza. Due
to pharmacological studies demonstrating its therapeutic properties and wide recognized and
popular use, this species has great potential to become a phytomedicine. In this context, the
work aimed to conduct a pharmacognostic study of the species. Were performed cross
sections for microscopic analysis of root, stem and petiole; in the leaves were made transverse
sections, paradermal and histochemical tests. Through thin layer chromatography, it was
investigated the presence of secondary metabolites in leaves, which was also determined the
content of total flavonoids using spectrophotometry. The essential oil was extracted from the
leaves by hydrodistillation, and the yield was calculated. To establish the profile and
determine qualitative and quantitative composition of the essential oil, was used gas
chromatography coupled to mass spectrometry. Were evaluated all the parameters required by
ANVISA for the validation method developed for quantification of constituents of the
essential oil by gas chromatography with flame ionization detector. The main characters
useful in the identification of the plant resulting microscopic analysis were: presence of
idioblasts containing crystalline sand in the mesophyll, midrib and in the parenchyma of
stems and petioles; presence of tector trichomes and capitate glandular trichomes in leaves
and stem, and secondary growth in the root and stem formed by a succession of arcs of
cambium. Through the histochemical tests, it was shown that the crystals are calcium oxalate,
as well as revealed the presence of lipid substances, steroids, essential oils and oleoresins.
With respect to the phytochemical screening, was demonstrated the presence of reducing
sugars, monoterpenes and sesquiterpenes, triterpenes and steroids and glycosides flavonoids.
The content of total flavonoids calculated was 1.61 + 0.02 (1.51%). The extraction of
essential oil from the leaves had an average yield of 0.7% + 0.0982. Considering the GC-MS
analysis of essential oil, it can be verified the presence of 10 peaks with retention times
between 18.7 and 55.2 minutes. The major constituents found were a-terpinene (42.14%) and
a-terpinenil-acetate (31.57%). The contents of ascaridol, usually reported as the majority, was
0.87%. A high content of ascaridol has been reported in Brazil and other countries, which
leads to the conclusion that the collection site of the plant is an important factor to be
considered for the analysis of essential oil of C. ambrosioides. The proposed method for the
quantification of constituents of the essential oil was linear with high sensitivity quantitation,
besides being specific, precise, accurate and robust. The results provide information relevant
to the identification and quality control of the species, since the plant does not present
monograph in current codes.

Keywords: a-terpinene, Chenopodium ambrosioides L., essential oil, gas chromatography,

mastruz.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas no tratamento de doencas vem sendo realizado pelo homem ha
milhares de anos. Na luta pela sobrevivéncia, 0 homem encontrou nas plantas uma fonte de
alimento e, a0 mesmo tempo, deparou-se com suas propriedades toxicas ou curativas
(ALVES, 2001). Os primeiros relatos de uso dos recursos da flora com finalidade terapéutica
remontam as sagradas escrituras e ao papiro de Ebers (PINTO et al., 2002). Desde entdo, as
observacdes e experimentacGes dos povos primitivos sobre as propriedades terapéuticas de
diversas plantas vem sendo propagadas de geracdo em geracdo, fazendo parte da cultura
popular (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

No século XVIII, foram isoladas as primeiras substancias puras do reino vegetal
(PINTO et al., 2002). Durante muitos anos os farmacos de origem sintética dominaram o
mercado farmacéutico (LIMA et al., 2006). Porém, a partir dos anos 1980, a diversidade
vegetal do globo voltou a ser o centro da atencdo, ressurgindo o interesse pela pesquisa de
substancias de origem vegetal como protétipos para o desenvolvimento de novos farmacos.
Isso se deu gracas aos avangos técnicos e ao desenvolvimento de novos métodos de
isolamento dessas substancias (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Soma-se a isso o fato de que, nas Ultimas décadas, ocorreu uma importante mudanca
no paradigma das sociedades ocidentais, fazendo com que os produtos de plantas passassem
novamente a ocupar papel de destaque, com nimero crescente de adeptos nas populacfes de
paises em desenvolvimento e mesmo nos paises mais industrializados (MONTANARI;
BOLZANI, 2001). Tem-se vivido recentemente um modismo naturalista, no qual o uso das
drogas fitoterapicas tem crescido notadamente, apesar dos avancgos dos farmacos sintéticos
(CALIXTO, 2000).

Observa-se também um certo investimento em pesquisas que trazem a luz o
conhecimento popular e secular das plantas medicinais para uso humano e animal, evitando,
dessa forma, que sejam esquecidas plantas cujos usos merecem divulgacéo e reconhecimento,
inclusive porque sao de facil uso caseiro (LIMA et al., 2006).

No Brasil, existem iniciativas do governo para valorizagdo do conhecimento popular e
da utilizacdo de produtos naturais pela populacdo em seus cuidados primarios de saude. O
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos & um importante exemplo. As agdes
decorrentes do mesmo serdo imprescindiveis para, dentre outros aspectos, promover 0 uso
sustentavel da biodiversidade brasileira e da valorizacdo e preservacdo do conhecimento

tradicional associado das comunidades tradicionais e indigenas (BRASIL, 2009a).
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A importancia das plantas medicinais é um fato. De acordo com a Organizagdo
Mundial de Sadde (OMS), no inicio da década de 1990 cerca de 65-80% da populacdo dos
paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como Unica forma de conseguir
os cuidados basicos de saude, pois ha dificuldade no acesso aos centros de atendimentos
hospitalares, aos exames e aos medicamentos classicos. O custo mais elevado dos
medicamentos sintéticos também influencia significativamente a escolha dos produtos
naturais. Assim, a facil obtencdo e a grande tradicdo do uso de plantas medicinais contribuem
para sua utilizacdo pelas populacdes carentes (VEIGA Jr; PINTO; MACIEL, 2005). No
Nordeste do Brasil, as plantas medicinais sdo comumente usadas na preparacdo de remedios
caseiros para tratar varias enfermidades. S8o comercializadas livremente em feiras, mercados
populares e encontradas em quintais residenciais (MACIEL et al., 2002). Além do facil
preparo das formulagdes caseiras, muitas vezes as plantas suprem a falta de medicamentos
nos servicos de saude (SANTOS et al., 2011).

Diante da biodiversidade do Brasil, 0 Ministério da Saiude (MS) tem investido no uso
da fitoterapia como préatica complementar no Sistema Unico de Salde (SUS). Assim, o
desenvolvimento do setor de plantas medicinais e fitoterapicos pode se configurar como
importante estratégia para enfrentar as desigualdades regionais existentes em nosso pais.
Além disso, ampliar as opc¢des terapéuticas ofertadas aos usuarios do SUS, garantindo o
acesso a plantas medicinais, fitoterdpicos e servicos relacionados a fitoterapia, € uma
importante estratégia com vistas a melhoria da atencdo a saude da populacdo e a inclusdo
social (BRASIL, 2006).

Uma das agdes do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos era
elaborar a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos a serem disponibilizados
no SUS. Isso se concretizou em 2009, quando o Governo Federal Brasileiro divulgou a
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS). A RENISUS tem o
objetivo de incentivar e direcionar pesquisas cientificas para plantas que possuam potencial
para se tornarem fitomedicamentos (BRASIL, 2009b).

Dentre as 71 espécies vegetais presentes na RENISUS, encontra-se Chenopodium
ambrosioides L., conhecida popularmente no Brasil como mastruz (ALBUQUERQUE et al.,
2009). A erva ocorre em quase todo o territorio brasileiro (SOUSA et al., 2004; LIMA et al.,
2006) e é muito utilizada como anti-helmintica e para tratamentos de gripe (MORAIS et al.,
2005; ALMEIDA et al., 2009). Tém sido relatadas varias atividades bioldgicas para C.

ambrosioides, tais como antitumoral (NASCIMENTO et al., 2006), antipirética e analgésica
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(HALLALA et al.,, 2010), antifungica (JARDIM, 2006), anti-helmintica (GUIMARAES;
LLANOS; ACEVEDO, 2001) e leishmanicida (MONZOTE et al., 2007).

A planta esta descrita na Farmacopeia Brasileira 12 edicdo, onde sua monografia
descreve o 6leo essencial obtido por arraste a vapor (PHARMACOPOEIA DOS ESTADOS
UNIDOS DO BRASIL, 1926). Contudo, atualmente, a planta ndo apresenta monografia nos
cddigos oficiais, nem se observa na literatura estudos na direcéo de estabelecer parametros de

qualidade para a espécie.



Objetivos



20

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo farmacognostico de Chenopodium ambrosioides L., com o intuito

de fornecer maiores subsidios para o controle de qualidade da espécie.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever microscopicamente a raiz, caule, peciolo e folha de C. ambrosioides;

e Realizar testes histoquimicos nas folhas de C. ambrosioides;

e Investigar a presenca de metabolitos secundarios nas folhas de C. ambrosioides;

e Determinar o teor de flavonoides totais nas folhas de C. ambrosioides através de
espectrofotometria no ultravioleta-visivel;

e Extrair o 6leo essencial das folhas de C. ambrosioides e calcular seu rendimento;

o Estabelecer o perfil quali-quantitativo do Oleo essencial de C. ambrosioides e
determinar sua composi¢ao através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas.

e Desenvolver e validar um método analitico para quantificacdo dos compostos do 6leo
essencial de C. ambrosioides por cromatografia gasosa com detec¢do por ionizacdo

em chama.
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3.1.1 Oleo essencial de Chenopodium ambrosioides L .: estado da arte

INTRODUCAO

Chenopodium ambrosioides L. € uma planta herbacea do género Chenopodium,
pertencente a familia Chenopodiaceae, que é composta por mais de 100 géneros de larga
distribuicdo em todo o mundo (JOLY, 2002). C. ambrosioides é nativa da América Central e
do Sul, originéria, provavelmente, do México. Tem crescimento espontaneo em regides de
clima tropical, subtropical (principalmente América e Africa) e temperado (desde o
Mediterraneo até a Europa Central) (KISMANN, 1991). No Brasil é extensa a sua
distribuicdo, com ocorréncia em quase todo o territorio. A espécie € uma erva perene ou
anual, que atinge até 1 m de altura, em média, sendo bastante ramificada. As folhas sdo
alongadas, alternas, pecioladas, de tamanhos diversos, onde as menores ficam localizadas na
parte superior da planta. As flores sdo pequenas, verdes, dispostas em espigas axilares densas.
Produz numerosas sementes esféricas, pretas e ricas em 6leo. Tem cheiro forte, desagradavel
e caracteristico (SOUSA et al., 2004; LIMA et al., 2006). A planta tem sido utilizada na
culinéria tradicional e na medicina popular. Suas folhas sdo usadas, frequentemente, como
condimento e na preparacéo de bebidas e bolos (PICO; NUEZ, 2000).

Nos vérios paises onde se encontra, C. ambrosioides recebe diferentes denominagdes

populares, relacionados na Tabela 1.

Tabela 1 — Nomes populares de Chenopodium ambrosioides L.

Nome popular Referéncias
Brasil
mastruz, mastruco  (Norte, Nordeste); ALBUQUERQUE, 2006; ALBUQUERQUE et
mentruz, erva-de-Santa-Maria (Sudeste). al., 2009; ALENCAR et al., 2010; ALMEIDA

et al, 2009; ALMEIDA et al., 2010;
CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE,
2010; GARCIA; DOMINGUES;
RODRIGUES, 2010; LIMA et al., 2006;
MEDEIROS; FONSECA; ANDREATA, 2004;
MONTEIRO et al.,, 2011; MORAIS et al.,
2005; PINTO; AMOROZO; FURLAN, 2006;
RAMOS; SOLEDADE: BAPTISTA, 2011;
SOUSA et al., 2004.
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Outros paises da América

caré (Bolivia); paico (Colémbia, México; ALONSO-CASTRO et al., 2012;
Peru); hierba santa, hierba de Santa Maria, BLANCKAERT et al, 2012; HAJDU;
hierba hedionda, paico macho, paico oloroso, HOHMANN, 2012; JARAMILLO; DUARTE;
pichin, té de los jesuitas (Colémbia); DELGADO, 2012; KLIKS, 1985;
davioxon e huesaxa lgo (Argentina); sime LUZIATELLI et al, 2010; MARTINEZ;
kontwa (Dominica); Mexican tea, American BARBOZA, 2010; QUINLAN; QUINLAN;

wormseed, goosefoot, epazote (México). NOLAN, 2002; REHECHO et al., 2011.
Africa

kanunka uncono. RIBEIRO et al., 2010.

Europa

te sicilianu (Italia); té, té borde, té burrero, t¢ SANTAYANA; BLANCO; MORALES, 2005.
de Argentina, té de Espafa, té de Europa, té

de Méjico, té de Montserrat, t¢ de Nueva

Espafia, te espafiol, té falso, té hormigoso, té

hormiguero, té rico, té silvestre, te verde

(Espanha).

Asia
wormseed, Mexican tea, epazote (China). CHU; HU; LIU, 2011.

Chenopodium ambrosioides surge espontaneamente, mas também é, por vezes,
cultivada em jardins, quintais ou areas agricolas (BLANCKAERT et al., 2012). Pode ser
plantada através de sementes (LIMA et al., 2006). No México, os jardineiros ocasionalmente
agitam as plantas para estimular a queda das sementes, em seguida fazem a poda, para
permitir uma rapida germinacdo (BLANCKAERT et al., 2012). A espécie prefere solos de
textura média, com boa fertilidade e suprimento moderado de agua, tolerando solos salinos. O
desenvolvimento vegetativo é favorecido por boa iluminacdo e as plantas se tornam mais
competitivas em regides e em épocas de dias longos, sendo o florescimento estimulado por
dias curtos (CORREA, 1984; KISMANN, 1991).

Usos etnomedicinais de Chenopodium ambrosioides
O uso medicinal de C. ambrosioides é relatado pela primeira vez na literatura européia

no século XVIII, quando o botanico sueco Peter Kalm reporta o uso da planta pelos nativos e

pelos europeus nas colonias americanas para o tratamento do verme intestinal Ascaris sp.
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Talvez essa seja a planta mais conhecida pelos indigenas americanos com propriedade anti-
helmintica (KLIKS, 1985).

Atualmente, a espécie ainda continua sendo muito usada para o tratamento de doencas
parasitarias em todo o mundo, por exemplo, em paises da América, como no Brasil (PINTO;
AMOROZO; FURLAN, 2006; ALBUQUERQUE et al., 2009; ALMEIDA et al., 2009;
ALENCAR et al., 2010; ALMEIDA et al., 2010), Bolivia (HAJDU; HOHMANN, 2012),
Peru (LUZIATELLI et al., 2010; REHECHO et al., 2011), Argentina (MARTINEZ;
BARBOZA, 2010), Colémbia (JARAMILLO; DUARTE; DELGADO, 2012), Dominica
(QUINLAN; QUINLAN; NOLAN, 2002), México (ALONSO-CASTRO et al.,, 2012;
BLANCKAERT et al., 2012) e Cuba (VOLPATO et al., 2009); em paises da Africa, como na
Nigéria (GBOLADE; TIRA-PICOS; NOGUERIA, 2010) e CamarGes (NOUMI; YOMI,
2001); e também na Italia (NAPOLLI, 2008), China (CHU; HU; LIU, 2011) e india (PRASAD
et al., 2009).

Dada a ampla distribuicdo de Chenopodium ambrosioides por muitas regides do
planeta, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a considera como uma das plantas
medicinais mais utilizadas em todo o0 mundo (LORENZI; MATOS, 2002).

