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1 INTRODUCAO

O Brasil tem uma grande diversidade de plantas patencial medicinal ainda néo
pesquisado, e que sdo promissoras fontes de inevagfapéuticas e farmacoldgicas para as
mais diversas areas da saude humana. A importémaiicinal, econémica e ecoldgica de
espécies nativas brasileiras, bem como o riscoudeextingdo pela acdo predatdria do
homem, tem motivado os estudos destas plantag)dassua preservacao e aproveitamento
racional (Falkenbergt al,, 2002).

Estima-se que 80% da populagdo mundial procuranplaasas a cura para as suas
mais diferentes enfermidades (WHO, 1999). Por datto, a maioria das espécies difundidas
como medicinais no pais, ndo sao nativas. AssiBrasil pouco conhece da potencialidade
de sua flora, apesar de ser um dos mais ricos @sivbrsidade.

Detentores de um mercado extremamente lucrativdjtaféarmacos, produtos de
origem vegetal com eficAcia comprovada, tém sidataninvestigados pela industria
farmacéutica. Vimblastina, vincristina, podofilotoa e taxol sdo alguns dos principais
exemplos do mercado milionario das drogas de origegetal (Montanari & Bolzani, 2001).

A pratica da fitoterapia tem sido largamente edta@ por 6rgdos publicos de
saude. Entretanto é imprescindivel a cautela nalagdantas medicinais devido a existéncia
de substancias que podem causar toxicidade. Nacim&dbopular corriqueiramente espécies
distintas, as vezes até pertencentes a difereant@fids, sdo confundidas e empregadas para o
mesmo fim terapéutico pelo fato de apresentareactsisticas morfolégicas semelhantes.

Menispermaceae Juss. € uma familia predominantem@nopical conhecida
quimicamente pela producdo de alcaloides, notad@mes bisbenzilisoquinolinicos
(Barbosa-Filhoet al, 2000). Compreende 71 géneros, dos quEssampelosL. esta
representado por 20 espécies distribuidas no oBel das Américas, na Africa e Asia. No
Brasil sdo encontradas oito espécies, das quat® aorrem principalmente na regido
Nordeste (Rhodes, 1975). A grande semelhanca mgital existente entre as diferentes
espécies de€issampelospor exemplo, faz com que estas compartilhem ngoogsilares
como “milona”, “jarrinha”, “orelha-de-onca” e “almita” e, consequentemente, indicacbes
terapéuticas comuns (Aged al, 2007c).

Considerando a anatomia como um parametro taxowoOnmportante para o
controle de qualidade de plantas medicinais, bemocpara a localizacdo de sitios de
secrecdo e/ou acumulo e a caracterizacdo quimiceongostos biologicamente ativos,

tornam-se necessarias investigacoes da estrutwadm@dios vegetativos de espécies que
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possuem atividades terapéuticas. Devido as caistatas morfoldgicas semelhantes entre
Cissampelos sympodialigichl., Cissampelos ovalifoliaDC., Cissampelos pareiral.,

Cissampelos glaberrima.St.-Hil., Cissampelos andromorpH2C., comparacfes anatdbmicas
e quimicas foram utilizadas como ferramentas nacéugor caracteres marcadores,

fornecendo subsidios a caracterizacdo e distingésas espécies.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Utilizacao de plantas medicinais no Nordeste dgrasil

Desde o inicio da civilizacdo, o homem faz uso plastas, pela necessidade de
sobrevivéncia, levando-o a descoberta de possapisacoes terapéuticas de determinadas
espécies. As pesquisas com plantas medicinais v@amolinvestigacbes da medicina
tradicional (etnofarmacologia); isolamento, pusdfiéo e caracterizacdo de principios ativos
(fitoquimica); transformacdes quimicas de prindpadivos (sintese orgéanica); estudo da
relacdo estrutural/atividade e dos mecanismos de dgs componentes quimicos (quimica
medicinal e farmacologia) e finalmente a operacé&ofatmulacdes para a producdo de
fitoterapicos (tecnologia farmacéutica), o que lavam caminho promissor e eficaz para
descoberta de novos farmacos (Maetedl, 2002).

A cultura popular brasileira € particularmente rema relacdo ao conhecimento
sobre plantas medicinais. Contudo, a populacdo enal ghdo faz bom uso da sua
biodiversidade e os saberes populares acabam dgenderao longo dos tempos. Mesmo sob
o risco iminente da perda da biodiversidade a tig@sAo e o desenvolvimento de agentes
fitoterapéuticos para o pais sdo mais promessagudorealidade (Calixto, 2005). Para a
regido Nordeste a situacdo € ainda mais critiga, gela menor qualidade de vida da
populacdo ou pelas condi¢cbes climaticas da re@jiéste caso a importancia medicinal das
espécies acaba se perdendo mais rapidamente ¢ Agira2007c).

O estudo dos usos tradicionais de plantas na rebidaeste tem crescido
gradualmente durante os ultimos anos, favorecestgl@s quimicos e farmacologicos (Agra
et al, 2005; Albuquerquet al, 2005; Silva & Albuquerque, 2005; Aged al, 2007a, b, c;
Albuquerqueet al, 2007a, b). Estudo recente realizado por Agral (2008) registrou um
total de 650 espécies pertencentes a 111 famdmasimformacdes etnomedicinais, utilizadas
para fins terapéuticos na regido Nordeste do Brgite as quais a familia Menispermaceae.

2.2 Familia Menispermaceae Juss.

A familia Menispermaceae pertence a ordem Ranulesul estd4 subdividida em
oito tribos e trés subtribos (Diels, 1910), compdmEndo 71 géneros e aproximadamente 520
espécies (Jacquest al, 2007). Os representantes desta familia apresenotaa grande

diversidade de habitos, sendo constituida em suarimapor trepadeiras — mas também
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abrange ervas, arbustos, subarbustos e raramerdeesr(Carlquist, 1996). Essa é uma
familia essencialmente pantropical com apenas ég®cies registradas para a regiao
temperada da América do Norte (Ott, 1997). No Brasitd representada por 12 géneros e
106 espécies (Barrost al, 2002), sendo a Amazonia o maior centro de didads genética
(Krukoff & Barneby, 1970).

Morfologicamente, as Menispermaceae caracterizamese apresentarem folhas
alternas, simples, de formas variadas, possuenolpeespessado em sua maioria no apice
e/lou base, estipulas ausentes. As inflorescéneaidanv de espigas, racemos, paniculas ou
cimeiras, sdo axilares ou frequentemente caulgla@n tamanhos e quantidades diferentes
entre as flores femininas e masculinas. As florés pequenas (6 mm), unissexuais,
normalmente trimeras, de coloracdo esverdeadaaregbcada, marrom ou amarelada. O
fruto € uma drupa com exocarpo membranoso a sSéocea; com mesocarpo carnoso ou
fibroso, e endocarpo lenhoso (Rhodes, 1962).

O tratamento sistematico mais abrangente para pemmceae foi realizado por
Diels (1910), que reconheceu oito tribos baseadccamacteres dos frutos (morfologia do
endocarpo) e sementes (presenca ou auséncia dspenuda, ruminacdo e morfologia do
embrido reto ou curvo). Segundo Waatgal (2007), tal divisdo € reconhecida por Troupin
(1956) para os representantes da familia na Afikoakoff & Barneby (1970) para América,
Forman (1985) para a Asia no Pacifico e Luo (1328% a China. Contudo, Forman (1985)
considerou que a tradicional divisdo das triboesgmtava niamero elevado. Desta forma,
Kessler (1993) apresentou um sistema com cincostrikeguido por Mabberley (1997) e Wu
et al (2003).

A subdivisdo da tribo Menispermeae em trés suldrilod baseada em caracteres
fenotipicos como numero de carpelos e simetria éoapio das flores femininas:
Menisperminae (2-6 carpelos), Cissampelinae (letayperianto assimétrico) e Stephaniinae
(1 carpelo, perianto simétricos) (Diels, 1910). dtoente estudos filogenéticos apoiados em
dados moleculares tém sido relevantes quanto &adivile tribos e o posicionamento de
algumas espécies (Hor al, 2001a, b; Ortizt al, 2007; Wanget al, 2007; Jacques &
Bertolino, 2008; Hoott al, 2009).

A familia Menispermaceae € altamente especialinadidiversificacdo de compostos
alcaloidicos (Pachaly, 1988). Até o final de 198625 alcaloides foram descritos a partir de
159 espécies (Barbosa-Filhet al, 2000). Estes alcaloides favoreceram importantes
descobertas no campo da medicina e da farmacéuticagxemplo de tal composto é a

tubocurarina. Este é o principal componente atitd@ado na preparacdo do curare, isolado
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de ChondrodendrortomentosunRuiz & Pav., que funciona como um relaxante muscul
(Krukoff & Smith, 1939). A disponibilidade Ilimitadadeste composto levou ao
desenvolvimento de uma série de analogos sintétierdre eles o atracurio (Lewis & Elvin-
Lewis, 1995).

Muitos representantes das Menispermaceae sao itramlimente conhecidos por
seus usos etnomedicinais. Dentre 0s géneros comciespmais utilizadas para fins
medicinais, destacam-s€issampelosCocculusDC., DioscoreophyllumEngl., Jateorhiza
Miers, SphenocentrurRierre,Stephania.our, Tiliacora Colebr, TinosporaMiers eTriclisia
Benth. (Neuwinger, 2000; Duke, 2007).

2.2.1 GénercCissampelos L.

O géneroCissampelosL. (Menispermaceae) pertence a tribo Menispermeae
subtribo Cissampelinae (Ortet al, 2007). O tratamento mais abrangente para o géoer
realizado por Rhodes (1975), uma revisdo descrevfdespécies distribuidas no Norte e
Sul das Américas, na Africa e na Asia. No Brasd séicontradas dez espécies, das quais
cinco ocorrem no Nordeste e uma espéCissampelos sympodialiichl. é exclusiva do
territério brasileiro. As espécies sdo utilizadasmedicina popular contra infec¢des urinarias,
genitais, respiratérias e cardiacas com utilizagérincipalmente, das folhas e raizes
(Tabela 1).

Estudos filogenéticos recentes tém sido realizaslisre a evolugcdo da tribo
Menispermeae (Hongt al, 2001a; Wanget al, 2007). Esta tribo compreende 16 géneros,
dentre elesAntizoma StephaniaCycleg Cissampelog Cocculus que se caracterizam por
apresentar endosperma presente, ndo ruminado, tsecsevada, condilo bem desenvolvido e
cotilédones subcarnosos (Kessler, 1993). A subttiissampelinae é formada pelos géneros
Cycleae CissampelosDados de ITS e cpDNA apéiam o monofiletismo depBaniinae e
Cissampelinae, enquanto que a subtribo Cocculinapam@filética (contendo a tribo
Tiliacoreae) (Wangt al, 2007). Contudo, Hoat al. (2009) analisando um maior numero de
espécies a partir de cpDNA, consideraram os génStephaniae Cissampeloscomo
parafiléticos e sugerem um possivel agrupamentgéderoCycleaao génerdCissampelos
em estudos futuros.

Quimicamente as espécies caracterizam-se pelangees#e alcaloides do tipo
bisbenziltetrahidroisoquinolinicos e aporfinicos afosa-Filho et al, 2000). Varios

alcaloides isoquinolinicos foram isolados, denseqoais se destacam: milonina (Freigas
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al., 1995), warifteina (Cortest al, 1995), metilwarifteina, laurifolina (Barbosattalet al,
1997), liriodenina e roraimina (Lireet al, 2002) e aporfinicos: cissaglaberrimina,
oxobuxifolina, magnoflorina e trilobinina (BarboBdho et al., 1997).

Os alcaloides deCissampelossdo citados por diversos autores como sendo 0s
responsaveis por determinadas propriedades medicar@ontradas nestas espécies. Os
extratos deC. pareira possuem acao anti-inflamatéria (Amresh al, 2004), efeito
imunomodulador (Bafna & Mishra, 2005) e atividadatcaceptiva (Gangulgt al, 2007). O
extrato etandlico de folhas @& glaberrimaapresenta atividade broncodilatadora (Corretlio
al., 1999).C. ovalifoliapossui acao antimalarica (Milliken, 1997e sympodialisapresenta
acao espasmolitica (Freitasal, 1996), antianafilatica (Thomas al, 1997), antidepressiva
(Almeidaet al, 1998), anti-inflamatdria (Limat al, 2001; Alexandre-Moreirat al, 2003) e
efeito imunomodulador (Bezerra-Santeisal, 2004) e antialérgica (Bezerra-Sanaisal,
2006).
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Tabela 1. Informagfes etnomedicinais das espéei€ssdampelos. utilizadas como medicinais no Nordeste do Brasil

L Nomes Parte Forma do L a
Espécies Indicacao Referéncias
populares usada uso
C. sympodiali€ichl. milona  Raizes Infusdoe -tosses, bronquites, doencas respiratorias; Agraet al, 2007c
abutua decoccéo '
Folhas  Infusdo -asma, bronquites, reumatismo Barbosa-Filheet al, 1997
C. glaberrimaA.St.-Hil. abuta, Raizes Infusdo e -tosses, bronquites, doencas respiratérias Agraet al, 2007c
parreira decoccéao
jarrinha -doencgas cardiacas, urinarias, genitais e Cornélioet al., 1999
respiratorias
-picadas de cobras, asma, bronquites Rosarioet al, 1996
-dispepsia, diurético e sudorifica Rodrigues & Carvalho, 2001
C. pareiral. abuta Raizes Infusdo  -antidiarréica, adstringente, tonica, analgésica Amreshet al, 2004
milona
-doencas urinarias, uterinas, cardiovasculares Selvam, 2008
C. ovalifoliaDC. orelha-de- Raizes Infusdo e -antimalérica, febrifuga, anti-helmintica Milliken, 1997
onca decoccéao
-diurética, antifebril Rodrigues & Carvalho, 2001
C. andromorphdC. nao Folhas Uso -febrifuga, cefaléia NAPRALERT
conhecidos externo (Natural Products Aleijt

17
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2.2.2 Caracterizacao das espécies @essampelos L.

