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RESUMO

O Brasil concentra 0 maior nimero de angiospermas do planeta e variado
conhecimento tradicional associado. Todavia, somente cerca de 1% das espécies da Mata
Atlantica ja foram estudadas quimicamente. A espécie Echinodorus grandiflorus (Cham
& Schltdl) Micheli, conhecida popularmente como chapéu de couro é uma espécie nativa
do territdrio brasileiro com conhecida utilizacdo medicinal e indicada para o tratamento
de diversas enfermidades. Estudos preliminares descritos na literatura, demonstraram que
0 extrato bruto da espécie E. grandiflorus apresenta uma diversidade quimica estrutural
em diterpenos e flavonoides além de significante atividade anti-hipertensiva em ratos. A
hipertensdo e doencas cardiovasculares representam um dos maiores problemas de satde
publica em todo mundo. No Brasil, cerca de 30% dos 6bitos estéo relacionados as doencas
cardiovasculares. O objetivo deste trabalho foi sistematizar o conhecimento acumulado
da espécie Echinodorus grandiflorus a partir da abordagem farmacol6gica e toxicoldgica
da espécie e seus marcadores quimicos descritos na literatura. Os dados farmacoldgicos
descritos na literatura demonstram que o extrato hidroalcdolico apresenta um potencial
efeito anti-hipertensivo por via oral sem causar toxidez aparente em ratos, sendo esta
atividade corroborada pelos mecanismos de a¢do dos marcadores quimicos isolados na
espécie. O metodo empregado nesse estudo consistiu em revisdo bibliografica ndo
exaustiva de artigos cientificos, dissertacdes e teses relacionados a espécie Echinodorus
grandiflorus e seus marcadores quimicos. Foram utilizadas ferramentas de busca virtuais
como o Scifinder, ISI Web of Science, Pubmed e sites de patentes como o site eletronico
do Instituto Nacional de Propriedade Industrial — INPI, do Escritorio de Patentes Europeu
— EPO e do United States Patent Trade Office — USPTO para a busca de documentos
relacionados & inovacdo envolvendo a espécie estudada. O potencial farmacoldgico e
comercial descrito para o chapéu-de-couro e seus marcadores quimicos torna explicito a
necessidade de validacéo da espécie E. grandiflorus, assim como sugere maior atencéo a
mesma no sentido de se investir no processo de P&D a fim de promover a inovagédo

utilizando a biodiversidade nacional.

Palavras-chave: Echinodorus; E. grandiflorus; anti-hipertensivo, plantas medicinais;

chapéu-de-couro.



ABSTRACT

Brazil has the largest number of angiosperms in the planet and great variety of traditional
knowledge. However, about only 1% of Atlantic Forest species have been studied
chemically. The species Echinodorus grandiflorus (Cham & Schltdl) Micheli, popularly
known as leather hat is a native species of the Brazilian territory with known medicinal
use and indicated for the treatment of various diseases. Preliminary studies described in
literature proved that the crude extract of the species E. grandiflorus has a chemical
diversity specially based in diterpenoids and flavonoids, as well as significant anti-
hypertensive activity in rats. Hypertension and cardiovascular diseases represent a major
public health problem worldwide. In Brazil, about 30% of deaths are related to
cardiovascular disease. The aim of this study was to systematize the accumulated
knowledge of the species Echinodorus grandiflorus from the pharmacological and
toxicological approach of the species and its chemical markers in the literature. The
pharmacological data reported in the literature shows that the hydroalcoholic extract has
a potential antihypertensive effect orally without causing apparent toxicity in rats, and
this activity is supported by the mechanisms of action of isolated chemical markers in the
species. The method used in this study consisted of non-exhaustive literature review of
scientific papers, dissertations and theses related species Echinodorus grandiflorus and
its chemical markers. Virtual search tools were used such as Scifinder, ISI Web of
Science, Pubmed and patent sites like electronic website of the National Institute of
Industrial Property - INPI, the European Patent Office - EPO and the United States Patent
Trade Office - USPTO were used for searching related documents related to innovation
involving this species. Pharmacological and commercial potential described for the
species leader hat and its chemical markers becomes explicit the need for validation of
the species E. grandiflorus, and suggests more attention to it in order to invest inthe R &

D process in order to promote innovation using national biodiversity.

Keywords: Echinodorus; E. grandiflorus; antihypertensive; medicinal plants; chapéu-de-

couro.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Partes aéreas de Echinodorus grandiflorus Mitch. em seu habitat

MBEUTALL ..ottt b s et et et e b et et bt 15
Figura 2 - Principais substancias bioativas isoladas de Echinodorus

GrANAITIOTUS. ...t ettt 27



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Patentes relacionadas a espécie chapéu-de-couro

Vi



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACE - Acetil colinesterase

AMPc — Monofostato ciclico de adenosina

ATP — Adenosina Trifosfato

Ca - Célcio

ClI - Cloro

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
CGEN - Conselho de Gestdo do Patrimbnio Genético
COX - Ciclooxigenase

CYP 450 - Citocromo P 450

DNA — Acido desoxirribonucléico

DL - Dose Letal

EPO - European Patent Organization

EtOH - Fracdo Etandlica

FIOCRUZ - Fundagéo Oswaldo Cruz

GMPc - Monofosfato ciclico de guanosina

K - Potéssio

IC50 — Concentracdo Inibitoria para 50% das amostras
INP1 — Instituto Nacional de Propriedade Industrial
NO - Oxido Nitrico

MIC - Concentragdo Minima Inibitoria

MS — Ministério da Saude

L - NAME - Ester Metilico de Nitro-L-Arginina
OMS - Organizagdo Mundial de Saude

P&D - Pesquisa e Desenvolvimento

PAF — Fator de Agregacdo Plaquetaria

PGE?2 - Prostaglandina

PNPIC - Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
PNPMF - Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
PPPM - Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais
PUBMED - Buscador de artigos publicados na 4rea médica
RENAME - Relacdo de Medicamentos Essenciais

Vi



RENISUS - Relacdo Nacional de Plantas Medicinais com Potencial de Utilizagdo no

Sistema Unico de Sadde

ROS - Espécie reativa de oxigénio

SCIFINDER - Buscador de artigos cientificos
SUS - Sistema Unico de Satide

TNF - alfa — Fator de Necrose tumoral alfa
THP-1 - Tipo de célula (mondcito)

USPTO - United States Patent Trade Organization

viii



SUMARIO

L. INTRODUGAOD ...ttt st sn e et e 09
2. JUSTIFICATIVA ettt et ettt et ettt e 13
IO L= N | I SR 14
3.1. ODjetiVOS ESPECITICOS .....eeueuereeieriieieiie ettt et e e e bt e e 14
4. REFERENCIAL TEORICO ..ottt an s, 15
4.1. Aspectos Bioecoldgicos da ESPECIE ........cccoeviririiiere e 15
4.1.1. Panorama Taxondmico da ESPACIE. ......coeeeruiireiriire e s 15
4.1.2. ASPECTOS BOTANICOS. ... c.viveieieciieieeiie ettt 17
4.1.3. Habitat e Distribuicdo Geografica .........cccuvvrerririiiii e e 17
4.1.4. ASPECtOS AQrOECOIOTICOS. ... cuccviriiicteiiiie ettt 18
4.1.5. Aspectos EtnofarmacolOgiCos. . ........coveviiirierire et e e 19
4.2. Aspectos QUIMICO da ESPECIE. ........ceuriiriiiiret et 21
4.2.1. Perfil QUIMICO da ESPECIE........ccoiiieiiiie ettt e e 21
4.3. Atividades farmacolGgicas relacionadas.............ccueoeceirieiniins i 22
4.4. Aspectos toxicol6gicos do E.grandiflorus............cceoiiiiiiiiieiic i 26
4.5. Potencial farmacoldgico dos MetabOlitos. ..........ccoveerirenriiese e 28
4.5.1. Potencial farmacoldgico dos marcadores quimicos da especie.............cccueerureene. 28
4.5.2. Atividades Descritas para 0os Flavondides da ESpéCie............c.ceoeerineriinicnecnnnns 29
4.6. Inovacdo Tecnoldgica a partir da ESPACIE.......ccoouvuereririeieriie e et e 41
4.6.1. Pedidos de Patente relacionados a espécie E.grandiflorus............ccccocoeniiinnns 41
5. METODOLOGIA ...ttt e see e neeas 42
6. CONSIDERAGOES FINAIS........ooiee et ereetees e eseesesen s enas s sn e 43
7. REFERENCIAS ..ottt sttt 44



1. INTRODUCAO

A partir do século XIX, o desenvolvimento da quimica organica foi impulsionado
pelo estudo de plantas medicinais e isolamentos das substancias bioativas presentes
nessas espécies, os principios ativos. Nesse periodo houve o isolamento e a caracterizagéo
de importantes substancias farmacologicamente ativas utilizadas até hoje para fins
medicinais, como € o caso do acido acetilsalicilico, da morfina, da escopolamina, atropina
e fisostigmina por exemplo (BARREIRO et al., 2006). Nas tltimas décadas, o emprego
de substancias de origem natural na busca de novas moléculas bioativas teve grande
importancia no cenéario farmacéutico, haja visto que cerca de 25% dos farmacos
empregados nos paises desenvolvidos sdo produzidos diretamente ou indiretamente de
produtos naturais, sendo 70% dos antitumorais e antimicrobianos séo de origem natural
ou semi-sintese (NEWMAN AND CRAGG, 2007).

O Brasil, embora apresente uma vasta flora contendo um acervo de 55 espécies
vegetais, maior nimero de angiospermas do planeta, e uma rica cultura popular
tradicional em plantas medicinais, possui somente cerca de 1% das espécies da Mata
Atlantica estudadas (MYERS et al., 2000). O reduzido investimento em estudos
fitoquimicos e farmacoldgicos envolvendo a biodiversidade nacional com criagdo de
bancos de germoplasma e banco de substincias/extratos no pais retarda o avango da
descoberta de novos farmacos de origem natural no pais. No passado, muito da
biodiversidade nacional foi usurpada por meio de biopirataria, gerando dividendos em
paises desenvolvidos com a utilizagdo de espécies nativas do Brasil. A caréncia de uma
politica direcionada para a pesquisa e valorizacéo do patrimdnio natural brasileiro refletiu
durante muito tempo na politica de satide publica do pais, visto que em alguns casos, parte
das doengas modernas e endémicas do pais poderia ser tratada eficientemente com o uso
de plantas medicinais ou utilizadas como adjuvantes no tratamento de diversas

enfermidades.

A quimica de produtos naturais visa o imediato esclarecimento e registro dos
constituintes quimicos presentes no metabolismo secundério das plantas. A importancia
cientifica de pesquisas desenvolvidas nessa &rea vem contribuindo na identificacdo e
aplicacdo bioldgicas de diversas substancias ou mistura de substancias, possibilitando

assim, um controle racional e mais seguranga no emprego de plantas como medicamento.
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Vérios farmacos de origem natural foram descobertos e ainda séo utilizados na
terapéutica mundial. Como exemplo, podemos citar o metabolito derivado diterpenoidico
taxol isolado de Taxus brevifolia, assim como a utilizagdo do extrato padronizado 0s
Ginkgo biloba contendo flavoides e diterpenos ginkgolidos (24 e 6%) respectivamente, e
0 esteviosideo isolado Stevia rebaudiana que séo de grande importancia para a industria
farmacéutica (BARREIRO et al., 2006).

