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Resumo: O nome no6-de-cachorro refere-se principalmente as raizes de Heteropterys aphrodisiaca, es-
pécie com efeitos positivos principalmente sobre a cogni¢ao. No entanto, o que se encontra comer-
cialmente com essa denominagao sdo 6rgaos subterraneos de Vernonia cognata (nome atual Chryso-
laena cognata), espécie ainda pouco estudada. Em vista disso, realizou-se a caracterizacao farmacog-
nostica e avaliacdo bioldgica preliminar dos érgaos subterraneos de C. cognata como contribui¢do ao
seu controle de qualidade e conhecimento cientifico. Tratam-se de tubérculos cilindricos, aglomera-
dos, tortuosos, de pontas arredondadas, dos quais partem raizes finas; em termos organolépticos,
os tubérculos mostram suber liso, de coloragdo marrom acinzentada quando secos, parte interna
amarelo clara, sabor adocicado e sem odor caracteristico. Na microscopia destacam-se tricomas tec-
tores unicelulares lisos no stber, agrupamento de células pétreas no cortex e auséncia de cristais ou
graos de amido. Os tubérculos apresentam saponinas, esteroides/triterpenos e taninos hidrolisaveis
e, em termos quantitativos, indice de espuma menor que 100 e 0,04% de polifendis totais. A CEso da
atividade antioxidante foi determinada em 66,58 pg/mL e a atividade antimicrobiana foi positiva na
inibi¢do de crescimento de fungos e bactérias Gram-positivas e negativas. A avalia¢do farmacoldgica
preliminar de extrato hidroalcéolico 50% nao evidenciou nenhuma altera¢ao dos parametros avali-
ados (ataxia, ptose, salivagao dentre outros) e nao ocorreu mortalidade em nenhum dos grupos e

Editores: Carlos Henrique Salvino

e Joo Augusto Oshiro Junior doses, estimando-se as DLso como superiores a 2.000 mg/Kg (intraperitoneal) e a 5.000 mg/Kg (oral).
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toxicidade e pouco expressivo potencial farmacolégico.
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O consumo de produtos derivados de plantas é uma realidade em todo o mundo,
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com impacto significativo tanto no aspecto terapéutico quanto econdmico, com comerci-
alizagao de matérias primas vegetais e produtos acabados [1].

O Brasil possui uma ampla biodiversidade, com aproximadamente 55 mil espécies
de plantas superiores catalogadas, muitas delas importantes a fitoterapia como Maytenus
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ilicifolia, Mikania glomerata, Pfaffia glomerata, dentre outras. Apesar disso, as inovagdes a
base de espécies nativas tém sido pouco expressivas, sendo os fitoterapicos mais vendidos
no mercado brasileiro produzidos a partir de espécies exdticas, como Passiflora incarnata,
Pelargonium sidoides, Peumus boldus, Hedera helix, dentre outras; os motivos para essa situ-
acgao sao diversos, como os relacionados a legislacdo de acesso a biodiversidade, a com-
plexidade e aos custos da cadeia de desenvolvimento, dificuldades na relagdo universida-
des e empresas, dentre outros [2].

Avaliagdes diversas tém mostrado que, infelizmente, ha intimeros problemas de qua-
lidade nos produtos e matérias primas vegetais ofertados no Brasil, situagao que tem per-
sistido ao longo dos anos [3]. Um dos motivos dessa situacdo ¢ a falta de monografias das
matérias primas ofertadas comercialmente, sendo esta uma etapa basica e fundamental
[4], que vem sendo menosprezada no Brasil.

Nesse contexto de problemas de qualidade, elaborou-se projeto de pesquisa junto ao
Programa de Mestrado Profissional em Farmdcia da Universidade Anhanguera de Sao
Paulo [5] voltado a avaliacao de alguns dos casos citados na literatura [6], visando-se con-
ferir aidentidade de algumas das espécies comercializadas e estabelecer-se parametros de
qualidade dessas matérias primas.

Foram priorizados nesse projeto produtos comerciais ofertados com os nomes po-
pulares de jasmim, jodo-da-costa e no-de-cachorro; os resultados obtidos confirmaram que
jasmim e joao-da-costa, rotulados como oriundos de Jasminum officinale L. e de Echites pel-
tata L., de fato ndo correspondiam as essas espécies tratando-se de claros casos de adulte-
ragdo [7-8]. O terceiro caso incluido no projeto envolveu produtos comerciais a base de
orgaos subterraneos, denominados comercialmente como nd-de-cachorro e com rotula-
gem indicando o nome cientifico ‘Heteropteris aphrodisiaca’.