As espécies d€issampelosao, em geral, trepadeiras herbaceas, com uma Unica
espécie arbustivaCissampelos ovalifoliaDC. Possuem folhas alternas com nervacao
actinédroma. As flores apresentam no maximo 2 mmca®primento, com coloracdo
amarela a verde-clara. As flores masculinas caraate-se por apresentar 4 sépalas, 1 pétala
conada, 4 estames com filetes formando um sinaidrdlores femininas sao constituidas
por 1 sépala, 1 pétala e 1 carpelo com estigmdari© fruto € uma drupa, oboval (Rhodes,
1975) (Figura 1).

Cissampelos sympodialschl. Flora 47: 392, 1864

O caule apresenta coloracéo verde-clara a vernfiethayineo. Possui lamina foliar
oval a deltdide com &pice obtuso a retuso e baswada a cordada, membranacea a
subcoriacea. As flores masculinas possuem corokelifpame. E distinguivel pelas
superficies glabras e peciolo peltado excéntricot¢ret al., 2008). E uma espécie endémica

do Brasil, com ocorréncia nos estados do CeardadMserais (Rhodes, 1975).

Cissampelos pareirh. Spec. Pl12: 1031, 1753

Possui folhas ovadas a suborbiculares, rarametitedds, com menos de 10 cm de
largura e inseridas na base da lamina foliar emahio sericeo. Apresenta inflorescéncia
masculina e feminina fasciculadas, suas flores nliass possuem corola pateliforme e
sinandrio séssil. E uma espécie com ampla disgdouinos trépicos e subtropicos da

América, Asia e Africa, com numerosos sindénimodgigO2001).

Cissampelos ovalifoli®C. Syst. Natl: 537, 1817

Apresenta caule ereto, tomentoso. Possui folhas meefolo inserido na base da
lamina, diminuto (3-5 mm), a lamina foliar € ovab#bicular com 4pice agudo a obtuso e
base cordada. As flores femininas s&o axilareslw@cteas folidceas, velutinas a tomentosas.

Espécie com distribuicdo na América do Sul (Rhoti@g5).

Cissampelos glaberrimA.St.-Hil. FI Bras Merid1: 46, 1825
Suas folhas apresentam formato oval a orbiculan &pice agudo, mucronulado e

base truncada, pubescentes e peciolo peltado. @dkssflmasculinas possuem corola
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cupuliforme e sinandrio séssil. A espécie é amplaendistribuida na América Central e Sul
(Rhodes, 1975).

Cissampelos andromorpHh2C. Syst. Natl: 539

Possui folhas ovadas a cordadas, apice obtusaisorgbubescentes com peciolo
inserido na base da lamina foliar. A inflorescérierainina é cauliflora e bractéolas folidceas
ausentes, as flores masculinas apresentam corpialifoume e sinandrio distintamente

estipitado. Apresenta distribuicdo nas Américast@ea Sul (Barneby, 1996).
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Figura 1 (A-H). Aspectos morfolégicos das espécies @essampelosL. (A): C.
andromorphaMF Agra, NM Portg AFM Oliveira 7.132, peciolo inserido na base da lamina
foliar; (B): C. ovalfolia (JC Moraes 2.08R detalhe da inflorescéncia feminingZ): C.
sympodialisMF Agra, NM Porto 7.00), folhas com peciolo peltado excéntrico e frupm ti
drupa oboval(D): Cissampelosp. Flores masculinas com 4 sépalas e 1 pétalalapharra

= 2 mm (fonte: http://striweb.si.edu/esp/tesp/ planages_c.htm)E): C. sympodialidMF
Agra, NM Porto 7.00), inflorescéncia masculindF): C. glaberrima(MF Agra, NM Porto
7.127), detalhe da inflorescéncia feminina e frii@): C. glaberrima(MF Agra, NM Porto
7.13J), folha oval a orbicular, com apice mucronuladpeeiolo peltado(H): Cissampelos
sp. Endocarpo hipocrepiforme (fonte: http://striveeledu/esp/tesp/plant_images_c.htm).
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2.3 Anatomia Vegetal e Quimiotaxonomia: ferramentasutilizadas na validacado de

drogas e na taxonomia

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sénsumidas com pouca ou
nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmaadpgropagadas por usuarios ou
comerciantes. Muitas vezes essas plantas sdosiveliempregadas para fins medicinais
diferentes daqueles utilizados pelos silvicolasid&elr. et al, 2005). A adulteracdo, a
substituicdo, a falta de estudos cientificos qeseg@aem as propriedades farmacoldgicas e a
padronizacdo quimica e 0 mau uso terapéutico témas principais problemas encontrados
no uso de plantas medicinais (Rates, 2001). Owravante é que as pesquisas realizadas
para avaliacdo do uso seguro de plantas medicenditoterapicos no Brasil ainda s&o
incipientes (Carvalhet al, 2008).

A correta identificagdo e a caracterizagdo morftianea das plantas séo
fundamentais para o controle de qualidade da ragpéima utilizada na elaboracdo de
fitoterapicos, garantindo desta forma, a confidhiie dos mesmos (Jogti al., 2008). Da
mesma forma, é importante o estabelecimento deteaisticas botanicas comparativas que
permitam detectar a presen¢a de uma ou mais espmhidterantes, principalmente quando
relacionadas a espécies pertencentes ao mesmoClideira & Andrade, 2000).

A maioria dos membros de Menispermaceae € carzatieripela presenca de
cambios sucessivos, que formam anéis parciais @is ate feixes vasculares separados
radialmente por raios multisseriados. Tangencialejars anéis sdo separados por um tecido
misto de células lignificadas e parenquimaticasn@dg@, 1982; Carlquist, 2007; Jacques &
De Franceschi, 2007). As folhas sdo usualmentavenitsais, tricomas secretores e tectores
ocorrem em alguns géneros. Os feixes vascularedispem em circulo, com um anel
esclerenquimatico circundado na maioria das vezpeggsenca de cristais de oxalato de calcio
€ comum, podendo ocorrer solitarios ou agrupadosfoema de rafides, estildides ou areia
cristalina (Menega, 1982). Orgdos secretores s#ad®s para certos géneros, estes
consistem de ductos com taninos, canais com laweutas secretoras. Podem ocorrer no
cortex e medula do caule, no cortex primario da, rad parénquima do peciolo e nervura
central da folha, associados ao anel esclerengoon@tetcalfe & Chalk, 1957).

Estudos anatémicos com o géné€lissampelosdo escassos. Além das descri¢cdes
anatdbmicas apresentadas por Metcalfe & Chalk (19&8) nivel de familia, podem ser
citados os trabalhos de Horgj al. (2001b) que descreveram o0s caracteres epidérmicos

foliares de 29 géneros de Menispermaceae, Deet\adt (2002) que descreveram caracteres
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morfologicos e anatémicos para espécie€igsampelogcorrentes na Africa do Sul, Jacques
& De Franceschi (2007) que analisaram a ocorrédeiaariagcbes cambiais em raizes de
Menispermaceae e Portd al. (2008) que realizaram uma caracterizacado anatdioliea de

C. sympodialis

A grande semelhanca morfologica entre as espéei€sdampeloscomo destacado
por Barbosa-Filhcet al. (1997) e por DeWeet al. (2002), contribui para problemas de
identificacdo, troca e até mesmo falsificacdo qoarab espécies sao coletadas e
comercializadas como medicinais. Segundo Barbdbka-Et al. (2000), espécies do género
Cissampeloséao quimicamente conhecidas pela presenca deidiEsFigura 2).

Os alcaloides podem ser definidos como compostosafalogicamente ativos,
contendo um nitrogénio e derivados de aminoaci@asdell, 1981). Os alcaloides ndo sao
distribuidos de maneira uniforme no reino vegetsdi@ mais especificos para alguns géneros
e espécies de plantas (McNair, 1935). Esta distdourestrita dos compostos secundarios
constitui a base da quimiotaxonomia e ecologia @aitHarborne, 1998).

A abordagem quimiotaxondémica consiste na selecaespécies de uma familia ou
género, para as quais se tenha algum conhecimtdaimico de ao menos uma espécie do
grupo (Albuquerque & Hanazaki, 2006). E@issampelosos alcaloides possuem nudcleo
isoquinolinico e todas as bases descritas natlirargpertencem a sete tipos de esqueleto
diferentes: benzilisoquinolinico (BIQ), bisbenaligiinolinico (BIS-BIQ), aporfinico
(APORFIN), morfinandienénico (MORF), tetrahidropsberberinico (PROTOB),
tropoloisoquinolinico (TROPOL) e azafluoranténiéZ AFLU) (Barbosa-Filhcet al, 2000).
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Figura 2. Tipos de alcaloides isoquinolinicos isolados gf@eies d€issampelos.
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Resumo

O génerdCissampelos. possui 20 espécies com distribuicao tropicaraedhancas
morfologicas entre as espécies, tornando difialssidentificacdes. Este trabalho apresenta
um estudo anatdbmico comparativo de folhas e cadesCissampelos sympodialis
Cissampelos ovalifoliaCissampelos glaberrimaCissampelos andromorph&issampelos
pareira encontradas no Nordeste brasileiro, realizado ocoapoio de microscopia Optica e
microscopia eletronica de varredura. A analise alglec entre os dois habitos (trepador X
arbustivo) mostrou que ambos possuem o mesmo padeadidémico, porém, destaca-se que 0s
diametros de elementos de vasos sdo menores ngt@rbamo observado e@ ovalifolia

Caracteres anatébmicos de laminas foliares, reladms a epiderme e anexos epidérmicos
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como tricomas e estdématos, distribuicdo e o tipoaita epicuticular, bordo, nervura central e
namero de feixes do sistema vascular mostraramtsis para auxiliar na distingdo e
delimitacdo das espécies estudadas, auxiliandestodos taxonémicos.

Palavras-chave:Anatomia,CissampelosPlantas Medicinais, Nordeste do Brasil.

Introducao

Menispermaceae Juss. € uma familia cosmopolita estagm sua grande maioria
por plantas didicas, trepadeiras, herbaceas atadmi® lianas, raramente arvores (Ortiz et
al., 2007), composta por cerca de 70 géneros e§2écies (Jacques & Bertolino, 2008). A
familia ficou reconhecida, principalmente, pelo u$® suas espécies na preparacdo do
“curare” (Krukoff & Barneby, 1970).

Diels (1910) reconheceu oito tribos e a tribo Mpeimeae foi dividida em trés
subtribos. Dados de ITS e cpDNA apdéiam o monofilet das subtribos Cissampelinae e
Stephaniinae, e o parafiletismo da tribo Tiliaceré&/ang et al., 2007). Entretanto, Hoot et
al. (2009) analisando um maior numero de espécigmrir de cpDNA, consideraram
Cissampelod.. e StephaniaLour. como parafiléticos e sugeriram a necessiddglaima
subdiviséo infragenérica futura.

Espécies de Menispermaceae sdo empregadas parandidisinais em todo o
mundo, destacando-se as dos géne@ssampelod.., CocculusDC., Dioscoreophyllum
Engl., JateorhizaMiers, SphenocentrurRierre,Stephania_our, Tiliacora Colebr, Tinospora
Miers eTriclisia Benth. (Neuwinger, 2000; Duke, 2007).

O génerdCissampelogompreende 20 espécies com distribuicdo tropi@lBrasil
sdo encontradas dez espécies, das quais cinceelwmcomw Nordeste e um&issampelos
sympodialisEichl., é exclusiva do territério brasileiro (Riesg 1975). Algumas dessas

espécies sdo utilizadas na medicina popular biasileontra infecgcbes dos sistemas
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geniturinario, respiratorio e cardiovascular conlizaicdo, principalmente, de folhas e raizes
(Agra et al., 2007; 2008).

Estudos filogenéticos recentes, buscando avali@lazionamento filogenético na
tribo Menispermeae (Ortiz et al., 2007; Wang et 2007; Hoot et al., 2009) tém indicado
Cissampelog CycleaArn. ex Wight como um clado fortemente monofilétiés espécies de
ambos os géneros sdo morfologicamente muito sesiladiferindo principalmente pela
auséncia de bracteas foliaceas e a presenca despsailtiadas efByclea(Kessler, 1993).

Estudos centrados em espécieCiksampelosao ainda escassos e dizem respeito
as areas de fitoquimica e farmacologia e raramsmigem aqueles dedicados a anatomia.
Além das descricbes apresentadas por Metcalfe &kGha79) para a familia, destacam-se
os trabalhos de Hong et al. (2001), que descrevesanaracteres epidérmicos foliares de 29
géneros de Menispermaceae; De Wet et al. (2002yalesam caracteres morfolégicos e
anatdémicos de espécies@issampeloscorrentes na Africa do Sul; Jacques & De Frariesc
(2007), que analisaram a ocorréncia de variacOediess em raizes de Menispermaceae e
Porto et al. (2008) realizaram uma caracterizagharfdeC. sympodialis

As semelhancas morfolégicas entre as espéci€sdampelosdo marcantes, o que
dificulta a distincdo entre as espécies. Este lnabfoi realizado com o objetivo de obter
caracteres morfoldgicos e anatdbmicos que possatrilmgntaxonomicamente na diagnose e
diferenciacdo de€issampelos sympodiali€issampelos glaberrima.St.-Hil., Cissampelos

ovalifolia DC., Cissampelos pareirh. e Cissampelos andromorphaC.

Material e Métodos
Coleta de dados -Foram estudadas 12 populacbes de cinco espécies de
Cissampelossendo trés populacdes @e sympodialistrés deC. glaberrima duas deC.

ovalifolia, duas deC. pareirg duas deC. andromorpha Foram avaliadas amostras de
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espécimes secos disponiveis na colecdo de refar&wi Laboratério de Tecnologia

Farmacéutica (LTF) e do herbario Prof. Lauro PXesier (JPB), ambos da Universidade
Federal da Paraiba. O material proveniente deatasidoi devidamente rehidratado (Smith &
Smith, 1942) e, posteriormente, submetido ao megsausdo de amostragem citado para o
material fixado. Amostras foram herborizadas e dig@das no herbario Lauro Pires Xavier
(JPB), Universidade Federal da Paraiba, com dug$icao herbario Geraldo Mariz (UFP),

Universidade Federal de Pernambuco.