Para o tratamento dos parasitas intestinais, a populacdo de Camardes utiliza a
preparacdo de dois punhados das folhas de C. ambrosioides infundidos em 1,5 L de 4gua. A
administracdo indicada é de um copo cheio para os adultos e meio copo para as criangas, duas
vezes por dia, durante dois dias (NOUMI; YOMI, 2001). Os imigrantes haitianos que vivem
em Cuba citam duas posologias: uma para episodios agudos e outra para infeccdes crénicas.
No primeiro caso, o remédio deve ser tomado todo dia antes do café durante trés ou sete dias.
No segundo caso, deve-se tomar apenas durante a lua nova, sendo o remédio ingerido
periodicamente ao longo do ano (VOLPATO et al., 2009). No México, a dose tomada varia de
10 a 50 g de planta por litro de agua, ingerindo de um a trés copos (KLIKS, 1985). No Brasil,
utiliza-se 20 folhas verdes machucadas misturadas com 100 mL de leite, mel de abelhas ou
suco de laranja. A preparacdo deve ser bebida em um so dia e o procedimento repetido apds
dez dias (LIMA et al., 2006).

Além do destacado uso no tratamento de vermes, a planta também € tradicionalmente
usada no tratamento de doencas de etiologias diversas. Na Espanha, o té de Esparfia, ou cha da
Espanha, de C. ambrosioides, é utilizado para desordens digestivas (SANTAYANA;
BLANCO; MORALES, 2005). A infusdo das folhas também € utilizada no México para dores
de estbmago (ALONSO-CASTRO et al., 2012), no Peru para célicas (LUZIATELLI et al.,
2010) e na Africa para ulceras intestinais (RIBEIRO et al., 2010).
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No Brasil, emprega-se a decoccao das partes aéreas para aliviar dores musculares; para
tratar lesdes nos 0ssos usa-se 0 emplastro (GARCIA; DOMINGUES; RODRIGUES, 2010).
No Nordeste do pais, onde a espécie é largamente usada, as folhas sdo batidas no
liquidificador com leite para tratamentos de gripe (MORALIS et al., 2005). Ja na Bolivia, usa-
se para gripe um xarope obtido da raiz da planta (HAJDU; HOHMANN, 2012).

Adicionalmente, a espécie também é usada no Brasil como antifingico (FENNER et
al., 2006), para inflamacdo uterina e inflamacdes em geral (CARTAXO; SOUZA,
ALBUQUERQUE, 2010; RAMOS; SOLEDADE; BAPTISTA, 2011), e como antibittico e
expectorante (SOUZA; FELFILI, 2006). Em regi6es endémicas de leishmaniose, a populacdo
frequentemente utiliza suas folhas no tratamento tépico das Ulceras provocadas pela doenca
(FRANCA; LAGO; MARSDEN, 1996).

Apesar de, geralmente, se usar mais a infusdo ou a decoc¢do de Chenopodium
ambrosioides, quer seja de toda a planta ou de suas partes, também o uso do dleo essencial,
obtido principalmente das partes aéreas, é frequente em algumas regides. O 6leo essencial é
constituido principalmente de monoterpenos, sendo o ascaridol 0 componente majoritario em
varios estudos. A propriedade anti-helmintica da planta tem sido atribuida a presenca desse
monoterpeno (GUPTA et al.,, 2002). Em 1924, Smillie e Pessoa foram 0s primeiros a
demonstrar que a atividade anti-helmintica do 6leo era devido ao contetdo de ascaridol.

O extrato alcodlico das sementes e 0 dleo de C. ambrosioides foram oficialmente
reconhecidos pela Farmacopeia dos Estados Unidos de 1820 a 1947 (KLIKS, 1985). O 6leo
essencial, chamado de esséncia de quenopddio, também fez parte da primeira edi¢do da
Farmacopeia Brasileira em 1926 (PHARMACOPOEIA DOS ESTADOS UNIDOS DO
BRASIL, 1926).

Desde 1900 que o bleo essencial € utilizado por pacientes para tratar vermes (LEVY,
1914). S6 no Brasil, entre os anos 1916 e 1921, mais de um milhdo de pessoas receberam
tratamento com o 6leo de C. ambrosioides, administrado pelo Conselho Internacional de
Saude em conjunto com o Governo Brasileiro (SMILLIE; PESSOA, 1924). No entanto, foram
registradas ocorréncias de alguns acidentes fatais, resultantes da ingestdo de altas doses do
6leo. Por isso, o desenvolvimento de novos anti-helminticos mais seguros e eficazes levou ao
declinio da sua produgéo comercial (PAGET, 1926).

Mesmo assim, por causa de sua popularidade profundamente enraizada, algumas
comunidades continuam a usar o0 0leo essencial como forma de tratar as infec¢Ges provocadas
por helmintos, gracas a sua aparente eficacia, baixo custo e facil disponibilidade
(MACDONALD et al., 2004).
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Metabolitos secundérios de Chenopodium ambrosioides

Diferentes classes de metabdlitos secundarios, que sdo conhecidos por possuirem
potentes atividades biologicas, tém sido relatadas para a planta. Entre eles, fendis e
flavonoides (JORGE; FERRO; KOSCHTSCHAK, 1986; ALENCAR et al., 2010), saponinas
(GUPTA; BEHARI, 1972; OKHALE et al., 2012), alcaloides (HASEEB et al., 1978;
HEGAZY; FARRAG, 2007; HALLALA et al.,, 2010; OKHALE et al., 2012), taninos
(ALENCAR et al., 2010; HALLALA et al., 2010), carboidratos (HEGAZY; FARRAG, 2007;
OKHALE et al., 2012), terpenos e esteroides (HEGAZY; FARRAG, 2007; HALLALA et al.,
2010; OKHALE et al., 2012).

Quercetina foi encontrada nas partes aéreas e frutos de C. ambrosioides (BAHRMAN,
JAY, GORENFLOT, 1985; JAIN et al., 1990). Os frutos contém varios compostos flavonicos.
Jain et al. (1990) descreveram kaempferol e dois novos flavonoides glicosilados de
kaempferol, além de isoramnetina. Arisawa et al. (1971) isolaram um glicosideo de
kaempferol das folhas de C. ambrosioides, denominado ambroside.

Dentre os terpenos, C. ambrosioides € conhecida por conter principalmente
monoterpenos, como ascaridol e o-terpineno, encontrados no extrato hexanico bruto das
folhas (JARDIM et al., 2010). Paré et al. (1993) também isolaram o ascaridol junto com cis-p-
mentadieno-1(7),80l-2 das partes aéreas da planta. O ascaridol € um composto que apresenta
um grupo hidroperoxido em sua estrutura. Ndo sdo muitas as espécies vegetais que tem a
capacidade de produzir o ascaridol. Além de C. ambrosioides, este terpenoide é encontrado no
6leo essencial de Peumus boldus Molina (VILA; VALENZUELA; BELLO, 1999; DEL
VALLE et al., 2004), Croton regelianus Muell. Arg. (TORRES et al., 2008; BEZERRA et al.,
2009) e no Gleo essencial das extremidades floridas de Artemisia molinieri, o qual apresenta
um teor da ordem de 62,1% (CARNAT; LAMAISON, 1992).

Kiuchi et al. (2002) isolaram o ascaridol e quatro outros monoterpenos hidroperoxidos
das partes aéreas da planta, determinados como sendo (-)-(2S,4S)- e (-)-(2R,4S)-p-menta-
1(7),8-dien-2-hidroperoxido e (-)-(1R,4S)- e (-)-(1S,4S)-p-menta-2,8-dien-1-hidroxiperdxido.

O oOleo essencial de C. ambrosioides também é rico em monoterpenos (BAUER,;
BRASIL, 1973). Kasalli et al. (2006) isolaram dois raros monoterpenos, 1,2:3,4-di-epoxi-p-
mentano e 1,4-epoxi-p-menth-2-eno, do oleo nas folhas.
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OLEO ESSENCIAL DE Chenopodium ambrosioides

Composicédo quimica

Os primeiros estudos sobre a composi¢cdo quimica do Oleo essencial de C.
ambrosioides datam do inicio do século XX. Nessa época, 0 6leo estava sendo bastante
utilizado em todo o mundo como anti-helmintico (LEVY, 1914), despertando o interesse da
comunidade cientifica para provar sua eficacia e descobrir qual seria 0 composto responsavel
pela sua atividade. De acordo com Smillie e Pessoa (1924), os autores que estudavam a
composic¢do do 6leo concordavam que 0 mesmo consistia em ascaridol, variando de 45 a 70%,
e uma mistura de hidrocarbonetos liquidos, que constituia de 25 a 35% do 6leo. Na fracdo de
hidrocarbonetos liquidos foram identificados cimeno, a-terpeno, felandreno, limoneno e
outras substancias.

Os relatos sobre diferencas na composicdo do 6éleo comecam ainda nessa época,
guando Henry e Paget (1921, apud SMILLIE; PESSOA, 1924), estudando a composicdo da
fracdo de hidrocarbonetos liquidos do éleo, encontraram cimeno e a-terpeno, mas ndo
encontraram limoneno e felandreno. Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), a consténcia de
concentracdo de metabolitos secundarios é praticamente uma excegdo. Apesar de existir um
controle genético, a expressdo pode sofrer modificagdes resultantes da interacdo de processos
bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos (LINDROTH; HSIA; SCRIBER, 1987,
HARTMANN, 1996).

Com o desenvolvimento de novas técnicas analiticas, como a cromatografia gasosa
(CG) e a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), foi possivel
identificar novos compostos presentes no 6leo essencial de C. ambrosioides.

Percebe-se que sua composicdo diverge consideravelmente em relacdo a porcentagem
relativa dos compostos em fungdo do local de coleta do material vegetal. O a-terpineno é o
componente majoritario no oOleo essencial de planta coletada na Nigéria (ONOCHA et al.,
1999; KASALI et al., 2006; GBOLADE; TIRA-PICOS; NOGUERIA, 2010), em Rwanda
(MUHAYIMANA; CHALCHAT; GARRY, 1998), na Colémbia (JARAMILLO; DUARTE;
DELGADO, 2012), em Camardes (CHEKEM et al., 2010) e na india (GUPTA et al., 2002;
SINGH et al., 2008). Em contrapartida, na india também foi encontrado m-cimeno como
majoritario, correspondendo a 43,90% do o6leo (PRASAD et al, 2009). O p-cimeno
corresponde a 50% da constituicdo quimica do Oleo essencial de material coletado em

Camardes (TAPONDJOU et al., 2002). O ascaridol, principal componente do 0leo essencial
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coletado no Brasil (JARDIM et al., 2008), em Madagascar (CAVALLI et al., 2004), Togo
(KOBA et al., 2009), no Mediterraneo Oriental (DEMBITSKY; SHKROB; HANUS, 2008) e

na China (CHU; HU; LIU, 2011), é encontrado em uma porcentagem minima de 0,1%, no

Oleo essencial de planta da Nigéria (ONOCHA et al., 1999). Os principais compostos

encontrados no 6leo essencial de Chenopodium ambrosioides estdo listados na Tabela 2 de

acordo com o local de coleta da planta.

Tabela 2 — Principais compostos encontrados no Oleo essencial de Chenopodium

ambrosioides L.

Local — ascaridol a- a- m- p- limoneno
Referéncia terpineno  terpinil- cimeno cimeno
acetato
Brasil
JARDIM et al., 2008 80% 0,90% - - 2,0% -
Camardes
TAPONDJOU et al, 3,5% 37,6% - - 50,0% -
2002
CHEKEM et al., 2010 0,7% 51,3% - - 23,4% 0,9%
China
CHU; HU; LIU, 2011 29,7% 1,1% - - 12,7% -
Colémbia
JARAMILLO; 1,91% 60,29% - - 20,49% 1,1%
DUARTE;
DELGADO, 2012
Cuba
PINO; MARBOT; - - 73,9% - 4,3% -
REAL, 2003
india
GUPTA et al., 2002 6,2% 63,6% - - 19,5% -
SINGH et al., 2008 19,21% 47,37% - - 25,77% -
PRASAD et al., 2009 - - - 43,90% 0,09% -
Madagascar
CAVALLI et al., 2004 41,8% 9,7% - - 16,2% 3,8%
Mediterraneo Oriental
DEMBITSKY; 53,4% 6,4% - - 3,5% 1,7%

SHKROB; HANUS,
2008
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México

SAGRERO-NIEVES; - - - - - 32,5%
BARTLEY, 1995

Nigéria

ONOCHA etal., 1999 0,1% 56,0% 15,7% - 15,5% 0,6%
KASALI et al., 2006 55,6% - - 16,7% 1,1%
GBOLADE; TIRA- 1,1% 53,4% - - 21,1% 1,4%
PICOS; NOGUERIA,

2010

Rwanda

MUHAYIMANA,; 7,2% 72,7% - - 15,3% 0,8%
CHALCHAT;

GARRY, 1998

Togo

KOBA et al., 2009 51,12% 6,35% - - 19,88% -

A época em que a planta é coletada também é um fator que altera a composicao do
o0leo essencial de Chenopodium ambrosioides. Torres et al. (2006) analisaram a composi¢do
do 6leo essencial da espécie coletada na Argentina em trés épocas do ano: verdo, outono e
primavera. No verdo, o componente majoritario foi a-felandreno (40,0%), o qual é encontrado
em tragos no outono. Nesta época, sdo encontrados a-pineno (32,7%) e limoneno (32,5%) em
maiores concentragdes. Na primavera, essas propor¢des caem para 17,4% para a-pineno e
27,7% para limoneno. Com relacdo ao contetdo de ascaridol, esse se mostrou sem muitas
variacoes durante as trés estacdes, sendo encontrados 8,6% no veréo, 9,2% no outono e 9,5%
na primavera.

Além da composicdo, o rendimento do 6leo essencial também sofre alteracdo em
funcdo do local em que a planta foi coletada. A extracdo do 6leo essencial de C. ambrosioides
de Camardes apresentou um rendimento de 0,8% (TAPONDJOU et al., 2002), de planta da
Nigéria exibiu rendimento de 0,06% (ONOCHA et al., 1999), de Togo 0,8% (KOBA et al.,
2009), de Rwanda 0,3% (MUHAYIMANA; CHALCHAT; GARRY, 1998), de Cuba 1,0%
(PINO; MARBOT; REAL, 2003), da Colémbia 0,4% (JARAMILLO; DUARTE;
DELGADO, 2012) e no Brasil, 0,3% (JARDIM et al., 2008). As vezes, dentro do mesmo pais
podem-se encontrar diferencas no rendimento do 6leo, como no México, onde os rendimentos
obtidos foram de 0,8-1,0% (JIMENEZ-OSORNIO; KUMAMOTO; WASSER, 1996) e 1,2%
(SAGRERO-NIEVES; BARTLEY, 1995), e na india, com rendimentos de 0,25% (GUPTA et
al., 2002) e 0,5% (PRASAD et al., 2009).
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Atividades bioldgicas

Atividade antioxidante

Através do método ABTS [2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)],
Kumar et al. (2007) verificaram que o Oleo essencial das folhas de Chenopodium
ambrosioides ¢ um potente antioxidante. A atividade de remocdo dos ions ABTS" foi
reforcada com o aumento da concentragdo do Oleo, apresentando a melhor atividade na
concentragdo de 3000 pg/mL.

Jaramillo, Duarte e Delgado (2012) mediram a capacidade do 6leo essencial das folhas
e caule de C. ambrosioides de capturar o radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil). A
porcentagem de captura do Oleo foi de 85%, enquanto a do acido ascorbico (substancia
antioxidante de referéncia) foi de 96,5%. Os autores comentam que a atividade antioxidante
do dleo pode ser atribuida a diversas razBes, como a presenca de compostos fendlicos e

hidrocarbonetos de natureza monoterpénica e sesquiterpénica.