Nesse contexto, as espécies de plantas medicinais sdo importantes insumos para a
fabricacdo de medicamentos. Todavia, assim como os medicamentos alopaticos, 0s
constituintes naturais sdo considerados substancias xendbias ao organismo humamo,
podendo trazer riscos para a saude em casos de toxidez. Muitas espécies sdo utilizadas
sem qualquer validacéo cientifica para garantir a seguranca e eficacia de uso, sendo muito
utilizadas em praticas populares e tradicionais como misturas caseiras e comunitéarias no
processo conhecido como medicina tradicional. O Brasil, considerado um pais de
megadiversidade, possui uma rica diversidade cultural e étnica que resultou num acimulo
de conhecimentos tradicionais e tecnoldgicos passados de geracdo a geracdo entre 0s
diferentes povos que compuseram a populacdo brasileira desde a colonizagdo. Dentre
estes se destaca o vasto acervo de conhecimentos sobre o manejo e o uso de plantas
medicinais. Muitas espécies medicinais brasileiras podem ser encontradas especialmente
nas primeiras edicbes da Farmacopéia Brasileira. Todavia, a maioria das espécies
descritas continuam a ser exdticas, principalmente espécies europeias, 0 que demonstra a
necessidade iminente de valorizagéo e estudo aprofundado sobre o potencial quimico e
utilizagdo das espécies brasileiras (ALVES, 2013).

A biodiversidade, do ponto de vista da preservacdo e da sustentabilidade, é
considerada uma estratégia para a soberania sobre o0s recursos naturais do Brasil. A partir
de 2001 com a criacdo e regulamentacdo do Conselho de Gestdo do Patriménio Genético
(CGEN), houve inicio no pais a prote¢do aos recursos naturais nativos (material genético
e produtos oriundos de organismos vivos) antes demasiadamente explorada por
biopirataria internacional. Nos primeiros quinze anos de existéncia do CGEN, o lento e
dificultoso processo burocratico de pedidos de acesso ao patrimdnio genético culminou
em muitas multas milionérias aplicadas as empresas e pesquisadores da area de fitos no
pais, ocasionando um retrocesso na pesquisa fitoquimica e desenvolvimento tecnoldgico

no pais.
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Com o adjunto da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos
(PNMF) em 2006, a pesquisa, a valorizagdo da biodiversidade e do conhecimento
tradicional, assim como a sustentabilidade ganharam importancia no cenéario politico no
pais. Esses temas estdo presentes nas diretrizes nessa Politica inovadora nas politicas
publicas de satde por englobar temas como meio ambiente, desenvolvimento econémico
e social. Sua implementacdo propde agles transversais dentro destes temas com o
objetivo de promover melhorias na qualidade de vida da populagéo brasileira (BRASIL,
2006a). Paralelamente, a PNMF, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares do SUS de 2006 contribuiu para a democratizagdo da fitoterapia no pais,
abrindo o mercado para a insercdo de fitoterapicos no Brasil e consolidacdo de préaticas
terapéuticas alternativas a fim de garantir a melhoria do bem-estar fisico e mental dos
pacientes do SUS (BRASIL, 2006b). Em 2008, houve a criacdo da Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS). Foi apresentada uma lista com 71
plantas medicinais que apresentam potencial para gerar produtos de interesse ao SUS. A
finalidade da lista é orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboragdo da
relacdo de fitoterdpicos disponiveis para uso da populagéo, com seguranga e eficicia para
0 tratamento de determinada doenca (BRASIL, 2008c). A cada ano, é estimulado o
preparo de novas monografias e estudos por parte dos centros de pesquisas do pais. O
acumulo de informacgdes visa a garantia da seguranga e eficacia das plantas medicinais, e
servir de suporte para a utilizagio das mesmas pelo Sistema Unico de satide. O Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos criado em 2008 fortaleceu a
implementacdo e estimulou a utilizagdo e pesquisa de espécies com potencial
farmacoldgico no pais como um ato concreto da PNMF (BRASIL, 2008d). Em 2008, a
insercdo de 12 fitoterdpicos na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(RENAME) ampliou o arsenal terapéutico nacional, aumentando a oferta de opgOes de
substituicdo de medicamentos disponiveis no mercado e estimulando a utilizacdo de
plantas medicinais devidamente validadas cientificamente (BRASIL, 2008e). O avango
das pesquisas com plantas medicinais no pais é impulsionado pelas politicas publicas de
saude, as quais visam estimular cada vez mais a inser¢do futura de novas espécies
devidamente validadas na lista de medicamentos essenciais e possiveis novas fontes
terapéuticas. Nesse intuito, muitas espécies de uso tradicional tem sido pesquisadas e
contribuido para a composicéo de monografias que futuramente fardo parte da RENISUS
e consequentemente da RENAME. Nesse contexto, muitas espécies conhecidas e de uso

popular no pais ainda aguardam validagdo cientifica para configurar no cenério medicinal
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do SUS, como ¢é o caso da espécie conhecida como chapéu-de-couro no Brasil, a espécie
Echinodorus grandiflorus. Apesar dos registros de utilizacdo popular da espécie para
algumas enfermidades e a existéncia de dados referentes ao potencial farmacoldgico da
planta medicinal na literatura, a mesma ainda néo consta em nenhuma lista potencial de
plantas medicinais no pais, sendo necesséria uma validac&o cientifica para assegurar o

potencial terapéutico e eficacia da espécie.

A espécie Echinodorus grandiflorus (Cham & Schltdl) Micheli, (Figura 1)
conhecida popularmente como chapéu-de-couro apresenta diversas indicacbes
etnofarmacolégicas atribuidas frequentemente as propriedades: antiartritica, anti-
inflamatdria, antirreumatica, diurética e hipotensora (TIBIRICA et al, 2006; PRANDO
et al., 2015; GARCIA et al., 2010). Tal espécie nativa brasileira tem sido comumente
utilizada na medicina popular como anti-hipertensivo natural devido principalmente a sua
acdo diurética apresenta dados cientificos que corroboram essa indicagdo de uso
etnofarmacolégicos. Estudos preliminares descritos na literatura, demonstraram que o
extrato etandlico bruto da espécie E. grandiflorus apresenta uma diversidade quimica
estrutural em diterpenos e flavondides, além de apresentar potencial atividade anti-
hipertensiva em ratos. Os dados farmacoldgicos demonstram que o extrato hidroalcéolico

apresenta também efeito anti-hipertensivo por via oral sem causar toxidez aparente.

As doencas cardiovasculares representam um dos maiores problemas de salde
publica ndo s6 nos paises desenvolvidos, mas também nos paises em desenvolvimento.
Dados do Ministério da Saide mostram que no Brasil, cerca de 30% dos 6bitos estéo
relacionados as doencas cardiovasculares (BRASIL, 2011f). O estudo fitoquimico e
farmacoldgico de espécies com propriedades cardiovasculares poderiam auxiliar na
terapia tradicional servindo como adjuvantes alternativos as terapias convencionais e/ou
facilitar o acesso a medicamentos em locais de dificil acesso por meio da propria
utilizacdo das plantas medicinais in natura ou de derivados produzidos por farméacias

vivas locais.

Visando o desenvolvimento e a inovagdo com a utilizacdo da biodiversidade do
pais, os fitoterapicos a partir de espécies nativas do Brasil sdo essenciais para que a
pesquisa nacional inove em salde publica, criando novas alternativas de tratamento e
aumente o acesso universal aos medicamentos essenciais. Desta forma, este trabalho tem

como proposta integrar 0s conhecimentos tradicional, cientifico, e o patentério
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envolvendo o conhecimento e o potencial de inovacéo tecnoldgica inerente & espécie
chapéu-de-couro a fim de que inovacfes no &mbito da saide acontegam, auxiliando o

fortalecimento das bases produtivas e da competitividade industrial nacional.

2. JUSTIFICATIVA

Apesar de ser referéncia na producdo de vacinas e medicamentos no pais, a
Fiocruz (Fundagdo Oswaldo Cruz) ainda ndo possui nenhum fitoterdpico na linha de
producgdo. Todavia, possui uma reconhecida estrutura de P&D na &rea de Produtos
Naturais e desde 2006 segue alinhada com a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos aprovada pelo Governo Federal. Atualmente, diversos projetos de pesquisas
seguem em andamento, tendo Farmanguinhos um papel de destaque na area de pesquisa
em produtos naturais e com grande atuagdo na interacdo de cadeias produtivas com o
projeto RedesFito. Entretanto, alguns projetos ja possuem décadas de estudo e algumas
espécies ainda ndo foram se quer inseridas na lista da RENISUS. Assim, este trabalho
visa investigar o acervo literério sobre a quimica e o potencial toxico/farmacoldgico dos
metabolitos da espécie Echinodorus grandiflorus (espécie estudada por Far-manguinhos),
analisando os marcadores quimicos e toxicoldgico j& descritos na literatura e
correlacionando com o potencial de utilizagcdo e inser¢cdo de diferentes formas
farmacéuticas dessa espécie aplicadas a demanda evidenciada pelo perfil epidemioldgico,
com a identificagdo dos diferentes processos de adoecimentos relacionados ao seu uso. A
caréncia de interacdo entre 0s possiveis atores da cadeia produtiva (fornecedores de
matéria prima e industrias produtoras de extrato em larga escala para o desenvolvimento
do fitoterapico) nos motiva a investigar e analisar o potencial de utilizago da espécie no
contexto da inovacédo e sua importancia frente as necessidades de alternativas terapéuticas
no pais, principalmente em areas de dificil acesso ou carentes. Assim, a partir deste
documento fomentar possibilidades de aproveitamento da biodiversidade nacional em

estratégias inovadoras viaveis na area de fitomedicamentos.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivos Gerais:

e Sistematizar o conhecimento acumulado da espécie Echinodorus grandiflorus a
partir da abordagem farmacoldgica, toxicoldgica e patentaria da espécie e seus

marcadores quimicos descritos na literatura.

3.2. Objetivos Especificos:

e Investigar o potencial farmacoldgico e toxicologia dos metabdlitos descritos para
a espécie;

e Investigar o potencial de desenvolvimento de um fitoterdpico a partir da espécie
E. grandiflorus com base nos marcadores quimicos e potencial farmacolégico dos
mesmos;

e Estimular o emprego da espécie para fins medicinais no pais e validagdo de seu
potencial farmacolégico, assim como insercdo da espécie nas listas de plantas

medicinais de interesse governamental;
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. ASPECTOS BIOECOLOGICOS DA ESPECIE.

4.1.1. Panorama taxondmico da espécie.

O género Echinodorus pertencem a familia Alismataceae e se distribuem por todo
continente Americano, sendo composto por 27 espécies, caracterizadas como
monocotileddnias. Dentre as espécies mais conhecidas e utilizadas no pais estdo a E.
grandiflorus e E. macrophyllus, as quais possuem caracteristicas botanicas e propriedades
medicinais semelhantes e sdo denominadas de “chapéu-de-couro”. O género € constituido
por espécies aquéticas que crescem ocasionalmente submergidas apresentando folhas
grandes e coriaceas caracteristicas, por isso 0 nome “chapéu de couro”. Muitas espécies
apresentam inflorescéncias caracterizadas por flores brancas delicadas, sendo muito
utilizadas na ornamentacdo (HAYNES & HOLM-NIELSEN, 1986). Ao todo, 18 espécies
pertencentes ao género Echinodorus podem ser encontradas no Brasil (DUTRA et al.,
2006). Vérias espécies de Echinodorus séo utilizadas na medicina popular, entre elas: E.
grandiflorus, E. paniculatus Mich., E. argentinensis Rataj. e E. macrophyllus (REGO,
1988).