Para os estudos anatbmicos parte das amostrasixedaf em FAA 50%,
posteriormente, conservada em alcool a 70° GL paédise microscopica. As identificacoes
das espécies foram realizadas apds estudos maocimdode amostras frescas e exsicatas dos
herbarios JPB, UFP e do Herbario Dardano Andradeal{IPA), Instituto de Pesquisa
Agropecuaria de Pernambuco, com o auxilio da kybdifta especializada (Krukoff &
Barneby, 1970; Rhodes, 1962, 1975; Ortiz, 2001)apao de estereomicroscopio binocular,
Zeiss. As abreviaturas dos autores dos taxons eldacordo com Brummitt & Powell
(1992). A tabela 2 sumariza todas as espéciessadab e seus respectivos dados de coleta no

periodo de fevereiro de 2008 a marco de 2009.

Analise Anatdmica

Seccdes transversais foram realizadas a mao G, auxilio de lamina cortante,
em folhas (Ilamina foliar e peciolo) e fragmentoglicares, posteriormente clarificadas com
hipoclorito de sédio 20%, neutralizadas com aguiea 0,2%, lavadas em agua destilada,
coradas com azul de Astra e safranina 1% (Krausdui, 1997), montadas em glicerina a
50% (Johansen, 1940 modificado). Para observac@&pidarme em vista frontal, fragmentos

foliares foram fervidos em solucdo de peroxido idedgénio e acido acético (1:1) (Franklin,
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1945) até a dissociacao. Posteriormente, o materillvado em agua destilada, corado com
safranina 50% (Kraus & Arduin, 1997) e montado é@mihas em glicerina 50%.

A classificacdo dos estdbmatos seguiu Wilkinson 9) @/para evidenciar a espessura
da cuticula e paredes suberizadas foi realizadie hestoquimico com Sudan IV, em cortes a
mao livre de material fresco de laminas foliaresciplos e caules (Johansen, 1940). As
estruturas foram observadas e fotografadas ao soi@p@m Optico.

Os padrbes da vascularizacao foliar foram detemhoma partir de laminas foliares
diafanizadas, de acordo com Strittmater (Johari€)), onde o material foi fervido por trés
minutos em etanol 95%, subsequentemente fervidon@os trés minutos em solucao de
hidroxido de sodio 5% e etanol 95%. Em seguidéolaas foram lavadas em agua destilada e
clarificadas na solucdo de hipoclorito de so0dioC& 5o tempo variou de espécie para
espécie). O material foi lavado novamente em agstlada, desidratado em série etandlica e
corado com safranina 1% em etanol 70%, as folhasnfalistendidas em placas de vidro.
Para o estudo do reticulo (rede menor de nervurag)nentos do terco mediano das folhas
diafanizadas foram montados em laminas semipernesiehara a descricdo e classificacao
dos padrbes de nervacao utilizaram-se os tiposdsdefinidos por Hickey (1979).

Para o estudo da ultra-estrutura da superficiaarfdioi realizada microscopia
eletrénica de varredura (MEV) modelo JEOL JSM —GB&agmentos foliares foram fixados
por 24 h em glutaraldeido 4% (G.A) em tampéo cdatmdde sodio 0,1 M, pH 7,2 e lavados
em tampao cacodilato, pés-fixados em tetréxido staio 1% (Os@ em tampédo cacodilato
por 1 h e desidratados em séries crescentes dal,esanos pelo método do ponto critico,
revestido com ouro e examinados ao MEV para obg&ova posterior captura de imagem.
Para micromorfologia das ceras epicuticulares,nfixgos foliares do terco mediano foram

retirados, aderidos a suporte metélico e submetidosetalizacdo em equipamento para
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recobrimento do material com ouro e examinados BY M\ classificacdo dos cristais foram

determinados de acordo Barthlott et al. (1998).

Resultados

Caracteristicas morfologicas e anatdbmicas da felhdo caule das espécies de
Cissampelosnalisadas estao detalhadas na tabela 3.

O contorno das paredes anticlinais das célulagepidas apresentou-se ondeado a
sinuoso em ambas as faces na maioria das espEjes3A-D; 4A-D). Com excecdo d&
pareira, que apresentou epiderme com paredes anticlimdigopais a reta na face adaxial
(Fig. 3E) e irregularmente reta a sinuosa na faegial (Fig. 4E). A epiderme possui paredes
periclinais irregulares e convexas, revestidasysoa cuticula lisa e delgada, em ambas as
faces enC. sympodialisC. andromorphee C. pareira enquanto que ef@. glaberrimae C.
ovalifolia a cuticula é espessa na face adaxial. Na regidomio, a epiderme € revestida por
uma cuticula espessada e apresenta pequenos Yeigeglares, circundados por células
esclerenquimaticas, que aparecem com espessarfoentando um arco ei@. ovalifolia

As folhas sdo hipoestomaticas, com estdbmatos do #Hpomocitico, como
visualizado entC. sympodialigFig. 4A). Em seccéo transversal, apresentam-gadsis no
nivel das células epidérmicas para todas as espaadisadas. Ei@. glaberrimaobservou-
se a presenca de células papilosas esféricas,stanfndntal, que aparecem como pontuacdes
sobre a epiderme, o que dificulta a visualizacd® ekidbmatos (Figs. 4C, 6B). A analise em
MEV confirmou a auséncia de tricomas em ambasces fda |amina foliar d€. sympodialis
(Figs. 5A, 6C). Nas demais espécies os tricomassanados estdo distribuidos sobre a
superficie foliar ou restrito as nervuras princgpaEm C. pareira (Figs. 5F, 6F),C.
glaberrima(Figs. 5B, 6A) eC. andromorphapresentam indumento pubérulo a piloso (Figs.

5C, 6D) enquanto que. ovalifoliaé tomentoso (Figs. 5E, 6E).
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A microscopia eletrénica de varredura revelou uarégagdo da micromorfologia das
ceras epicuticulares nas folhas entre as espé&sie€. sympodialisa epiderme é densamente
recoberta por cera em forma de cristais (cristak)idfato que dificulta a sua visualizacéo
(Figs. 7A-B).C. ovalifolia apresentou cristais depositados nos tricomas {#&y.e emC.
andromorphaquase ndo se observou depodsitos de cera (Fig.QUi2nto aos arranjos ultra-
estruturais, a cera de. ovalifolia e C. sympodialisFig. 7B) apresentou-se em granulos e
com camadas fissuradas, enquanto qu&€epareira(Fig. 7F),C. andromorphdFig. 7D) e
C. glaberrima(Fig. 7E) a cera apresenta-se em forma de tubdassuperficie abaxial
variacbes foram observadas quanto a morfologiaes @picuticulares. E@. glaberrimaos
cristais de cera formam tubulos e granulos (Figl @em C. pareira aparecem tubulos
aglomerados e isolados (Figs. 7F-H).

O padrao de nervacéo foliar caracterizou-se cortinGairomo-broquidédromo para
todas as espécies, com as nervuras secundariagnfdonuma série de arcos proOXimos ao
bordo da lamina (Figs. 8A-C, 9D-E). O espacamentmeas nervuras secundarias € irregular
em todas as espécies. No entanto, o angulo forrpad@stas nervuras € variavel; €&n
glaberrima, C. pareirae C. andromorphadiminui em direcdo a base da folha; &n
sympodialise C. ovalifolia permanecem uniformes em toda a folha. A maioriaedgecies
nao possui nervuras intersecundarias, contudoCensympodialise C. glaberrima elas
aparecem delgadas. As nervuras terciarias sagagércurrente alternada, enquanto que as
nervuras quaternarias apresentam-se em dois tietisulada regular poligonal ert.
glaberrima(Fig. 8A), C. sympodialigFig. 8C) eC. ovalifolia(Fig. 9D); percurrente alternada
para as demais espécies, como observadG.qrareira(Fig. 8B). As nervuras terciarias e de
ordem superior determinam aréolas imperfeitas, admdto irregular, podendo apresentar

terminacfes simples, lineares e curvas com 2-3ficapdes para todas as espécies, como



PORTO, N.M. 2009. Caracterizagaatamica e quimica de espéciegigsampelos. 38

visualizado enC. ovalifolia (Fig. 8D). A venacado marginal é fimbriada (Fig. 8%,9D, E),
como visualizado er@. glaberrima

O mesofilo em seccéo transversal € dorsiventrays(FLOA-F), com epiderme
unisseriada em ambas as faces, entretantd;.eovalifolia € ocasionalmente biestratificada
na face abaxial. Os feixes vasculares colateraisisfpequeno porte, distribuidos ao longo de
sua extensao, envolvidos por uma endoderme (F@S, D, E). EmC. sympodialis(Fig.
10B)eC. ovalifolia(Fig. 10C) a endoderme € formada por células efcéelas.

O bordo foliar, em corte transversal, apresentariad circular enC. glaberrima
(Fig. 11A), revoluta enC. pareira (Fig. 11B) eC. ovalifolia (Fig. 11C) e rotunda er@.
sympodialigFig. 11D) eC. andromorpha

A nervura mediana, no plano transversal, pode sevexa nas duas faces &n
glaberrima(Fig. 12A); acuminada na face adaxial e convexabaxial emC. pareira (Fig.
12C) ou exibir contorno levemente acuminado a plaadace adaxial e convexo na face
abaxial, como observado pa@ andromorpha(Fig. 12D). Na face abaxial notam-se o
colénquima lacunar seguido do parénquima. No tbagal 0 sistema vascular da nervura
mediana é constituido por um unico feixe vasclags; 13A-E). Ao longo do terco meédio,
ocorre a formacdo do anel esclerenquimatico cirandd os feixes vasculares, estes com
tamanhos distintos, um feixe maior em formato avalm diminuto (Fig. 13F). No terco
apical, o sistema vascular esta constituido porfé@xgs diminutos, intercalados por células
parenquimaticas.

O peciolo caracterizou-se pelo formato circular emisircular. A epiderme é
uniestratificada, sendo revestida por cuticula attdgna maioria das espécies, contudo
apresenta-se espessa €movalifolia (Fig. 14A) e C. glaberrima(Fig. 14E). O cortex é
formado por colénquima do tipo lacunar, subjacentepiderme por parénquima interno,

semelhante ao apresentado por sympodialis(Fig. 15B). Um anel esclerenquimético
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circunda os corddes vasculares na porcdo mediaga. (E4A-E), ndo evidenciado nas
porcdes apical e basal (Figs. 15A, C-F). Os femasculares colaterais sdo de formatos
ovoides a conicos, variando o numero de feixesaedsmposicdo. EnT. ovalifoliao peciolo
apresenta 9-11 feixes colaterais, com disposigdicseular, enquanto as demais apresentam
de 6-7 feixes, circulares. Os corddes vascular@® egparados por células parenquimaticas,
com floema priméario seguido do cambio vascular exdema com elementos de vasos
dispostos radialmente (Fig. 14F).

O caule possui contorno cilindrico apresenta-seestagio inicial de crescimento
secundario (Figs. 16A-E). Esta constituido por epite uniestratificada, clorofilada e
recoberta por cuticula espessada €n ovalifoliaz C. pareirg C. glaberrima e C.
andromorpha em C. sympodialisconstitui-se delgada. Er@. ovalifolia ocorre tricomas
simples, unisseriados (Fig. 16B), enquanto nas @epspecies 0s tricomas apresentam-se
raros e esparsos. O colénquima adjacente a episgedneipo lacunar, 2-3 estratificado como
em C. sympodialigFig. 16A) e enC. ovalifolia € uniestratificado ou ausente (Fig. 16B). O
parénquima esta situado abaixo de uma faixa colerdgica, delimitando o cilindro vascular.

O sistema vascular é organizado em corddes vassulaolaterais (Fig. 17A),
tipicamente eustelico, formado por 9-13 feixes teoks, circundados por uma bainha
esclerenquimatica continua, e@ ovalifolia observa-se o0 espessamento desta bainha. O
periciclo plurisseriado apresenta-se em fase derafitiacdo (Fig. 17B). Apls a
diferenciacdo, € caracterizado externamente poadasnde fibras e internamente por células
parenquimatosas em torno do tecido floematico. @hsee a diferenciacdo do protofloema e
protoxilema (Fig. 17C). O xilema é constituido pdementos de vaso solitarios de grande
diametro, entremeados com vasos pequenos, alguexas wbliterados (protoxilema), as
fibras xilematicas sdo numerosas e o0 parénquimaal ragkibe comumente células

esclerificadas, como observado €nandromorphaFig. 17E). O floema esta representado
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por elementos do tubo crivado, células companh&raarénquima floematico (Fig. 17F),
podendo ocorrer idioblastos cristaliferos.

Nos corddes vasculares observa-se o inicio dedatlei cambial. E possivel
perceber a instalacdo do crescimento secundario npeio da formacdo, ainda em
diferenciacdo, do xilema secundario e fibras dotopitema, como observado er@.
sympodialis(Fig. 18A). Este crescimento em espessura ocoteedierenciacdo de cambio
fascicular de origem procambial e interfascicularodgem periciclica, na faixa mais externa
de feixes vasculares. Com o desenvolvimento emrg@seg, ocorre a diferenciacdo das
camadas mais externas do periciclo pela deposedaidtde secundaria e lignificacao, isto é,
ocorre a diferenciacdo das fibras periciclicas.(E&B). Sdo observadas as células axiais do
xilema e floema produzidas pelo cambio de origeracammbial e as células radiais
floematicas e xilematicas, produzidas pelo caml@oodgem periciclica. Dessa maneira,
forma-se uma configuracdo em que os elementossafkt@m separados entre si por raios
largos (Figs. 18C-D).

A medula consiste de células parenquimaticas isugtigcas na porcao central e
células parenquimaticas alongadas delimitandodimente os feixes vasculares. Ocorre a
presenca de amido (Fig. 18F); &n ovalifolia C. glaberrimae C. andromorphaa medula
possui células esclerificadaanquanto as demais espécies tais células sdo panagsas.
Foram observados idioblastos com cristais prismgtita regido cortical e proximos aos

feixes vasculares (Fig. 18E).