As raizes de Heteropterys aphrodisiaca O. Mach., cujo nome foi atualizado para H. to-
mentosa A. Juss. [9], correspondem a uma droga vegetal de uso tradicional no Estado do
Mato Grosso que tem recebido grande destaque na atualidade. As pesquisas realizadas
com essas raizes mostraram presenca de compostos polifendlicos, flavonoides, tanicos,
cardiotonicos, saponinas e nitro compostos, e confirmaram propriedades antioxidantes
centrais protetoras de lesGes cerebrais em ratos, facilitadoras dos processos cognitivos
(melhora e aprendizado em ratos idosos), além de propriedades antibacterianas, antifin-
gicas e antivirais [10]. Houve também um pedido de patente com extrato dessa espécie
oriundo de parceria entre a Universidade Federal de Sao Paulo e o Laboratério Biossinté-
tica [11].

No entanto, por ser uma espécie nativa nao cultivada cuja parte usada (raizes) destrdi
o exemplar como um todo e com uma demanda superior a oferta extrativista, houve o
estimulo ao surgimento de adulterantes, como ja verificado com outras espécies, como a
espinheira-santa, a catuaba e a marapuama, dentre outras [3].

A adulteragao de H. tomentosa com outra espécie foi detectada pela primeira vez pelo
grupo de pesquisa que estudava os efeitos de suas raizes [12], obtendo-se amostra florida
e a confirmacdo da identidade do material adulterante como sendo oriundo de Vernonia
cognata Less. — Asteraceae, nome atualizado para Chrysolaena cognata (Less.) Dematt. [13].

C. cognata é uma espécie popularmente chamada como assa-peixe roxo, cambarazi-
nho, mata-pasto, dentre outras denominagdes [14-15]. E uma planta herbacea, perene, que
se reproduz através de sementes e também por reproducao vegetativa por meio de brota-
¢ao de gemas do 6rgao subterraneo. Essa espécie é ereta, de até 1 m de altura, sublenhosa,
pouco ramificada, caule densamente sedoso-pubescente e apresentando folhas até o apice;
as folhas sao alternas, ndo apresentam peciolo, quase glabras na face superior e densa-
mente sedoso-pubescentes na inferior. Apresenta inflorescéncias terminais, numerosos
capitulos sésseis ou curto-pedunculados, dispostos em paniculas amplas; as flores sdo vi-
olaceas e em ntimero de 10-20 por capitulo [14-16].

Em relacdo aos érgaos subterraneos, a literatura traz classificagbes distintas sobre
eles, ora citando-os como rizéforos, xilopddios, rizomas ou tubérculos; adota-se neste tra-
balho a classificagdo de Santos [17] que descreve os o6rgaos subterraneos de C. cognata
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como tubérculos por serem sistemas subterraneos de orientacao horizontal em relagdo ao
solo, de formatos variados, com varias estruturas tuberosas fundidas, apresentando ge-
mas laterais, raizes na parte inferior e ramos aéreos na parte superior.

Quanto a sua distribui¢ao, C. cognata é encontrada do Rio Grande do Sul até o Mato
Grosso, Minas Gerais e Goias, sendo considerada uma planta daninha, com presenga fre-
quente em pastagens, terrenos baldios e beira de estradas [14]. Essa ampla ocorréncia em
biomas diversos deve ter contribuido a sua selecdo como espécie adulterante em relagdo
a H. tomentosa, de ocorréncia restrita ao cerrado [9].

Sobre efeitos terapéuticos, ha pouca informacao sobre C. cognata, destacando-se os
estudos de Petri et al. [15] indicando efeito imunossupressor e auséncia de toxicidade so-
bre figado, rins e baco, e os de Mahlke et al. [18] e de Mota et al. [19] mostrando efeito
antioxidante e de atenuagdo de agressdo oxidativa em teste de tlcera gastrica induzida
por etanol. Nesses estudos, porém, foram empregadas as folhas e ndo as partes subterra-
neas.

Apesar da verificagdo da comercializacado fraudulenta de C. cognata no lugar de H.
tomentosa divulgada no ano de 1996 [12], nada mudou em termos de mercado consti-
tuindo-se, ainda nos dias de hoje [20], uma falsificacdo grosseira muito comum que traz
riscos e maleficios aos consumidores.

Em vista disso, realizou-se este estudo objetivando aprofundar o conhecimento far-
macognostico e farmacoldgico preliminar de C. cognata visando contribuir ao seu controle
de qualidade, avaliar toxicologia aguda, melhorar o nivel de conhecimento cientifico da
espécie e auxiliar na identificagdo de adulteragoes.