Atividade antifungica

Correa-Royero et al. (2010) testaram a atividade de 32 6leos essenciais e 29 extratos
de plantas medicinais e aromaticas contra Candida krusei e Aspergillus fumigatus. Dentre os
oleos, o de C. ambrosioides destacou-se mostrando uma forte atividade contra C. krusei, com
uma concentra¢do minima inibitoria (CMI) de 7,82 pg/mL. Porém, contra A. fumigatus o dleo
ndo teve atividade, com CMI > 500 pg/mL.

Em contrapartida, o 6leo mostrou-se ativo contra Aspergillus fumigatus no trabalho de
Kumar et al. (2007). O 6leo também exibiu um amplo espectro fungicida contra A. niger,
Botryodiplodia theobromae, Fusarium oxysporum, Sclerotium rolfsii, Macrophomina
phaseolina, Cladosporium cladosporioides, Helminthosporium oryzae e Pythium debaryanum
na concentracdo de 100 pg/mL. Em adicdo, foi muito eficaz em inibir a produgéo de
aflatoxina B1 produzida pela cepa produtora de aflatoxinas de Aspergillus flavus.

Jaramillo, Duarte e Delgado (2012) avaliaram a atividade do 6leo das folhas e do caule
sobre a inibicdo do crescimento micelar do fungo fitopatdgeno Fusarium oxysporum f. sp.
Dianthi. O 6leo foi ativo com uma porcentagem de inibigdo micelar de 97,3% na dose de
177,7 uL de o6leo/L de ar.
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Em outra investigagdo, o 6leo essencial das folhas de Chenopodium ambrosioides foi
avaliado pela metodologia poison food e apresentou atividade antiflngica contra o0s
fitopatdgenos Aspergillus flavus, A. glaucus, A. niger, A. ochraceous, Colletotrichum
gloesporioides, C. musae, Fusarium oxysporum e F. semitectum. Apds fracionamento por
cromatografia em camada delgada (CCD), bioensaio utilizando a técnica CCD bioautografia
revelou a fracdo antifngica do 6leo. Os compostos dessa fragdo foram identificados por CG,
CG-EM e calculo do indice de retencdo de Kovats (KI), sendo eles: (Z)-ascaridol (44,4%),
(E)-ascaridol (30,2%) e p-cimeno (25,40%). Os autores sugeriram, entdo, que o ascaridol é o
principal componente antifingico do 6leo (JARDIM et al., 2008).

Espécies de Candida foram sensiveis ao dleo essencial das folhas de C. ambrosioides
em testes in vitro, sendo a atividade dose-dependente e com valores de CMI variando de 0,25
a 2 mg/mL. No teste in vivo em camundongos com candidiase vaginal, o tratamento com o
6leo apo6s 12 dias curou todos os camundongos e a atividade ndo foi dose-dependente
(CHEKEM et al., 2010).

A combinacdo do 6leo essencial das folhas de C. ambrosioides e Cymbopogon
martini, assim como cada 6leo separado, apresentou uma forte atividade antifangica in vitro e
in vivo contra dermato6fitos e outros fungos filamentosos. As CMIs dos 6leos e de sua
combinacdo ficaram entre 150 e 500 ppm. Uma pomada preparada com os 6leos e aplicada
sobre micoses em porcos da Guiné reduziu significativamente a vermelhiddo da pele, a

gravidade da lesdo e a presenca de dermatofitos (PRASAD et al., 2010).

Atividade antiparasitaria

O Oleo essencial das partes aéreas de C. ambrosioides mostrou uma atividade
promissora frente a Trichomonas vaginallis, com uma concentracdo inibitéria minima de 25
mg/mL (FIDALGO et al., 2004).

A atividade tripanocida do 0leo essencial de Chenopodium ambrosioides e de outras
cinco espécies foi investigada por Borges et al. (2012). Todos os 6leos testados mostraram
efeito inibitorio sobre as formas epimastigotas, sendo o de C. ambrosioides o mais efetivo,
com ICsq (concentracdo de inibicdo a 50%) de aproximadamente 21,3 pug/mL.

Monzote et al. (2007a) avaliaram a utilidade da combinagdo do 6leo essencial das
partes aéreas de C. ambrosioides com drogas usadas atualmente sobre as formas

promastigotas de Leishmania amazonensis. Foi verificada uma atividade sinérgica entre o
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6leo e pentamidina. Contudo, foi encontrado um efeito indiferente na combinagdo com
atimoniato de meglumina e com anfotericina B.

Diferentes rotas de administracdo do 0leo essencial das partes aéreas da espécie em
camundongos infectados com Leishmania amazonensis também foram estudadas. A
administracdo do 6leo por via intraperitoneal preveniu a lesdo e diminuiu a carga parasitaria
nos camundongos. A administracdo oral retardou a infecgdo quando comparada com o0 grupo
controle, mas foi menos efetiva do que a via intraperitoneal. A administracdo intralesional ndo
mostrou atividade (MONZOTE et al., 2007b).

Atividade inseticida

O oleo essencial das folhas e caule de Chenopodium ambrosioides apresentou uma
mortalidade de 100% na dose de 500 uL de oOleo/L de ar, apds 24 h de exposi¢do contra o
gorgulho-do-milho, Sitophilus zeamais Mots. JARAMILLO; DUARTE; DELGADO, 2012).
Os autores atribuiram a atividade inseticida a presenca do a-terpineno, que foi o composto
encontrado em maior porcentagem no o6leo.

Analisando também a atividade de C. ambrosioides sobre o gorgulho-do-milho, Chu,
Hu e Liu (2011) isolaram e identificaram cinco compostos ativos do 6leo das partes aéreas da
planta, sendo eles (Z)-ascaridol, 2-careno, p-cimeno, isoascaridol e a-terpineno, com destaque
para a atividade inseticida do (Z)-ascaridol.

Tapondjou et al. (2002) encontraram que o efeito do 6leo essencial das folhas de C.
ambrosioides sobre a porcentagem de mortalidade de seis espécies de insetos apds 24 h de
exposicdo em discos de papel de filtro foi dose-dependente. Na dose de 0,2 pL/cm’ a
mortalidade foi maior do que 80% para todos os insetos, com exce¢do de Callosobruchus
maculatus e Sitophilus zeamais. Neste caso, o gorgulho-do-milho foi 0 menos susceptivel ao

6leo, pois a mortalidade foi de apenas 5%.

Atividade alelopética

Jimenez-Osérnio, Kumamoto e Wasser (1996) avaliaram a atividade alelopéatica do
o0leo essencial das partes aéreas de C. ambrosioides sobre Amaranthus hypochondriacus L. O
6leo inibiu tanto o crescimento do hipocdétilo quanto a germinacdo de A. hypochondriacus.
Através de CCD, foram obtidas cinco fragdes do 6leo. A fragdo mais ativa foi submetida a

andlise espectral, sendo encontrado o ascaridol como principal aleloquimico.
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Hegazy & Farrag (2007) compararam o efeito inibitorio do 6leo essencial das partes
aéreas e de seus aleloquimicos (esteroides e terpenos) sobre a germinagéo e o crescimento das
mudas de quatro espécies vegetais, foi constatado que os aleloquimicos provocam uma maior
inibicdo do que o Oleo. Estes aleloquimicos foram determinados através de cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE) como sendo a-terpineno, limoneno e ascaridol.

Atividade citotoxica

Borges et al. (2012) compararam a atividade tripanocida e a toxicidade do Oleo
essencial de Chenopodium ambrosioides para células mamiferas. O éleo ndo apresentou
toxicidade contra as células mamiferas e ainda foi mais efetivo contra as formas
tripomastigotas.

Em outro teste, utilizando células renais de macaco, também ndo foi verificada
nenhuma toxicidade para o 6leo essencial da espécie (CORREA-ROYERO et al., 2010).

Koba et al. (2009) avaliaram o potencial citotéxico do 6leo essencial das folhas e
inflorescéncias de C. ambrosioides e de seus quatro principais constituintes de origem
comercial contra uma linhagem de queratindcitos humanos. O 6leo essencial apresentou uma
toxicidade moderada, com ICsy de 700 pL/mL. O padrdo comercial puro neral mostrou a
maior toxicidade, com ICsy de 100 uL/mL. Os outros padrdes, geraniol, ascaridol e p-cimeno,
aparentemente ndo foram toxicos (ICsp > 100 pL/mL), mostrando o importante papel

desempenhado pelo neral para a toxicidade geral do 6leo.

Aspectos toxicoldgicos

De acordo com Gadano, Gurni e Carballo (2006), o 6leo essencial de C. ambrosioides
é irritante para a mucosa do trato gastrointestinal e possui efeitos genotéxicos. Gadano et al.
(2002) relatam que os principais sintomas durante uma intoxicagdo aguda pelo oOleo séo
gastroenterite com hiperemia difusa em primeiro lugar, seguido por alteragdes no sistema
nervoso central (dor de cabega, rubor facial, viséo turva, vertigens, incoordenagcdo motora e
parestesia).

Monzote et al. (2007b) verificaram uma possivel toxicidade do 6leo essencial de C.
ambrosioides, que foi administrado em camundongos infectados com Leishmania
amazonensis pelas vias intraperitoneal, oral e intralesional. Foram examinados peritonio,

baco, péncreas, estdmago, rim, figado, as faces do diafragma, coracdo e pulmdes. A
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administracdo intraperitoneal causou pequenos abscessos na cavidade peritoneal, enquanto
que as administracOes via oral e intralesional ndo mostraram sinais de toxicidade. Os autores
afirmam que a reduzida toxicidade do 6leo essencial quando administrado por via oral facilita
o0 tratamento a longo prazo e que, a facil extracdo do 6leo e a relacdo custo-efetividade com
relacdo a outras drogas, sdo importantes considera¢fes para levar em conta nos paises em

desenvolvimento.

CONCLUSAO

Os dados da literatura revelam que o 6leo essencial de Chenopodium ambrosioides €
bastante promissor, apresentando diversas atividades biologicas. Porém, muito ainda precisa
ser feito para identificar os compostos responsaveis pelas atividades exibidas e seus
mecanismos de agdo. Também sdo necessarios mais estudos sobre os fatores que influenciam
a composicdo do 6leo, de forma isolada ou apresentando correlagcdes, como sazonalidade,
ritmo circadiano, temperatura, dentre outros, pois a variabilidade no teor dos constituintes
majoritarios e/ou ativos é uma das principais dificuldades de desenvolver fitoterapicos com

reprodutibilidade de ag&o.
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4.1 ANALISE MORFOANATOMICA DE Chenopodium ambrosioides L. (Chenopodiaceae)

4.1.1 Artigo | - Analise Morfoanatomica de Chenopodium ambrosioides L.
(Chenopodiaceae)

Artigo a ser submetido & Revista Brasileira de Farmacognosia

Rafaela D. S4,* Asaph S. C. O. Santana, Flavia C. L. Silva,? Luiz A. L. Soares,* Karina P.

Randau*"*

! aboratério de Farmacognosia, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Federal de Pernambuco, Av. Prof. Arthur de Sa, s/n, Cidade Universitaria, 50740-521,
Recife-PE, Brasil.

?aboratério de Botanica Aplicada, Centro de Educacéo e Satde, Universidade Federal de
Campina Grande, Olho Sitio d”Agua da Bica, s/n, 58175-000, Cuité-PB, Brasil.

RESUMO: Chenopodium ambrosioides L., conhecida popularmente como mastruz, € uma
erva muito utilizada no Brasil como anti-helmintica e para gripe. Apesar do uso popular e do
interesse medicinal, ndo ha dados farmacogndsticos para dar suporte a correta identificacdo da
espécie. O objetivo deste trabalho foi descrever os principais caracteres anatdmicos da raiz,
caule, peciolo e lamina foliar de C. ambrosioides. Realizaram-se cortes a mao livre, de
seccOes transversais, para analise microscépica da raiz, caule, peciolo e 1amina foliar; bem
como cortes paradérmicos e testes histoquimicos para lamina foliar. Os principais caracteres
Uteis na identificacdo da planta foram: presenca de idioblastos contendo areia cristalina no
mesofilo, nervura principal e no parénquima de caule e peciolo; presenca de tricomas tectores
e glandulares capitados na folha e no caule; e crescimento secundario derivado da sucessao de
numerosos cambios na raiz e no caule. Através dos testes histoquimicos, foi evidenciada a

presenca de substancias lipofilicas, esteroides, 6leo essencial e oleoresinas.

Palavras-chave: Chenopodiaceae, Chenopodium ambrosioides, histoquimica, mastruz,

morfoanatomia
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Introducéo

A familia Chenopodiaceae consiste de mais de 100 géneros e 1400 espécies, com
distribuicdo em todo o mundo (Joly, 2002). O género Chenopodium inclui diversas espécies
nativas da Asia, Europa e América (Kokanova-Nedialkova et al., 2010), utilizadas como
alimento, condimento e/ou plantas medicinais, tais como C. album L., C. berlandieri ssp.
nutalliae Saff., C. quinoa Willd. e C. ambrosioides L. (Blanckaert et al., 2012).

Chenopodium ambrosioides € popularmente conhecida como epazote, Mexican tea,
American wormseed, paico, mastruz e erva-de-Santa-Maria (Kliks, 1985; Albuquerque et al.,
2009). A espécie € uma erva nativa da América Central e do Sul, originaria, provavelmente,
do Mexico. Tem crescimento espontdneo em regides de clima tropical, subtropical
(principalmente América e Africa) e temperado (desde o Mediterraneo até a Europa Central)
(Kismann, 1991). No Brasil é extensa a sua distribuicdo, com ocorréncia em quase todo o
territdrio (Sousa et al., 2004; Lima et al., 2006).

As folhas sdo a parte da planta mais usada na medicina popular como anti-helmintica e
também como antiflngica (Fenner et al., 2006), para desordens digestivas, dores musculares e
fraturas dsseas (Santayana et al., 2005; Garcia et al., 2010). No Nordeste do Brasil, onde a
espécie € largamente usada, as folhas sdo batidas no liquidificador com leite para tratamentos
de gripe (Morais et al.,, 2005). Em regides endémicas de leishmaniose, a populagéo
frequentemente utiliza suas folhas no tratamento tépico das Ulceras provocadas pela doenca
(Franca et al., 1996).

Estudos fitoquimicos tém identificado flavonoides e terpenos como sendo 0s
principais constituintes de C. ambrosioides (Jain et al., 1990; Kiuchi et al., 2002; Okhale et
al., 2012). A planta esta descrita na Farmacopeia Brasileira 1% edicdo e sua monografia
descreve o 6leo essencial obtido por arraste a vapor (Pharmacopoeia dos Estados Unidos do
Brasil, 1926). O 6leo essencial é constituido principalmente de monoterpenos, sendo o
ascaridol o componente majoritario na maioria dos estudos. A propriedade anti-helmintica da
planta ¢ atribuida & presenca desse monoterpeno (Smillie & Pessoa, 1924; Gupta et al., 2002).
Por isso, 0 0leo essencial de C. ambrosioides foi muito utilizado para tratar vermes no Brasil e
no mundo entre os anos 1900 e 1920 (Levy, 1914; Smillie & Pessoa, 1924). Porém, entrou em
desuso devido ao registro de alguns acidentes fatais, resultantes da ingestao de altas doses do
Oleo (Paget, 1926).