Discussao
As espécies d€issampelosstudadas apresentaram padrées de desenvolvimento

anatémicos muito similares em ambas as partessadab (folha e caule).
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Segundo Barthlott et al. (1998), cera epicuticilmmando cristais como placas ou
plaguetas encontra-se amplamente distribuidas ledap apresentando, portanto, pouco
significado taxonémico. Contudo, para as espéciabsadas, apresentou-se como um carater
importante pela variacdo na forma dos cristais einados sobre a superficie foliar.

A anatomia foliar das espécies @ssampelosaqui tratadas, com relacdo ao
mesofilo (dorsiventral) e a vascularizacdo (do tipmateral) correspondeu ao padréao
registrado para a familia Menispermaceae por Meté&lChalk (1979) e Hong et al. (2001)
que, ao estudar a epiderme de 29 géneros da fandbareveram similaridades anatdomicas
para cerca de 50 espécies, representantes das #&ibmsmospermeae, Menispermeae e
Tinosporeae, dentre elas epiderme foliar hipoegiomm&om estébmatos predominantemente
anomaociticos, caracteristicas também observadasspasies estudadas.

A ocorréncia de papilas ef@. glaberrimana superficie abaxial, distinguindo-a das
demais espécies, é um carater ja referido por Met&aChalk (1957) e De Wet et al. (2002)
para outras espécies do género, como @issampeloscapensisL.f. e Cissampelos
fluminensisEichl.

Barthlott (1981) refere que o contorno das pareda®scultura da superficie celular
da epiderme s&o caracteristicas importantes, pod@rdvalor taxondmico. No presente
estudo verificou-se que as células epidérmicasallags deC. pareiraapresentam as paredes
anticlinais retas, sendo esta caracteristica nw@staada na face adaxial, diferenciando-se
assim das demais espécies, que em vista frontakextam células epidérmicas com paredes
anticlinais sinuosas a ondeadas. Tal carater radstpor Hong et al. (2001) para varios
géneros da tribo Menispermeae, comdgpserpa Menispermim Diploclisia, Stephania
Cocculuse Cyclea este considerado como o género filogenicaments rakacionado com

Cissampelos
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O padrdo de venacdo do tipo actinodromo-broquidodr@ a organizacdo do
sistema vascular na nervura mediana mostraram-sstate nas espécies estudadas. A
observacdo da nervura mediana no ter¢co basal, nedialistal permitiu o estabelecimento
do padrdo do sistema vascular, e a semelhanca pladtéo corroborou com a afinidade
morfologica entre as espécies estudadas. Entretapiadréo do sistema vascular da nervura
mediana podera apresentar-se como um carater taxaméao analisar um nimero maior de
espécies do género.

Células secretoras séo registradas para variasiesgie Menispermaceae, inclusive
em Cissampelos fasciculat@enth. (Metcalfe & Chalk, 19798 issampelos hirt&lotzsch e
Cissampelos mucronafa.Rich. (De Wet et al., 2002). Na maioria das geestdo associados
ao arco esclerenquimatico, geralmente presentemana central da folha, cortex e medula
do caule, no parénquima do peciolo. Porém, tateraré@o foi observado nas espécies aqui
analisadas com o tratamento utilizado, necessitaraiores estudos.

A analise do caule de espécies dos dois habiwsador e arbustivo, mostrou que
ambos possuem o0 mesmo padrdo anatdomico, porémacaest que os diametros de
elementos de vasos sdo menores no tipo arbushgenmdo ent. ovalifolia A presenca de
vasos de diferentes diametros € relativamente coemnplantas de habito lianescente, de
acordo com Carlquist (1985). Vasos de grande ealgwssibilitam maior fluxo de agua,
entretanto, sdo mais suscetiveis ao embolismo. IGineamente, a presenca de vasos de
menor calibre confere seguranca ao sistema vasqutes continuam a conduzir agua
enquanto os de maior calibre estdo embolisadoss(Badchweingruber, 1987; Carlquist,
1991, Ewers & Fisher, 1991).

A formacdo de cambios sucessivos € relatada pgrmsalgénerosD(sciphanig
Abutg AnomospermumChondodendronMenispermum de Menispermaceae (Metcalfe &

Chalk, 1979; Carlquist, 2007). Neste tipo de deskfwento, ha formacdo de um cambio
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extrafascicular, que da origem a um novo arco tdasepétreas e a novos feixes vasculares,
sucessiva vezes, dito “andmalo” verificada éwocculus hirsutuspertencente a tribo
Menispermeae, a qual o généissampelogsta subordinado (Rajput & Rao, 2003). Contudo
tal variacdo cambial ndo foi observada nas espéao@ssadas. Solereder (1908) fornece uma
lista com espécies sem cambios sucessikoamirtg CissampelosCocculus Coscinium
Fateorhiza Menispermum e Tinospora Estudos realizados por De Wet et al. (2002),
demonstram o mesmo padrdo anatdmico em outrasiespiECissampeloscorroborando
com os dados expostos.

Uma das caracteristicas anatdomicas tipicas de algtrepadeiras € a presenca de
raios largos (Carlquist, 1975, 1991; Fahn et &90). O armazenamento e o transporte de
substancias sao funcdes dos raios consideradas woraalas mais importantes (Van Bel,
1990; Lev-Yadun & Aloni, 1995). Neste trabalho, ebv&mos a ocorréncia de largos raios
formados pelo cambio de origem periciclica em togmsespécies, independentemente do
hébito.

Nas plantas herbaceas, as derivadas do cambidasdieular sdo tipicamente
parenquimaticas, embora frequentemente lignifica@dmlipson et al., 1971). Este padréo
anatbmico foi o0 mesmo encontrado nas espécies Qissampelos estudadas,
independentemente do habito. A abundéancia de ®qgm@wenquimaticos nos caules das
trepadeiras aumenta sua flexibilidade, ajudanda-asitar danos mecanicos e acelerando a
taxa de recuperagao quando ocorrem danos (Ewersh&r-1989; Putz & Holbrook, 1991).
Em C. ovalifoliaa presencga de células esclerificadas constituimdedula e a auséncia quase
por completo de tecidos parenquimaticos no codemonstra caracteres referentes ao habito.

As estruturas anatbmicas observadas nas diverséss pda folha e do caule
apresentam-se semelhantes nas espécies estudélasmo: mesofilo dorsiventral, lamina

hipoestomatica, estbmatos anomaociticos, feixesulass colaterais e venacdo actinédroma-
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broquidodroma e o caule d€. ovalifolia repete o padrdo anatdémico das trepadeiras
herbaceas. Contudo, as diferencas entre os camnaarepiderme foliar foram decisivas na
distincdo e delimitacdo dos taxons, principalmeatgresenca ou auséncia de papilas,

tricomas tectores, e morfologia das ceras epidaties.
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Tabela 2Procedéncia e numero do voucher das espéciégsdampelosnalisadas.
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Espécie

Procedéncia

Coletor/ niumero

Coordenadas

C. sympodiali€ichl.

C. glaberrimaA.St-Hil.

C. ovalifoliaDC.

C. pareiral.

C. andromorphd@C.

Jo&o Pessoa, Pardiba
Triunfo, Pernambuco
Recife, Pernambuco
Jodo Pessoa, Paraiba
Buritirana, Maranh&o
Igarassu, Pernambuco

Areia, Paraiba

Garanhuns, Pernambuco

Campina Grande, Paraiba

Gravata, Pernambuco
lgarassu, Pernambuco

Igarassu, Pernambuco

MF Agra, NM Porto 7.000
MF Agra, NM Porto 7.128
MF Agra, NM Porto 7.129
MF Agra, NM Porto 7.131
MF Agra, NM Porto 7.068
MF Agra, NM Porto 7.127

JC Moraes 2.082

M Oliveira 544

MF Agra et al. 1.996
M Oliveira 2.658
MF Agra, NM Porto, AFM Oliveira 7.132

GJ Bezerra 54.508

07°57'/ 34°53”
07°52°46.8"/ 38°05'20.9”
08°05'22.29" 34°95'05.67”"
07°08'10.71"/ 34°51°'41.14”
05°59'80.05"/ 47°01'65.06"
07°49.607’/ 35°00.432’
Material herborizado
Material herborizado
Material herborizado
Material herborizado
07°47.6'/ 35°01.119’

07°47.6’/ 35°01.119’

1 Espécie cultivada no horto do Laboratério de dexgia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraib

2 Espécie coletada em Buritirana, Maranhao.
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Tabela 3. Caracteristicas micromorfolégicas e ani&idis observadas nas folhas e caule de espédi@ssianpelos.
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Caracteres

Parede anticlinal _ Micromorfologia ] .
o i Tricomas . Numero de feixes vasculares

Espécies das células _ . Papilas da cera » .

o unisseriados o (regido mediana)

epidérmicas epicuticular Nervura
Bordo
central
) . . ] ) ) . i Nervura
adaxial| abaxial | adaxial abaxial adaxial abaxijal adaxial x&ba Peciolo ral Caule
centra

C. sympodialis 1 1 0 0 0 0 0/3 0/3 2 1 6 1-2 9
C. ovalifolia 2 2 1 1 0 0 0 0 1 9 1-2 13
C. glaberrima 2 1 1 1 0 1 1 0/1 1 1 7 2 13
C. pareira 0 0 1 1 0 1 1/2 0 1 6 1 8
C. andromorpha 1 1 1 1 0 1 1 0 2 8-9 1 11
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Legenda: Parede das células epidérmicas na fasgabdaabaxial: O — reta, 1 — sinuosa a
ondeada, 2— ondeada. Tricomas na face adaxial xaablu epiderme: 0 — ausente, 1 —
presente. Papilas nas faces adaxial e abaxial dkere®: O — ausente, 1 — presente.
Micromorfologia da cera epicuticular na face ada&iabaxial: O — granulos, 1 — tubulos, 2 —
aglomerados de tubulos, 3 — camadas fissuradasloBOr — revoluto, 1 — circular, 2 —

rotundo. Nervura central: 0 — biconvexa, 1 — acaan na face adaxial, 2 — levemente

acuminada na face adaxial.
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Figura 3 (A-E). Epiderme adaxial da lamina foliarGissampelos.

Figura 3 (A-E). Epiderme adaxial da lamina folia Cissampelod... Células epidérmicas
com paredes anticlinais ondeadas a sinuosa<C.(8ympodialis(B) C. andromorpha(C) C.
glaberrimg (D) C. ovalifolig (E) Células epidérmicas com paredes poligonaetas entC.

pareira (Barra: A-E = 100 um).
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Figura 4 (A-E). Epiderme abaxial da lamina foliarGissampelos.

Figura 4 (A-E). Epiderme abaxial da lamina folia Cissampelod... Células epidérmicas
com paredes anticlinais ondeadas a sinuosa<C.(8ympodialis(B) C. andromorpha(C) C.
glaberrimg (D) C. ovalifolig (E) Células epidérmicas com paredes poligonaetas ent.
pareira (Seta branca = papilas, seta preta = estomatoa:Bay C, D, E = 100 um; B = 150

pHm).
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Figura 5 (A-F). Micrografia eletrbnica de varreduda epiderme adaxial da lamina foliar de

Cissampelos.
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Figura 5 (A-F).Micrografia eletronica de varredura da epidermexiadl@a lamina foliar de
Cissampelos..: (A) A7uséncia de tricomas na epidermeGlesympodialis(B) C. glaberrima
com indumento puberulo; (C) Presenca de tricomasernados curtos e@. andromorpha
(D) Detalhe da parede das células epidérmicas anoimo ondeado er@. andromorpha
(E) Epiderme densamente recoberta por tricoma€ eovalifolig (F) Epiderme com paredes

anticlinais poligonais a retas € pareira
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Figura 6 (A-F). Micrografia eletrbnica de varreduda epiderme abaxial da lamina foliar de

Cissampelos.
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Figura 6 (A-F). Micrografia eletrbnica de varredadia epiderme abaxial da lamina foliar de
Cissampelod..: (A) Papilas na face abaxial de. glaberrima (B) Detalhe do formato
esférico das papilas e@. glaberrima (C) Auséncia de tricomas na lamina foliar €mn
sympodialis (D) Células epidérmicas com parede anticlinaleath enC. andromorpha(E)
Epiderme densamente recoberta com tricomas uradssriemC. ovalifolig (F) Células

epidérmicas com parede anticlinal reta@npareira
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Figura 7 (A-G). Ultraestrutura de ceras epicuticedada epiderme abaxial da lamina foliar de

Cissampelos.
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Figura 7 (A-G).Ultraestrutura de ceras epicuticulares da epidetdamdamina foliar de
Cissampelod..: (A) C. sympodialisnostrando cristais distribuidos de forma densaesabr
epiderme na face abaxial; (B) Detalhe da cera emdale granulos e camadas fissuradas em
C. sympodialisa face adaxial; (C) Cera em forma de granulos sitgma sobre tricomas em
C. ovalifolig (D) Detalhe de camadas de cera epicuticular naspeldeC. andromorphana
face abaxial (seta); (EE. glaberrimacom cristais de cera em forma de tubulos na face
abaxial; (F) Ultraestrutura de cera em forma deiltagbemC. pareirana face abaxial (seta);
(G) Cera epicuticular depositada sobre estdbmato€ epareirana face abaxial (seta); (H)

Cristais em formam tubulos aglomerados@npareirana face adaxial.
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Figura 8 (A-C). Nervacéo foliar do tipo actinddrotmmquidédromo d€issampelos.
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Figura 8 (A-C). Nervacao foliar do tipo actinodrotmmquidodromo de€issampelos.: (A)
nervuras quartenarias do tipo poligonal reticuleateC. glaberrimae margem fimbriada; (B)
nervuras quartenarias do tipo pecurrente alterredaC. pareirg (C) C. sympodialis
apresenta margem fimbriada, as aréolas sdo imgerieiapresentam formato irregular, com

terminacdes simples, lineares ou curvadas, 2-Jicapbes (Barra: A, B, C = 100 pum).
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Figura 9 (D-E). Nervacéo foliar do tipo actinddrofmoquidédromo d€issampelos.

Figura 9 (D-E). Nervacéo foliar do tipo actinédrotmoquidédromo d€€issampelod..: (D)
venacao Ultima marginal fimbriada e@ ovalifoligz (E) C. andromorphapossui margem

fimbriada (Barra: D, E =100 um).
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Figura 10 (A-F). Seccao transversal do mesofilsidentral deCissampelos.