Uma das espécies mais conhecidas e utilizadas popularmente é a espécie
Echinodorus grandiflorus (Chamisso & Schlechtendal) Michelli. Dependendo da regido
do pais, a espécie E. grandiflorus pode receber diferentes denominacgdes conforme as
tradicOes e cultura local. Dentre os principais nomes mais comumente utilizados para a
espécie constam: ““chapéu-de-couro, aguapé, cha-de-campanha, cha-do-brejo, cha-de-
pobre, chd-mineiro, congonha-do-brejo, erva-do-brejo, erva-do-pantano” (LORENZI &
MATQOS, 2002). A caracterizacdo botanica é imprescindivel para garantir o controle de
qualidade e a manutencg&o das caracteristicas quimicas da espécie. Além das semelhancas
anatdbmicas entre algumas variedades de Echinodorus, existe na literatura uma série de
sinonimias para essa espécie, 0 que demanda uma pesquisa laboriosa a fim de cobrir toda
a gama se citagdes atribuidas a espécie. Dentre as sinonimias existentes para a espécie E.
grandiflorus constam: Alisma grandiflorum Cham. et Schlecht., Alisma floribundum
Seub., Echinodorus argentinensis Rataj, Echinodorus sellowianus Buchenau,
Echinodorus floribundus (Seub.) Seub., Echinodorus grandiflorus var. aureus Fassett,

Echinodorus muricatus Griseb., Echinodorus grandiflorus var. longibracteatus Rataj,
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Echinodorus grandiflorus var. ovatus Micheli, Echinodorus longicapus Arechav.,

Echinodorus muricatus Griseb., Echinodorus muricatus Wood. et Schery (MISSOURI

BOTANICAL GARDEN, 2016).

Figura 1. Partes aéreas de Echinodorus grandiflorus Mitch. em seu habitat natural.
Fonte: Foto de André M. Marques.

4.1.2. Aspectos Botanicos

A espécie Echinodorus grandiflorus se apresenta como planta herbacea ou
subarbusto aquatico, perene, acaule, rizomatoso, de comprimento variando entre 0,5 e
0,9m de altura. As folhas sdo emersas, longo-pecioladas subcordata, laminas foliares

ovaladas de 10-40cm x 05-30cm; ductos secretores translicidos como marcas pontuais,
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nervacao campilodroma, 11 a 17 nervuras, apice acuminado, arredondado a levemente
retuso; base truncada ou cordada. Escapo triangular ndo alado. Inflorescéncia tirso
homocladico ou heterocladico, eixo 30-63cm de comprimento, ereto, 12 a 14 zonas de
ramificagdo, uma zona de ramificacdo com eixos secundarios, plantulas se desenvolvem
na inflorescéncia; bracteas ovaladas a lanceoladas. Flores longo-pediceladas, pedicelos
10-22mm de comprimento; sépalas ovaladas, 4,0-6,5mm de comprimento, 4,5-5,0mm
de largura, 10-12 nervadas, glabras, persistentes; pétalas ovaladas, 10-12mm de
comprimento, 8-12mm de largura, ndo unguiculadas; 18 a 26 estames, filetes lineares,
anteras dorsifixas, apice obtuso, estruturas secretoras ausentes, carpelos numerosos,
superior a vinte. Aguénios oblanceolados, glandulares. Sementes obovaladas, castanhas,
superficie ornamentada, reticulada (RATAJ, 1978; REGO, 1988; HAYNE & HOLM-
NIELSEN, 1994; MATIAS, 2007).

4.1.3. Habitat e distribui¢do geografica

A familia Alismataceae possui ampla distribuicdo geografica, sendo composta por
12 géneros e cerca de 80 espécies. No Brasil esta familia é representada por dois géneros
(SOUZA & LORENZI, 2005). O género E. grandiflorus é o representante mais
comumente encontrado no Brasil, sendo comum o erro de caracterizacdo com a espécie
E. macrophyllus (CORREIA JUNIOR, 1994; SILVA JUNIOR et al., 1994). Tal espécie
compde parte caracteristica da flora palustre e lacustre do litoral sul brasileiro
(REITZ,1961; CORDAZZO & SEELIGER, 1995; FALKENBERG, 1999). A
distribuicdo geografica da espécie € descrita como restrita as Américas, com registro do
Norte do México e Regido Insular das Antilhas ao Sul da Argentina (LOT et al., 1999;
MISSOURI BOTANICAL GARDEN, 2016). A especie E. grandiflorus encontra-se
preferencialmente presente em mananciais aquéticos e terrenos alagados, sendo
considerada uma planta macrdfita aquatica, emersas ou flutuantes na superficie da agua,
presente, preferencialmente, em ambientes de &4gua doce (LOT et al., 1999) como solos
umidos, canais de irrigacdo, lavouras de arroz inundado, banhados, baixadas, lagos e rios.
A espécie chapéu de couro j& foi encontrada em ambientes salobros como ocorre na
Venezuela (REITZ, 1961; CORDAZZO & SEELIGER, 1995; FALKENBERG, 1999;
LORENZI, 2000; GORDON, 1997). E comumente cultivada como ornamental em lagos
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decorativos ou para fins farmacéuticos (LORENZI, 2000; CORREA, 2001; MATQS,
2002).

4.1.4. Aspectos Agroecologicos

A espécie Echinodorus grandiflorus pode ser encontrada, preferencialmente, em
areas alagadas ou sujeitas a alagamentos. Em solo drenado, as plantas tornam-se
raquiticas, podendo haver comprometimento do desenvolvimento da espécie e de sua
composi¢do quimica. Existem poucas descricdes sobre sua propagacdo sexuada na
literatura, como: época de colheita, longevidade e dorméncia das sementes
(BEVILAQUA & NEDEL, 2003). Peripolli e colaboradores (2000) analisaram o periodo
de laténcia de sementes verificando o efeito da época de colheita das sementes em seu
poder germinativo e sua longevidade. No que tange ao processo propagativo da espécie
E. grandiflorus, foi observado que a mesma se reproduz por sementes, podendo
permanecer em bancos de sementes por longos periodos em estado de laténcia
(GORDON, 1997). Também foi observado que a espécie propaga-se facilmente
assexuadamente por pseudoviviparidade e rizomas (LOT et al., 1999; MISSOURI
BOTANICAL GARDEN, 2016). e comumente encontrada nos estados do sul do Brasil
(REITZ, 1961; CORDAZZO & SEELIGER, 1995; FALKENBERG, 1999;
BEVILAQUA et al., 2001). E. grandiflorus é descrita como rara no dominio da Caatinga
Brasileira por Matias (2007). Lot e colaboradores (1999) afirmam que, no México, esta
espécie e considerada vulneravel. E citado que extrativismo em larga escala dessa espécie
tem provocado, em algumas regides, 0 aumento do risco de extingéo local ou regional da
mesma (BEVILAQUA et al., 2001). E. grandiflorus possui folhagem forrageira
(CORREIA, 1984), e suas sementes podem servir de alimento para aves aquaticas, mas
ndo fazem parte da dieta alimentar regular (CORDAZZO & SEELIGER, 1995). Espécies
do género Echinodorus sdo comumente descritas na literatura como espécies capazes de
absorver metais pesados presentes na dgua, assim como outros contaminantes de impacto
importante para o ecossistema, destacando o potencial descontaminante da espécie no
controle de poluentes aquiferos (YING et al., 2014; WAN-RU et al., 2014). O Chapéu-
de-couro tem seu desenvolvimento abundante durante a cheia, chegando a dominar

campos alagados de solos argilosos férteis, depois desaparecendo na fase de seca do

19



Pantanal, por exemplo, podendo sobreviver a periodos de seca como rizoma (POTT &
POTT, 2000). De acordo com Bevilaqua et al. (2001), sementes de E. grandiflorus
apresentam dorméncia no inverno, com suscetibilidade varidvel as baixas temperaturas e
geada, afirmando ainda que a planta, de maneira geral, ndo e muito resistente a insolagéo
e ao solo seco. Em estudo no Sul do Brasil, foram descritos os principais ecotipos de E.
grandiflorus para cultivo a fim de auxiliar os produtores na selecdo de gendtipos mais

eficientes em termos fitoterapicos.

4.1.5. Aspectos Etnofarmacol6gicos

O chapéu-de-couro é uma planta com aplicacdo na medicina popular em diversas
regibes do pais, sendo utilizadas para ampla variedade de enfermidades, principalmente
para fins como: anti-inflamatdria, laxativa, adstringente, antirreumatica, eliminadora do
acido Urico e acdo depuradora (CORREA, 1984 e SILVA-Jr. et al.,, 1994). Com
conhecida propriedade diurética, o cha das folhas de E. grandiflorus é, em algumas
regibes, uma das alternativas naturais mais popularmente utilizada como diurético e
depurativo do organismo. Os farmac6genos considerados medicinais na planta sdo as
partes aeéreas, todavia, alguns trabalhos também citam a utilizagdo dos rizomas na
medicina tradicional. Dados da literatura mostram que seus rizomas sdo empregados na
forma de cataplasma para hérnias, enquanto as partes aéreas ou somente as folhas sdo
utilizadas principalmente, como diurética e tbnica, indicada como depurativa para
diversas condi¢des como moléstias do figado e problemas renais (inflamacdo da bexiga e
célculos renais) (LORENZI & MATOS, 2002).

O seu cha contendo folhas de chapéu-de-couro é utilizado também para tratar os
incomodos do reumatismo, artrite, ou usado como gargarejo ou bochecho para afecgdes
da garganta como amigdalite e faringite, estomatite e gengivite (LORENZI, 2002;
CORREA, 1984; ALMEIDA, 1993). Pode ser utilizado segundo Nedel (2003) no
combate a inflamagdes da garganta e na cicatrizacdo de feridas. Nos casos de gota
reumatica e dores nevralgicas, a recomendacdo é aplicar compressas bem quentes do
mesmo tipo de chd, servindo também para ser usado em banhos-de-assento duas a trés
vezes ao dia, para tratamento da prostatite (MORS et al., 2000; MATOS, 2002).
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O modo de preparo comumente utilizado do cha contendo folhas de Echinodorus
é pelo processo de infusdo, juntando-se 4gua fervente sobre uma colher das de sobremesa
do po das folhas secas e moidas em uma Xicara, o qual deve ser bebido na dose de uma
xicara média, duas vezes ao dia (MATOS, 2002). A espécie é utilizada na fabricacdo de
bebida refrigerante, como componente do produto “Mineirinho®”(PIMENTA, 2002; DE
LUCA, 2003; LIMA, 2006; BRUGIOLO, 2010). Juntamente com a erva-mate e 0
guarand, o chapéu-de-couro (E. grandiflorus) e utilizado pela Industria Mate Couro S/A,
desde 1948, como ingrediente de bebidas ndo alcoolicas (MATE COURO, 2009). Além
disso, 0 género Echinodorus ja serviu no Brasil como base na produgdo de corantes
(TOMOCIK & GARISTO, 1996).

O extrato metandlico, a partir de rizomas, apresentou consideravel potencial para
uso em terapias da dor e da inflamagdo (DUTRA et al., 2006). Nesse estudo, Dutra e
colaboradores testaram extratos de E. grandiflorus, afirmando ser de grande valia para
uso em terapias da dor e da inflamac&o. O estudo indicou que o extrato metandlico dos
rizomas da espécie possui propriedades analgésicas sobre o sistema nervoso periférico e
central, apresentando componentes ativos com atividades antinociceptiva e anti-
inflamatoria.

Na medicina popular, a planta como um todo tem sido empregada no intuito de
trazer melhoria e cura de diversas enfermidades (LORENZI & MATOS, 2002). Contudo,
tanto a utilizacdo da matéria prima na forma de chés caseiros como em preparagdes da
inddstria farmacéutica de fitoterapicos, ainda séo incipientes os estudos sobre efeitos do
seu uso e efeitos toxicoldgicos a longo prazo (LORENZI & MATOS, 2002).