Vérias atividades bioldgicas tém sido relatadas para C. ambrosioides, tais como

antitumoral (Nascimento et al., 2006), antipirética e analgésica (Hallala et al., 2010),
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antifungica (Jardim, 2006), anti-helmintica (Guimaraes et al., 2001) e leishmanicida (Monzote
et al., 2007).

Devido aos estudos farmacoldgicos demonstrarem suas potencialidades terapéuticas e
ao amplo e reconhecido uso popular, Chenopodium ambrosioides é uma das 71 espécies
vegetais presentes na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico
de Saude (RENISUS), divulgada pelo Governo Brasileiro em 2009 (Brasil, 2009).

Os produtos obtidos de plantas sdo geralmente fabricados a partir de material seco,
fragmentado e sem 6Orgaos reprodutores, dificultando sua identificacdo atraves de morfologia
externa. O estudo anatdbmico é uma importante ferramenta para a identificacdo de tal material
(Metcalfe & Chalk, 1972).

Este trabalho tem por objetivo descrever os principais caracteres anatdbmicos da raiz,
caule, peciolo e lamina foliar de C. ambrosioides, a fim de subsidiar sua identificacdo e

controle de qualidade, ja que a planta ndo apresenta monografia nos codigos oficiais atuais.

Materiais e Métodos

Material vegetal

O material vegetal foi coletado na horta do Laboratério de Fitoterapia, da empresa
Pernambuco Participacdes e Investimentos S/A (PERPART), localizada na cidade de Recife,
estado de Pernambuco, Brasil. A exsicata foi depositada no herbario UFP-Geraldo Mariz, da

Universidade Federal de Pernambuco - Brasil, sob o nimero 69.718.

Analise microscopica

Realizaram-se cortes em sec¢des transversais na regido mediana da raiz, caule, peciolo
e lamina foliar de material fixado, & méo livre, usando lamina comum de barbear e, como
material de suporte, medula do peciolo de embauba (Cecropia sp.). As sec¢des foram
clarificadas com solucdo de hipoclorito de s6dio a 50% e coradas com safranina e azul de
astra (Johansen, 1940).

SeccOes paradérmicas foram realizadas nas faces adaxial e abaxial da folha fresca, a
mdo livre, usando ldmina comum de barbear, clarificadas com solucéo de hipoclorito de sodio

a 50% e coradas com safranina e azul de astra (Johansen, 1940).
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Posteriormente, foram confeccionadas |aminas histologicas semipermanentes,
contendo secgOes transversais e paradérmicas do material boténico, seguindo procedimentos
usuais em anatomia vegetal (Johansen, 1940; Sass, 1951).

Estématos e tricomas foram classificados segundo Metcalfe & Chalk (1972).

Foram realizados testes histoquimicos em seccGes transversais de folhas frescas, a méo
livre, com reagentes especificos: Sudam Il para substancias lipofilicas (Sass, 1951); cloreto
férrico para compostos fendlicos (Johansen, 1940); tricloreto de antiménio para esteroides
(Mace & Howell, 1974); reagente de Nadi para 6leos essenciais (David & Carde, 1964); acido
cloridrico 10% para verificar a natureza dos cristais (Chamberlain, 1932).

As imagens digitais foram capturadas por microscopio optico (Alltion) acoplado com

camera digital pelo programa Toup View Image.

Resultados

Aspectos macroscopicos

Chenopodium ambrosioides € uma erva que atinge até 1 m de altura, sendo bastante
ramificada (Fig. 1A). As folhas séo alternas, alongadas, com bordas denteadas, &pice agudo,
pilosas (Fig. 1C, Fig. 1D), de tamanhos diversos, onde as menores ficam localizadas na parte
superior da planta e sdo sésseis, as maiores ficam na parte inferior e apresentam peciolo curto
(Fig. 1B). Possuem cheiro forte e caracteristico. A inflorescéncia é do tipo racemosa,
apresentando flores pequenas, de cor verde. As sementes sdo numerosas, esféricas, de cor
preta (Sousa et al., 2004; Lima et al., 2006).
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Figura 1. Chenopodium ambrosioides L., Chenopodiaceae. A. Habito; B. Exsicata; C. Face

adaxial da folha; D. Face abaxial da folha. (Barras: B =5 cm; C, D =2 cm).

Aspectos microscopicos

Descri¢do anatomica da raiz

A raiz apresenta epiderme uniestratificada e cortex com poucas camadas de tecido
parenquimatico (Fig. 2A). Observa-se também a formacdo de periderme (Fig. 2A) e de um
crescimento secundario caracterizado por uma zona concéntrica de feixes vasculares
colaterais distribuidos irregularmente que surge a partir de uma sucessdo de arcos cambiais

(Fig. 2B). O cilindro vascular possui estrutura triarca (Fig. 2C).
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Figura 2. Chenopodium ambrosioides L., Chenopodiaceae — sec¢do transversal da raiz. A.
Epiderme e periderme; B. Crescimento secundario; C. Estrutura triarca do cilindro vascular.
(Barras: A =40 um; B, C =100 um).

Descrig¢éo anatomica do caule

Em seccdo transversal, o caule apresenta-se poligonal, com cumes e depressoes (Fig.
3A). Os tricomas estdo localizados em toda a extensdo do caule (Fig. 3B). Os tricomas
tectores sdo multicelulares unisseriados com cabega em forma de foice (Fig. 3C). Foi
encontrado também um tricoma tector multisseriado (Fig. 3D). Os tricomas glandulares sdo
de dois tipos: 1) glandular capitado com cabeca unicelular (Fig. 3E) e 2) glandular com corpo

unisseriado curvado para a epiderme e com célula secretdria distal arredondada (Fig. 3F).
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Figura 3. Chenopodium ambrosioides L., Chenopodiaceae — seccdo transversal do caule. A.
Aspecto geral; B. Tricomas nas areas de cume e depressdo; C. Tricoma tector unisseriado com
cabeca em forma de foice; D. Tricoma tector multisseriado; E. Tricomas glandulares
capitados (seta) com cabeca unicelular; F. Tricoma glandular com corpo curvado para a
epiderme e com célula secretoria distal arredondada. (Barras: A = 200 um; B, E =50 um; C,
D, F =20 um).

A epiderme é constituida por uma Unica camada de células, revestida por cuticula
delgada. Ndo se observa a formacdo de periderme (Fig. 4A). Nas depressdes foram vistos
varios estdbmatos (Fig. 4B). Nessas regides, logo abaixo da epiderme, encontra-se a exoderme.
Ja nos cumes, o colénquima angular é que esta localizado imediatamente abaixo da epiderme,
sendo composto por quatro a nove camadas de celulas (Fig. 4A). No parénquima cortical
estdo presentes idioblastos contendo areia cristalina (Fig. 4C). Periciclo circunda toda a area
de crescimento secundario, sendo este crescimento do mesmo tipo do que é encontrado na

raiz, formado por uma sucessdo de arcos cambiais. Distinguem-se duas zonas diferentes de
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feixes vasculares: uma zona mais préxima a regido cortical, na qual os feixes colaterais estdo
distribuidos formando uma faixa continua (Fig. 4D); e outra zona mais proxima a regiao
medular, na qual os feixes colaterais estdo distribuidos descontinuamente, separados entre si

por parénquima (Fig. 4D).

Figura 4. Chenopodium ambrosioides L., Chenopodiaceae — seccéo transversal do caule. A.
Epiderme uniestratificada, exoderme e colénquima angular; B. Estdmato; C. Idioblasto
contendo areia cristalina no parénquima cortical; D. Crescimento secundario. (Barras: A, D =
500 pum; B, C =40 pm).

Descri¢éo anatdmica do peciolo

O peciolo, em seccdo transversal, possui formato cdncavo-convexo e apresenta alas
laterais (Fig. 5A). A epiderme é uniestratificada (Fig. 5B), revestida por cuticula delgada, com
tricomas glandulares com corpo unisseriado curvado para a epiderme e com célula secretoria
distal arredondada (Fig. 5B). O colénquima do tipo angular é observado em posicao
subepidérmica nas faces adaxial e abaxial, sendo formado por duas a trés camadas de células.
Este tecido também esta presente nas alas laterais. Os feixes vasculares sdo do tipo colateral
aberto e estdo dispostos em semicirculo (Fig. 5C). Parénquima fundamental preenche todo o

peciolo, onde podem ser observados idioblastos contendo areia cristalina (Fig. 5D).



51

Figura 5. Chenopodium ambrosioides L., Chenopodiaceae — secc¢do transversal do peciolo. A.
Aspecto geral; B. Epiderme uniestratificada, colénquima angular e tricoma glandular com
corpo curvado para a epiderme (seta) na face abaxial; C. Feixes vasculares colaterais; D.

Idioblasto com areia cristalina. (Barras: A =200 um; B, C = 100 um; D = 40 pm).

Descricdo anatdbmica da lamina foliar

A epiderme, em vista frontal, é constituida de células de paredes retas na face adaxial
(Fig. 6A) e de paredes sinuosas na face abaxial (Fig. 6B). Os estdbmatos do tipo anomocitico
estdo presentes nas duas faces (Fig. 6A, Fig. 6B). Tricomas tectores ocorrem nas duas faces
(Fig. 6C, Fig. 6D). Sdo multicelulares unisseriados, sendo a célula da base arredondada e a
célula terminal alongada, com a forma de uma foice. Tricomas glandulares também séo
encontrados nas duas faces, porém, em numero bem maior na face abaxial. S&o dos mesmos
tipos de tricomas que foram descritos no caule: glandular capitado com cabega unicelular
(Fig. 6E, Fig. 6F) e glandular com corpo unisseriado curvado para a epiderme e com célula

secretoria distal arredondada (Fig. 6E). Predominam os tricomas glandulares capitados.
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Figura 6. Chenopodium ambrosioides L., Chenopodiaceae — vista frontal da lamina foliar. A.
Células da epiderme com paredes retas e presenca de estdmatos na face adaxial; B. Células da
epiderme com paredes sinuosas e estdmatos na face abaxial; C. Tricoma tector (seta) na face
adaxial; D. Tricoma tector (seta) na face abaxial; E. Tricoma glandular capitado (seta) e
tricoma glandular (*) com corpo curvado para a epiderme na face adaxial, F. Tricomas

glandulares capitados (setas) na face abaxial. (Barras: A, B =40 um; C, D, E, F =20 um).

Em corte transversal da lamina foliar, observam-se tricomas tectores e glandulares
(Fig. 7A, Fig. 7B). A epiderme é revestida por uma fina camada de cuticula. O mesofilo
possui organizagdo do tipo dorsiventral (Fig. 7C). E constituido por uma ou duas camadas de
parénquima palicadico e por parénquima lacunoso com células de tamanho e formas
irregulares. Cavidades secretoras (Fig. 7C) e idioblastos contendo areia cristalina e drusas
(Fig. 7C) foram encontrados no mesofilo.

A nervura principal apresenta secgdo transversal convexo-convexa. O sistema vascular
é constituido por feixes colaterais abertos (Fig. 7D). Colénquima angular esta presente em
posicdo subepidérmica e também adjacente ao floema, externamente ao feixe vascular.
Idioblastos contendo areia cristalina também foram observados na nervura principal (Fig. 7E).
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Figura 7. Chenopodium ambrosioides L., Chenopodiaceae — secgédo transversal da lamina
foliar. A. Tricoma glandular com corpo curvado para a epiderme (seta) na face abaxial; B.
Tricoma glandular capitado (seta) na face abaxial; C. Aspecto geral do mesofilo, cavidade
secretora (*) e drusas (setas); D. Aspecto geral da nervura principal; E. Idioblasto com areia
cristalina (setas) na nervura principal. (Barras: A, B, C, E =40 pum; D = 100 pum).

Em material fresco, o teste para deteccdo de lipideos foi positivo, evidenciado pela
coloracdo alaranjada. A presenca de cuticula delgada ficou evidenciada (Fig. 8A) e
substancias lipofilicas foram encontradas nos tricomas glandulares, no colénquima da nervura
principal (Fig. 8A) e no mesofilo, sendo mais evidente no parénquima palicadico (Fig. 8B).
N&o foram evidenciados compostos fendlicos. As cores foram comparadas com um controle
(Fig. 8C). O tricloreto de antiménio revelou a presenga de esteroides no parénquima da
nervura principal (Fig. 8D) e no interior de tricomas glandulares (Fig. 8E). O &cido cloridrico

confirmou que os cristais sdo de oxalato de calcio.
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Figura 8. Chenopodium ambrosioides L., Chenopodiaceae — histoquimica. A. Sudam Ill na
cuticula, tricoma glandular e no colénquima; B. Sudam Il no mesofilo; C. Controle; D.
Esteroide no parénquima (seta); E. Tricloreto de antiménio em tricoma glandular. (Barras: A,
B, E, F =40 um; C, D =100 pum).

O reagente de Nadi revelou os 6leos essenciais corados de azul presentes nos tricomas
glandulares (Fig. 9A), nas células da epiderme do mesofilo (Fig. 9A) e da nervura principal
(Fig. 9B), e no interior de células do colénguima e parénquima na nervura principal (Fig. 9B).
A cuticula também se cora de azul, provavelmente por ser constituida de substancias
lipofilicas. O reagente de Nadi evidencia, além dos 6leos essenciais, a mistura de esséncias e
acidos resinicos, em uma coloracdo que varia do violeta ao pdrpura (David & Carde, 1964).
Observou-se a presenca dessas substancias de cor pdrpura nos tricomas glandulares (Fig. 9C),
no colénguima e parénquima da nervura principal (Fig 9B; Fig. 9D), assim como nas células

da epiderme no mesofilo (Fig. 9E).
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Figura 9. Chenopodium ambrosioides L., Chenopodiaceae — reagente de Nadi. A. Oleo
essencial em tricoma glandular e em células da epiderme do mesofilo; B. Oleo essencial em
células da epiderme, colénquima e parénquima da nervura principal; oleoresina no
colénquima e parénquima da nervura principal (setas); C. Oleoresina no interior de tricoma
glandular; D. Oleoresina no parénquima (seta); E. Oleoresina em células da epiderme no
mesofilo. (Barras: A, B, C, D, E =40 um).

Discussao

A estrutura vascular encontrada na raiz foi do tipo triarca. Na familia Chenopodiaceae
também ja foi reportado o tipo diarca, como descrito em outro estudo sobre Chenopodium
ambrosioides (Holm, 1923) e em outros géneros, tais como Salsola e Kochia (Phillips &
Launchbaugh, 1958; Bercu & Bavaru, 2004).

A raiz e o caule de C. ambrosioides apresentam um crescimento secundario diferente
do crescimento secundario tipico da maioria das dicotiled6neas, onde a atividade do cambio
resultard na formag&o de um cilindro de células vasculares dispostos radialmente. No caso da
familia Chenopodiaceae, o crescimento secundario é considerado como sendo derivado da
sucessdo de numerosos cambios que ddo origem a varios feixes vasculares dispostos
irregularmente (Metcalfe & Chalk, 1950).