Figura 10 (A-F) Seccédo transversal do mesofilo iderndral de Cissampelod..: (A) C.

pareira; (B) C. sympodialis (C) C. ovalifolia evidenciando a cuticula espessada; (D)
andromorpha (E) C. glaberrima (F) Detalhe das papilas na face abaxial@&nglaberrima
Legenda: cut: cuticulagp: epiderme, est: estbmato, fv: feixe vascular, pgrénquima

palicadico, pl: parénquima lacunoso, pap: papiE@ A-E = 5Qum; F = 100X).
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Figura 11 (A-D). Seccatransversatio bordo deCissampelog..

Figura 11 (A-D).Seccadransversato bordo deCissampelod..: (A) C. glaberrimapossui
bordo circular; (B)C. pareiracom bordo revoluto; (CF. ovalifolia possui bordo revoluto, o
feixe vascular esta envolvido por células esclargngticas formando um arco; (OJ.
sympodialisapresenta bordo rotundo. Legenda: ep: epidernte,esslerénquima, fv: feixe

vascular, pp: parénquima pali¢éadico, tr: tricomar(B: A, B, D =50 um; C = 100 um).
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Figura 12 (A-F). Seccao transversal da nervura amedile espécies issampelos.
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Figura 12 (A-F). Seccéo transversal da nervura amedide CissampelosL.: (A) C.
glaberrimg (B) Detalhe do feixe vascular colateral @eglaberrima (C) C. pareirg (D) C.
andromorpha (E) C. sympodialis (F) C. ovalifoligz Legenda: col: colénquima, cv: cambio
vascular, ep: epiderme, esc: esclerénquima, feniflm, fv: feixe vascular, pap: papila, pr:

parénquima, tr: tricoma, xI: xilema (Barra: A, BFEL50 um; C= 300 um; D, F =100 pum).
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Figura 13 (A-F). Seccao transversal da nervural llesaissampelos.

»
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Figura 13 (A-F). Seccéo transversal da nervural liees@issampelot..: (A) C. sympodialis
(B) C. ovalifoligz (C) C. glaberrima (D) Detalhe do feixe vascular colateral @
glaberrimg (E) C. pareirg (F) Detalhe do sistema vascular@eandromorphavidenciando
feixe vascular colateral diminuto. Legenda: colléoquima, cv: cambio vascular, ep:
epiderme, esc: esclerénquima, fl: floema, fv: ferescular, pr: parénquima, tr: tricoma, xl:

xilema (Barra: A, B, E = 150 um; C= 300 pum; D, EGO pum).
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Figura 14 (A-F). Seccao transversal do peciolo areddeCissampelos.
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Figura 14 (A-F). Seccéo transversal do peciolo areddeCissampelos..: (A) C. ovalifolig

(B) C. sympodialis(C) C. pareirg (D) C. andromorpha(E) C. glaberrima (F) Detalhe da
regido cortical deC. glaberrimaevidenciando idioblasto. Legenda: col: colénquimma,
cambio vascular, ep: epiderme, esc: esclerénqufindloema, fv: feixe vascular, id:

idioblasto, med: medula, xl: xilema (Barra: A-E 803um; F = 100 pum).
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Figura 15 (A-F). Seccao transversal do peciolollss@issampelok.
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Figura 15 (A-F). Seccéao transversal do peciololldes&issampelot.: (A) C. sympodialis
(B) Detalhe da regido cortical d€. sympodialis evidenciando idioblasto; (C)XC.
andromorpha (D) C. ovalifolig (E) C. pareirg (F) C. glaberrima Legenda: col: colénquima,
ct: cortex, ep: epiderme, fv: feixe vascular, dioblasto, med: medula, pr: parénquima, tr:

tricoma (Barra: A, C, D, E =500 pm; B = 100 pum).



PORTO, N.M. 20089. Caracterizagdo anatdmica e qainhe espécies @ssampelos.. 73

Figura 16 (A-E). Seccdao transversal de caule décespdeCissampelos.
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Figura 16 (A-E). Seccédo transversal de caule detcesp deCissampelosL.: (A) C.
sympodialis (B) C. ovalifoligz (C) C. andromorpha (D) C. glaberrima (E) C. pareirg

Legenda: ct: cortex, esc: esclerénquima, fv: feiascular, med: medula (Barra: A-E = 500

pnm).
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Figura 17 (A-F). Seccao transversal de caule décgspdeCissampelos.

75
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Figura 17 (A-F). Seccao transversal de caule décesp deCissampelod..: (A) Detalhe do
feixe vascular enC. pareirg (B-F) C. andromorpha (B) Detalhe da regido periciclica,
observe as divisdes que ocorrem nas células gerasigarenquimaticas; (C) Diferenciacéo
das fibras do protoxilema; (D) Formacdo de novasl@es vasculares na regido dos sulcos,
entre as porcdes do periciclo fiboroso e posteriotméas regides adjacentes, presenca de
esclereides na regido cortical; (E) Elementos de da xilema secundario em diferenciacéo;
células parenquimaticas da medula contendo amdtmda (F) Floema condutor (MF) e
floema ndo condutor (PF), este ultimo formado pgedacdo inicial ndo condutora e pela
porcao colapsada (seta preta). Legenda: cv: cawasicular, ct: cortex, esc: esclerénquima,
escl: esclereides, fl: floema, md: medula, mf: fh@aa, mx: metaxilema, per: periciclo, px:

protoxilema, rm: raio medular, xI: xilema (Barra=G00 um; A, B, D, E, F =100 um).
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Figura 18 (A-F). Seccao transversal de caule décgspdeCissampelos.




PORTO, N.M. 20089. Caracterizacdo anatdbmica e @aihe espécies ddssampelos.. 78

Figura 18 (A-F). Seccao transversal de caule décesp deCissampelod..: (A) Detalhe do
cambio interfascicular ei@. sympodialis(B) Detalhe da regido cortical et ovalifoliacom
espessamento do anel esclerenquimatico envolvesttemna vascular e presenca de poucas
células parenquimaticas formando o cortex; (G=Dylaberrima (C) Configuracdo do caule
em crescimento secundario com grupos de célulagsageparados por raios medulares
largos; (D) Observe os raios medulares separand@ord§es vasculares; (E) sympodialis
Processo de diferenciacdo e lignificacdo de céldisegiao interfascicular (seta branca),
presenca de idioblastos na regido periciclicaD@talhe de células parenquimaticas contendo
amiloplastos enC. glaberrima Legenda: aml: amiloplastos, ci: cambio interfasiar, cv:
cambio vascular, esc: esclerénquima, fl: floema, féixe vascular, id: idioblastos, mf:
metafloema, mx: metaxilema, per: periciclo, xlexila (Barra: A = 300 um; C = 400 um; B,

D =100 um; E, F =50 um).
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Capitulo

2

CARACTERIZACAO HISTOQUIMICA E
CROMATOGRAFICA DE TRES ESPECIES DE Cissampelos L.
(MENISPERMACEAE) UTILIZADAS COMO MEDICINAIS
NO NORDESTE DO BRASIL

Artigo a ser submetido‘®@harmaceutical Biology”
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Resumo

Cissampelos sympodialEichl. (Menispermaceae), conhecida popularmenisoco
“milona e abuteira” no Nordeste do Brasil, senddizada na medicina tradicional no
tratamento de doencas respiratorias. Neste trabakalizou-se a caracterizacao
cromatografica (CCD e CLAE) e histoquimica (MO)Glesympodiali® outras duas espécies
morfologicamente semelhanté&s: glaberrimaA.St.-Hil. e C. andromorphaC. A analise do
extrato etandlico em CLAE evidenciou a presencaldaoides nas trés espécies. A presenca
de warifteina foi constatada somente nos extramdothas e caule d€. sympodialis

confirmado por dados obtidos em CCD. A andliseohisimica corroborou com os dados

"Universidade Federal de Pernambuco, Laboratériadéogia Aplicada e Fitoquimica, 50670-901, Red#E,
Brasil. Tel: +55-81-2126-8352, Fax: +55-81-2126-F&)mail: niaraporto@yahoo.com.br
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cromatograficos quanto a presenca de alcaloidest@na secretor é formado por idioblastos
localizados principalmente na regido cortical as&ts a células parenquimaticas e floema.
N&o foram visualizados ductos secretores. A caiaatgio anatdmica e quimica de trés
espécies d€issampelogpermitiu o estabelecimento de parametros que se&i® em testes
de autenticidade de drogas constituidas a padgageespécies.

Palavras-chave alcaloides, CCDCissampelosCLAE, Menispermaceae.

Introducao

Menispermaceae € uma familia predominantemente#iogpnhecida quimicamente
pela producdo de alcaloides, notadamente os bidilsegaminolinicos (Barbosa-Filho et al.,
2000). Compreende cerca de 70 géneros, dos Qissampelod.. esta representado por 20
espécies distribuidas no Norte e Sul das Amériead\frica e na Asia. No Brasil ha registros
de dez espécies distribuidas principalmente naoddordeste do Brasil (Rhodes, 1975).

Cissampelos sympodialigichl. € uma espécie exclusiva do territorio brasileiro,
utilizada na medicina popular no combate a tossmduite e doencas respiratérias (Agra et
al., 2007). A grande semelhanca morfologica existeantre as diferentes espécies de
CissampelogDe Wet et al., 2002) faz com que estas compantilnemes populares como
“milona”, “jarrinha”, *“orelha-de-onca” e “abuteira’e, consequentemente, indicacdes
terapéuticas comuns (Barbosa-Filho et al., 199&jzé® deC. glaberrima por exemplotém
as mesmas aplicagdes medicirguie C. sympodialigAgra et al., 2007).

Alcaloides do tipo bisbenziltetrahidroisoquinolivéce aporfinicos sdo comuns em
Cissampelos(Barbosa-Filho et al., 2000) e assim podem selizadios em estudos
taxondmicos (quimiossistematico), bem como maraslopara espécies de interesse
medicinal (McNair, 1935). Os estudos quimicos @imsampelodevaram ao isolamento de

varios alcaloides, dentre eles a warifteina (Codesal., 1995) (Fig. 19), um dos mais
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conhecidos farmacologicamente (Freitas et al., 199@mas et al., 1997; Almeida et al.,
1998; Lima et al., 2001; Alexandre-Moreira et 2003; Bezerra-Santos et al., 2004; Bezerra-
Santos et al., 2006).

De acordo com Oliveira et al. (2000) espécies miesi sdo confundidas e
consequentemente empregadas para uma mesma filealetapéutica, por compartilharem a
mesma denominacdo popular. As semelhancas moidagiontribuem para problemas de
identificacdo, troca e até mesmo falsificacdo. Emtratando de espécies medicinais as
consequéncias podem ser prejudiciais (Joshi €2G8).

Devido ao grande interesse comercial @msympodialis estudos que caracterizem,
diferenciem e autentigquem essa espécie sdo de sup@rtancia do ponto de vista
taxondmico e medicinal. Este estudo envolve caniaatgio histoquimica e cromatografica de
trés espécies de€issampelasC. sympodialisC. glaberrimae C. andromorpha utilizadas

como medicinais no Nordeste do Brasil, esta Glfpaaco conhecida quimicamente.

Material e métodos
Material vegetal

Foram realizadas coletas no periodo de agosto A8 a@0fevereiro de 2009, em
diferentes areas dos estados da Paraiba, Pernamid@@nhé&o (Tabela 4). Amostras foram
identificadas pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agrdepositadas no Herbario Lauro Pires

Xavier (JPB), com duplicatas no Herbario GeraldaixM@JFP).

Preparagéo dos extratos
Folhas e caules foram secos em estufa a 40 A@attds separadamente (10 g cada) e
submetidos a trés maceracdes exaustivas com &@¥oh temperatura ambiente. Os extratos

foliares e caulinares foram concentrados em evdporatativo e posteriormente acidificados
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com HCl 3%. Os extratos foram particionados conroffbmio e a fracdo aquosa foi
recuperada e alcalinizada com MMHH 10% até pH 9,0. Esta fracdo contendo alcaldioies

extraida exaustivamente com cloroférmio, recuperadiirada sob sulfato de sédio anidro.
Cada extrato foi concentrado a presséo reduzidalesado por CCD e CLAE (Barbosa-Filho

et al., 1997).

Desenvolvimento dos métodos cromatograficos

Para analises em cromatografia e camada delgada)(€Cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), preparou-se uma soluca® aeg.mL* em etanol de cada extrato. Os
extratos foram cromatografados em placas de gesildm 60 ks, (Merck) no sistema
cloroférmio/metanol (17:3 v/v) e padrédo de warifeea 1 mg.mt* foi usado como substancia
de referéncia. Os spots foram visualizados comerdgagde Dragendorff (Wagner & Bladt,
1996) sob luz visivel e UV 366 nm. As placas fodoocumentadas por fotografia digital. Os
ensaios cromatograficos em CLAE foram realizados ceomatografo HITACHI modelo
655A-11, acoplado a um detector de UV, modelo C&33A separacao foi realizada em
uma coluna cromatografica de fase reversa MicroR&ck-18 (300 x 4,0 mm com volume
de 20 pL) e operada a um fluxo de 1 mL/min. Asiaealforam monitoradas a 277 nm e a
temperatura do forno ajustada a 30 °C. A fase méttada para as condicbes analiticas
descritas foi MeOH/ bD/ acido acético (80:19,5:0,5 v/v), segundo LegaZidente (1983).

A gquantificagdo da warifteina nas espécies em esfadrealizada através de uma
amostra padrdo deste alcaloide. Uma solucdo estiEjuearifteina a 1 mg.nitem metanol
espectroscépico foi diluida sucessivamente origlnamove concentracdes que foram
mantidas a 4 °C e armazenadas até as anadlisemdstras de warifteina foram injetadas no
cromatografo (15 pL) em triplicata e a média daasudos picos cromatograficos foi utilizada

para a construgcdo da curva de calibracdo. As fsagf@aloidicas (folha e caule) das espécies
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foram pesadas (1mg) e diluidas em metanol na ctagéoe 1mg.ml* e analisadas por

CLAE.