4.2. ASPECTOS QUIMICOS DA ESPECIE

4.2.1. Perfil quimico da espécie

Segundo os dados descritos na literatura, as substancias isoladas majoritarias da
espécie E. grandiflorus correspondem principalmente a duas classes quimicas, diterpenos
e derivados fendlicos, sendo a classe dos flavondides os componentes majoritarios. Os
diterpenos encontrados podem ser dos tipos: clerodano, cembrano e labdano, além de
alcaloides diterpenoidicos, flavondides e outros derivados arométicos. A espécie tem sido
muito estudada, descrevendo-se principalmente o isolamento de A&cidos graxos,

diterpenos, triterpenos e esteroides (TANAKA et al., 2000). Schnitzer e colaboradores
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(2007) reportaram o isolamento e a identificagio de uma série de metabdlitos,
principalmente derivadores do &cido cindmico e com nucleo flavonoidico como: &cido
cafeico, R-sitosterol, acido 2-O-caffeoiltartarico, acido2-O-feruloiltartarico, &cido
cichorico, é&cido caffeoilferuloil-tartarico, 4&cido di-feruloil-tartarico, swertisina,
isoorientin-7,3"-dimetileter, isoorientina, swertiajaponina e isovitexina e o acido ndo
fendlico trans-aconitico. Pimenta e colaboradores (2006) revelaram na espécie, 17
componentes, sendo o fitol (precursor diterpenoidico) constituinte majoritario em todas
as populacdes estudadas. De acordo com Correa Junior et al. (1991), os principais grupos
de principios ativos identificados na planta sdo alcaldides, glicidios, 6leos essenciais,
acidos organicos, heterosideos e taninos.

Alguns derivados clerodanicos diterpenoidicos tem sido isolados da espécie,
como o (-) - 16-hydroxycleroda-3,13-dieno-16,15-olide-18-4ico, (4aa, 6a, 8aa) 1-carboxi-
5(S) - [2 (2,5-dihydro-5-hydroxy-2-oxo-4-furanyl)ethyl]-5,6,8a-trimethyl-3,4,4a,5,6,8a-
trimethyl-3,4,4a,5,6,7,8,8a-octahydronaphthalene, isolado por Costa e colaboradores em
1998 como um componente minoritario das fraccOes apolares das folhas de E.
grandiflorus. Um derivado cembranoide, o acido echinoico (1E, 3E, 7Z, 11E)-8-carboxi-
1-isopropil-5,18-dimetil-ciclo-tetra decatetraeno foi descrito por Tanaka e colaboradores
(1997) como um metabdlito presente nas fragdes menos polares de folhas do chapéu-de-
couro. Ja o cembrano echinodol foi descrito pela primeira vez na espécie por Manns
(1993) extraido de folhas de E. grandiflorus.

Segundo Pimenta (2000), o diterpeno acido echindico € o metabdlito secundario
predominante obtido na extragdo metandlica das folhas secas da planta. Ja em outro
estudo realizado por Pimenta (2002), foi mostrado que enquanto o &cido echindico era
predominante na fragdo hexanica, enquanto que os flavondides isoorientina, isovitexina
e 4cido ferrdlico sdo predominantes no extrato etandlico da espécie E. grandiflorus.
Apesar da literatura especializada descrever isolamento e caracterizagdo de uma variada
gama de metabdlitos secundérios da espécie, a droga vegetal é descrita na Farmacopéia
pelo teor das folhas secas contendo, no minimo, 2,8% de derivados do acido o-
hidroxicindmico, expressos em verbascosideo. A monografia da espécie E. grandiflorus

estd presente na Farmacopéia Brasileira, vol.2, 52 Edicéo de 2010.
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4.3. ATIVIDADES FARMACOLOGICAS RELACIONADAS A ESPECIE

Dentre as principais atividades relacionadas constam as seguintes atividades:

v' Atividade analgésica e anti-inflamatoria:

Segundo o estudo de Dutra e colaboradores (2006), o extrato metandlico de E.
grandiflorus possui propriedades analgésicas sobre o sistema nervoso periférico e central.
A atividade analgesica periférica foi demonstrada a partir dos efeitos inibitdrios das
contorgdes abdominais e dos tempos de lambida da pata. Neste estudo observou-se que o
extrato produziu um efeito significativo devido a inibi¢do da biossintese de mediadores
responsaveis pela inflamagdo, por exemplo, a inibicdo da ciclooxigenase e
consequentemente das prostaglandinas. A hipotese foi confirmada a partir do teste da
formalina, onde o extrato metandlico de E. grandiflorus foi avaliado no modelo do edema
da pata induzido por carragenina. Os pesquisadores observaram que a atividade
antiedematogénica do extrato testado parece ser dependente da dose. Os resultados
sugerem que componentes deste extrato estariam inibindo a biossintese de
prostaglandinas, constituindo assim bioativos potenciais para serem empregados em
composicdes para fins terapéuticos para o alivio da dor.

Garcia e colaboradores (2010) avaliaram a atividade antidematogenica do extrato
aquoso, da fracdo diclorometano e do extrato hidroetandlico a partir de folhas de E.
grandiflorus utilizando também o modelo de edema de pata induzido por carragenina em
ratos. Também foram testadas fraccdes enriquecidas em diterpenos, flavondides e &cido
tartarico hidroxicindmico. Foram observadas inibigBes significativas de edema de pata
induzidos pelos extratos hidroalcdlicos 50% e 70% (1000 mg / kg, p.o.), bem como pelas
fragdes enriquecidas em diterpenos (70-420 mg / kg, p.o0.) e os flavondides (7,2-36 mg /
kg, p.0.). Os flavondides isovitexina, isoorientina, o &cido trans-aconitico e &cido
chicorico foram identificados em todos os extratos analisados por CLAE.

Garcia e colaboradores (2016b), em outro estudo, investigaram a atividade
antiartrite do extrato etandlico a 70% de folhas de E. grandiflorus e de uma fracéo
enriquecida em flavonoides em artrite induzida por antigeno em camundongos. A analise
histoldgica confirmou que tanto o extrato etandlico quanto a fracéo rica em flavondides

suprimiram a inflamacéo das articulacGes e inibiu a destruicdo das cartilagens e Gssea
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quando comparado com o grupo de controle. O trabalho salienta a importancia dos

flavondides no processo de resposta da atividade anti-inflamatoria.

v' Atividade diurética:

Estudos envolvendo extratos da espécie E. grandiflorus mostraram que a planta
possui uma acentuada propriedade diurética, por aumento da taxa de filtracdo glomerular
e aumento do débito urinario, consequentemente, estimulando a eliminacdo de
substancias que sdo filtradas passivamente como algumas toxinas e o acido urico. O
trabalho de Ribeiro e colaboradores (1988) descreve que a administragdo do extrato bruto
das folhas de E. grandiflorus induz a diurese em ratas, enquanto que o trabalho de
Cardoso e colaboradores (2003) confirmou essas observagdes obtidas com o extrato bruto
e verificou-se que a administracdo por gavagem também aumenta a producéo de urina em
camundongos.

Recentemente, Prando e colaboradores (2015) avaliaram a possivel atividade
diurética aguda de extratos etanolicos obtidos a partir de E. grandiflorus e a relacéo entre
o fluxo sanguineo renal cortical e sua atividade antioxidante e hipotensor usando ratos
Wistar normotensos. Foi observado que as taxas de excrecdo de Na+ e CI- foram
significativamente aumentadas com a administracdo oral do extrato etandlico de E.
grandiflorus. Além disso, a fragdo etandlica foi capaz de aumentar significativamente o
fluxo sanguineo renal e reduzir a pressdo arterial média e o estresse oxidativo em modelos
"in vitro" e "in vivo". Os resultados sugerem que 0s extratos a partir de folhas de E.
grandiflorus possuem um significativo efeito diurético e atividade hipotensora e sugerem
que estes efeitos podem estar relacionados com um efeito vasodilatador renal e sistémico.

Prando e colaboradores (2015) avaliaram os possiveis mecanismos envolvidos na
atividade diurética prolongada a partir do extrato etandlico obtido de folhas de chapéu-
de-couro. Os pesquisadores investigaram a relagcdo hipotensora e anti-hipertensiva
utilizando ratos normotensos e aqueles com hipertens&o renovascular. O estudo constatou
que 0 extrato etandlico provocou um aumento da diurese semelhante a hidroclorotiazida.
A administragdo intraduodenal do extrato induziu a efeitos hipotensores e anti-
hipertensivos significativos em ratos. O tratamento de 7 dias com o extrato resultou no
aumento dos niveis de nitrito no plasma. Os resultados da pesquisa sugerem que 0S

mecanismos pelos quais o extrato de chapéu-de-couro induz a diurese prolongada e reduz
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a pressdo arterial em normotensos e ratos hipertensos sdo principalmente relacionados
com a ativacdo dos receptores muscarinicos e bradicinina com efeitos diretos sobre

prostaglandinas e vias de 6xido nitrico.

v' Anti-hipertensiva e vasodilatador:

Segundo dados descritos na literatura, o cha de folhas também poderia ter
propriedades Uteis no tratamento da hipertensdo arterial (Tiribic4 et al., 2007). Na
investigacdo realizada por Tibiricd e colaboradores (2007), o extrato aquoso de E.
grandiflorus foi avaliado quanto a sua atividade vasodilatadora, utilizando modelos in
vitro de aorta isolada de coelhos. Observou-se que 0 extrato aquoso exibiu efeito
vasodilatador, in vitro, em anéis isolados de aorta de coelho e em rim isolado de coelho.
Os autores sugeriram que a vasodilatagdo ocorre por trés mecanismos diferentes: pela via
de producdo de Oxido nitrico, por estimulagdo colinérgica muscarinica e por acdo em
receptores de fator de agregacdo plaquetaria (PAF). Este estudo concluiu que o extrato
aquoso de chapéu-de-couro produziu uma vasodilatagdo dependente de 6xido nitrico e
receptor PAF.

No estudo de Lessa e colaboradores (2008), o extrato etanolico de E. grandiflorus
foi injetado intrapperitoneamente em doses crescentes em ratos hipertensos. O tratamento
utilizando o extrato etanodlico apresentou um efeito anti-hipertensivo significante
comparado com as drogas anti-hipertensivas de referéncia utilizadas no tratamento da
hipertensdo arterial. Os resultados da pesquisa também sugerem que o extrato exerce seu
efeito através da liberacdo de Oxido nitrico e da estimulagdo de receptores muscarinicos
e receptores da PAF. Um dado importante da pesquisa € o fato do extrato ser apropriado
no tratamento por via oral da hipertens&o arterial. Os estudos realizados por Almeida e
colaboradores (2001; 2003) e Araujo e colaboradores (2002) também sugerem as
atividades vasodilatadora e anti-hipertensiva dos extratos de Echinodorus grandiflorus
em ratos.

Em estudo posterior de Barros e colaboradores (1999), avaliando a atividade dos
mesmos extratos de E. grandiflorus encontraram os mesmos efeitos anti-hipertensivos

reversiveis e dose dependentes em ratos com hipertenséo induzida por L-NAME.
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v' Atividade antiasma:

Brugiolo e colaboradores (2011) investigaram o efeito do extrato aquoso do
chapéu-de-couro em um modelo da alergia pulmonar. O tratamento oral com o extrato
reduziu o nimero total de células e eosindfilos em lavado bronco-alveolar. A atividade
da peroxidase de eosinofilos no tecido pulmonar, os niveis de imunocomponentes e
fatores inflamatdrios também foram menores ap6s tratamento. Estes resultados sugerem
que o extrato aquoso de E. grandiflorus é capaz de modular o processo de inflamagéo

alérgica pulmonar e pode ser Gtil como um potencial agente terapéutico para a asma.

v' Atividade antioxidante:

Lunardi e colaboradores (2014) avaliaram a capacidade antioxidante in vitro do
chid de E. grandiflorus no figado de rato. Os resultados mostram que diferentes
preparacdes de cha foi detectada a presenca de polifendis como teobromina, catequina e
vitexina. Preparacdes diferentes de cha mostraram impedir danos nos lipidos e proteinas
induzidas pelo fator oxidante, bem como auxiliar no restabelecimento da atividade de
enzimas como a catalase e a desoxidesmutase. Assim, sugere-se que cha possua potencial
atividade antioxidante no soro e no figado sendo capaz de evitar danos oxidantes gerados

por processos oxidativos.

v" Antitumoral:

Garcia e colaboradores (2016a) avaliaram o efeito de vérios extratos e fracbes
obtidos a partir de folhas E. grandiflorus em ensaios de liberacdo do fator de necrose
tumoral fator-o por lipopolissacarideo estimulados por células THP-1. A pesquisa
mostrou que todas essas amostras apresentaram alguma atividade anti-necrose tumoral
factor-o. Todavia, os extractos preparados a partir de EtOH a 50%, e e as fragdes de
diclorometano e uma fracgdo de ricas em flavonodides provocaram as respostas mais
potentes. Os metabdlitos acido trans-aconitico e o flavondide isoorientin foram
caracterizados como 0s principais constituintes em algumas preparagdes. Entretanto,

nenhum dos metabdlitos testado isoladamente inibiu por completo a liberacéo do fator de
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necrose tumoral. Alguns extratos e fragdes atingiram esse resultado, sugerindo um efeito

sinérgico entre 0s constituintes presentes no extrato.