Com relagdo ainda ao crescimento secundario da planta, observa-se a formagéo de
periderme na raiz, mas ndo no caule. A auséncia de periderme no caule foi constatada em
outras espécies de Chenopodium, incluindo C. ambrosioides (Bonzani et al., 2003).
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A presenca de tipos diferentes de tricomas em Chenopodiaceae foi registrada por
alguns autores (Holm, 1923; Metcalfe & Chalk, 1972; Filho et al., 1992; Bonzani et al.,
2003). Segundo Metcalfe & Chalk (1972), na familia estdo presentes tricomas unisseriados,
ramificados, estrelados e tricomas glandulares capitados. No género Chenopodium, sdo mais
comuns os tricomas tectores unisseriados e tricomas glandulares capitados. Ambos foram
observados no caule e nas folhas de C. ambrosioides, mas também foram observados tricoma
tector multisseriado no caule e tricomas glandulares com corpo unisseriado curvado para a
epiderme e com célula secretdria distal arredondada no caule e nas folhas. Estes dois ultimos
tipos de tricomas ndo séo descritos por Metcalfe & Chalk (1972), entretanto, em um estudo
detalhado dos tricomas do caule e das folhas de espécies de Chenopodium, Bonzani et al.
(2003) citam todos os tipos de tricomas encontrados no presente trabalho, e ainda outros, 0s
quais sdo relacionados por tipos e subtipos de tricomas tectores e tricomas glandulares.

H& também uma controvérsia com relacdo a presenca dos tricomas glandulares nas
faces da lamina foliar de C. ambrosioides. Assim como foi visto nesse trabalho, a presenca
em ambas as faces também foi identificada por Holm (1923) e Bonzani et al. (2003) em C.
ambrosioides, e por Filho et al. (1992) em C. retusum Juss. ex Mog. Jorge et al. (1986)
afirmam que os tricomas glandulares predominam na face superior, o que difere de Costa &
Tavares (2006), que relataram estes tricomas restritos a face abaxial.

O padrédo de organizacao do sistema vascular do peciolo de C. ambrosioides esta de
acordo com as observac6es de Metcalfe & Chalk (1972) para C. bonus-henricus. A presenca
de alas laterais ja foi observada por Costa & Tavares (2006), em cortes nas regides proximal,
mediana e distal do peciolo. Os mesmos autores relatam a presenca de tricomas tectores e
glandulares capitados no peciolo, porém, em nosso trabalho foi verificado apenas o tipo de
tricoma glandular com corpo unisseriado curvado para a epiderme e com célula secretoria
distal arredondada, semelhante ao encontrado no caule e nas folhas.

Folhas anfiestomaticas sdo caracteristicas da familia Chenopodiaceae (Metcalfe &
Chalk, 1972), como confirmado na espécie estudada e em outras, como em C. album e C.
hircinum (Moris et al., 1996). Estbmatos anomociticos sdo os mais frequentes, mas também
sdo encontrados estdmatos anisociticos em C. chilense e tetraciticos em C. multifidum
(Bonzani et al., 2003).

A maioria das espécies de Chenopodiaceae apresenta mesofilo dorsiventral, o que
comprova o encontrado para C. ambrosioides. H& algumas excecbes, como C. retusum, C.
oblanceolatum (Bonzani et al., 2003) e Salsola sp. (Metcalfe & Chalk, 1972), que apresentam

mesofilo isobilateral.
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Idioblastos contendo areia cristalina foram encontrados frequentemente no mesofilo,
nervura principal, peciolo e caule. A confirmagdo, através de teste com &cido cloridrico, de
que os cristais sdo de oxalato de calcio corrobora o resultado de Costa & Tavares (2006).
Segundo Metcalfe & Chalk (1972), a ocorréncia desses cristais de areia confere importante
valor diagndstico para a espécie, pois 0s mesmos sdo bastante restritos entre as dicotileddneas.

Costa & Tavares (2006) também relataram a presenca de substancias lipofilicas
utilizando Sudam IIl. Nao ha relatos na literatura, entretanto, para a presenca de esteroides,
através de teste com tricloreto de antiménio, e de oleoresinas, utilizando reagente de Nadi.

Por meio deste estudo observou-se que a raiz, caule, peciolo e lamina foliar de
Chenopodium ambrosioides apresentam caracteristicas anatbmicas que sdo Uteis na
identificacdo da planta, as quais foram: presenca de idioblastos contendo areia cristalina no
mesofilo, nervura principal e no parénquima de caule e peciolo; presenca de tricomas tectores
e glandulares capitados na folha e no caule; e crescimento secundario derivado da sucessdo de
numerosos cadmbios na raiz e no caule. Além de contribuir significativamente para o
conhecimento da morfoanatomia, também foi possivel ver a histolocalizacdo dos principais

grupos de metabolitos secundarios presentes nas folhas da espécie.
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4.2 METABOLITOS SECUNDARIOS DE Chenopodium ambrosioides L. (Chenopodiaceae)

4.2.1 Prospeccao fitoquimica e quantificacdo espectrofotométrica de flavonoides totais

em folhas de Chenopodium ambrosioides L. (Chenopodiaceae)

INTRODUCAO

Chenopodium ambrosioides L., conhecida porpularmente como mastruz, epazote e
Mexican tea, é uma erva da familia Chenopodiaceae (KLIKS, 1985; ALBUQUERQUE et al.,
2009). Esta amplamente distribuida ao longo da América, Africa e também em paises da
Europa (KISMANN, 1991).

A espécie tem sido utilizada pela populacdo principalmente como anti-helmintica e
para tratamentos de gripe (MORAIS et al., 2005; BLANCKAERT et al., 2012). No Brasil, as
folhas séo a parte da planta mais usada na medicina popular e, geralmente, sdo misturadas
com leite para a ingestio (MORAIS et al., 2005). A planta também € tradicionalmente
utilizada como antifangica (FENNER et al., 2006), para desordens digestivas
(SANTAYANA; BLANCO; MORALES, 2005), dores de estbmago (ALONSO-CASTRO et
al., 2012), colicas (LUZIATELLI et al., 2010), como antibidtico e expectorante (SOUZA,;
FELFILI, 2006) e no tratamento tépico de Ulceras provocadas por leishmaniose (FRANCA,
LAGO; MARSDEN, 1996).

O o6leo essencial das folhas é o componente mais conhecido da planta e vérias
investigacbes sobre sua composicdo (JARDIM et al.,, 2008; JARAMILLO; DUARTE;
DELGADO, 2012) e atividades bioldgicas ja foram reportadas na literatura, tais como
antifangica (CORREA-ROYERO et al., 2010), antiparasitaria (BORGES et al., 2012) e
antioxidante (KUMAR et al., 2007). Entretanto, ainda s&o raros os estudos relacionados a
composigdo quimica de C. ambrosioides, 0s quais s&o importantes para o conhecimento de
outros grupos de metabolitos secundarios relevantes na mesma.

A presente pesquisa teve como objetivo realizar uma triagem fitoquimica e determinar
o teor de flavonoides totais nas folhas de C. ambrosioides, através de espectrofotometria no

ultravioleta-visivel.
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MATERIAIS E METODOS

Prospeccao fitoquimica

Cerca de 3 g de folhas frescas de Chenopodium ambrosioides foram submetidas a
infusdo metandlica a 10% (v/v), sob agitacdo durante 30 min, para prospeccao fitoquimica por
cromatografia em camada delgada (CCD). Aplicaram-se aliquotas do extrato metandlico em
placas cromatograficas de gel de silica (Macherey-Nagel, Alugram® Sil G/UVys4),
empregando-se diversos sistemas eluentes e reveladores adequados (RANDAU et al., 2004),
listados na Tabela 1. Para pesquisa de saponinas, realizou-se um teste de afrogenicidade,
através de forte agitacdo das solucdes, por cerca de 30 s, seguida de repouso. A formacdo de
espuma abundante e persistente por mais de 15 min foi o critério usado para avaliar a
presenca de sapondésidos (COSTA, 2001).

Tabela 1 — Sistemas cromatogréficos utilizados para a caracterizagdo quimica do extrato de

Chenopodium ambrosioides.

METABOLITOS FASE MOVEL REVELADOR REFERENCIA
Alcaldides AcOEt-HCOOH- Dragendorff (WAGNER;
AcOH- H,0 BLADT, 1996)
(100:11:11:27 viv)
Polifendis ACOEt-HCOOH- NEU (NEU, 1956;
AcOH- H,0 WAGNER; BLADT,
(100:11:11:27 viv) 1996)
Acucares redutores AcOEt-HCOOH- Cloreto de (METZ, 1961)

AcOH- H,0 trifeniltetrazélio

(100:11:11:27 viv)

Taninos condensados ACOEt-HCOOH- Vanilina cloridrica (ROBERTS;

AcOH- H,0 CARTWRIGHT;
(100:11:11:27 viv) OLDSCHOOL,
1957)
Taninos hidrolisaveis  BuOH-AcOH- H,0 NEU (XAVIER, 1988)
(4:1:5viv)

Triterpenos e Tolueno-AcOEt Liebermann/Burchard (HARBONE, 1998)

esterdides (90:10 v/v)

Monoterpenos e Tolueno-AcOEt Vanilina sulfirica (WAGNER,;

sesquiterpenos (97:3 viv) BLADT, 1996)

AcOEt = acetato de etila; HCOOH = 4cido férmico; AcOH = &cido acético; H,O = agua; BUOH =
butanol; NEU = 4cido etilborilaminoéster a 1% em etanol.
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Doseamento de flavonoides

Na preparacdo do material vegetal, as folhas de Chenopodium ambrosioides foram
submetidas a secagem a temperatura ambiente por 10 dias e, em seguida, pulverizadas em

moinho industrial.

Preparo da solucéo extrativa

A solugdo extrativa foi obtida através de extracdo sob refluxo com solugdo
hidroalcodlica (50% v/v), baseando-se em metodologia previamente descrita (PETRY et al.,
1998). A extracdo foi realizada em baldo de fundo redondo contendo 0,5 g do material vegetal
e 30 mL de solucdo hidroalcodlica, por 30 min. O extrato foi filtrado em algoddo, sendo o
residuo (algoddo e material vegetal) re-extraido por mais duas vezes, durante 30 min. As
fracOes filtradas foram reunidas em baldo volumétrico (100 mL) e o volume ajustado com a

solucdo hidroalcoolica.

Determinacéo do teor de flavonoides totais

Aliquotas da solucdo extrativa foram transferidas para balGes volumétricos de 25 mL,
onde se adicionou 2 mL de solucdo etanolica de AICI; (5% m/v). Ajustou-se o volume, em
seguida, com a solucdo hidroalcodlica (50% v/v). Apds 30 min da adicdo da solucdo etandlica
de AIClI; (5% m/v), as amostras foram submetidas a varredura em espectrofotdmetro na regido
do ultravioleta-visivel (UV-Vis) (UV-Visible Spectrophotometer Evolution 60S - Thermo
Scientific), na faixa de 200 a 500 nm, para identificacdo da diluicdo e do comprimento de
onda que apresentassem o valor de absorbancia mais adequado para 0 método, de acordo com
a lei de Lambert-Beer (SOARES et al., 2003). Utilizou-se como branco uma solucdo de
compensacdo, preparada do mesmo modo que as amostras, mas sem a adi¢do da solugédo
etanolica de AICI; (5% m/v). O célculo do teor de flavonoides totais (TFT), expresso em
porcentagem (p/p) de quercetina, foi determinado tomando como referéncia a absortividade
especifica de 500 (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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RESULTADOS
Prospeccao fitoquimica

A prospecc¢do fitoquimica, através de CCD e teste de afrogenicidade, demonstrou a
presenca de flavonoides glicosilados, aglUcares redutores, monoterpenos e sesquiterpenos,
triterpenos e esteroides. No teste de afrogenicidade, houve formacao de espuma, mas a mesma

ndo foi persistente por mais de 15 min, desconsiderando-se, entdo, a presenca de saponinas.

Doseamento de flavonoides

Na quantificacdo em UV-Vis, o comprimento de onda maximo encontrado foi em 405

nm (Figura 1) e o teor de flavonoides totais calculado na amostra de Chenopodium
ambrosioides foi de 1,61 + 0,02 (1,51%).

Figura 1 — Espectro de varredura do extrato de Chenopodium ambrosioides.
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DISCUSSAO

O perfil fitoquimico da amostra revelou a presenca de acuUcares, flavonoides e
terpenos. A presenca desses metabdlitos se encontra em consonancia com os dados da
literatura pertinente (JORGE; FERRO; KOSCHTSCHAK, 1986; HEGAZY; FARRAG, 2007;
ALENCAR et al.,, 2010; HALLALA et al., 2010; OKHALE et al., 2012). No entanto,
observou-se divergéncia em relacdo a presenca de alcaloides (HASEEB et al., 1978;
HEGAZY; FARRAG, 2007; HALLALA et al.,, 2010; OKHALE et al., 2012), taninos
(ALENCAR et al., 2010; HALLALA et al., 2010) e saponinas (GUPTA; BEHARI, 1972,
OKHALE et al., 2012).

Em contrapartida, a auséncia dessas trés Ultimas classes de metabolitos também é
reportada, assim como encontrado neste trabalho. Os testes para taninos e saponinas foram
negativos nos trabalhos de Hegazy e Farrag (2007) e Jorge, Ferro e Koschtschak (1986).
Alcaloides ndo foram detectados por Jorge, Ferro e Koschtschak (1986) e Alencar et al.
(2010). As divergéncias em andlises fitoquimicas podem ser atribuidas a alguns fatores, como
periodo de coleta, equivocos em relacdo a autenticidade do material vegetal e método de
extracio (SIMOES et al., 2004). Além disso, 0 acimulo de metabdlitos secundarios na planta
também sofre a influéncia de diversos fatores, como sazonalidade, idade e desenvolvimento
da planta, temperatura, nutrientes, disponibilidade hidrica, indugdo por estimulos mecanicos
ou ataque de patogenos, dentre outros (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Pode-se citar, por exemplo, o local de coleta da planta como um dos fatores que
ocasionou as diferencas dos resultados encontrados com a literatura. As analises de Okhale et
al. (2012), que encontraram saponinas e alcaloides, foram realizadas com planta coletada na
Nigeéria. J& com relacdo a auséncia de alcaloides, os dois trabalhos que estdo de acordo os
resultados apresentados no presente estudo também foram realizados com material coletado
no Brasil (JORGE; FERRO; KOSCHTSCHAK, 1986; ALENCAR et al., 2010), um deles
sendo no estado de Pernambuco.

A existéncia de terpenos e flavonoides é relevante e coloca a espécie dentre as demais
gue sdo promissoras fontes de estudos fitoquimicos e farmacoldgicos. O interesse econdmico
pelo grupo dos flavonoides advem de suas diferentes aplicacbes no campo industrial e pela
diversidade de acgdes terapéuticas demonstradas pela comunidade cientifica (HAVSTEEN,
2002). Sdo também importantes marcadores analiticos para o controle de qualidade de drogas

vegetais (PETRY et al., 2001). Para a realizacdo desse controle, ha uma variedade de métodos
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descritos na literatura para a quantificacdo dos flavonoides, destacando-se a técnica de
espectrofotometria de absorc¢do na regido do UV-Vis (KOMAROVA et al., 2009).

Essa técnica € o método comumente empregado para quantificar flavonoides em
materiais vegetais, devido a sua simplicidade, baixo custo de execucdo e ampla
disponibilidade nos laboratorios de controle de qualidade (CHABARIBERI et al., 2008;
KOMAROVA et al., 2009). Utilizando o método colorimétrico com cloreto de aluminio, foi
possivel determinar os flavonoides sem a interferéncia de outros compostos fendlicos, que
podem apresentar bandas de absorcdo similares as dos flavonoides, ocasionando a
sobreposicdo das bandas e impedindo a absor¢do do composto de interesse (SOUZA,
GIOVANI, 2005; PETRY et al., 1998; PETRY; ORTEGA; SILVA, 2001).

O método desenvolvido para o doseamento dos flavonoides totais em Chenopodium
ambrosioides mostrou-se simples e eficaz, ficando a perspectiva da realizacdo da validacdo da
metodologia, que é de fundamental importancia para o controle de qualidade de produtos
acabados.