Caracterizacao histoquimica dos alcaloides

Seccdes transversais de folhas frescas (laminar feli peciolo) e fragmentos
caulinares foram realizadas a méo livre, com auxié lamina cortante. Posteriormente, as
seccOes foram tratadas com acido sulfurico 5%, stideas ao reagente de Dragendorff
(Wagner & Bladt, 1996) e montadas com glicerind®%5As estruturas foram observadas e
fotografadas (Olympus PM-BP35) ao microscopio @p(i®lympus CX31). Seccdes sem
tratamento prévio com o reagente Dragendorff edosraom lugol foram utilizadas como

controle.

Resultados e Discusséo
Anatomia e Histoquimica

Os alcaloides, frequentemente presentes em Memspene (Pachaly, 1988;
Barbosa-Filho et al., 2000), constituem um grupieiogéneo sob o ponto de vista quimico,
bioquimico e fisioldgico, com distribuicdo restrita determinada taxa e ocorréncia em
diferentes orgaos da planta (McNair, 1935). Osesestistoquimicos aplicados as seccdes
transversais do caule e folhas nas trés espéciddissampelosestudadas demonstraram
reacdo positiva para alcaloides, apresentando agdlor castanha avermelhada nas células
secretoras (Figs. 20A-J).

As estruturas secretoras sao registradas parasvgéineros de Menispermaceae
comoCyclae Diploclisia, Stephaniae CissampelogMetcalfe & Chalk, 1957). Tais estruturas
podem estar individualizadas, constituindo os idisios ou compondo estruturas

multicelulares, como os ductos ou canais (CastMathado, 2006). Nas espécies analisadas
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0 material secretado esta armazenado em idiobJastas sendo observados ductos ou
cavidades secretoras. A ocorréncia de ducto€msampelosassociados ao tecido vascular,
no cortex, em células colenquimaticas e meduladésicrita nas folhas d€. hirta e C.
torulosg ndo sendo visualizado e capensig C. mucronatgDe Wet et al., 2002).

A anatomia do caule das espécies @lssampelosestudadas € estruturalmente
similar. A regido cortical formada por células cameimaticas apresentou idioblastos
secretores associados ao parénquima clorofiliamgs.(ROF, H). EmC. andromorphao
parénquima encontra-se em fase de esclerificacde, @stdo incluidos abundantes grupos de
células pétreas, as esclereides contendo alcal@tap<20J). Idioblastos ocorrem em torno do
floema secundario de varios feixes colaterais dig@oem circulo e envolvidos por um anel
esclerenquimatico (Fig. 201). A medula € constiwjfbr células parenquimaticas contendo
granulos de amido (Figs. 20A, D, G). Embora ocarraalizacdo simultanea da coloracéo de
amido, em diferentes tonalidades, a avaliacdoideggtanulos foi baseada na observacédo dos
ensaios de controle, permitindo a diferenciacéocattzdoides (Fig. 20G).

Na nervura mediana e no peciolo foram observadasggoidioblastos secretores,
restritos a regido cortical, associados ao colénguiu a células parenquimaticas proximas ao
feixe vascular colateral (Fig. 20E). De modo geaalcélulas parenquimatosas provavelmente
envolvidas na sintese de metabdlitos secundarmsl®@ndantes em toda regido cortical até

diversas faixas cambiais, incluindo o floema seéuod

Andlises cromatogréficas

Os resultados das analises cromatogréficas (CCDLAEY para deteccdo de
alcaloides quando confrontados com os testes histicps reforcaram a ocorréncia desses
metabolitos nas trés espécies investigadas. Ndisesmném CCD (Figs. 21A, B), os extratos

caulinares deC. sympodialise deC. glaberrimaapresentaram uma maior intensidade e/ou
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maior namero despots com resultados positivos para alcaloides. A liteea relata a
ocorréncia de varios alcaloides nestas duas espfearhaly, 1988; Barbosa-Filho et al.,
2000). Por outro lado, a ocorréncia de alcaloidesCe andromorphanao foi fortemente
evidenciada através da CCD. Porém, Fisehat. (2004), utilizando metodologia semelhante
a empregada neste estudo, identificaram fracdes resmitados positivos para alcaloides
nessa espeécie. Estudos quimicos realizadosGcamdromorphano entanto, sao raros.

A ocorréncia de warifteina ¢(®,72) foi confirmada somente nos extratos foliaes
caulinares deC. sympodialis Alem de C. sympodialis warifteina também ocorre e@.
ovalifolia, espécie onde este alcaloide foi isolado inicialimgPalmer et al., 1971). Como
nao ha relatos da ocorréncia deste alcaloide ernungg outra espécie ddssampeloseste
funciona como um bom marcador para diferen€arsympodialisde C. glaberrimae C.
andromorpha.

Os resultados dos testes histoquimicos para detet@lcaloides foram apoiados
pelas analises de CCD e CLAE dos extratos etarsties folhas e caule. Nas analises em
CCD, o sistema de fase movel escolhido foi o quzaitcloroformio/metanol (17:3 v/v) por
apresentar melhor separacéo dos alcaloides al®gpeflis obtidos para os alcaloides neste
sistema de eluicdo testado, utilizando-se uma ftarda aplicacdo de amostra e distancia de
desenvolvimento respectivamente de 1 e 16,5 cncdpt@aomatografica de 20 cm), é
mostrado na Figura 21. O numero de manchas observes fracoes obtidas de folhas foi
equivalente as fracbes obtidas do caule nas espéciglisadas. A fracdo obtida @
andromorphaexibiu um numero menor de manchas quando compaiaddemais. O
alcaloide warifteina apresentou Rf proximo a 0¢tin fluorescéncia levemente azulada sob
luz UV 254 nm (Fig. 21A) e fluorescéncia amareleravelhada, quando revelado sob luz

UV 366 nm (Fig. 21B). Este alcaloide foi identifitanas fracdes obtidas e sympodialis
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(folha e caule), ndo sendo visualizado nas fragddsaidas deC. glaberrima e C.
andromorpha

A curva de calibracdo para a warifteina estabedectin as nove concentracdes pelo
meétodo dos minimos quadrados forneceu a equacétadg = 0,0038x + 0,0092 (Fig. 22). A
anélise de regresséo linear demonstrou um coetficiém correlacédo = 0,9987, valor que
comprova a linearidade do método (Fig. 23). O ctograma obtido pela cromatografia
liquida mostra a deteccéo da warifteina apds 588 de analise (Fig. 24).

Os picos nos cromatogramas obtidos foram compaaios tempo de retencéo da
warifteina (Figs. 24A-C). A presenca deste alcadmi confirmada novamente nos extratos
deC. sympodialisTambém foi confirmado pela CLAE que a wariften@ esta presente nos
extratos das demais espécies. Os demais picos tognaticos ndo identificados podem
tratar-se dos outros alcaloides referidos na tileagpara as espécies.

A auséncia de warifteina ef. glaberrimae C. andromorphando descredencia
estas espécies como medicinais. Maiores estudosrgaquem a atividade biolégica destas
plantas devem ser realizados para a confirmac¢&edgotencial medicinal, principalmente

para esta ultima, ainda desconhecida quimicamente.
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Tabela 4. Procedéncia, numero do voucher e coadldsrias espécies Gessampelosnalisadas.

91

Espécie Local de coleta Voucher Coordenadas
- Horto de plantas medicinais MF Agra, NM Porto 7.000 07°57’/ 34°53”
C. sympodialis Delby Fernandes de Medeiros (LTF — UFPB)
- Campus da UFPE MF Agra, NM Porto 7.129 08°05'22.29"/ 34°95’'05.67”
C.andromorpha - Usina Sao José, lgarassu — PE MF Agra, NM Paid] Oliveira 7.132 07°47.6735°01.119'
- Usina Sao José — PE MF Agra, NM Porto 7.068, 07°49.607'/ 35°00.432’
C.glaberrima - Jo&o Pessoa — PB MF Agra, NM Porto 7.127 07°08'10.71"/ 34°51'41.14”

- Buritirana — MA MF Agra, NM Porto 7.131

05°59'80.05"/ 47°01'65.06"




PORTO, N.M. 20089. Caracterizagao anatdmica e qaiche espécies ddssampelos.. 92

Figura 19 Alcaloide warifteina.

MeO

warifteina

Legenda: Estrutura quimica da warifteina, alcaloidelado do extrato das folhas de

Cissampelos sympodialis
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Figura 20 (A-J) Anatomia leistoquimica d€issampelas
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Legenda: Anatomia e histoquimica @essampelosA-C: Cissampelos sympodiali\ —
Seccdao transversal do caule (escala 300 um); Bced8dransversal do caule evidenciando
células parenquimaticas contendo alcaloides (ed€dlgim); C — Idioblastos com alcaloides
(escala 50 um). D-FCissampelos glaberrimeD — Secc¢ao transversal do caule (escala 300
um); E — Detalhe de idioblastos com alcaloides s na nervura mediana (escala 100
um); F — Regido cortical do caule evidenciando laékecretora (escala 50 um). G-J:
Cissampelos andromorph& — Seccao transversal do caule (escala 300 i m)idioblastos
associados a células colenquimaticas na nervurdansedescala 100 um). | — Seccéo
transversal do caule destacando idioblastos pesent floema (escala 100 um); J — Regiéao
cortical mostrando esclereides com alcaloides [@st@0 pm). Legenda: ct: cortex; ep:
epiderme; fl: floema; xlI: xilema, md: medula; prarnquima; col: colénquima; esi:

esclereide.
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Figura 21 (A-B) Cromatograma (CCD) das fracOesldal@des deCissampelos

war csf csc cgf cge caf cac

Legenda: Cromatograma (CCD) das fracdes de alemadCissampelowisualizada em UV

a 366 nm (A) e borrifadas com Dragendorff (B). Maas alcaloidicas destacadas nas
cromatoplacas. Legenda: warf: padrao wariftein&; exdrato foliar deC. sympodialiscsc:
extrato caulinar d€. sympodialiscgf: extrato foliar deC. glaberrima cgc: extrato caulinar
de C. glaberrima caf: extrato foliar deC. andromorpha cac: extrato caulinar d€.

andromorpha
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Figura 22 Cromatograma (CLAE) do padrao warifteina.

15020
125 ﬁ warifteina
100
75.

50

VAN

0.00 5.‘00 10!00 20.|[ID 25!00
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Area do cromatograma (mm?)

Legenda: Cromatograma (CLAE) do padrdo warifteih@ ng.mL*) em MeOH/HO/4cido

acético (80:19,5:0,5 v/v),7a277nm. Numero corresponde ao tempo de retengao.

Figura 23 Gréfico da linearidade da warifteina.
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Legenda: Grafico da linearidade obtido com o pronedto de quantificacdo da warifteina

em comprimento de onda 277 nm.
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Figura 24 (A-C) Cromatogramas (CLAE) das espéagSissampelos
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Legenda: Cromatogramas (CLAE) das espéciddissampelosia concentracdo 1,0 mg.mL
com fase moével MeOH/A®D/acido acético (80:9,5:0,5 v/v), a 277 nm. NUmeros

correspondem ao tempo de retencgao.
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CONCLUSOES

Os caracteres epidérmicos foliares apresentaramape importante na diagnose das
espécies em estudo, oferecendo assim valiosasnafdes para a identificacdo. A forma e
orientacdo dos estdbmatos, peculiaridades estrstdes paredes epidérmicas, a presenca de
apéndices epidérmicos e células especializadasomaamentacdo e distribuicdo de ceras
epicuticulares foram considerados bons marcadores.

As estruturas anatbmicas presentes nas folhas lescdas espécies analisadas,
mostraram caracteristicas peculiares a familia 8femmaceae como mesofilo dorsiventral,
feixes vasculares colaterais circundados por urhesmwderenquimatico, exceto caracteristicas
tais como: auséncia de cambios sucessivos, a geesiencanais ou cavidades secretoras e
hipoderme. O parametro anatdmico vascular perrnoitastabelecimento do padrdo quanto a
formacdo do anel esclerenquimatico e disposicatmrgo do caule, peciolo e nervura. O
sistema secretor é formado exclusivamente por laktds dispostos principalmente na regiao
cortical associados a células parenquimaticas.

O desenvolvimento de técnicas de identificacdo@OD e CLAE para os extratos
obtidos deC. sympodialisC. glaberrimae C. andromorphacom o estabelecimento das
condi¢cdes cromatogréficas, permitiu caracterizagas vegetais obtidas @ sympodialis
utilizando-se a warifteina como marcador quimicatr&anto sdo necessarios maiores
estudos, sobretudo coBh andromorphauma espécie ainda pouco conhecida quimicamente,
visando uma maior compreensao do potencial farmdgiml, bem como das outras espécies
analisadas.
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RESUMO - CARACTERIZACAO ANATOMICA E QUIMICA DE ESPECIES B
Cissampelos L. (MENISPERMACEAE) UTILIZADAS COMO MEDICINAIS NO
NORDESTE DO BRASIL. O géner@GissampelogMenispermaceae) compreende, em geral,
trepadeiras herbaceas, com uma Unica espécie imehuSissampelos ovalifolieEDC. No
Brasil sdo encontradas oito espécies, das quai® coorrem no Nordeste e uma espécie,
Cissampelos sympodialiichl., € exclusiva do territorio brasileiro. Aagide semelhanca
morfologica entre as espécies@issampelosontribui para problemas de identificacéo, troca
e até mesmo falsificacdo quando as espécies samgmps como medicinais. Este estudo
envolve a caracterizagcdo anatdbmica e quimica dm aspécies d€issampelositilizadas
como medicinais no Nordeste do Brasil. Algumas aaréticas anatdmicas observadas
apresentam-se semelhantes entre as espécies comoa lhipoestomatica, estdmatos
anomociticos, venacdo actinodroma-broquidodromapofite dorsiventral, feixes vasculares
colaterais e colénquima lacunar. Contudo, algunacteres foliares foram distintivos, como
presenca e distribuicdo de papilas, tricomas testocontorno das paredes epidérmicas,
micromorfologia e distribuicdo das ceras epicutice. Analises cromatograficas revelaram a
presenca de alcaléides que puderam ser visualizagioglioblastos secretores através de
testes histoquimicos. O alcaloide warifteina foentificado apenas en€. sympodialis

podendo ser utilizado como um marcador quimico.