4.4. Aspectos toxicoldgicos do E. grandiflorus

Quanto aos possiveis efeitos toxicoldgicos envolvendo a espécie em estudo existe
pouca informagdo disponivel na literatura. Sugere-se que as preparacfes da planta
medicinal ndo devam ser utilizadas por pessoas com baixa pressao arterial uma vez que a
espécie possui propriedades hipotensoras leves e moderadas. Outro fator a ser
considerado é o fato da planta em quest&o ser depuradora de 4guas contaminadas, logo é
necessario ter certeza que a planta coletada néo esta contaminada.

A toxidez in vitro e in vivo do extrato aquoso das folhas de Echinodorus
macrophyllus, frequentemente confundida com E. grandiflorus, foi analisada por Lopes
e colaboradores (2000), em experimentos realizados com ratos mostrando a auséncia de
efeito genotdxico desse extrato (LEITE et al., 2007). O extrato aquoso das folhas de E.
macrophyllus foi avaliado em ensaios in vitro de mutagenicidade em culturas de células
de hepatomas e células epiteliais renais, o extrato aquoso ndo apresentou efeito citotoxico.
Em ensaio cronico ap6s 6 semanas de ingestdo continua do extrato liofilizado ou extrato
bruto, os animais ndo apresentaram efeitos genotéxicos no figado, rins e células
sanguineas. Entretanto, analises de DNA de células renais detectaram varios efeitos
genotoxicos dos extratos em altas doses. A dose recomendada para uso humano foi
23mg/kg, por ndo apresentar tais efeitos genotoxicos (LOPES et al.; 2000).

Outro ensaio de genotoxidez foi realizado por meio de ensaio com bactéria
lisogénica. Agucares reduzidos e precursores da reacdo de Maillard foram encontrados
nas preparacdes realizadas por infuso e poderiam ser um risco para a salide de pacientes
com uso prolongado do extrato na forma de chas. Os flavonoides orientina, isoorientina,
vitexina e isovitexina foram encontrados no extrato apds infusdo. Todavia, os flavonoides
foram testados separadamente e ndo apresentaram resultados positivos para toxidez.
Apenas 0s extratos preparados por infusdo e esterilizados a vapor demonstraram atividade
genotoxica (LIMA et al., 2014).

Brugiolo e colaboradores (2010) avaliaram a possivel toxidez do extrato aquoso
de chapéu-de-couro em ratos gravidas por gavagem. O tratamento foi realizado durante

15dias consecutivos. O tratamento com 1000 mg causou anemia, leucocitose, e um
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aumento das taxas de colesterol. Houve alteragdes no figado e nos rins, todavia, ndo foi
observado altera¢fes nos parametros reprodutivos, na morfologia externa feto ou no peso
da placenta. O trabalho concluiu que a utilizagéo de altas dose do extrato era capaz de
causar toxidez materna, embora ndo altere o desempenho reprodutivo.

Silva e colaboradores (2010) investigaram os possiveis efeitos citotdxicos e
genotoxicos dos extratos chapéu-de-couro, como também sua eficacia no tratamento da
obesidade. Observou-se um aumento significativo (P <0,05) independente da dose, na
frequéncia media de eritrocitos micronucleados no sangue periférico em camundongos
tratados com extractos chapéu-de-couro, em comparagdo com o controle negativo. Os
resultados deste estudo permitiram inferir que os extratos brutos de chapéu-de-couro ndo
exibibem atividades citotoxica ou genotdxicos. No entanto, eles possuem atividade
clastogénica fraca (sem significancia) sobre células do sangue periférico. Ao contrério do
que comumente crencas também foi encontrada neste estudo que os extratos ndo sdo

eficazes para o tratamento da obesidade.

4.5. POTENCIAL FARMACOLOGICO DOS METABOLITOS

4.5.1. Potencial farmacoldgico dos marcadores quimicos da espécie

A espécie E. grandiflorus é uma planta popularmente utilizada no Brasil para fins
medicinais relacionados principalmente a hipertenséo e depuracéo do organismo. Além
do moderado efeito diurético relatado frequentemente por usuérios da espécie vegetal,
diversas outras atividades in vitro e in vivo ja foram descritas na literatura, tais como anti-
inflamatoria, antinociceptiva, hipocolesterolémica, e protetora do sistema nervoso e
vascular devido aos efeitos anti-oxidativos promovidos pela captacéo dos radicais livres
por parte da fracdo contendo flavonoides glicosidados e outro fendlicos. Neste trabalho,
foi realizada um busca literéria através do banco de dados do Scifinder e Pubmed a fim
de se obter dados consistentes sobre a toxidez, absor¢édo e metabolizagdo dos principais
metabolitos isolados de E. grandiflorus. Dentre os metabdlitos investigados constam: 0s
flavonoides orientina, isoorientina, vitexina, isovitexina, o diterpeno 3,13-clerodieno-

16,15-olideo-2-ona, assim como ouros diterpenos da classe dos clerodanos para dar
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suporte as possiveis atividades dos diterpenos desta classe quimica ja isolados na espécie,

todavia ainda sem estudos farmacoldgicos.

Os dados encontrados visam dar suporte cientifico as atividades relacionadas a
espécie E. grandiflorus e sua indicag¢do de uso etnofarmacoldgico. Através da correlagdo
entre as atividades j& comprovadas e os mecanismos de a¢do dos marcadores quimicos
presentes na espécie € possivel inferir sobre a pronunciada participagdo da classe dos
flavondides como agentes em potencial para a geracdo do efeito vasodilatador e anti-
inflamat6rio nos vasos sanguineos de diversos 6rgdos do organismo. A acdo dos
diterpenos também pode ser responsavel pela atividade hipotensora descrita para a
espécie. Apesar do menor nimero de trabalhos encontrados para esta classe quimica
relacionado com o efeito vasorrelaxante, alguns estudos com diterpenos clerodanos
sugerem acdo efetiva na dilatacdo vascular e somatorio de efeitos sinérgicos com
flavondides em extratos brutos, o que também poderia ocorrer com a espécie E.

grandiflorus, potencializando os efeitos hipotensores da espécie.

3,13 clerodieno-16,15-olideo-2-ona

Glu Glu

orientina isoorientina isovitexina vitexina

Figura 2: Principais substéncias bioativas isoladas de Echinodorus grandiflorus.
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4.5.2. ATIVIDADES DESCRITAS PARA OS FLAVONOIDES DA ESPECIE:

Os principais flavondides isolados da espécie E. grandiflorus sdo glicosideos
pertencentes a classe das flavonas, sendo encontrado principalmente os pares de isomeros
orientina e isoorientina, vitexina e isovitexina. Seguem abaixo 0s principais destaques

dado as atividades farmacoldgicas desses metabolitos especiais.

ORIENTINA: Dados farmacol6gicos relacionados a acdo da orientina em processos
bioldgicos com aplicacdo medicinal.

e Dano na mitocondrial com IC 50 1889.15 uM/L em células de ovério de Hamster
chinés (LIU et al., 2014);

o forte agdo inibidora da angiogenese em tumores malignos com baixa toxidez
(LIAO et al., 2014);

e inibe o rompimento da barreira induzida por lipopolissacarideos, reduz a
expressdo de células de adesdo, suprime a migracdo de leucdcitos e
hiperpermeabilidade celular, e inibe varios fatores da inflamacéo como TNF-alfa
(LEE etal., 2014);

e neuroprotecdo devido a efeitos antioxidantes, reducdo da apoptose frente a
peroxido de hidrogénio (LAW et al., 2014);

e ligacdo com topoisomerase, agdo potencial inibindo a diviséo celular (WEBB et
al., 2006);

e atividade antioxidante com protegdo cromossomal contra radiagdes in vitro
(VRINDA et al., 2001);

o efeito antioxidante (eliminacéo de radicais livres) prote¢cdo cromossdmica contra
radiacdo letal in vivo em roedores dose ndo toxica até 200mg/kg (DEVI, 1998).

o efeito anti-hipertensivo e diurético com atividade fraca. Estes efeitos podem ser
atribuidos devido a inibigdo da ACE, acéo vasodilatadora, efeito beta-bloqueador,
e / ou atividades de bloqueio de canais Ca (2+), que foram reportados para os
fitoconstituintes, flavondides, especificamente, como vitexina, isovitexina,
orientina e isoorientina (VASANT et al., 2012).

e vitexina, orientina e isoorientina promoveram a reducdo da hipertenséo por
tratamento com extratos ricos nesses flavonoides. A auséncia de necrose,
inflamacéo cardiaca e significativa reducéo no colesterol sérico em ratos tratados
indicam uma atividade cardioprotetora. A atividade antioxidante da orientina e
isoorientina parece reduzir o dano induzido pelo L-NAME (MALI et al., 2012).

o Efeitos antimutagénicos: orientina e isoorientina e seus analogos estruturais
exibem propriedades antimutagénicas moderadas (SNIJMAN et al., 2007);

¢ Orientina e vitexina: Efeito antiespasmddico dominante K (ATP) a fraca ativaco
do canal de Ca (++) mecanismos antagonistas e, portanto, justifica a sua utilizagdo
em disturbios gastrointestinais hiperativas (GILANI et al., 2006).

e Orientina: Efeito protetor contra irradiacdo letal em ratos. A dose protetora dos
flavondides foi de 50 pg/kg de peso corporal. Nenhuma toxidez foi observada
mesmo a 200 mg/kg de peso corporal. A protecdo cromossomal por orientina foi
comparével a de 150 mg/kg (DEVI, 1998).

¢ Orientina pode melhorar os déficits cognitivos na doenca de Alzheimer. Os niveis
de estresse oxidativo, induzidos por producdo de espécies reativas de oxigénio
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(ROS), foram significativamente menores apds o tratamento orientina em
camundongos (YU et al., 2015).

Orientina e isoorientina inibiram significativamente a aldose redutase em ratos,
com valoresde IC50 de 1,65 e 1,92, respectivamente uM (LI HONG et al., 2014.);
efeito cardioprotetor da orientina: protege cardiomitocitos H9c2 contra aa
apoptose induzida (LU et al., 2011.).

Estudos sobre a adipogénese e efeito inibidor da acumulacdo de triglicerideos
intracelular mostrou que os metabdlitos vitexina e orientina tinha a atividade
reduzindo os niveis de certas proteinas em células 3T3-L1. Estes metabolitos
exibiram uma atividade potente antiadipogenesis e reducdo dos niveis proteinas
em células 3T3-L1, sem citotoxidez significativa (KIM et al., 2010).

A apoptose de cardiomidcitos foi reduzida pelo pré-tratamento com orientina (3,
10 e 30 uM). A expressao do citocromo c e da caspase-3 foi também reduzida em
cardiomidcitos miocérdio e lesados. Estas observagfes indicam que a orientina
exerce um efeito cardioprotetor potente sobre o miocérdio e cardiomidcitos, e
inibe a apoptose através da prevencédo da ativacdo da via apoptdtica mitocondrial
(citocromo c-caspase-3) (FU et al., 2006).