CONCLUSAO

A prospeccdo fitoquimica forneceu informacdes relevantes acerca da presenca de
metabolitos secundarios nas folhas de C. ambrosioides, para que assim seja possivel chegar
ao isolamento de principios ativos importantes na producdo de novos fitoterapicos. Além
disso, foi possivel calcular o teor de flavonoides totais através de um método

espectrofotométrico simples e eficaz.
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5.1.1 Artigo 2 — Composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas de Chenopodium
ambrosioides L. cultivadas em Recife-PE, Brasil

Artigo a ser submetido a Flavour and Fragrance Journal

Rafaela Damasceno S4,2 M. A. M. Galvdo,? M. R. A. Ferreira,® L. A. L. Soares,? K. P.
Randau®

% Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco, 50740-521,

Recife-PE, Brasil. “karina.prandau@ufpe.br

RESUMO: Chenopodium ambrosioides L. &€ uma erva aroméatica amplamente distribuida ao
longo da América, Africa e também em paises da Europa. No Brasil, a planta é popularmente
conhecida como mastruz e tem sido utilizada pela populacdo como anti-helmintica e para
tratamentos de gripe. O 06leo essencial das folhas de C. ambrosioides € o componente mais
usado na medicina popular. Com o objetivo de conhecer a sua composi¢do quimica, o 6leo
essencial das folhas da espécie, cultivada em Recife-PE, Brasil, foi extraido por
hidrodestilacdo e analisado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. O
rendimento médio do oleo foi de 0,7% + 0,0982. Os componentes majoritarios encontrados
foram a-terpineno (42,14%), a-terpinenil-acetato (31,57%) e timol (7,90%). O perfil
encontrado reforca os dados da literatura a respeito da diferenca da composicdo do 6leo
essencial de C. ambrosioides nos diferentes paises em que a planta é encontrada.

PALAVRAS-CHAVE:  o-terpineno;  ascaridol;  Chenopodiaceae;  Chenopodium

ambrosioides; 6leo essencial

Introducéao

O género Chenopodium, da familia Chenopodiaceae, inclui diversas espécies nativas
da Asia, Europa e América, utilizadas como alimento, condimento e/ou plantas medicinais.!*?
Chenopodium ambrosioides L. € uma erva popularmente conhecida como epazote, Mexican
tea, American wormseed, paico, mastruz e erva-de-Santa-Maria.®* A espécie é nativa da
América Central e do Sul, originaria, provavelmente, do México. Tem crescimento
espontaneo em regides de clima tropical, subtropical e temperado, sendo encontrada em todos
os continentes. No Brasil é extensa a sua distribuicdo, com ocorréncia em quase todo o
territério.’®” Tem sido utilizada pela populacdo como anti-helmintica e para tratamentos de

gripe.l"®
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O dleo essencial de Chenopodium ambrosioides também ¢é utilizado como anti-
helmintico, principalmente contra ascaridiase.”! Adicionalmente, apresenta propriedades
antioxidante, antifiingica, alelopatica e inseticida.'>*? Diante do amplo uso medicinal e de
seu potencial farmacoldgico, C. ambrosioides é uma das 71 espécies vegetais que despertam o
interesse para a producdo de fitoterapicos, estando presente na Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satde (RENISUS).™™!

Estudos prévios relatam a composi¢cdo do 6leo essencial da planta em outros paises,
como na Coldmbial*? e na Nigéria.l**! Entretanto, ainda sdo poucos os estudos com a espécie
cultivada no Brasil.

O objetivo deste trabalho foi analisar a composicao do 6éleo essencial das folhas de C.
ambrosioides através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, a partir

de plantas cultivadas em Recife-PE, Brasil.

Materiais e Métodos

Material vegetal

O espécime foi coletado na horta do Laboratorio de Fitoterapia, da empresa
Pernambuco Participacdes e Investimentos S/A (PERPART), localizada na cidade de Recife,
estado de Pernambuco, Brasil. A exsicata foi depositada no herbario UFP-Geraldo Mariz, da
Universidade Federal de Pernambuco — Brasil, sob 0 nimero 69.718.

Extracéo do 6leo essencial

O oleo essencial foi extraido a partir de 30 g de folhas frescas por hidrodestilagdo
durante 2 h, em aparelho de Clevenger. Apos resfriamento, o 6leo foi recolhido, dessecado
com sulfato de sdédio anidro, o volume determinado e o rendimento calculado pela média de
trés repeticdes, com base na matéria seca.™™ O 6leo foi armazenado a 4°C até ser analisado.

Anélise do 6leo essencial

O oleo foi analisado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas
(CG-EM), utilizando cromatografo-gas-liquido acoplado a espectrémetro de massas (GCMS-
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QP2010S, Shimadzu), onde as condi¢bes de injecdo no cromatdgrafo foram: volume de
inje¢do: 1 pL; modo splitless; coluna capilar RTX-5 (30 m x 0,25 mm x 1 pm); gas de arraste:
hélio; fluxo na coluna de 2,52 mL/min; programacao da temperatura na coluna: 50° a 280°C
(4°C/min); temperatura do injetor: 250°C. As condicGes de injecdo no espectrdmetro de
massas foram: voltagem: 70 eV; temperaturas na cdmara de ions, na interface e no detector
foram todas mantidas em 260°C. Os compostos foram identificados através dos espectros de

massas obtidos por CG-EM e comparagdo com o banco de dados da biblioteca Wiley 229.

Resultados e Discussao

Através da hidrodestilacdo, foi obtido um déleo essencial de cor amarela e cheiro
caracteristico, com rendimento médio de 0,7% * 0,0982. Foram identificados dez compostos
(Tabela 1), a maioria sendo monoterpenos e monoterpenos oxigenados. Os componentes
majoritarios encontrados no 6leo essencial foram a-terpineno (42,14%) e a-terpinenil-acetato
(31,57%), seguidos por timol (7,90%) (Figura 1).

Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de Chenopodium ambrosioides

Composto Tempo de retencdo (min) Area %
a-terpineno 18,704 42,14
p-cimeno 19,138 7,29
y-terpineno 21,220 0,75
a-terpinenil-acetato 32,543 31,57
Ascaridol 33,490 0,87
Timol 35,262 7,90
Carvacrol 35,851 4,27
Isoascaridol 36,396 2,61
Oxido de limoneno 49,494 0,44

Fitol 55,281 2,16
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Figura 1. CG-EM do 6leo essencial de Chenopodium ambrosioides

A composicdo do 6leo essencial de Chenopodium ambrosioides tem sido objeto de
varios estudos e os dados da literatura mostram que ela ndo apresenta constancia nem com
relacdo aos compostos nem aos seus percentuais. Os fatores que determinam a composicao e o
rendimento dos Oleos essenciais sdo numerosos e, em alguns casos, € dificil isolar estes
fatores uns dos outros. Estas variaveis podem incluir a sazonalidade e maturidade da planta, a
proveniéncia geografica, a variacdo genética, os estagios de crescimento, a parte da planta
utilizada e a secagem e o0 armazenamento pés-colheita. !

No caso de C. ambrosioides, percebe-se a grande influéncia da proveniéncia
geogréfica da planta. O a-terpineno é o componente majoritario no oleo essencial da planta
coletada na Nigéria,'***"® em Rwanda,* na Colombia,™? em Camardes®®” e na india.[*??
Em contrapartida, na India também foi encontrado m-cimeno como majoritario,
correspondendo a 43,90% do 6le0.”*®! Em Camardes, Tapondjou et al.*!! encontraram o p-
cimeno correspondendo a 50% da constituicdo quimica do 6leo essencial.

O conteudo de ascaridol, componente para o qual sdo atribuidas algumas atividades
bioldgicas do 6leo,?>?! também é afetado pelo local de origem da planta. No Brasil, Jardim et
al.® reportaram um contetido de 80% de ascaridol no éleo da planta coletada na regi&o
Sudeste do pais. No presente trabalho, com a espécie cultivada na regido Nordeste, foi

encontrado apenas 0,87%. Ascaridol também ja foi encontrado como principal componente do
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6leo essencial de C. ambrosioides de Madagascar,'*”! Togo,’® do Mediterraneo Oriental® e
da China.””® Foi relatado, entretanto, em uma porcentagem minima de 0,1% no 6leo essencial
de planta da Nigéria.[*”

Johnson e Croteau®® mostraram que a biossintese do ascaridol a partir do a-terpineno
foi catalisada por uma peroxidase de iodeto solluvel, que foi isolada a partir de
homogeneizados das frutas e folhas de Chenopodium ambrosioides. A sintese enzimatica do
ascaridol foi confirmada por CG/EM do produto. De acordo com Gobbo-Netto e Lopes™! os
metabolitos secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente.
Assim, os estimulos decorrentes do ambiente no qual a planta se encontra podem redirecionar
a rota metabolica, ocasionando a biossintese de diferentes compostos, 0 que pode também
explicar as varia¢fes na composicao quimica do 6leo de C. ambrosioides.

Por ser uma planta de grande interesse medicinal e, visto que as atividades bioldgicas
estdo relacionadas a presenca dos metabdlitos secundarios, sdo necessarios mais estudos sobre
os fatores que afetam a composicdo do 6leo essencial de C. ambrosioides. Os resultados
seriam importantes para a obtencdo de plantas com maior acimulo dos compostos de interesse
e também para a otimizacdo das técnicas de colheita, pos-colheita e extracdo, em direcdo ao

potencial de aplicagdo comercial da planta.l*”

Conclusao

No presente estudo foi determinada a composicao do 6leo essencial das folhas de C.
ambrosioides cultivadas em Recife-PE, Brasil. Foi visto também que o local de coleta da

planta é um importante fator a ser considerado para a analise do éleo essencial da espécie.
Agradecimentos
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6.1.1 Artigo 3 — Desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica para a
quantificacdo dos constituintes do 6leo essencial de Chenopodium ambrosioides L. por
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo em chama
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RESUMO

A necessidade de se mostrar a qualidade das analises quimicas esta sendo cada vez mais
reconhecida e exigida. Para garantir que o método analitico é apropriado para a finalidade
pretendida, se faz necessario realizar a validacdo da metodologia. Baseando-se neste fato, o
presente estudo visou validar uma metodologia analitica para quantificar os constituintes do
Oleo essencial de Chenopodium ambrosioides L. através de cromatografia gasosa com
detector de ionizagdo em chama. Todos os parametros exigidos pela ANVISA foram
avaliados. O método proposto mostrou-se linear, com alta sensibilidade de quantificacéo,
além de ser considerado especifico, preciso, exato e robusto.

Palavras-chave: Chenopodium ambrosioides L.; cromatografia gasosa; validacdo de

metodologia.



79

INTRODUCAO

O género Chenopodium, pertencente a familia Chenopodiaceae, inclui diversas
espécies nativas da Asia, Europa e América.! Chenopodium ambrosioides L. é uma erva
nativa da América Central e do Sul, originaria, provavelmente, do México.? Ocorre em quase
todo o territério do Brasil,** onde é popularmente conhecida como mastruz.®> As folhas e o
6leo essencial da espécie s&o muito utilizados para tratamentos de vermes e de gripe.®’

Vaérias atividades biologicas tém sido reportadas para o Oleo essencial de C.
ambrosioides, tais como anti-helmintica,® antioxidante,’ antiftingica,”® antiparasitaria** e
inseticida.™

O oleo essencial da espécie é conhecido por conter principalmente monoterpenos em
sua composicdo e alguns estudos atribuem a atividade do dleo a presenca desses
compostos.'?*3

Devido ao seu amplo uso popular e ao seu interesse medicinal, C. ambrosioides
encontra-se na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de
Saude (RENISUS). Esta relacdo foi divulgada pelo Governo Federal Brasileiro em 2009 e tem
0 objetivo de incentivar e direcionar pesquisas cientificas para plantas que possuam potencial
para se tornarem fitomedicamentos.**

Uma etapa imprescindivel no desenvolvimento de fitoterapicos consiste na utilizagdo
de métodos analiticos que permitem a avaliacdo da qualidade do fitoterapico, promovem a
garantia da constancia da acio terapéutica e a seguranca de sua utilizagdo.'®> Esses métodos
compreendem requisitos indispensaveis ao registro desses produtos no Brasil.*®

Entretanto, antes de sua adoc¢do oficial, € preciso demonstrar que o método €
apropriado para sua finalidade, através de uma série de estudos experimentais denominado
validacdo.?” De acordo com a Resolucéo Especifica (RE) n° 899/03 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no processo de validagdo de uma metodologia analitica é
necessario avaliar alguns parametros: especificidade, linearidade, limite de detec¢do (LD),
limite de quantificacdo (LQ), precisdo, exatidao e robustez.®

Levando em consideracdo a importancia do 6leo essencial de C. ambrosioides para o
desenvolvimento de novos produtos naturais e do seu amplo interesse popular e institucional,
0 objetivo desse estudo é desenvolver e validar uma metodologia analitica para quantificacao
dos constituintes do 6leo essencial de C. ambrosioides, através da cromatografia gasosa com
detector de ionizagdo em chama (CG-DIC), de forma que o mesmo atenda as exigéncias

sanitarias em vigor.®
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PARTE EXPERIMENTAL

Reagentes

O solvente utilizado nas analises foi de grau analitico (diclorometano P.A. - Cinética).
O padréo de timol foi adquirido comercialmente (Sigma-Aldrich), apresentando pureza maior
que 99,5%.

Material vegetal

A planta foi coletada na horta do Laboratorio de Fitoterapia, da empresa Pernambuco
Participacdes e Investimentos S/A (PERPART), localizada na cidade de Recife, estado de
Pernambuco, Brasil. A exsicata foi depositada no herbario UFP-Geraldo Mariz, da
Universidade Federal de Pernambuco - Brasil, sob o numero 69.718.

Extracdo do 6leo essencial

O oleo essencial foi extraido a partir de 30 g de folhas frescas por hidrodestilagdo
durante 2 h, em aparelho de Clevenger. Apds resfriamento, o 6leo foi recolhido, dessecado
com sulfato de sodio anidro e armazenado a 4°C até ser analisado. Para ser injetado no CG, o

6leo essencial foi diluido em 20 pL de diclorometano.

Condigdes cromatogréficas

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo a gas (GC-17A,
Shimadzu), equipado com detector de ionizacdo em chama, injetor tipo split com divisdo de
vazdo de 1:50 e utilizando uma coluna capilar SPB™-5 (Supelco) (30 m x 0,25 mm x 0,25
um). As temperaturas do injetor e do detector foram de 270°C e 290°C, respectivamente, € a
programacéo da temperatura do forno foi de isoterma inicial de 5 minutos a 60°C, seguida por
taxa de aumento de 2°C/min até 80°C, depois taxa de aumento de 10°C/min até 200°C e logo
apos 20°C/min até 280°C, mantidos por 2 min. Hélio foi utilizado como gas de arraste na

vazéo de 1,70 mL/min. O volume de injecdo foi de 1 pL.
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Validacédo do método analitico

O método desenvolvido foi avaliado quanto a especificidade, linearidade, limites de
deteccdo e quantificacdo, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo e

robustez, de acordo com as normas estabelecidas.®

Especificidade

Injetaram-se o solvente, uma solugdo contendo 120 pg/mL de timol em diclorometano
e uma amostra do 6leo, com o objetivo de se verificar a pureza dos picos. Determinaram-se as
medidas de separagdo das substancias da amostra: fator de separagdo a, resolucdo e nimero
de pratos teoricos. Segundo o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial (INMETRO)" esses parametros calculados nos cromatogramas descrevem a
especificidade do método.