Palavras-Chave:Menispermacea&;issampelosanatomia vegetal, fitoquimica.
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ABSTRACT - ANATOMICAL AND CHEMICAL CHARACTERIZATION OF
CISSAMPELOS.. (MENISPERMACEAE) EMPLOYED AS MEDICINAL SPECIESN
THE NORTHEASTERN BRAZIL. TheCissampelod.. genus (Menispermaceae) consists of
herbaceous twining vines or lianas, only one spgeflsssampelos ovalifoli®C., is a shrub
erect perennial. In Brazil, eight species are fouamdl five occur in the Northeast region. Of
these, one speci€issampelos sympodiali&ichl. is endemic. The highest morphological
similarity betweenCissampelospecies contributes to problems of identificatiergchange
and adulteration when the species are employed edicmal. This study involves the
chemical and anatomical characterization of fivecggs ofCissampelosised as medicine in
the Northeast of Brazil. Some anatomical and mdqgical characteristics are similar
between species as dorsiventral mesophyll, leadeblaypostomatic, anomocytic stomata,
collateral vascular bundles and actinodromous-bdocitomous venation. However, some
foliar characters were distinctive: presence argtridution of papillae, tector trichomes,
contour of epidermal cells, and micromorphology ahstribution of epicuticular waxes.
Chromatographic analysis revealed the alkaloidsgmree in this species, and were also
detected in secretory idioblasts by histochemiesist The alkaloid warifteine was identified

only in C. sympodialiand may be used as a chemical.

Key Words: Menispermacea&;issampelosplant anatomy, phytochemistry.
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ANEXOS

Normas
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ANEXO A
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Author Guidelines
NIH Public Access Mandate
For those interested in the Wiley-Blackwell polimy the NIH Public Access Mandafdease visit our

policy statement

For additional tools visiAuthor Resources an enhanced suite of online tools for Wiley iBidence

journal authors, featuring Article Tracking, E-mRiliblication Alerts and Customized Research Tools.

« Copyright Transfer Agreement

« Permission Request Form

Instructions To Authors

Online Submission and Peer Review

Wiley's Journal Styles and EndNote

Note to NIH Grantees

Pursuant to NIH mandate, Wiley-Blackwell will pake accepted version of contributions authored
by NIH grant-holders to PubMed Central upon acaegda This accepted version will be made
publicly available 12 months after publication. Forfurther information, see

www.wiley.com/go/nihmandateMicroscopy Research and Technique is now reogidabmitted

manuscripts online dtitp://mc.manuscriptcentral.com/mrt.

Authors are encouraged to check for an existingatc If you are submitting for the first time, and
you do not have an existing account, then crea@naaccount. Once you have logged in, you will be
presented with the Main Menu and a link to yourh&utCenter. Enter your Author Center to submit
your manuscript.

Submit manuscript and all figures as separate. fitesi do not need to mail any paper copies of your
manuscript. At the end of a successful submissiargnfirmation screen with manuscript number will
appear and you will receive an e-mail confirmingttthe manuscript has been received by the journal.
If this does not happen, please check your subomissand/or contact tech support at
support@scholarone.com.

CATEGORIES OF MANUSCRIPTS CONSIDERED FOR PUBLICATIO N

In addition to Original Research Articles and Reviev Articles, Microscopy Research and

Technique is now accepting submissions for its new rapid puication format, "MRT Letters."

1. Original Research Articles. An abstract, Introdmet Materials and Methods, Results, and
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the number of pages or figures.

2. Review Articles in which a specific field is rewed through an exhaustive literature survey. An

abstract is required. A Materials and Methods eaciind a Results section are not required. There ar



PORTO, N.M. 20089. Caracterizacdo anatémica e qaiche espécies ddssampelos.. 103

no restrictions on the number of pages or figuRsiew articles are usually invited, but submitted
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3. MRT Letters will be placed at the front of eacbuie and will be reserved for important results and
breakthroughs in any area of microscopy that neebet published rapidly. These short papers, no
longer than 3 typeset pages, will use the sametateias the longer original research articles. MRT
Letters should be sent directly to an associat®enhi your field to facilitate its review withinaeek.
Authors submitting letters deemed unsuited forNHRT Letters section may be invited to submit a
longer original research article.

All manuscripts, whether invited or regular subriags, are peer reviewed.

MANUSCRIPT PREPARATION

General Instructions.

The author needs to submit the names, addressdse-amail addresses of 5 scientists who can
impartially review their manuscript.

Number all manuscript pages consecutively, begmniith the title page. The manuscript should
have a uniform style and be submitted in the corjeanal format, carefully proofed for grammar,

spelling, and punctuation. It should consist ofdiuisions in the following sequence.

1. Title page

2. Abstract

3. Text

4. Acknowledgments
5. References

6. Footnotes

7. Tables
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Note: Start each subdivision on a new page.
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» Title of paper
« Full name of author(s)
« Institutional affiliation and complete mailing adds
« Arunning title not to exceed 45 letters and spaces
« Individual, address, and telephone number to whaoonrespondence concerning the
manuscript should be sent
Key Words. Key words (not used in the title) should be ineldé&nd should not exceed 85 characters
and spaces.
Abstract. Submit an abstract of 250 words or less thatseitlye in lieu of a concluding summary. The

abstract must be written in complete sentencesacodinctly state the objectives, experimental desig



PORTO, N.M. 20089. Caracterizacdo anatémica e qaiche espécies ddssampelos.. 104

of the paper, principal observations, and conchssi@and be intelligible without reference to thstre
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Text. The text should be presented in the following orddTRODUCTION; MATERIALS AND
METHODS; RESULTS; DISCUSSION.
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Wiley's Journal Styles Are Now in EndNote

EndNote is a software product that we recommenauo journal authors to help simplify and
streamline the research process. Using EndNotblfodpiaphic management tools, you can search
bibliographic databases, build and organize yotereace collection, and then instantly output your
bibliography in any Wiley journal style.

Download Reference Style for this Journal:lf you already use EndNote, you cdownload the
reference styléor this journal.

How to Order: To learn more about EndNote, or to purchase yown acopy, ¢go to

www.interscience.wiley.com/jendnotes

Technical Support: If you need assistance using EndNote, corgadnote @isiresearchsoft.cqmor

visit www.endnote.com/support

In the text, references to the literature shouldntede by author's name followed by year of

publication arranged by alphabetical order fitsgrt by year of publication:
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discovery, description, analysis characterization, and production/isolation (including sources
and surveys) of biologically-active chemicals or other substances, drugs, pharmaceutical
products, or preparations utilized in systems of traditional medicine.

Topics may generally encompass any facet of natural product research related to
pharmaceutical biology. Papers dealing with agents or topics related to natural product drugs
are also appropriate (e.g., semi-synthetic derivatives). Manuscripts will be published as
reviews, perspectives, regular research articles, and short communications. The primary
criteria for acceptance and publication are scientific rigor and potential to advance the field.



PORTO, N.M. 20089. Caracterizacdo anatémica e qaiche espécies ddssampelos.. 107

Editor-in-Chief

John M. Pezzuto, PhD

Professor and Dean, College of Pharmacy
University of Hawaii

Hilo, HI

USA

Manuscript Submission

All submissions should be made online at Pharmaceutical Biology's ScholarOne
Manuscripts site. New users should first create an account. Once a user is logged onto the
site, submissions should be made via the Author Center. If you experience any problems with
your submission or with the site, please contact the ScholarOne helpline through the ‘get help
now’ link.

All submissions to the journal must include full disclosure of all relationships that could be
viewed as presenting a potential conflict of interest. If there are no conflicts of interest,
authors should state that there are none. This must be stated at the point of submission
(within the manuscript, after the main text in the Acknowledgments section under a
subheading "Declaration of interest”, and, where available within the appropriate field on the
journal's ScholarOne Manuscripts site).

Flease see our full Declaration of Interest Policy for further information.

Manuscript Preparation

File preparation and types

Manuscripts are preferred in Microsoft Word format (.doc files). Documents must be double-
spaced, with margins of one inch on all sides. Tables and figures should not appear in the
main text, but should be submitted as separate digital files and designated with the
appropriate file type on ScholarOne Manuscripts. References should be given in Harvard
style (see References section for example).

Manuscripts should be compiled in the following order: fitle page; abstract,; main text;
acknowledgments; declaration of interest statement; appendices (as appropriate); references;
tables with captions (on separate pages); figures, figure captions (as a list).

Pharmaceutical Biology publishes the following manuscript types:

* QOriginal papers
+ Reviews
* Perspectives
¢ Short communications
e Book reviews
¢ Notes
Title Page

A title page should be provided comprising the manuscript title plus the full names and
affiliations of all authors involved in the preparation of the manuscript. One author should be
clearly designated as the corresponding author and full contact information, including phone
number and email address, provided for this person. Three to ten key terms that are not in the
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title should also be included on the title page. The keywords will assist indexers in cross
indexing your article.

Abstract

All original articles and reviews should start with an abstract of 250 or fewer words,
summarising the central core of knowledge that is the focus of the paper. The recommended
format is as a structured abstract, with the following headings for an original article: context,
objective, materials and methods, results, discussion and conclusion. For a review article, it
should be structured as follows: context, objective, methods (including data sources, study
selection and data extraction), results and conclusion. It should be written in an informative
style permitting its use, without revision, by abstracting services, give essential details of
research findings without further reference to the text, and avoid generalisations and
nonessential information.

Main Text

Original articles
The body of the article should include the following sections: introduction; methods; results;
discussion; conclusions.

Introduction. This section should state the relevance and background to the study, and its
rationale and purpose.

Methods: This section should include only information that was available at the time the plan
or protocol for the study was being written. You should describe your selection of the
observational or experimental participants, identify the methods, apparatus and procedures in
sufficient detail to allow others to reproduce the results, and describe statistical methods with
enough detail to enable a knowledgeable reader with access to the original data to verify the
reported results. Pharmacettical Biology requires that studies involving humans, both
volunteers and patients, or animals be approved by an institutional review board, in
accordance with approved published guidelines, prior to actually performing the research and
publishing the data. Details including clinical trial registration number must be provided in the
methods section if research includes studies conducted on human volunteers. In all studies of
plants or animals, specific identification should be made as to the materials used, such as by
citation of voucher specimen in herbarium or other collections, quoting name of collector,
collection number (or date), place of collection, etc. Botanical nomenclature should be
consistent with Index Kewensis, and include Latin binomial, authority, and family at first
mention in the abstract and in the text. Authors are advised to consult the International Plant
name Index (IPNI) (hito/Awww. ipniorg) and W3Tropicos (http://mobotorg) web based
databases to determine the correct botanical name.

Results: Present your results in logical sequence in the text, tables, and illustrations. Where
biological testing is reported, the results should include 1Csg EDsg, LDsg, MIC, etc. as
appropriate.

Discussion: This should include implications of the findings and their limitations, with
reference to all other relevant studies and the possibilities these suggest for future research.
Conclusions: This must summarize the main paper. Ensure that extrapolations are
reascnable and that conclusions are justified by the data presented, and indicate if the study
design can be generalized to a breader study population.

Reviews

The body of a review article should be a comprehensive, scholarly evidence-based review of
the literature, accompanied by critical analysis and leading to reasonable conclusions.
Wherever appropriate details of the literature search methodology should be provided, i.e. the
databases searched (normally Medline and at least one or two other databases), the search
terms and inclusive dates, and any selectivity criteria imposed.

Wherever possible, use primary resources, avoiding “Data on File”, “Poster® or other
unpublished references.
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Acknowledgments and Declaration of Interest sections

Acknowledgments are different from declarations of interest. Acknowledgments detail special
thanks, personal assistance, and dedications. Also, lines that declare “the opinions expressed
in this article are the authors’..." would be included in this section. Contributions from
individuals who do not qualify for authorship should also be acknowledged here.

Declarations of interest, however, refer to statements of financial support and/or statements of
potential conflict of interest. Within this section also belongs disclosure of scientific writing
assistance (use of an agency or agency/ freelance writer), grant support and numbers, and
statements of employment, if applicable. For a more detailed list of points to include, please
see Declaration of Interest section below.

Acknowledgments section

Any acknowledgments authors wish to make should be included in a separate headed section
at the end of the manuscript preceding any appendices, and before the references section.
Please do not incorporate acknowledgments into notes or biographical notes.

Declaration of Interest section

All declarations of interest must be outlined under the subheading ‘Declaration of interest’. If
no declaration is declared, the following statement will be attached to all articles:

Declaration of interest: The authors report no declarations of inferest. The authors alone are
responsible for the content and writing of the paper.

Please see our full Declaration of Interest Policy for further information.

Please note: for NIHAVellcome-funded papers, the grant number(s) must be included in the
Declaration of Interest statement.

References

References should be given in the Harvard style. Citation in the text is by author and date.
Examples:

(Smith, 2001) — one author

(Smith & Jones, 2001) — two authors

(Smith et al., 2001) — more than three authors

(Smith & Jones, 2001a, b) — more than one paper in the same year by the same authors
(Smith & Jones, 2001; Smith et al, 2001; Smith, 2005) — listed by earliest year first for
multiple citations

The list of references appears alphabetically by primary author’s last name. Examples:

s Joumal lyengar BS, Dorr RT, Remers WA. (2004). Chemical basis for the biological
activity of Imexon and related Cyanaziridines. J Med Chem, 47, 218-23.

s Book Vyas SP, Khar RK. (2001). Targeted and Controlled Drtig Delivery. New Delhi,
India; CBS Publisher and Distributor.

» Contribution to a Book: Chandrasekaran SK, Benson H, Urquhart J. (1978). Methods
to achieve controlled drug delivery. The biomedical engineering approach. In:
Rabinson JR, ed. Sustained and Conirolled Release Drug Delivery Systems. New
York: Marcel Dekker, 557-93

» FElectronic Resources: Lin A-S, Shibano M, Nakagawa-Goto K, Tokuda H, ltokawa H,
Morris-Natschke SL, Lee K-H. (2007). Cancer Preventive Agents. 7. Antitumor-
Promoting Effects of Seven Active Flavonolignans from Milk Thistle (Silybum
marianum) on Epstein-Barr Virus Activation. Pharm Biol [Online]. Available at:
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http://www.informapharmascience.com/doi/abs/10.1080/13880200701585592.
Accessed on 12 April 2009.