2. Resultados e discussao

2.1 Obtencgdo do material botdnico e identificacio

A amostra botanica foi coletada no campus da Universidade de Sao Paulo, na cidade
de Sao Paulo, e identificada pelo botanico especialista Dr. Benoit Loeuille, do Herbério do
Instituto de Biociéncias da USP, que emitiu laudo e incorporou o material no acervo da
institui¢ao (coleta Loeuille & Souza Pinto n°® 601 SPF — Figura S1). O registro desse acesso
no Sistema Nacional de Gestdao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado foi realizado, gerando-se o niimero de cadastro AE98E(7.

As amostras comerciais foram obtidas de quatro fontes (Figura 1), sendo trés de casas
de produtos naturais (A, B, C) e uma de vendedor ambulante (raizeiro - D) também de
Sao Paulo - capital, adquiridas em embalagens lacradas e rotuladas como ‘H. aphrodisi-
aca’ ou sem identificagao (raizeiro).

Figura 1. Fotos dos produtos comerciais adquiridos para estudo.
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A identificacdo das amostras comerciais, feita por uma cromatografia em camada
delgada (CCD) comparativa entre a amostra botanicamente identificada (A) e uma ali-
quota oriundas dos lotes comprados (B), confirmou serem oriundas da espécie C. cognata
tendo em vista o perfil cromatografico similar entre os lotes e o padrao botanico, com
manchas mais destacadas com fatores de retencao (Rfs) de 0,47 e 0,77 (Figura 2). Confirma-
se, portanto, o achado anterior de Marques et al. [12] quanto a adulteracdo em questao.

Figura 2. Perfis de CCD de extrato aquoso dos tubérculos da amostra coletada e identificada
botanicamente (A) e uma aliquota das amostras comerciais (B); tanino galico usado como padrao de
referéncia (P).

2.2 Caracterizagdo farmacogndstica da droga vegetal

Os materiais estudados correspondem a tubérculos cilindricos, aglomerados, tortuo-
sos, de pontas arredondadas, com tamanhos que variam entre 3,5 e 9,0 cm de compri-
mento e 1,0 a 4,0 cm de espessura, dos quais partem raizes finas com comprimento médio
de 8 cm e espessura média de 4 mm; os tubérculos apresentam cicatrizes anelares prove-
niente de caules e raizes (Figura 3). Em termos organolépticos, os tubérculos mostram
suber liso, de coloragao marrom acinzentada quando secos, parte interna amarelo clara,
sabor adocicado e sem odor caracteristico.

.’

Figura 3. Orgéos subterraneos de C. cognata (tubérculos e raizes) de amostra coletada (esquerda) e
comercial (direita).

A analise microscopica mostra presenca de periderme fina de cerca de 2-5 camadas
de células achatadas; regido cortical com cerca de 20 camadas de células parenquimaticas
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com grupos de células pétreas (de 2 a 10 células) distribuidas esparsamente; regido xile-
matica ampla, com raios parenquimaticos estreitos e regiao medular parenquimatica re-
duzida; auséncia de graos de amido ou cristais (Figura 4 — 4.1). No suiber verifica-se pre-
senca de tricomas tectores unicelulares lisos, de ocorréncia rara (Figura 4 - 4.2).

As raizes mostram crescimento primario, com suber de 2-3 camadas, cdrtex com cerca
de 5 camadas de células parenquimaticas e cilindro vascular com estrutura do tipo poli-
arca; auséncia de células pétreas, cristais ou graos de amido (Figura 4 —4.3).

Figura 4. Microscopia dos drgaos subterraneos de C. cognata. 4.1- Tubérculos (A- periderme; B- cor-
tex; C- grupamentos de células pétreas; D- regido xilematica (aumento 200 x). 4.2- Tricomas tectores
unicelulares lisos no stber dos tubérculos (aumento 400 x). 4.3- Raizes (A- suber; B- cortex; C- flo-
ema; D- regiao xilematica).

Essas caracteristicas de C. cognata sao totalmente distintas de H. tomentosa, cujas rai-
zes apresentam formatos alongados, cilindricos, com partes mais espessadas e outras com
estreitamentos (‘nds’), de stiber estriado de coloragdo marrom escuro, odor intenso e sabor
adstringente (Figura S2). Na microscopia nao se verificam tricomas nem estruturas escle-
rificadas tipo células pétreas, como os presentes em C. cognata, encontrando-se presenga
abundante de drusas e cristais prismaticos de oxalato de calcio [21].