Linearidade

A linearidade foi verificada a partir da andlise de trés curvas auténticas, construidas
com o padrdo de timol, em cinco niveis de concentracdo, na faixa de 40 a 200 pg/mL. As
curvas foram construidas empregando-se os valores médios das areas dos sinais do padrdo em
funcdo da concentracdo. Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente através do
calculo de regressao linear pelo método dos minimos quadrados, a fim de definir o coeficiente
de determinacéo (R?) e de obter a equacéo da reta do timol.

Limites de deteccdo e quantificacdo

Os limites de detec¢dao (LD) e quantificacao (LQ) foram estimados (em pg/mL) de
acordo com as equagdes LD = DPa x 3/IC e LQ = DPa x 10/IC, onde DPa é o desvio padrao
do intercepto com o eixo Y, obtido das trés curvas de linearidade e IC é a média dos

coeficientes angulares (inclinacéo da reta) das respectivas curvas.
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Preciséao

A precisao foi determinada em dois niveis:
a. Repetibilidade (precisdo intracorrida): foram examinadas, em um unico dia,
seis determinagOes para amostras a 100% da concentragéo teste.
b. Precisdo intermediaria (intercorridas): determinada por dois analistas em dois

dias consecutivos, para amostras também na concentracdo de 100%.

Exatidéo

A exatiddo foi avaliada por ensaios de recuperacdo, através da adi¢do de quantidades
conhecidas do padrdo a amostras a 100% da concentracdo teste. Os valores de recuperacéo,
expressos em porcentagem, foram determinados através da razdo entre as concentracdes

médias determinadas experimentalmente com as concentragdes tedricas correspondentes.

Robustez

Os fatores a serem considerados para analisar a robustez foram: temperatura do
detector (288°C e 292°C), vazdo do gas de arraste (1,68 mL/min e 1,72 mL/min) e

temperatura inicial da coluna (58°C e 62°C).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Especificidade

A especificidade foi determinada através da constatacdo visual da separacdo do pico
do timol nos cromatogramas. Com a injecdo do padrdo de timol, verificou-se o tempo de
retencdo deste no método desenvolvido, que foi de 21,91 min (Figura 1). Em seguida,
injetando-se a amostra do Oleo essencial de Chenopodium ambrosioides (Figura 2), foi
possivel verificar a presenca do analito de interesse e sua separacdo cromatografica dos
demais picos da amostra, bem como calcular o fator de separagdo a, a resolu¢do e o nimero

de pratos tedricos, que foram, respectivamente 1,04, 6,46 e 329052. O valor aceitavel®

para a
resolucdo deve ser >2 e para o numero de pratos tedricos 2000. Verifica-se, assim, que 0

método foi capaz de selecionar o composto de interesse.
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Figura 1. Cromatograma do padréo de timol
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Figura 2. Cromatograma do 6leo essencial de Chenopodium ambrosioides
Linearidade, limite de deteccdo e limite de quantificacio

Os resultados dos pontos das trés curvas das solucdes padréo foram plotados na Figura
3. A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma determinada faixa de
aplicacéo.’® Entdo, de acordo com os dados apresentados, o método apresentou linearidade
dentro da faixa de concentracfes estudadas para o padrdo. A equacdo da regressdo linear
média, obtida a partir de trés curvas de calibracdo, foi y = 2315x + 3431,7, onde y € a area do

sinal do padréo e x a concentracgdo (png/mL) do padrdo.
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Figura 3. Curva de calibracéo construida com padrao de timol (40-200 pg/mL)

O coeficiente de determinacédo é frequentemente usado para indicar a adequabilidade
da curva como modelo mateméatico.’® A ANVISA™ recomenda um coeficiente de
determinacéo igual a 0,99 e 0 INMETRO™ recomenda um valor acima de 0,90. O coeficiente
de determinacdo obtido foi R?=0,9989, comprovando a adequacdo do método ao intervalo
avaliado e estando dentro dos requisitos minimos exigidos pelas agéncias reguladoras.

Considerando os limites de deteccdo e de quantificacdo, os resultados encontrados
foram de 0,3322 pg/mL e 1,1074 pg/mL. Com esses resultados, verifica-se que o método
possui alta sensibilidade para detectar e quantificar o padrdo de timol no 6leo essencial de

Chenopodium ambrosioides.
Precisdo e exatidao

O método mostrou-se preciso nos dois niveis analisados. Quanto ao parametro
repetibilidade, o resultado apresentou uma concentracdo média de timol de 6,94 g% e um
desvio padréo relativo (DPR%) de 0,41%. Quanto ao parametro precisdo intermediaria, foi
demonstrado através do tratamento estatistico por ANOVA Two-Way, que o0 método € preciso
para as analises realizadas por analistas diferentes em um mesmo dia e em dias diferentes, em

virtude dos F calculados terem sido inferiores aos F tabelados (Tabela 1).
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Tabela 1. Andlise de variancia obtida a partir dos resultados da preciséo intermediaria

ANOVA SQ MQ Fealculado Feritico
Fonte de variacao
Entre grupos 0,0556 0,0111 2,1186 2,9013
Dentro dos grupos 0,0138 0,0046 0,8751 3,2874
Total 0,1481

A exatiddo do método, calculada pelo ensaio de recuperacéo, foi averiguada atraves da
analise de trés concentragcfes distintas, encontrando-se resultados entre 96,82 e 97,49%

(Tabela 2).

Tabela 2. Resultados obtidos no teste de recuperacao

Concentracdo tedrica ~ Concentracao real Recuperacéo DPR%
(Hg/mL) (Mg/mL) (%)  dp
87 84,704 96,82 +£ 0,22 0,26
132 128,604 97,37 £ 0,05 0,04
167 162,453 97,49 £0,21 0,13

dp = desvio padrdo; DPR% = desvio padrao relativo.

A ANVISA regulamenta que os resultados da precisdo ndo podem ultrapassar 5% e,
para exatiddo, ndo deve ser inferior a 95%.'® Estes dados confirmam que o método de
quantificacdo proposto encontra-se em conformidade com a legislacdo vigente e apresenta

confiabilidade dos resultados.

Robustez

Os fatores da robustez foram avaliados através de tratamento estatistico ANOVA One-
Way, e os resultados dessa analise se encontram na Tabela 3. O método mostrou-se robusto
em todos os fatores analisados, visto que os valores encontrados de F calculados foram

menores aos F tabelados.
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Tabela 3. Andlise de variancia obtida a partir dos resultados da robustez

Parametro °C Média + dp F
Temperatura do 288 21593,00 + 88 Fealculado = 2,268706
detector 290 21596,33 + 94 Feritico = 9,143253
292 21707,00 £ 14
mL/min Média £ dp
Vazdo do gas de arraste 1,68 21567,00 + 125 Fealculado = 0,974123
1,70 21596,33 + 94 Feritico = 5,143253
1,72 21670,67 £ 45
°C Média £ dp
Temperatura inicial da 58 21616,67 + 74 Fcalculado = 0,487836
coluna 60 21596,33 + 94 Feritico = 5,143253
62 21362,00 + 596

dp = desvio padréo

CONCLUSAO

Com os resultados obtidos na validacdo, verifica-se que o método desenvolvido

apresentou seletividade, exatidao e preciséo excelentes, parametros que refletem a qualidade e

a seguranca da quantificacdo do composto de interesse, atestando confiabilidade necessaria

para 0 emprego desta metodologia no controle de qualidade. Adicionalmente, o0 método

mostrou-se linear, robusto e possui alta sensibilidade de quantificacdo, aliado a acessibilidade

e facil execucdo. Apresenta, portanto, adequacdo a todos os parametros de validacdo

estabelecidos pela RE n° 899/03 da ANVISA.
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7 CONCLUSAO

A revisdo da literatura permitiu concluir que o amplo emprego da espécie
Chenopodium ambrosioides L. encontra respaldo em varios estudos cientificos. Porém, mais
estudos ainda podem ser efetuados para avaliar outras atividades farmacologicas, estabelecer
0S compostos responsaveis por tais atividades e seus mecanismos de ag&o.

Por meio da andlise anatbmica, observou-se que as diferentes partes de C.
ambrosioides possuem caracteristicas anatdmicas semelhantes as encontradas em outras
espécies da familia Chenopodiaceae. Mas também, possuem caracteristicas préprias que
permitem a sua correta identificagéo.

A prospeccao fitoquimica permitiu observar que as folhas de C. ambrosioides
apresentam diferentes classes de metabolitos secundarios. A presenca de alguns metabolitos,
como terpenos e flavonoides, os quais tém sido reportados por exibirem atividades bioldgicas
no homem, sugere que a planta pode ser utilizada como uma potente droga vegetal.

Além de identificar a presenca de flavonoides, foi possivel determinar o seu teor,
através da espectrofotometria no UV-Vis, que é uma técnica comumente empregada para
quantificar flavonoides em materiais vegetais.

Com a analise do 6leo essencial por CG-EM e a comparagdo com os dados da
literatura, fica demonstrada a variabilidade na composicdo quimica do 6leo essencial de C.
ambrosioides, levando a concluir que o local de coleta da planta € um importante fator que
deve ser levado em consideracdo para a sua analise.

A metodologia desenvolvida para quantificar os constituintes do dleo essencial de C.
ambrosioides foi validada de acordo com pardmetros estabelecidos pela RE n° 899/03 da
ANVISA, estando disponivel como uma técnica especifica, sensivel, precisa, exata e robusta,
sendo apta para a rotina laboratorial.

Os resultados deste trabalho contribuem para um melhor conhecimento de C.
ambrosioides e para o estabelecimento de parametros de qualidade para a especie.
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ANEXO A - Orientac0es para a publicacdo de artigos na Revista Brasileira de Farmacognosia

The Revista Brasileira de Farmacognosia (Brazilian Journal of Pharmacognosy) is a
periodical dedicated to the publication of original scientific work, reviews and
communications in the field of Pharmacognosy (the study of biologically active natural
products).

1. Rules for the elaboration of contributions

1.1 The author(s) should retain a copy (electronic and paper) of the submitted manuscript in
the event of loss or damage to the original sent to the journal.

1.2 Figures (photographs, charts, drawings, etc.) and tables should be inserted close to the
point at which they are discussed and numbered consecutively in Arabic numerals. The
respective captions should be clear, concise, with no abbreviations and located underneath the
figures. Their respective position in the text should be indicated preferentially just after their
citation in the body of the manuscript. If figures are from another font, formal authorization is
required.

1.3 Tables should be numbered consecutively using Arabic numerals. Tables (numerical data)
should not be closed by side lines. The respective captions must be clear, concise, with no
abbreviations and located above the table. There should be an indication of the approximate
position in the text where tables should be placed (preferentially just after their citation in the
body of the manuscript).

1.4 The captions of botanical illustrations (abbreviations of anatomical descriptions) should
be in accordance with the rules adopted by the journal. Please request standards by email to

revista@sbfgnosia.org.br.

2. Text formatting and contents of the work

2.1 Original papers: Original papers are research articles describing original experimental
results. The manuscript should be arranged in the following order: Title, Abstract, Keywords,
Introduction, Material and Methods, Results, Discussion, Acknowledgements, References,
Figures with Legends, Tables and Structural Formulae. Results and Discussion sections may
appear as a combined ‘Results and Discussion’ section. The normal length of the main text of
an Original Paper (excluding references, tables, figures and figure legends) is approximately

3,000 words. Longer manuscripts may be accepted in exceptional and well-justified cases. If
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submitting such manuscripts, authors should provide a justification statement in the covering
letter, giving compelling reasons for the length of the paper.

2.2 Short communications: This section will cover mainly the isolation of known compounds
from new neotropical sources, or complementary results of on-going work. The text should be
arranged as follows: Title, Abstract of 200 words, Keywords, Introductory Remarks, Material
and Methods with brief experimental details without subheadings, Results and Discussion as
one body of text without headlines, Acknowledgements, References (up to 20 citations) and
Figures and/or Tables (up to 3). The text should not exceed 2,000 words.

2.3 Reviews will, in general, be invited by the Editor-in-Chief and only those with more than
100 references will be considered. The main purpose of reviews is to provide a concise,
accurate introduction to the subject matter and inform the reader critically of the latest
developments in the field. They should be concise and not include experimental details.

2.4. In addition to these Guidelines, a template (for original papers) and a sample covering
letter are available at www.sbfgnosia.org.br/revista. Authors are strongly recommended to

follow these formats when preparing a manuscript.

2.5 The originals should be on A4-sized paper, double-spaced using Times New Roman size
12 font, fully justified, with margins of 2 cm.

2.6 Title and subtitle: They should be in lower case, using Times New Roman size-14 font,
and in accordance with the contents of the article, taking in consideration the scope and
objectives of the journal.

2.7 Authors: The authors’ names should appear centred underneath the title. The first and last
names should appear in full, followed by the initials of all other names (e.g. Carlos N. U.
Silva). In the case of several authors, the names should be separated by commas.

2.8 Author affiliations: After each author name there should be superscript Arabic numerals
indicating the institution to which they are affiliated. The list of institutions should appear
immediately below the list of authors. The name of the corresponding author should be
identified with a superscript asterisk indicating the address to which all correspondence
should be sent. The electronic institutional address, telephone number and fax number of the
main author should appear after the References. The journal will not publish commercial e-
mail addresses.

2.9 Abstract: A brief and concise abstract of <200 words highlighting the most important
information (including the methodology, results and conclusions) that allows readers to

evaluate their interest in the article and thus avoiding reading of the entire work.
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2.10 Keywords: Very important for database searches, thus validating the article. The authors
should identify a maximum of six Keywords, in alphabetical order and separated by commas,
to represent the content of the article.

2.11 Introduction: The Introduction should clearly establish the objectives of the work and its
relationship with other works in the same field. Extensive literature reviews should be
replaced by references of more recent publications, where these reviews have been published
and where they are available.

2.12 Materials and methods: The description of the Material and the Methods used should be
brief and sufficiently clear for comprehension and reproducibility of the work. Processes and
techniques already published, unless extensively modified, should be referenced. Plant names
should be complete, including author name and family, according to

http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2010/; www.theplantlist.org/ or www.tropicos.org.

2.13 Results: The Results should be presented with minimum personal discussion or
interpretation, and whenever possible, be accompanied by suitable tables and figures. The
data, if pertinent, should be subjected to statistical analyses.

2.14 Discussion: The Discussion must be restricted to the significance of the data presented,
avoiding conclusions not based upon them. Alternatively, at the discretion of the author, the
Results and Discussion can be presented as one section.

2.15 Acknowledgements: This is an optional item. Please acknowledge anyone who made a
substantial contribution towards the article.

2.16 Author contributions: The role of each author involved in the development of the study
and/or the elaboration of the manuscript must be clearly described, and he/she should be
referred to by his/her initials. Please see the template for examples.

3. References

The formatting of the references should be standardised to conform to the
requirements of the journal as outlined. Preferentially use references that can be accessed by
the readers worldwide.
3.1 References within the text: at the beginning of the citation: Author in lower case, followed
by the publication year between parenthesis, e.g. Pereira (1999); at the end of the citation:
Author in lower1999) or (Silva & Souza, 1998) or (Silva et al., 1999) or (Silva et al.,
1995a,b); textual citation: the page must be provided, e.g. (Silva, 1999, p. 24).
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3.2 The references should be presented in alphabetical order by the last name of the first
author, in lower case in ascending order of the publication date. Take into consideration the
following possibilities:

3.2.1 Article from a periodical: Title of the periodical in italics abbreviated conform Chemical

Abstracts Service Source Index (http://www.cas.org/sent.html or

http://library.caltech.edu/reference/abbreviations/). In the case of an authorised abbreviation

of a certain periodical that cannot be located and is not obvious, the title should be cited
complete (e.g.): Kumar D, Bhujbal SS, Deoda RS, Mudgade SC 2010. In-vitro and in-vivo
antiasthmatic studies of Ailanthus excelsa Roxb. on guinea pigs. J Sci Res 2: 196-202.