Periodical abbreviations should follow the style given by Index Medicus.

Tables

Tables should be used only when they can present information more efficiently than running
text. Care should be taken to avoid any arrangement that unduly increases the depth of a
table, and the column heads should be made as brief as possible, using abbreviations
liberally. Lines of data should not be numbered nor run numbers given unless those numbers
are needed for reference in the text. Columns should not contain only one or two entries, nor
should the same entry be repeated numerous times consecutively. Tables should be grouped
at the end of the manuscript on separate pages.

llustrations

lllustrations (line drawings, halftones, photos, phetomicrographs, ete.) should be submitted as
digital files for highest quality repreduction and should follow these guidelines:

300 dpi or higher

Sized to fit on journal page

EPS, JPG, TIFF, or PSD format only

Submitted as separate files, not embedded in the text

Legends or captions for figures should be listed on a separate page, double spaced

For information on submitting animations, movie files and sound files or any additional
information including indexes and calendars please click here.

For information on color figures and charges please click here.

Notes on Style

General Style

Authors are asked to take into account the diverse audience of the journal. Please avoid the
use of terms that might be meaningful only to a local or national audience, or provide a clear
explanation where this is unavoidable. However, papers that reflect the particularities of a
social and cultural system are acceptable. Some specific points on style follow:

1. Authors should write in clear, concise US English. Language and grammar should be
consistent with Fowler's English Usage; spelling and meaning of words should
conform to Webster's Dictionary. If English is not your native language please ensure
the manuscript has been reviewed by a native speaker. Please note: extensive
rewriting of the text will not be undertaken by the editorial staff.

2. Latin terminology, including microbiological and species nomenclature, should be
italicized.

3. Use standard convention for human and animal genes and proteins: italics for genes
and regular font for proteins, and upper case for human products and lower case for
animal products.

4. “U8" is preferred to “American’, “USA” to “United States”, and “UK” to “United
Kingdom®.

5. Double guotation marks rather than single are used unless the “quotation is ‘within’
another”.

6. Punctuation of common abbreviations should adhere to the following conventions:
‘e.g.”; “i.e.”; “cf.”. Note that such abbreviations should not generally be followed by a
comma or a (double) point/period.
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7. Upper case characters in headings and references should be used sparingly, e.g.
only the first word of paper titles, subheadings and any proper houns begin upper
case; similarly for the titles of papers from journals in the references and elsewhere.

8. Apostrophes should be used sparingly. Thus, decades should be referred to as

follows: “The 1980s [not the 1980's] saw ...". Possessives associated with acronyms
(e.g. APU), should be written as follows: “The APU’s findings that ...” but note that the
plural is “APUS".

9. All acronyms for national agencies, examinations, etc., should be spelled out the first
time they are introduced in text or references. Thereafter the acronym can be used if
appropriate, e.g. “The work of the Assessment of Performance Unit (APU) in the early
1980s ...” and subsequently, “The APU studies of achievement ...” in a reference
“(Department of Education and Science [DES] 1989a)”.

10. Brief biographical details of significant national figures should be outlined in the text
unless it is quite clear that the person concerned would be known internationally.
Some suggested editorial comments in a typical text are indicated in the following
with square brackets: “From the time of H. E. Armstrong [in the 19th century] to the
curriculum development work associated with the Nuffield Foundation [in the 1960s],
there has been a shift from constructivism to heurism in the design of [British] science
courses”,

11. The preferred local (national) usage for ethnic and other minorities should be used in
all papers. For the USA, “African-American”, “Hispanic” and “Native American® are
used, e.g. “The African-American presidential candidate, Jesse Jackson ...”; for the
UK, “Afro-Caribbean” (not “West Indian®), etc.

12. Material to be emphasized by italicisation in the printed version should be italicized in
the typescript rather than underlined. Please use such emphasis sparingly.

13. Numbers in text should take the following forms: 300, 3000, 30 000 (not 30,000).
Spell out numbers under 10 unless used with a unit of measure, e.g. nine pupils but 9
mm (do not use full stops (periods) within units). For decimals, use the form 0.05 (not
.05, x 05 or 0x 09). “%” (not “per cent”) should be used in typescripts.

14. Appendices should appear before the references section and after any

acknowledgments section. The style of the title is shown by the following example:
“Appendix C: The random network generator”.
Figures and tables within appendices should continue the sequence of numbering
from the main body of the text. Sections within appendices should be numbered, for
example, C.1, C.2. Equations in appendices should be numbered, for example, (C 1),
(C 2). If there is only one appendix, it is referred to as “the appendix” and not called
“‘Appendix A”.

Abbreviations and nomenclature

For abbreviations and nomenclature, authors should consult the latest edition of the CSE
Style Manual available from the Council of Science Editors, 60 Revue Drive, Suite 500
Northbrook, IL, 60062, USA.

Mathematics
Please click here for more information on the presentation of mathematical text.

Footnotes

Footnotes are not to be used except for designation of the correspending author of the paper
or current address information for an author (if different from that shown in the affiliation).
Information concerning grant support of research should appear in a separate
Acknowledgments section at the end of the paper. Acknowledgments of the assistance of
colleagues or similar notes of appreciation also properly belong in an Acknowledgments
section.

Footnotes to tables should be typed directly below the table and are indicated by the following
symbols: * (asterisk or star), T (dagger), I (double dagger), | (paragraph mark), § (section
mark), || (parallels), # (number sign). Reinitialize symbal sequence within tables.
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Editorial Policies
Authorship

According to the International Committee on Medical Journal Ethics (ICMJE), an author is
defined as one who has made substantial contributions to the conception and development of
a manuscript. Informa Pharmaceutical Science adheres to the ICMJE guidelines
(http:/Awww.icmije.orgM#author), which state that “authership credit should be based on all of
the following: 1) substantial contributions to conception and design, acquisition of data, or
analysis and interpretation of data; 2) drafting the article or advising it critically for important
intellectual content; and 3) final approval of the wversion to be published”’. All other
contributors should be listed as acknowledgments.

All submissions are expected to comply with the above definition. Changes to the authorship
list after submission will result in a query from the publisher requesting written explanation.

Submission

Pharmaceutical Biology considers all manuscripts on the strict condition that they have
been submitted only to Pharmaceutical Biology, that they have not been published already,
nor are they under consideration for publication or in press elsewhere. Informa
Pharmaceutical Science adheres to the Code of Conduct and Best Practice Guidelines set
forth by the Committee on Publication Ethics (COPE). As per these guidelines, failure to
adhere to the above conditions will result in the editor and Informa publishing an appropriate
correction, a statement of retraction, or enacting a withdrawal of the article. In extreme cases,
offending authors may be banned from submitting to Informa Pharmaceutical Science
journals in the future, or reported to their institution's ethics committee.

Peer Review

All manuscripts will be subjected to confidential peer review by experts in the field and, on the
basis of reviewers’ feedback, papers will be accepted unconditionally, accepted subject to
revision or rejected.

Ethics and Consent

s Do not use patients' names, initials, or hospital numbers, especially in illustrative
material. Identifying information should not be published in written descriptions,
photographs, and pedigrees unless the information is essential for scientific purposes
and the patient (or parent or guardian) gives written informed consent for publication.
Informed consent for this purpose requires that the patient be shown the manuscript
to be published.

e Papers including animal experiments or clinical trials must be conducted with
approval by the local animal care or human subject committees, respectively (see
below).

e To comply with FDAAA legislation, Informa Pharmaceutical Science requires trial
registration as a condition of publication for all studies involving clinical trials. Trial
registration numbers should be included in the abstract, with full details provided in
the methods section.

« All manuscripts, except reviews, must include a statement in the Introduction or
Methods section that the study was approved by an Investigational Review Board
(Human Studies Committee or Ethics Committee or Animal Care and Use
Committee), if applicable. Authors who do not have formal ethics review committees
should include a statement that their study followed principles in the Declaration of
Helsinki (http:/iwww wma.net/e/policy/b3. htm).

! Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing for
Biomedical Publication. Available at: http.//www.icmje.org/
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» When a product has not yet been approved by an appropriate regulatory body for the
use described in the manuscript, the author must specify that the product is not
approved for the use under discussion or that the product is still under investigation.

Further information on Ethics and Consent can be found by clicking here
Copvright and Permissions

It is a condition of publication that authors assign copyright or license the publication rights in
their articles, including abstracts, to Informa UK Ltd. This enables us to ensure full copyright
protection and to disseminate the article, and the Journal, to the widest possible readership in
print and electrenic formats as appropriate. Authors may, of course, use the article elsewhere
after publication without prior permission from Informa UK Ltd., provided that
acknowledgment is given to the Journal as the criginal source of publication, and that Informa
Pharmaceutical Science is notified so that our records show that its use is properly
authorized. Authors retain a number of other rights under the Informa UK Ltd. rights policies
documents.

Authors are required to sign an agreement for the transfer of copyright to the publisher. All
accepted manuscripts, artwork, and photographs become the property of the publisher.

A copyright agreement form can be downloaded by corresponding authors of accepted
manuscripts with proofs. This should be signed and returned to Informa Pharmaceutical
Science.

Authors are themselves responsible for obtaining permission to reproduce copyrighted
material from other sources.

Further information on Permissions can be found by clicking here.

Declaration of Interest

It is the policy of all Informa Pharmaceutical Science, to adhere in principle to the Conflict of
Interest policy recommended by the ICMJE. All authors must disclose any financial and
personal relationships with other people or organizations that could inappropriately influence
(bias) their work. It is the sole responsibility of authors to disclose any affiliation with any
organization with a financial interest, direct or indirect, in the subject matter or materials
discussed in the manuscript (such as consultancies, employment, paid expert testimony,
heoneraria, speakers bureaus, retainers, stock options or ownership, patents or patent
applications or travel grants) that may affect the conduct or reporting of the work submitted.
All sources of funding for research are to be explicitly stated. If uncertain as to what might be
considered a potential conflict of interest, authors should err on the side of full disclosure.

If there are no declarations, authors should state that there are none. This must be stated at
the point of submission (within the manuscript, after the main text, under a subheading
"Declaration of interest", and, where available, within the appropriate field on the journal's
ScholarOne Manuscripts site). This may be made available to reviewers and will appear in the
published article at the discretion of the Editors or Publisher. If any potential conflicts of
interest are found to have been withheld following publication, the journal will proceed

according to COPE guidance.

If no declaration is declared, the following statement will be attached to all articles:

Declaration of interest. The authors report no declarations of interest. The authors alone are
responsible for the content and writing of the paper.

The intent of this policy is not to prevent authors with these relationships from publishing
work, but rather to adopt transparency such that readers can make objective judgements on
conclusions drawn.
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NIHANVellcome Public and Open Access Policies

In consideration of the National Institutes of Health (NIH) and Wellcome Public and Open
Access Policies, Informa Pharmaceutical Science acknowledges that the broad and open
dissemination of NIHMellcome-funded research results may benefit future scientific and
medical research. Because we value the current and future contributions our journals make
to the scientific body of knowledge, we have made certain that our policies accommodate
those authors who wish to submit to PubMed Central.

As part of our auther services program, Informa Pharmaceutical Science will deposit to
PubMed Central (PMC) and UK PubMed Central (UKPMC) author manuscripts reporting NIH
or Wellcome Trust funded research.

This service will help authors to comply with the NIH and Wellcome Trust revised 'Public
Access Policy' and ‘Open Access Policy’, respectively.

NIH policy

NIH-funded authors must submit to PMC, or have submitted on their behalf, at the point of
acceptance, their peer-reviewed author manuscripts, to appear on PMC no later than 12
months after final publication.

Click here for more information.

Wellcome Trust policy

Wellcome-funded authors must submit to UKPMC, or have submitted on their behalf, at the
point of acceptance, their peer-reviewed author manuscripts, to appear on UKPMC no later
than & months after final publication.

Click here for more information.

Informa Pharmaceutical Science will deliver to PMC/UKPMC the final peer-reviewed
manuscript, which was accepted for publication and that reflects any author-agreed changes
made in response to the peer review. VWe will also authorize the author manuscript’s public
access posting 12 months (NIH) or 6 months (Wellcome Trust) after final publication in print
or electronic form (whichever is the sooner). Following the deposit, authors will receive further
communications from the NIH Manuscript Submission System/UK Manuscript Submission
System with respect to the submission.

Under our Author Rights policy, authors also have the right to post their version of the
submitted author manuscript (pre-print), or their version of the final published article (post-
print) on their personal or institutional web site. Post-print web postings are subject to an
embargo of 12 months. Please note that authors should not post manuscripts directly to
PMC/UKPMC or other third party sites for any systematic external distribution by a third party
(e.q., to a listserv or database connected to a public access server).

Additional Information

Proofs

Usual practice will involve corresponding authors receiving email notification with a password
and web address from which to download a PDF. Hard copies of proofs will not be mailed. To
aveoid delays in publication, corrections to proofs must be returned within 48 hours, by
electronic transmittal, fax or mail. Authors will be charged for excessive correction at this
stage of production. If authors do not return page proofs promptly, the Publisher reserves the
choice to either delay publication to a subsequent issue or to proceed to press without author
corrections. The Publisher reserves the right to proceed to press without submitting page
proofs to the author.
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Reprints

Each corresponding author will receive a PDF file of the final version of their article. Reprints
of individual articles are available for order at the time authors review page proofs. A discount
on reprints is available to authors who order before print publication. Copies of the journal can
be purchased at the author's preferential rate of $25/£15 per copy.

Further information on Reprints can be found by clicking here.

Color figure charges

Any figure submitted as a color original will appear in color in the Journal's online edition free
of charge. Print copy color reproduction will only be considered on condition that authors bear
the associated costs. The charge for the first page with color is US $1000/£500, each
subsequent page is charged at US $500/£250. There are no charges for non-color pages.

Contact the publisher

Click_here for contact details for the Publisher.