Sao, portanto, estruturas vegetais totalmente diferentes, nao havendo qualquer se-
melhanca que justifique troca comercial ndo intencional, condigdo comum a diferentes es-
pécies do mesmo género utilizadas na fitoterapia, como ocorre em Baccharis, Bauhinia,
Equisetum, Mikania, Passiflora, Pfaffia, Phyllanthus, dentre outras [3].

2.3 Testes fisico-quimicos, fitoquimicos preliminares e doseamentos

Os resultados das avalia¢Oes fisico-quimicas, fitoquimicas preliminares e dosea-
mento de saponinas e polifendis estdo expressos na tabela 1. Esses dados sao importantes
para caracterizar preliminarmente a droga vegetal e contribuir aos testes de controle de
qualidade.

Tabela 1. Resultados fisico-quimicos, fitoquimicos preliminares e doseamentos da droga vegetal
tubérculos de C. cognata.

. Lo Resultado
Testes fisico-quimicos N .
média * dp
Perda por dessecagao 6 8,5+1,2%
Cinzas totais 6 5,5+0,3%

Cinzas insoliiveis em acido 3 0,8+0,2%
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Teor de extrativos (aquoso) 4 34,8 +1,0%
Testes fitoquimicos preliminares N Resultados
Alcaloides 3 Negativo
Antracénicos 3 Negativo
Cardiotonicos 3 Negativo
Cumarinas 3 Negativo
Esteroides/Triterpenos 3 +
Flavonoides 3 Negativo
Saponinas 3 +
Taninos 3 +

subclasse de hidrolisaveis 3 +
Doseamentos fitoquimicos N Re,su-ltados
média + dp
Indice de espuma para saponinas 3 <100 mL/g
Polifendis totais 3 0,040 + 0,001%
Polifendis nao adsorventes 3 0,038 + 0,001%
Polifendis adsorventes 3 0,002 + 0,001%

Os parametros fisico-quimicos de C. cognata se aproximam dos de H. tomentosa, como
em perda por dessecacio (8,5 versus 11,5% em média), cinzas totais (5,5 vs 4,4%) e cinzas
insolaveis (0,8 vs 0,7%) [22]. Portanto a distin¢ao entre essas duas espécies nao deve ba-
sear-se exclusivamente por esses testes que se mostram similares. Quanto ao teste teor de
extrativos a diferenca é expressiva, com C. cognata apresentando 34,8% de residuo frente
a 44,5% de H. tomentosa [21].

Quanto a diferenciagao entre as espécies com base nas classes fitoquimicas, destaca-
se a presenca, em H. tomentosa, de flavonoides e cardiotonicos [11], inexistentes em C. cog-
nata, enquanto ha similaridade na presenca de esteroides/triterpenos, saponinas e taninos.
Os flavonoides tem sido relatados como os ativos mais importantes em H. tomentosa [21],
podendo ser focados numa avaliagao de distingao entre as duas espécies em questao.

Na parte de dados quantitativos, o indice de espuma é menor que 100 em C. cognata
e variando de 100 a 250 em H. tomentosa conforme as estagdes do ano [21], novamente
valores proximos com base numa metodologia de alta variabilidade. Em relagao aos poli-
fendis totais, a diferenca é relevante (C. cognata 0,04 vs H. tomentosa 8,3%), podendo ser
outro ponto de destaque para a diferenciagao da espécie adulterante frente a classica.

2.4 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi verificada pelo consumo do radical difenilpicrilidrazila
(DPPHe) numa reagao de oxido-redugao, e o grafico da figura 5 mostra a cinética da des-
coloragao desse reagente. Essa atividade, expressa em CEso (concentragao que elimina 50%
dos radicais livres), indica o quao antioxidante € a amostra, isto é quanto menor o valor
da CEso mais ativa é a amostra.

Obteve-se uma CEso de 66,58 pig/mL para extrato de C. cognata.
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Atividade antioxidante de C. cognata
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Figura 5. Grafico da cinética do DPPH restante (%) versus a concentra¢do da amostra (decocto a
20%) em ug/mL.

Este resultado é interessante se comparado, por exemplo, as folhas de ora-pro-ndbis
(Pereskia aculeata Miller), que apresentou um resultado de CEso de 29,92 ug/mL [22], sendo
similar aos efeitos de algumas das espécies avaliadas por Souza et al. [23], que variaram
de 27,59 a 111,14 ug/mL.