In case the cited journal is not readily accessible, the Chemical Abstract Number can
be quoted, as follows: Qu W, Li J, Wang M 1991. Chemical studies on Helicteres isora L.
Zhongguo Yaoke Daxue Xuebao 22: 203-206, apud Chemical Abstracts 116: 124855r.

In a citation, the sources should be shown in italics: Wax ET 1977. Antimicrobial
activity of Brazilian medicinal plants. J Braz Biol Res 41: 77-82, apud Nat Prod Abs 23: 588-
593, 1978.

3.2.2 Book:

Costa AF 1996. Farmacognosia. Lisboa: Calouste Gulbenkian.

3.2.3 Book chapter:

El Sohly MA, Stanford DS, Murphy TP 2007. Compounds properties and drug quality. In El
Sohly MA (org.) Forensic Science and Medicine: Marijuana and the Cannabinoids. New
Jersey: Humana Press, p. 51-66.

3.2.4 Thesis or dissertation materials:

Singab ANBI 1996. Phytochemical studies of some potential bioactive Egyptian plants.
Tokyo, 173p. PhD Thesis, Meiji College of Pharmacy.

Romero MAYV 1997. Estudo quimico de Brunfelsia hopeana Benth e do mecanismo de acéo
da escopoletina. Jodo Pessoa, 119p. Dissertacdo de Mestrado, Programa de Péds-graduagdo em
Produtos Naturais, Universidade Federal da Paraiba.

3.2.5 Scientific meetings:

Oliveira RMMW, Lolli LF, Santos CAM 2006. Possible involvement of GABAA-
benzodiazepine receptor in the anxiolytic-like effect induced by Passiflora actinia extracts in
mice. 19th ECNP Congress. Paris, France.

3.2.6 Patents: Should be identified as indicated below; whenever possible the Chemical

Abstracts Service number should be informed.


http://library.caltech.edu/reference/abbreviations/
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Ichikawa M, Ogura M, Lijima T 1986. Antiallergic flavones glycoside from Kalanchoe
pinnatum. Jpn. Kokai Tokyo Koho JP 61,118,396, apud Chemical Abstracts 105: 178423q.
3.2.7 Internet pages:

Taylor L 2000. Plant based drugs and medicines. http://www.raintree.com/plantdrugs.htm,

access in October 2009.

4. Abbreviations

Units will be in accordance with the International System (SI) as adopted by the 11th
General Conference on Weights and Measures. Common abbreviations to be used are m
(meter; cm (centimeter); mm (millimeter); um (micrometer); nm (nanometer); kg (kilogram);
g (gram); mg (milligram); pug (microgram); ng (nanogram); mL milliliter; uL (microliter); s
(second); min (minute); h (hour); N (normal); M molar; mM (millimolar); uM (micromolar);
SD (standard deviation); SE (standard error); X (mean); Ci (Curie); mp (melting point); bp
(boiling point); TLC (thin-layer chromatography); GC (gas chromatography); NMR (nuclear
magnetic resonance); MS (mass spectrometry); UV (ultraviolet); CD (circular dichroism); IR
(infrared); g instead of rpm; ppm (parts per million); cpm (counts per minute); dpm
(disintegrations per minute); Hz (Hertz); LD50 (median lethal dose); LC50 (median lethal
concentration); TLV (threshold limit value). When using a word that is asserted to be a

proprietary term or trademark, authors must use the symbol ®.

5. Hlustrations

5.1 The quality of the illustrations depends on the quality of the originals provided. Figures
cannot be modified or enhanced by the production staff of the journal. The graphics must be
submitted as part of the manuscript file. Contrast is important.

5.2 Remove all colour from graphics, except for those graphics that author(s) would consider
for publication in colour (see Costs section for details).

5.3 Chemical structures should be drawn according to the style set by the American Chemical
Society. Preferences for the drawing of structures can be found as a pre-set style in
appropriate software packages.

5.4 Upload each figure in .tiff, .jpg or .eps format. The figure number and the top of the figure
should be indicated. Lettering must be with Arial font of a reasonable size that will be clearly
legible upon reduction and which is consistent within each figure and set of figures. If a key

to symbols is required, please include this in the figure legend.
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ANEXO B — Orientacdes para a publicagédo de artigos no Flavour and Fragrance Journal

General

Flavour and Fragrance Journal [FFJ] publishes original research articles, reviews
and special reports on all aspects of flavour and fragrance. Its high scientific standard and
international character will be ensured by regional editorial support and a strict refereeing
system. Emphasis will be placed on analytical aspects and the important role that analysis in
its widest sense plays in the support of research and applications.

As well as essential oils and other natural and naturally derived products,
complementary synthetic products will be included, where appropriate. The comprehensive
coverage of the journal will be reflected in the wide range of product types embraced, such as
fragrances and their compositions, and the flavour, colours and odours of foodstuffs. There
are many associated topics of interest, often requiring the use of interdisciplinary techniques.
In addition to discussion of their end uses, coverage will include such important integral areas
as biomedical sciences and legislation.

The overall aim is to produce a journal of the highest quality which provides a forum
for the exchange of a wide variety of information on all aspects of flavours, fragrances and
related materials, and which is valued by readers and contributors alike.

Papers must clearly be of scientific value in the field and will be submitted to two
independent referees. Contributions must be in English and must not have been published
elsewhere, and authors must agree not to communicate the same material for publication to
any other journal. It is in the author's interest to ensure accurate and consistent presentation

and thus avoid publication delays. There are no page charges.

Presentation of Papers
Manuscript style: Use a standard font of the 12-point type: Times, Helvetica, or
Courier is preferred. It is not necessary to double-line space your manuscript.
Tables must be on separate pages after the reference list, and not be incorporated into
the main text. Figures should be uploaded as separate figure files.
e During the submission process you must enter 1) the full title 2) the short title of up to
70 characters 3) names and affiliations of all authors and 4) the full address, including
email, telephone and fax of the author who is to check the proofs.
e Include the name(s) of any sponsor(s) of the research contained in the paper, along

with grant number(s).
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o Enter an abstract of no more than 250 words for all articles. Please see the guidance
below on acceptable abstract writing for FFJ.

o Keywords. Authors should prepare no more than 5 keywords for their manuscript.

Writing Abstracts

An abstract is a concise summary of the whole paper, not just the conclusions. The
abstract should be no more than 250 words and convey the following:

1. An introduction to the work. This should be accessible by scientists in any field and
express the necessity of the experiments executed

2. Some scientific detail regarding the background to the problem

3. A summary of the main result

4. The implications of the result

5. A broader perspective of the results, once again understandable across scientific
disciplines

It is crucial that the abstract convey the importance of the work and be understandable
without reference to the rest of the manuscript to a multidisciplinary audience. Abstracts

should not contain any citation to other published works.

Reference Style

References should be cited by superior numbers and listed at the end of the paper in
the order in which they appear in the text. Authors should cite available published work. If
necessary, cite unpublished or personal work in the text but do not include them in the
references list. Journal titles should be italicized and abbreviated in accordance with the
“Chemical Abstracts Service Source Index” (CASSI; no commas appear in the journal
names).

Journals

[1] R. K. Harris, A. Nordon, K. D. M. Harris, Rapid Commun. Mass Spec. 2007, 21,
15.

Books

[2] K. Schmidt-Rohr, H.W. Spiess, Multidimensional Solid-State NMR and
Polymers, Academic Press, London, 1994,

[3] V. Sklenar, in NMR Applications in Biopolymers, (Eds: J.W. Finley, S. J. Schmidt,
A. S. Serianni), Plenum, New York, 1990, pp. 63-70.

[4] The Oncology Website. http://www.mit/co.oncology/ [24 April 1999]
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Illustrations and ChemDraw Rules

Upload each figure as a separate file in either .tiff or .eps format, with the figure
number and the top of the figure indicated. Compound figures e.g. 1a, b, ¢ should be uploaded
as one figure. Tints are not acceptable. Lettering must be of a reasonable size that would still
be clearly legible upon reduction, and consistent within each figure and set of figures. Where
a key to symbols is required, please include this in the artwork itself, not in the figure legend.
All illustrations must be supplied at the correct resolution:

Tables should be part of the the main document and should be placed after the
references. If the table is created in excel the file should be uploaded separately.

Chemical structures should be prepared in ChemDraw either 80mm (onecolumn) or
175mm (twocolumn) widths. However, the one-column format should be used whenever
possible as this allows greater flexibility in the layout of the manuscript. Use this ChemDraw

Download Chemdraw Download or use the following settings:

Drawing settings Text settings

chain angle 120° font Arial
bond spacing 18% of length size 12 pt
fixed length 17 pt

bond width 2 pt Preferences

line width 0.75 pt units points
margin width 2 pt tolerances 5 pixels
hash spacing 2.6 pt

Bold width 2.6 pt

Authors using different structural drawing programs should choose settings consistent

with those above. Compound numbers should be bold, but not atom labels or captions.


http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN)1521-3773/angew-cds.zip

102

ANEXO C — Orientacgdes para a publicacdo de artigos na Quimica Nova

GERAL - Serdo considerados para publicacdo na Revista Quimica Nova manuscritos que
cubram as areas tradicionais da Quimica bem como artigos sobre Ensino de Quimica, Historia
da Quimica, Politica Cientifica, etc, além de artigos de areas afins, desde que tenham

acentuado contetido quimico.

PREPARACAO DE MANUSCRITOS - Todos os trabalhos deverdo ser digitados em
espaco duplo, utilizando somente Microsoft Word. A seguir, deve ser gerado um dnico
arquivo no formato .pdf, do trabalho todo, para ser submetido através do sistema on line de
QN. A revista ndo aceita mais a submissao de trabalhos por outra forma.

A primeira pagina devera conter o titulo do trabalho, nome e endereco dos autores.
Havendo autores com diferentes enderecos, estes deverdo vir imediatamente apds 0 nome de
cada autor. Os autores deverdo ser agrupados por endereco. O autor para correspondéncia, que
devera ser o mesmo que submete o artigo on line, devera ser indicado com asterisco (*) e seu
e-mail colocado no rodapé da pagina (um so6 e-mail).

A segunda pagina devera conter o titulo e o resumo do trabalho em inglés (abstract),
com no maximo 100 (cem) palavras, e a indicacdo de 3 palavras-chave (keywords), também
em inglés.

As figuras (incluindo graficos, esquemas, etc) deverdo ser em nimero maximo de 7
figuras simples e ter qualidade grafica adequada (usar somente fundo branco). Para numero
maior ver o item Material Suplementar. As figuras, tabelas, esquemas, etc deverdo ser
colocadas apds as referéncias e devidamente identificadas pelo respectivo nimero. Se
escaneadas, deverdo ser em alta resolucéo (800 dpi/bitmap para tracos). No caso particular de
esquemas contendo estruturas quimicas, estas deverdo ter sempre a mesma dimensdo, para
que possam ser reduzidas uniformemente, além de boa qualidade grafica. Considerar que as
figuras deverdo ter largura maxima de uma coluna (8,5 cm).

Figuras coloridas terdo custo de publicacdo repassado aos autores, quando da
publicacdo. Esse valor so podera ser informado aos autores quando o trabalho estiver previsto
para ser publicado, ocasido em que a grafica fornece o orcamento.

Para figuras, graficos, esquemas, tabelas, etc idénticos aos ja publicados anteriormente
na literatura, os autores deverdo pedir permissdo para publicacdo junto & empresa/sociedade
cientifica que detenha os direitos autorais e envia-la a editoria de QN junto com a versdo final

do manuscrito.
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As referéncias deverdo ser numeradas consecutivamente no texto, na forma de
expoentes, apos a pontuacdo (se houver). A lista de referéncias devera ser colocada no final
do texto. As legendas das figuras, graficos e esquemas deverdo ser colocadas em uma unica
folha a parte, separadas das figuras. A seguir, deverdo ser colocadas as figuras, os graficos, os
esquemas, as tabelas e 0s quadros. Colocar os titulos acima de cada tabela. No texto, devera
ser indicada apenas a inser¢édo de cada um (a).

Referéncias
Revistas:
Sera utilizada a abreviatura da revista como definida no Chemical Abstracts Service

Source Index (ver http://www.cas.org/sent.html). Caso a abreviatura autorizada de uma
determinada revista ndo puder ser localizada e ndo for 6bvio como o titulo deve ser abreviado,
deve-se citar o titulo completo.
1. Varma, R. S.; Singh, A. P.; J. Indian Chem. Soc. 1990, 67, 518.
2. No caso especial da revista citada ndo ser de facil acesso, € recomendado citar o seu
numero de Chemical Abstract, como segue:
Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. I.; Izv. Vyssh. Uchebn.
Zadev.; Khim. Khim. Tekhnol. 1976, 19, 708. (CA 85:780515s).
3. Caso o trabalho tenha doi, mas ndo a referéncia completa, citar doi da seguinte maneira:
Vidotti, M.; Silva, M. R.; Salvador, R. P.; de Torresi, S. I. C.; Dall'Antonia, L. H,;
Electrochimica Acta (2007), doi:10.1016/j.electacta.2007.11.029.

E recomendado o uso de referéncias compostas na medida do possivel, em lugar de
uma lista de referéncias individuais. O estilo das referéncias compostas € o seguinte:
4. Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. G.; Andrade,
C. H. S.; Guimardes, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. Braz. Chem. Soc. 1996, 7,
123; Angelo, A. C. D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; Sambrano, J. R.; Quim. Nova 2001, 24,
473.
Patentes:

Devem ser identificadas da seguinte forma (na medida do possivel o nimero do
Chemical Abstracts deve ser informado entre parénteses).
5. Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, I.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.; Jpn. Kokai Tokkyo
Koho 79 73,771 1979. (CA 91:P193174v)
6. Kadin, S.B.; US pat. 4,730,004 1988. (CA 110:P23729y)
7. Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T. Br Pl 9.604.468-3,1999.
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Livros:

com editor(es):

8. Regitz, M. Em Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus Chemistry; Regitz,
M.; Scherer, O. J., eds.; Georg Thieme Verlag: Stuttgart, 1990, cap. 2.
sem editor(es):
9. Cotton, F.A.: Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5" ed., Wiley: New York,
1988.
Programas de computacao (Softwares):
10. Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal Structure Refinement; Universidade
de Gottingen, Alemanha, 1993.
Teses:
11. Velandia, J. R.; Tese de Doutorado, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Brasil,
1997.
Material apresentado em Congressos:
12. Ferreira, A. B; Brito, S. L.; Resumos da 20% Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Quimica, Pogos de Caldas, Brasil, 1998.
Paginas Internet:
http://www.sbq.org.br/jbcs, acessada em Junho 2001.
Material ndo publicado:

Para material aceito para publicacdo: Magalhées, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., no prelo.
Para material submetido, mas ainda ndo aceito: Magalhdes, U. H.;J. Braz. Chem.
Soc., submetido.

Para trabalho ndo publicado ou comunicacdo pessoal: Magalhdes, U. H.; trabalho ndo
publicado ou Magalhdes, U. H., comunicacdo pessoal. Os resultados ndo publicados so6

poderdo ser citados com a permissao explicita das pessoas envolvidas na sua obtencéo.