O efeito vasorrelaxante de orientina em anéis de aorta toracica com endotélio
intacto foi atenuada pelo Inibidor da 6xido nitrico sintase (NO), mas ndo por
indometacina (um inibidor de ciclo-oxigenase), cloreto de tetraetilamoénio
(inibidor canais K+) ou propranolol (inibidor do receptor beta). A orientina
também reduziu tanto a libertacdo répida inicial e as fases sustentados de
contragdes induzidas por fenilefrina. Orientina pode estimular a produgéo de NO
a partir de células endoteliais. Também foi constatada que ela aumenta os niveis
de (GMPc), sem alteragbes no (AMPc) na aorta de coelho. Os resultados
mostraram que orientina relaxa anéis adrticos toracicos pela via do 6xido nitrico-
GMPc, e no masculo liso vascular inibe a contracéo induzida pela ativagdo de
receptores de funcionamento e dependentes da voltagem de canais Ca2 +. A
inibicdo tanto de liberagdo de Ca2 + intracelular de Ca2 + extracelular e afluxo
pode ser um dos principais mecanismos de vasorrelaxante orientina (FU et al.,
2005);

ISOORIENTINA:

Isoorientina: agdo hepatoprotetora na concentragéo 16.85 mg/g (LU et al., 2014);
Efeito anti-hipertensivo e atividade diurética fraca. Estes efeitos podem ser
atribuidos devido inibicdo da ACE, acéo vasodilatadora, beta-bloqueador, e / ou
atividades de bloqueio de canais Ca+2, que foram reportados para 0s
fitoconstituintes, flavondides, especificamente, como vitexina, isovitexina,
orientina e isoorientina (VASANT et al., 2012).

vitexina, orientina e isoorientina promoveram a reducdo da hipertensdo por
tratamento com extratos ricos nesses flavonoides. A auséncia de necrose,
inflamacdo cardiaca e significativa reducéo no colesterol sérico em ratos tratados
indicam uma atividade cardioprotetora. A atividade antioxidante da orientina e
isoorientina parece reduzir o dano induzido pelo L-NAME (MALI et al., 2012).
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Isoorientina: Efeito protetor nas células do figado da apoptose estimulada por
peroxido. Foi demonstrarado que a isoorientina € capaz de proteger as células
BRL-3A contra a apoptose induzida por H202 pela inibicdo da disfuncéo
mitocondrial, inativando cinases MAPK, ativando a eliminacdo de ROS e NO
(YUAN et al., 2013).

Isoorientina: resultados demonstraram que a isoorientina induz a apoptose em
células hepéticas e indicam que esta apoptose pode ser mediada atraves de
disfuncdo mitocondrial e ndo apresenta toxidez para células normais do figado,
sugerindo que a isoorientina pode ter um bom potencial como um agente
terapéutico e quimiopreventivo para cancer de figado (YUAN et al., 2012).
Orientina, isoorientina e vitexina: Efeitos antiinflamatérios em células hepaticas;
Isoorientina: registro de patente de medicamento para Infeccdo Respiratoria (LI
et al., 2010);

Isoorientina foi demonstrada que possui atividades anti-nociceptivas e anti-
inflamatorias significativas as doses de 15 mg/kg e 30 mg/kg, sem induzir
qualquer toxicidade aguda aparente, bem como danos géstricos. No entanto, o
metabdlito ndo demonstrou possuir qualquer atividade significativa
gastroprotetora na ulcerogenesis induzida por EtOH (KUEPELI et al., 2004).
Potente agdo anti-oxidantes: Isoorientina e isoorientina 2-O-alfa-L-ramnosido
mostraram uma potente atividade de eliminag&o de radicais livres, com valores de
IC50 de 9,5 e 34,5 uM, respectivamente, e efeitos citoprotectores significativos
(PARK et al., 2007)

Isoorientina exibiu efeitos hipoglicemiantes e anti-hiperlipidémicos significativos
na dose de 15 mg/kg (SEZIK et al., 2005).

Efeito anti-hepatotoxico: a isoorientina parece contribuir para a prevencéo da dos
danos induzidos por CCl4- ou galactosamina em hepatdcitos de rato em cultura
priméria (HIKINO et al., 1984).

Orientina e isoorientina inibiram significativamente a aldose redutase em ratos,
com valores de IC50 de 1,65 e 1,92, respectivamente uM (LI HONG et al., 2014.);
Foi demonstrado que a isoorientina poderia melhorar a funcdo do figado,
diminuindo a atividade de diversas moléculas envolvidas em processos
inflamatérios, assim a isoorientina em altas e medias doses poderia proteger
fibrose hepatica induzida pelo &lcool (CHEN et al., 2013).

Isoorientina exerce os seus efeitos anti-diabéticos através da ativagdo da via de
sinalizacdo de insulina, em adipdcitos, revertendo a resisténcia a insulina
provocada por estas células em TNF-alfa for estimular a fosforilagéo correta das
proteinas desta via de sinalizacdo, e induzindo assim, a expresséo de genes que
codificam para estas proteinas (ALONSO et al., 2012).
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VITEXINA:

A vitexina contribui para a protecéo contra danos causados pelo estresse
oxidativo mediado por H202 (perdxido) e pode ser usado com seguranca
para uma ampla faixa de concentracéo até de 480 uM (WElI et al., 2014).
Efeito hepatoprotetor foi descrito (LIU et al., 2015);

O flavondide isovitexina foi descrito como o inibidor mais potente contra
RLAR, Hrar, idade, AChE e BChE enquanto vitexina mostrou a atividade
inibidora mais potente PTP1B (CHOI et al., 2014);

Com relagdo aos mecanismos antinociceptivos da vitexina, o metabolito
impediu a diminuicdo dos niveis de glutationa reduzida, do potencial de
capacidade de ferro de reducdo, e a capacidade antioxidante frente aos
radicais livres. Também inibiu a produgdo de citocinas hiperalgésicas
ligadas ao processo inflamatorio tais como TNF-alfa, IL-1beta, IL-6, e IL-
33, e regulou positivamente os niveis da citocina anti-hiperalgésico de IL-
10. A vitexina exibe um efeito analgésico em uma variedade de modelos
inflamatérios de dor por segmentagdo TRPV1 e o stress oxidativo e
através da modulacéo de citoquinas (BORGHlI et al., 2013);

Vitexina e isovitexina: Efeito inibitorio da alfa-glucosidade
(hipoglicemia), ambos vitexina e isovitexina ndo exerceram quaisquer
sinais de toxidez com a maior dose de 2 g/kg administrados por via oral
em ratos normoglicémicas e ratos diabéticos induzidos (CHOO et al.,
2012);

Vitexina apresentou quase nenhum efeito citotoxico até 250 uM/L
(WAETIEN etal., 2007);

Efeitos antihipertensivos e diuréticos: Estes efeitos podem ser atribuidos
devido ao inibidor ACE, vasodilatadora, beta-bloqueador, e / ou Ca (2+)
atividades de bloqueio de canais, que foram reportados para 0s
fitoconstituintes,  flavondides, especificamente, como vitexina,
isovitexina, orientina e isoorientina (VASANT et al., 2012);

Vitexina foi utilizada em composi¢do no tratamento de enfermidades
cardiovasculares e cerebrovasculares com bons efeitos curativos
relacionados a resisténcia a isquemia cerebral e miocéardica (SHAO et al.,
2013);

Orientina e vitexina: Efeito antiespasmddico dominante K (ATP) a fraca
ativagéo do canal Ca (++), mecanismos antagonistas e, portanto, justifica
a sua utilizacdo em disturbios gastrointestinais hiperativas (GILANI et al.,
2006);

Glicosideos de vitexina demonstraram atividade hepatoprotetora em
hepatdcitos de rato em cultura priméaria com a toxidez celular induzida por
CCl 4, em comparacdo com os controlos. Isto foi comparavel com a de
silibinin (69,8%) da espécie Cardus marianus, o qual foi utilizado como
controle positivo para atividade hepatoprotetora (KIM et al., 2004);
Vitexina inibiu a migracéo de células PC12, bem como as suas taxas de
invasdo, e também inibiu a formac&o de tubos por células endoteliais da
veia umbilical humana. Vitexina inibiu a ativacéo induzida por hipoxia de
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quinase c-Jun N-terminal (JNK), mas ndo da proteina de sinalizagéo
extracelular quinase regulada (ERK), o que implica que atua, em parte,
através da via de INK. Vitexina poderia ser utilizado como um tratamento
para doengas tais como o cancer (CHOI et al., 2006);

Estudos sobre a adipogénese e efeito inibidor da acumulagdo de
triglicerideos intracelular mostrou que os metabolitos de vitexina e
orientina tinha a atividade potente antiadipogénesis e reducdo do nivel de
expressdo de ptns em células 3T3-L1, sem citotoxidez significativa (KIM
et al., 2010);

A vitexina (6, 3 e 1,5 mg/kg) foi capaz de aumentar significativamente a
atividade da ATPase no miocérdio de ratos. A vitexina (6 e 3 mg/kg)
exerce efeitos cardioprotetores significativas contra lesdo miocardica
isquémica aguda em ratos, provavel que o metabdlito possa aumentar a
capacidade anti-oxigénio (antioxidante) e melhorar metabolismo
energético nas células do miocéardio (DONG et al., 2011);

A vitexina promove uma inibicdo da atividade proliferativa da linha de
células de carcinoma de hepatoma HepG2, bloqueando o eixo do sinal de
ERK /FOXO3a (ZHENG et al., 2014);

A vitexina promoveu significativamente a relaxacéo vascular induzida por
forbol, sugerindo como uma possivel acdo anti-hipertensiva sobre a
contracdo vascular induzida por agonista independentemente da sintese de
Oxido nitrico endotelial. Por outro lado, ele ndo houve a inibicdo da
contragdo induzida por tromboxano A2. Este estudo fornece evidéncias
sobre 0 mecanismo subjacente ao efeito de relaxamento da vitexina sobre
a contracdo vascular induzida por agonista independentemente da funcéo
endotelial (JE et al., 2014);

A vitexina (3, 10, e 30 mg/kg) impediu a hipertrofia cardiaca induzida pela
constricdo da aorta transversal. A vitexina tem o potencial para proteger
contra a hipertrofia cardiaca atraves de mediadores de Ca2 + calcineurina-
NFATc3 e CaMKII (LU et al., 2013);

A vitexina inibiu a ativagdo induzida por hipoxia de quinase c-Jun N-
terminal (JNK) (CHOI et al., 2006);

ISOVITEXINA:

Efeitos antihipertensivos e diuréticos: Estes efeitos podem ser atribuidos
devido ao inibidor ACE, vasodilatadora, beta-bloqueador, e / ou Ca (2+)
atividades de bloqueio de canais, que foram reportados para oS
fitoconstituintes,  flavondides, especificamente, como  vitexina,
isovitexina, orientina, isoorientina (VASANT et al., 2012);

Isovitexina: Efeito inibitério da alfa-glicosidade (hipoglicemia), ambos
vitexina e isovitexina ndo exerceu quaisquer sinais de toxicidade com a
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maior dose de 2 g/kg administrados por via oral a ratinhos
normoglicémicas e ratos diabéticos induzidos (CHOO et al., 2012);

A isovitexina foi caracterizada como um inibidor contra RLAR, Hrar,
idade, AChE e BChE enquanto vitexina mostrou a atividade inibidora
mais potente PTP1B (CHOI et al., 2014);

A isovitexina inibe a enzima xantina-oxidase com um valor de IC50 de
15,2 uM. Constatou-se que a isovitexina protegeu o0 DNA contra danos
induzidos pela reagéo de Fenton de um modo dependente da dose com um
valor de IC50 de 9,52 uM. A isovitexina também protegeu as células HL-
60 do dano induzido por oxidantes (ROS) pela reagdo da oxidase de
xantina/xantina. Isovitexina exibiu 0 menor citotoxidez para as células
HL-60 (DL50> 400 uM) (LIN et al., 2002);

CLERODANOS (exemplos de atividades farmacoldgicas descritos para a
classe de diterpenos encontrados em E. grandiflorus).