Em relagao a atividade antioxidante de H. tomentosa, a literatura nao dispde de
estudos especificos com a metodologia utilizada neste estudo para comparagao, salvo um
pequeno resumo de Bauermann et al. [24] que afirma nao ter sido observado qualquer
efeito antioxidante nas raizes dessa espécie, informacao contraditéria com outros estudos
empregando modelos de lipoperoxidagao in vitro que indicaram inibi¢do desse processo
e aumento nas atividades da enzima superdxido dismutase cerebral [25]. Tal contradigao
pode decorrer da relatada adulteracdo comercial entre essas espécies, dentre outros
motivos ndo determinados.

2.5 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das amostras de C. cognata foi avaliada pelo método de
difusdo em disco utilizando o antibidtico ampicilina (lote 10718005 - Laborclin) 10 pg/mL
como padrao inibitdrio (tabela 2).

Tabela 2. Resultados do teste antimicrobiano com extrato hidroalcéolico 50% de C. cognata (halo de
Inibi¢do — mm)

Teste (5 mg/disco)

Cepas
resultado halo
Bacillus cereus ATCC 11778 + 21 mm
Candida albicans ATCC 14053 + 8 mm
Escherichia coli ATCC 9637 + 23 mm
Staphylococcus aureus ATCC 29213 + 8 mm
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 + 9 mm
Ampicilina + 25 mm

O extrato de C. cognata apresentou um potencial considerado relevante, tanto para
micro-organismos gram positivos (B. cereus, S. aureus, S, epidermidis), para gram negativo
(E. coli), assim como para fungos, no caso de C. albicans (Figura 6), sendo um resultado
interessante a ser desenvolvido em pesquisas posteriores.
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Por outro lado, teste preliminar com 2 mg/disco ndo produziu efeitos inibitorios (da-
dos nao mostrados), indicando que a atividade antimicrobiana depende da concentracao
do extrato, com positividade com 5 mg/disco, mas nédo reproduzindo tais efeitos com me-
nor concentragao.

Figura 6. Fotos dos resultados de halos de inibi¢ao para Escherichia coli (A), Staphylococcus aureus (B),
Bacillus cereus (C), Candida albicans (D) e Staphylococcus epidermidis (E) produzidos por extrato de C.
cognata.

2.6- Avaliagdo farmacologica preliminar

Como evidenciado na tabela 3, nao foi verificada nenhuma alteragao expressiva nos
parametros especificados no protocolo (ataxia, ptose, salivagao dentre outros) nem ocor-
reu mortalidade em qualquer dos grupos e doses avaliados. Portanto, o extrato hidro-
alcdolico de C. cognata mostrou-se nao indutor de efeitos farmacoldgicos agudos e, por
outro lado, igualmente ndo mostrou potencial toxico dentro das dosagens administradas,
com estimativas de DLso acima de 2.000 mg/kg (via i.p.) e de 5.000 mg/kg (via oral).

Tabela 3. Parametros comportamentais e mortalidade do teste farmacoldgico preliminar (N=5 por

grupo)

Via oral Via intraperitoneal

Parametro Controle (doses mg/kg) (doses mg/kg)

100 5000 1 100 500 2000
Ataxia nao nao nao nao nao nao nao
Atividade motora normal +1/5 +1/5 normal normal +1/5 -1/5
Contorgoes nao nao nao nao nao nao +1/5
Convulsao nao nao nao nao nao nao nao
Defecagao 44 52 45 55 45 59 44
Exoftalmia nao nao nao nao nao nao nao
Lacrimejamento nao nao nao nao nao nao nao
Miccao 2 1 1 2 2 1 2
Pelos arrepiados nao nao nao nao nao nao nao
Ptose nao nao nao nao nao nao nao
Reflexo normal normal normal normal normal normal normal
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Salivacao nao nao nao nao nao nao nao
To6nus muscular normal normal normal normal normal normal normal
Tremor nao nao nao nao nao nao nao
Mortalidade 0 0 0 0 0 0 0

Estudo anterior [21] indicou, de forma contraditdria aos presentes resultados, que os
orgaos subterraneos de C. cognata apresentam baixa DLso em fung¢ao da ocorréncia de mor-
talidade nos animais testados a época, o que seria indicativo de riscos. Como a avaliagdo
atual ndo replicou esse resultado, levantam-se davidas sobre a existéncia de diferengas
fitoquimicas, variabilidade sazonal ou de outros aspectos, nao determinados, que podem
ter influenciado os dados. Novas pesquisas nesse tema se mostram necessarias.

3. Material e métodos

3.1 Obtencgio do material botdnico e identificacio

Realizou-se coleta de exemplar da espécie botanica, a qual foi submetida a identifi-
cacdo por especialista e respectiva herborizagdo que seguiu chaves botanicas como a pre-
sente em Dematteis [26]. Complementarmente, foram adquiridas trés amostras de estabe-
lecimentos comerciais e uma de um vendedor ambulante (raizeiro).

A identificagdo dos materiais comerciais foi feita por comparagao organoléptica e
macroscopica com a amostra coletada e complementarmente por uma CCD comparativa
entre a amostra coletada. Foram preparados decoctos das amostras a 20% (peso/volume)
em agua, que foram filtradas e particionadas com 3 porg¢des de 10 mL de acetato de etila
(Dinamica) em balao de separagio. As fases organicas foram levadas a residuo, ressus-
pensas com 1 mL de metanol (Synth) e aplicadas em placas de cromatografia de silica gel
Merck eluidas com mistura de n-butanol (Dinamica) : acido acético (Mec-Lab) : agua
(50:25:25:5) [27]. Foi realizada avaliagdo comparativa dos perfis cromatograficos em ca-
mara escura com luz ultravioleta (Cienlab) de comprimentos de onda 254 e 365 nm e os
melhores sistemas foram fotografados com camera fotografica digital (Nikon Coolpix
L820).

Ap0s as confirmacgoes, os materiais comerciais foram misturados e pulverizados para
os testes seguintes.

3.2 Awvaliagbes organoléptica, macro e microscopica

As avaliagbes organoléptica e macroscopica foram realizadas com os materiais co-
merciais e com a amostra coletada e identificada, anotando-se todas as caracteristicas re-
lacionadas a cor, odor, sabor, textura e busca por matéria organica estranha, conforme
preconizado pela Farmacopeia Brasileira [28]. A avaliagao microscopica foi realizada com
auxilio de lamina de barbear comum obtendo-se se¢des transversais que sofreram clarifi-
cacdo com hipoclorito de sédio comercial (2,5%), foram coradas pelo sistema Safranina -
Azul de Astra (Sigma-Aldrich), observadas em microscépio binocular Nikon SC e foto-
grafadas.

3.3 Testes fisico-quimicos e fitoquimicos preliminares

Foram realizados os testes de perda por dessecagao, cinzas totais e cinzas insoltveis
em acido conforme metodologias oficiais farmacopeicas, realizando-se também a deter-
minacdo do teor de extrativos aquoso [4]. Todos os testes foram realizados em triplicata,
no minimo.

Para os testes dos grupos fitoquimicos foram realizados testes qualitativos conforme
farmacopeia brasileira e métodos recomendados pela Sociedade Brasileira de Farmacog-
nosia [29] relacionados as classes fitoquimicas de mucilagens (teste de intumescimento
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com azul de metileno Synth), flavonoides (teste de cianidina e reacao com cloreto de alu-
minio Sigma), taninos (reacdo com gelatina, cloreto férrico a 1% e acetato de chumbo
Synth), antraquinonas (livres, O e C-heterosideos), alcaloides (com os reagentes de Dra-
ggendorff, Mayer e Bertrand (Sigma-Aldrich); testes direto e confirmatdrio), cumarinas
(microssublimacao e reagado de fluorescéncia com NaOH 10% Dinamica em luz UV), este-
roides/triterpenos (coloragao apos anidrido acético e de acido sulfarico concentrado Di-
namica) e saponinas (teste de espuma persistente). Cada teste foi devidamente acompa-
nhado de avaliagao comparativa com drogas padrao.

3.4 Determinagoes quantitativas

3.4.1 Indice de espuma para saponinas

Pesou-se 1 g do material vegetal reduzido a po fino e transferiu-se para Erlenmeyer
com 50 mL de 4gua fervente, mantendo-se sob fervura moderada por 30 minutos. Res-
friou-se e filtrou-se para balao volumétrico de 100 mL, completando-se o volume. Distri-
buiu-se o decocto em 10 tubos de ensaio com tampa (16 mm de diametro por 16 cm de
altura), em série sucessiva de 1 até 10 mL ajustando-se o volume em cada tubo para 10 mL
com agua. Os tubos foram tampados e agitados energicamente por 15 segundos. Deixou-
se em repouso por 15 minutos e mediu-se a altura da espuma. O indice de espuma € cal-
culado segundo a equagdo 1000/A, sendo A o volume, em mililitros, do decocto usado
para preparacao da diluigao no tubo onde a espuma foi observada [28].