A trans-desidrocrotonina principal diterpeno clerodano isolado da casca do
caule do Croton cajucara, possui efeito gastroprotetor, hipoglicémico e
hilpolipidémico. Em animais normotensos o diterpeno produziu hipotencéo e
bradicardia de forma dependente da dose. A hipotengdo induzida por (10
mg/kg) do diterpeno ndo foi alterada pelo pré-tratamento com atropina,
propranolol e hexamet6nio, sendo reduzida pelo L-NAME. O diterpeno inibe
a frequéncia de contracdo espontdnea de atrio direito isolado, mas ndo
interfere no aumento dos batimentos atriais induzido pelo isoproterenol. O
inotropismo nao foi alterado pelo clerodano em atrio esquerdo isolado, sendo
este capaz de relaxar contragcBes submaximais de fenilefrina (1 pM), sendo
seu efeito parcialmente inibido pela retirada do endotélio ou pela presenca de
L-NAME. A trans-desidrocrotonina possui baixa toxicidade para Artemia sp,
nenhuma neurotoxicidade para células mesencefalicas, hepatotoxicidade e
hepatoprote¢do, dependendo da técnica utilizada, sugerindo uma possivel
acdo inibitoria no citocromo P450. A hipotengdo induzida pela trans-
desidrocrotonina provavelmente se deve a sua acdo combinada
bradicardizante e vasodilatadora sendo esse efeito parcialmente mediado pela
liberagdo de NO endotelial e parte por efeitos na musculatura lisa vascular
(SILVA, 2005).

O efeito vasorrelaxante de quatro diterpenos neo-clerodanicos, (12R) -12-
hidroxicascarillone e 5beta-hidroxi-cis-desidrocrotonina, cis-
desidrocrotonina e trans-desidrocrotonina, isolados previamente de
Croton schiedeanus Schlecht , foi estudada em anéis de aorta isolada
contratados pela alta K + (80 mM) ou fenilefrina (1 microM). De acordo
com os valores de IC50 para a contracc¢do induzida por KCI, a ordem de
poténcia era (12R) -12-hydroxycascarillone> cis-desidrocrotonina>
5beta-hidroxi-cis-desidrocrotonina> trans-desidrocrotonina (0,3, 1,5, 96
e> 100 mM, respectivamente) . A possivel cooperatividade entre os
constituintes diterpenoidicos e o flavondide majoritario (ayanin) foi
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estudado. A atividade vasorrelaxante de cis-desidrocrotonina e ayanin foi
aumentada quando ambos o0s metabolitos foram incorporados
simultaneamente para os anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina.
Estes resultados sugerem que Croton schiedeanus induz os seus efeitos
através das acOes sinérgicas de varias substancias vasodilatadoras, entre
0s quais diterpendides neo-clerodano desempenham um papel importante
(GUERRERO et al., 2004).

O diterpeno clerodano trans-desidrocrotonina (t-DCTN) isolado a partir
da casca de Croton cajucara Benth. (Euphorbiaceae) demonstrou possuir
uma atividade hipoglicémica significativa em ratos com diabetes induzida
por aloxano, mas ndo em ratos normais, em doses orais de 25 e 50 mg/kg
de peso corporal. A droga também mostrou-se efetiva reduzindo os niveis
de acicar no sangue em ratos normais. O efeito hipoglicemiante de t-
DCTN foi quase comparavel a produzida por glibenclamida (2 mg/kg), um
farmaco clinicamente Gtil. Os resultados indicam o potencial
antihiperglicémico de t-DCTN (FARIAS et al., 1997).

O diterpeno clerodano crispeno foi descrito possuindo uma toxidez
significativa contra MDA-MB 231. A linha de células de cancer da mama
dependente de STAT3 (MANTAJ et al., 2015);

Clerodanos Casearinas: Efeito antineoplasico toxico e anti-proliferativo
mediado POR apoptose (FERREIRA et al., 2014);

Clerodano foi constatado tanto in vivo como em resultados in vitro um
valor potencial como agente anti-ostedcito e anti-obesidade, inibem a
hipertrofia dos adipdcitos e diminuicdo da esteatose em hepatdcitos, uma
inibicdo de adipdcitos hipertrofia e diminuicdo da esteatose em
hepat6citos (BEG et al., 2015);

Disobulbin-D (DBD), um diterpendide norclerodano furano hepatotdxico:
Os resultados sugerem que os efeitos de DBD sobre o crescimento de
figado humano L-02 células normais pode ser devido a indugdo de
apoptose das celulas, o que pode também explicar a Observagéao da toxidez
nas plantas contendo esse diterpeno clerodano furano (MA et al., 2012);
Os diterpenos clerodanicos casearinas e casearvestrins, foram
considerados como agentes citotoxicos com notavel acdo antitumoral
(FERREIRA et al., 2011);

Neo-clerodanos (teupolins VI-XII): Todos os metabdlitos apresentaram
valores de baixa toxidez na mais alta concentragdo testada (200 puM)
(FIORENTINO et al., 2011);

Trans-desidrocrotonina (DHC), um diterpeno nor-clerodano: DHC causa
alteracOes histopatoldgicas no figado, que incluiu uma tumefacéo turva,
degeneracdo microvacuolar e alteracdes nucleares. Apesar de a atividade
benéfica de antiulcerogénico DHC, os resultados sugerem que 0 uso a
longo prazo do metabdlito pode induzir danos no figado (RODRIGUEZ et
al.; 2004);

Clerodano no propolis: Efeito antitumoral por inibicdo da DNA alfa-
polimerase, células normais sdo pouco afetadas. O clerodanos inibiram a
DMA polimerase de mamifero e suprimiu o crescimento das células de
hepatoma na concentracdo de cerca de 10 pg/mL e pararam as celulas
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tumorais em fase S, como revelado por citometria de fluxo. Em
concentracdes mais elevados exerceu dano letal sobre eles. O diterpeno
mostrou citotoxidez em vérias células tumorais, enquanto que as células
diploides humanas e de rim de coelho primarios foram menos afetadas
(MATSUNO et al., 1994);

Os diterpenoides furanos neo-clerodanos sdo transformadas por
citocromos P 450 (em particular P 4503A) em metabdlitos hepatotoxicos.
Os metabolitos (provavelmente epdxidos) séo parcialmente inativado pela
glutationa e, provavelmente, hidrolase de ep6xido (LOEPER et al., 1994);
Os diterpenos conhecidos montanin C, teucvin, 12-epi-teucvin, teupolin I,
12-epi-teupolin 1, e (12S) -teucrin H-2 foram caracterizados como sendo
moderadamente toxicos (LABBE et al., 1989);

A pré-tratamento com epoéxi-clerodanos aumentou consideravelmente os
niveis de PGEZ2, citocinas anti-inflamatdrias e fatores pré-angiogénicos. A
atividade Ulcera-cura do ECD foi inibida por pré-administragdo da COX-
1 inibidor especifico (SC560) e inibidor de NOS nédo especificos (L-
NAME), que indica o envolvimento de PGE2 e NOS na atividade de
cicatrizacdo de Ulcera induzida (ANTONISAMY et al., 2014);
Neoclerodanos: Efeito antitumoral em células leucémicas humanas (dois
neoclerodanos foram avaliados quanto & atividade citotoxica in vitro
contra o (leucemia humana HL-60), MCF7 (cancer da mama humano), e
LLC (carcinoma de pulméo de Lewis) linhas celulares de cancer. Os
metabolitos exibiram fraca atividade citotoxica contra células HL-60, com
um valor de IC50 de 41.4uM (LEE et al., 2010);

Epoxi-clerodanos: resultados sugerem uma reduzida incidéncia de
tumores e reverteu os danos em hepatdcitos danificados. Os resultados
apresentados confirmam que esses metabdlitos exibem efeito preventivo
contra hepatotoxidez quimicamente induzida em ratos, podendo ser uma
droga  quimiopreventivo  potente  contra  danos  hepéticos
(DHANASEKARAN et al., 2009);

Salvileucalin clerodanicos: Esta molécula exerceu uma atividade
citotoxica contra células A549 e HT-29 com valores de IC50 de 5,23 e
1,88 pg/ml, respectivamente (AYOAGI et al., 2008);

Os diterpendides neo-clerodanicos, barbatins denominados A-C (1-3), e 0
éster diterpendide nicotinil neo-clerodanicos, chamado scutebarbatine B
mostraram atividade citotdxica contra trés linhas humanas de cancer,
nomeadamente, aprimorar-1 nasofaringe, KB carcinoma epidermoéide
oral, e colorrectal HT29 células de carcinoma, com valores de IC50 em
uM intervalo 3,5-8,1 (DAI et al., 2006);

O diterpeno lactonico trans-desidrocrotonina (DHC) mostrou induzir a
apoptose e a diferenciacdo terminal em células HL60. O metabdlito ndo
apresentou qualquer efeito toxico em PBMC. Assim, DHC foi capaz de
inibir o crescimento celular HL60 in vitro, em parte, através da indugdo de
apoptose e diferenciacdo celular sem causar sérios danos para as células
imunitarias (ANAZETTI et al., 2003);
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ABSORCAO e METABOLIZACAO
FLAVONOIDES

e A ligagdo da orientina com a albumina do soro bovino poderia afetar sua
a concentragdo plasmatica (TOPRAQ & ARIK, 2014);

e As quatro flavonas C-glicosideos orientina, homoorientina, vitexina e
isovitexina foram mal absorvido no trato gastrointestinal. Mais de 50%
das flavonas C-glicosideos foram detectados inalteradas apds 12 h, e a
maior parte dos quatro flavonoides foram nas fezes ap6s 24h. Estes dados
sugerem que o tempo efetivo estes metabolitos permanecem no célon é
suficientemente longo de modo a exercer sua atividade antioxidante e
capturar os radicais livres. Além da excrecdo das formas originais, as
porgdes das flavonas C-glucdsideos foram hidrolisados por
desglicosilacdo e a abertura do anel heterociclico C. Algumas pequenas
moléculas tais como o floroglucinol, &cido hidrocaféico e cido florético
foram detectados e identificados como os metabolitos derivados de
flavonas C-glucdsideos (ZHANG et al., 2007).

e A absorcdo dos metabolitos orientina, vitexina, 2 "-O-G-
galactopyranosylorientin, e 2" -O-G-galactopiranosil vitexina envolvem
um transportador mediado por efluxo somado & difuséo passiva. Entre os
quatro componentes com 7-OH, aqueles com um grupo hidroxila livre em
C-2 ", tais como orientina e vitexina foram os substratos da P-
glicoproteina e que, com um grupo hidroxilo livre em C-2 ', tais como 2 "-
O-Lgalactopyranosylorientin foi o substrato da proteina de resisténcia a
multiplas drogas 2 (MRP2) (LIU LIJIA et al., 2015);

e Os flavondides orientina e isoorientina sdo C-glicosideos, que sdo pouco
absorvidos. Sofrem metabolismo de segunda passagem e degradacédo
intestinal por bactérias sdo fatores importantes na sua absor¢do. A
modulacdo de enzimas metabolizadoras de medicamentos pode afetar a
janela terapéutica de drogas contendo tais flavonoides (JOUBERT et al.,
2009);

e Nao foi observado diferengas significativas entre a vitexina e a
ramnosilvitexina na absorcao intestinal. N&o havia uma zona de absorgao
preferencial no intestino para vitexina e ramnosilvitexina, e ambos na
absor¢do do duodeno, jejuno, ileo e cdlon foram consideradas pobre.
Diferentes concentracdes desses metabdlitos ndo apresentaram influéncia
Obvia para a absorgéo do intestino (WANG et al., 2014);