3.4.2 Polifendis totais, nio adsorventes e adsorventes (taninos totais)

Esse teste foi realizado conforme o método de Glasl [30], com pequenas modifica-
¢Oes. Para a determinagao de polifendis totais (PT), 5 mL da solugao de 0,750g da amostra
e 150 ml de &gua, agitada por 30 minutos a 70°C, foram diluidos com dgua em baldo vo-
lumétrico de 25 mL. Dois mililitros desta solu¢ao foram transferidos com 1 mL do reagente
de Folin-Ciocalteau (Merck) e 10 mL de agua para um baldo volumétrico de 25 mL, com-
pletando-se o volume com solugéo de carbonato de sédio (Dinamica) a 14,06 %. Apds 15
minutos da adi¢ao da tltima solugao, mediu-se a absorbancia em 691 nm no espectrofo-
tometro Fento 800XI, empregando-se a agua como branco.

Para a determinacao de polifendis ndo adsorventes (PNA), 10 mL da solucio e foram
transferidos com 0,100 g de pd-de-pele R levemente cromado (Freiberg - Alemanha) para
um béquer e agitados durante 60 minutos. Apos este tempo, a solugao foi filtrada. Cinco
mililitros do filtrado foram diluidos com agua para 25 mL em baldao volumétrico. Dois
mililitros dessa solucdo foram transferidos com 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteau
(Merck) e 10 mL de agua para um balao volumétrico de 25 mL completando-se o volume
com solucao de carbonato de sédio (Dindmica) a 14,06%.

Apos 15 minutos da adi¢ao da dltima solucao mediu-se a absorbancia em espectro-
fotdometro a 691 nm, empregando-se a agua como branco. O conjunto de operagdes (extra-
cao e diluigdes) foi realizado sob protecao da agao da luz direta. As porcentagens foram
calculadas segundo as férmulas a seguir.

PT= = 15625 x Abs. PT

1000 x m
PNA= 15625 x Abs. PNA
1000 x m
TT =PT -PNA

Onde: PT = Polifendis Totais (%); PNA= Polifentis nao Adsorventes (%); Abs.= Ab-
sorbancia medida; m= massa da droga em g; TT= Teor de Taninos Totais (%).

3.5 Avaliacdo da atividade antioxidante

Este método se baseia na redugao do radical 2,2’-difenil-1-picrilhidrazila (DPPHe)
em solucdo de etanol, o qual apresenta um maximo de absorcdo a 515-528 nm. Ao fixar
um He, abstraido ao antioxidante em estudo, observa-se uma diminui¢ao na absorbancia,
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0 que permite calcular, apds estabelecimento do equilibrio da reac¢do, a quantidade de
antioxidante gasta para reduzir 50% do DPPHe (CE-so) [31].

Preparou-se uma solugao a 10% de droga e 90% de alcool etilico (Synth) e determi-
nou-se o teor dos solidos soltveis para posterior utilizacao no procedimento de atividade
antioxidante. Este teor foi obtido segundo o procedimento a seguir: foram pesados os bé-
queres de 25mL e anotados os pesos. Foram pipetados 5 mL da solugao de extrato em cada
béquer e levados a estufa Fanem 502 a 60 °C até a secura. Os béqueres foram retirados da
estufa e resfriados em dessecador. Foram pesados e repetiu-se a operacao até peso cons-
tante. O procedimento foi realizado em triplicata e a quantidade de sélidos soltveis foi
calculada pela formula:

% sol. soluveis (m/V) = (m —b) x 100
Va
% sol. soluveis (m/m) = % sol. soluvel (m/V) / densidade

Onde: b é a massa do béquer; m é a massa final da solugdo mae (SM), apds secagem;
densidade da SM = m/V (massa da aliquota de 5 mL pesada, e V o volume de 5 mL)

Foram utilizadas as solu¢des-mae (SM) cujo valor dos sélidos soltveis foi determi-
nado conforme procedimento acima. Foram entao obtidos os extratos a 0,01% (m/V) a par-
tir das solu¢des-mae. Aproximadamente 10 tubos foram organizados, enumerando-os de
0 até 10. Foram adicionados os volumes de 4lcool e da SM a 0,01% em cada tubo, de acordo
com a diluicdo desejada. O volume de DPPH (Sigma) foi adicionado no 1° tubo e o crono-
metro ligado, desligando-o depois de um minuto. O DPPH foi adicionado nos outros tu-
bos a cada 1 minuto. A leitura foi feita em espectrofotometro (Cary 50) apds 30 minutos
da adi¢ao do DPPH no 1° tubo no comprimento de onda de 217 nm. Foi feito um grafico
absorbancia (em %) versus a concentragao da solugao mae (pg/mL) e calculada a CEso pela
planilha, pelo método dos minimos quadrados.

3.6 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Essa atividade foi verificada pelo método de difusdo em disco (ensaio preliminar)
para se confirmar suas atividades contra alguns micro-organismos basicos, conforme pre-
conizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute [32]. Foi analisado um extrato
hidroalcéolico 50% (v/v) e de concentragao de 5% (25 g para 500 mL de liquido extrator)
dos tubérculos e raizes de C. cognata obtido em maceracao dinamica por 24 h, filtrado e
liofilizado. O liofilizado foi diluido em agua a 100 mg/mL de concentragio; a colocacdo de
50 pL dessa solugao por disco de papel forneceu a quantidade de 5 mg para o teste.

Os inodculos foram preparados através de suspensao direta do crescimento microbi-
ano com turvacao equivalente a 0,5 da escala de Mc Farland (1,5x108 UFC/mL) em 0,5 mL
de solucdo salina a 0,85% (NaCl). Em seguida um swab estéril foi imerso no in6culo e es-
triado na placa de Petri contendo meio de cultura (Muller-Hinton adgar Merck). Apos 20
minutos, foram colocados discos impregnados com 5 mg do extrato vegetal. As placas
foram inoculadas a 37 °C por 24 horas e em seguida os halos de inibi¢ao (em mm) foram
medidos com régua [33].

3.7 Awvaliagdo farmacoldgica preliminar

Foram utilizados camundongos sui¢os machos, jovens (2 meses), pesando entre 20-
30g, oriundos do biotério da Unicamp (CEMIB - Centro Multidisciplinar para Investiga-
¢ao Biologica). Os animais foram aclimatados no Laboratdrio de Farmacologia Experimen-
tal da Uniban e pesados.

Preparou-se extrato hidroalcdolico a 20% (p/v) com etanol (Sinth) 50% (volume/vo-
lume) dos tubérculos de C. cognata, seguido de concentragao e liofilizagdo. Grupos de 5
camundongos receberam diferentes doses do liofilizado solubilizado em dgua, sendo de
1, 100, 500, 2000 mg/Kg por via intraperitoneal, 100 e 5000 mg/kg por via oral mais um
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grupo controle (total= 35 camundongos). Imediatamente apds a administragao, foram co-
locados em gaiolas de arame, sendo observados nos tempos de 5, 15 e 30 minutos, 1 e 4 h
e a cada 2 dias até completar 14 dias, com pesagem regular, anotando-se todos os com-
portamentos pertinentes a expressao de algum efeito farmacoldgico e/ou tdxico [34]. Com
base na ocorréncia de mortalidade, pode-se obter também dados indicativos preliminares
de toxicidade aguda.

4. Conclusoes

As presentes informagdes confirmam que os tubérculos de C. cognata sao adulteran-
tes comerciais das raizes de H. tomentosa, situacado comercial que vem se mantendo, pelo
menos, ha 30 anos no mercado brasileiro.

Complementarmente, os dados contribuem para a caracterizagao dos tubérculos de
C. cognata e podem compor uma monografia de especificagdes de qualidade nos moldes
farmacopeicos a ser empregada rotineiramente pelas empresas que comercializam maté-
rias-primas vegetais e produtos delas derivados.

As caracteristicas dos tubérculos de C. cognata mostram-se bastante diferentes das
raizes de H. tomentosa, nao justificando a adulteragao verificada. Por outro lado, também
nao ha semelhangas fitoquimicas ou farmacoldgicas que possam induzir a alguma substi-
tuicao alternativa tipo sucedaneo. Indica-se o uso da avaliagao dos flavonoides e dosea-
mento dos fendis totais como parametros fitoquimicos de diferenciagao entre as espécies.

Em relacdo as atividades bioldgicas avaliadas, destacam-se os efeitos antimicrobianos
sobre bactérias gram positivas, gram negativas e fungos (particularmente sobre B. cereus,
S. aureus, S, epidermidis, E. coli e C. albicans) e, em menor escala, e também a atividade
antioxidante, efeitos que podem ser posteriormente melhor avaliados e caracterizados.

Por fim, reitera-se a necessidade da ampliagao e insisténcia nas atividades de vigilan-
cia sanitaria nessa area de comércio de drogas vegetais, atualmente também realizado via
internet e redes sociais, tendo em vista ser um setor historicamente relacionado a erros,
confusdes e adulteracdes, situagdes obviamente inadequadas e perigosas aos usudrios e
pacientes.
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Material Suplementar

Figura S1. Exsicata de C. cognata identificada botanicamente e herborizada
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Figura S2. Raizes de Heteropterys aphrodisiaca nas formas fresca e seca