¢ Avitexina foi encontrada inalterada e como um monoglicosideo reduzido,
que foi submetido a glicuronizagdo. A analise da bilis, confirmou que o
figado recebe forma inalterada a vitexina, a qual é devolvida ao intestino
pela recirculagéo entero-hepética para a reabsorcéo do ileo. A quantidade
de apigenina e vitexina remanescente no ceco € de, aproximadamente,
15% e 26%, respectivamente. Estes dados demonstram que o C-glicosideo
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de vitexina na forma inalterada é absorvido e sofre recirculagdo entero-
hepética. A hidrélise para o monoglicosideo e a conjugagdo para formar
um glicuronido mais polar biodisponivel para ser eliminado (ANGELINO
et al., 2013);

Dados mostram que ndo houve diferencas significativas na absorcéo de
vitexina-2 "- O-ramnosideo em quatro segmentos do intestino de rato,
duodeno, jejuno, ileo e cdlon. A difusdo passiva mostrou reger o
comportamento de transporte de absorcéo da vitexina-2 " - O-ramnosideo.
A absorc¢éo e secrecdo sdo mediadas pelo sistema de transporte de efluxo,
P-gp. A absorgdo de vitexina-2 "- O-ramnosideo pode ser melhorada
administrados em conjunto com inibidores da P-gp (XU et al., 2008);

Os resultados ilustraram que a desglicosilacdo, a desidroxilagéo e
acetilacdo foram as principais vias metabolicas de orientina in vitro por
bactérias intestinais humanas, as quais foram capazes de clivar o C-
glicosideo da orientina para produzir luteolina e gerar outros metabolitos
(XU et al., 2014);

A isoorientina foi incubada com uma mistura de bactérias anaerobicas do
intestino humano intestinal humano. Uma nova clivagem da ligagéo C-
glicosideo foi descoberta pela primeira vez por meio de bactérias
intestinais (HATTORI et al., 1988);

A Dbiodisponibilidade de vitexina na forma de glucosideo apds a
administracdo intraportal, intestinal, assim como gastrica foi de 45,1%,
8,1% e 9,8%, respectivamente. Acredita-se que a enzima CYP3A participe
do metabolismo. O efeito de primeira passagem hepética e intestinal foram
considerados os que mais contribuem para a baixa biodisponibilidade de
vitexina na forma de glicosideo em ratos. Além disso, a contribuicéo de
CYP3A para metabolismo e para a ptn mediadora de efluxo tem
desempenhado um papel significativo na baixa biodisponibilidade do
glicosideo de vitexina (CHEN et al., 2013);

As flavonas C-glicosideo isoorientina e vitexina foram degradadas a &cido
3- (3,4-di-hidroxifenil) propi6nico via luteolina e &cido 3- (4-hidroxifenil)
propionico, respectivamente (BRAUNE et al., 2011);

Os efeitos de primeira passagem hepético, gastrico, e intestinal da vitexina
em ratos foram de 5,2%, 31,3%, e 94,1%, respectivamente. O efeito de
primeira passagem intestinal de vitexina foi consideravel, e efeitos de
primeira passagem hepatica gastricas e também contribuem para a
reduzida biodisponibilidade oral absoluta de vitexina (XUE et al., 2014);

CLERODANOS

Diterpendides furanicos neo-clerodano: séo transformadas por citocromos P 450
(em particular P 4503A) em metabdlitos hepatotoxicos. Os metabolitos
(provavelmente epdxidos) sdo parcialmente inactivado pela glutationa e,
provavelmente, hidrolase de epoxido (LOEPER et al., 1994);
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o Derivados diterpénicos de desidrocroton: A citotoxidez dos derivados foi maior
em hepatocitos isolados recentes (4h de incubacdo) do que em cultura (24 horas
de incubagdo). Assim, a idade poderia reduzir os efeitos citotoxicos de derivados
clerodanos em hepatocitos isolados, sugerindo que a biotransformagdo mediada
pelo citocromo P450 de tais derivados podem levar a formacdo de metabolitos
ainda mais toxicos (MELO et al., 2002);

Como pode ser observado, as atividades relacionadas aos marcadores quimicos e
bioldgicos da espécie estdo de acordo com as indicagdes etnofarmacoldgicas descritas na
literatura. O conjunto de metabdlitos flavonoidicos é apontado como sendo valioso para
as atividades antioxidantes e protetoras dos vasos sanguineos no coragdo, cérebro e
figado. O potencial anti-hipertensivo é frequentemente descrito para os metabdlitos
isolado ou em mistura, por acéo na liberacdo de dxido nitrico, inibicdo da PAF e efeito
diurético consideravel levando a diminuicdo da pressdo arterial. A auséncia de toxidez
desses metabolitos é descrita por diversos autores. Infelizmente, ndo foi descrito nenhuma
atividade para os diterpenos isolados de E. grandiflorus, entretanto as descri¢bes para
outros diterpenos da mesma classe quimica apontam potencial acdo como substancias
como agentes vasorrelaxantes, com potencial efeito sinérgico somado aos flavonoides,
além de acdo antitumoral e em alguns casos hepatoprotetores para determinadas
estruturas. N&o foi encontrado estudos envolvendo os diterpenos isolados de E.

grandiflorus.

A utilizagdo de chés contendo as folhas da espécie e do extrato da mesma em
bebida refrigerante sugere que a toxidez desses extratos estejam em niveis aceitaveis para
consumo. Estudos farmacoldgicos recentes relacionados a toxidez dos extratos brutos
dessa espécie ndo caracterizaram toxidez ou genotoxidez em ensaios in vitro e in vivo em
ratos. A partir da anélise das atividades dos principais componentes presentes no extrato
da espécie chapéu-de-couro é possivel inferir sobre a potencial utilizacdo da mesma no
desenvolvimento tecnoldgico seja na forma de extrato bruto da espécie isolado ou em
mistura com outros extratos de plantas medicinais cuja atividade seja sinérgica e benéfica
na associacdo com Echinodorus. Também é possivel utiliza-la na forma de pd seco do

farmacdgeno na forma de cépsulas, fragdes padronizadas ou fitofarmacos.
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4.6. INOVACAO TECNOLOGIA A PARTIR DA ESPECIE

4.6.1 Desenvolvimento tecnoldgico a partir da espécie E. grandiflorus

Tabela 1: Patentes relacionadas a espécie chapéu-de-couro.

1 Data de . ~ .
Cadigo deposito Pais Inovacéo Atividades
. Os 4acidos exibiram atividade em
Composicdo oo . .
A modelos animais de artrite, reduzindo a
farmacéutica . ~ e .
- migracdo de neutrofilos para a cavidade
contendo acidos . A .
- articular, os niveis de OXCLi, TNF-alfa
BR102012 . aconiticos de folhas . S
26/10/2012 Brasil . e/ou IL-1 beta no tecido peri-articular,
027551-1 de Echinodorus . . ~ .
. bem como a hipernocicep¢do mecénica
grandiflorus e uso no : - x .
. relacionada a inflamacéo e o indice de
tratamento de artrite .
artrite.
Preparacdo para uso externo pele eficaz
na prevencdo e reducdo caspa e queda
- de cabelo, e ter acdes inibidores
Composigdo para uso excelentes sobre as atividades de
JPH10251134 | 22/09/1998 Japéo externo anticaspa e | . . . ~
. tirosinase obtido por formulacdo de um
anti-queda de cabelo .
extracto da espécie Chapeu-de-couro
(Echinodorus macrophyllus (Kunth) e
Echinodorus ellipticus.
extractos de plantas utilizados para inibir
composio e 3P pacrdts pas 2 e o
BR200914283 | 12/03/2012 Brasil extratos redutor de | P L0 ' P .
extratos metandlicos de chapéu-de-
colesterol .
couro, Costus spicatus, Cymbopogon
citratus e Baccharis trimera
Um inibidor de lipase composto de
ingredientes  activos de  diversas
espécies, incluindo Echinodorus
. grandiflorus para ser usado como agente
Composicao PAr& 1 e tratamento de cabelo e preparagéo
JP2006257058 | 28/09/2006 Japéo prevencdo se acne e T .
’ externa da pele (reivindicada), tais como
dermatite . o
cosméticos, produtos farmacéuticos e
medicamentos quasi para o tratamento
da acne, caspa, dermatite e melhorar a
condicdo da pele e cabelo.
Acdo mimética estrogénica como agente
Composicio para prevenir o envelhecimento da pele,
JP2006257056 | 28/09/2006 Japéo nposicao compreendendo a mistura de extractos
antienvelhecimento : P
de diversas espécies incluindo a E.
grandiflorus como ingredientes ativos
O agente previne o desenvolvimento de
- caspa e promove O crescimento do
Agente topico para cabelo e tem um efeito inibidor ativo da
JP10251134 | 22/09/1998 Japéo prevengéo

depilatério

tirosinase melhorada. O agente também
possui um efeito de clareamento da
pele.
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5. METODOLOGIA

O método empregado nesse estudo consistiu em revisdo bibliogréfica de artigos
cientificos, dissertacOes e teses relacionados a espécie Echinodorus grandiflorus e seus
marcadores quimicos. Devido ao escasso tempo para o preparo deste manuscrito, somente
a sinonimia Echinodorus grandiflorus (a mais conhecida e empregada) foi contemplada
no estudo em questdo. Foram utilizadas ferramentas de busca virtuais como o Scifinder,
ISI Web of Science preferencialmente e sites de patentes como o site eletronico do

Instituto Nacional de Propriedade Industrial — INPI (http://www.inpi.gov.br), do

Escritério de Patentes Europeu - EPO (http://www.epo.org) e do United States Patent

Trade Office — USPTO (http://www.uspto.gov) para a busca de documentos relacionados

& inovacdo envolvendo a espécie estudada. Os resumos foram lidos e descartados os que
ndo corresponderem ao assunto de interesse. Palavras-chave utilizadas: Echinodorus
grandiflorus; orientin, isoorientin, vitexin, isovitexin, labdane diterpenes, clerodane
diterpenes. Foi realizado uma andlise da utilizacdo popular da espécie na medicina
tradicional, assim como uma corre¢do entre as atividades biologicas dos marcadores
quimicos com os possiveis beneficios e riscos da utilizacdo dessa espécie. Ao todo foram
encontrados 186 artigos referentes ao género Echinodorus. Todos os abstracts foram
analisados, todavia somente 20 trabalhos se tratavam exclusivamente da espécie
Echinodorus grandiflorus. Algumas teses, artigos de jornais, farmacopéia, resumos de
congressos também foram utilizados como fonte de informacdes sobre a espécie. A
analise dos principais metabdlitos isolados da espécie resultou em 639 trabalhos
relacionados ao metabolismo, 329 trabalhos relacionados a toxidez e 112 sobre a absorgao
das substancias e/ou, no caso dos diterpenos, artigos relacionados a classe quimica mais
comumente descrita para a espécie. A busca por pedidos de patente resultou na descoberta
de 6 patentes envolvendo a espécie E. grandiflorus. Quando a pesquisa foi relacionada ao
género Echinodorus foi encontrado registros de 2 patentes depositadas no INPI, 8 na
USPTO e 12 na EPO. Nenhuma delas relacionada a utilizacdo da espécie para fins anti-

hipertensivos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa bibliografica sobre a espécie chapéu-de-couro (Echinodorus
grandiflorus) mostrou a indicacdo da espécie medicinal para diversos tipos de
enfermidades. Todavia, duas indicagdes etnofarmacoldgicas sdo predominantemente
citadas: o uso da espécie como anti-inflamatorio natural e o uso depurador/diurético da
planta medicinal. A comprovacéo cientifica de muitas dessas indicagdes foi realizada em
modelos in vitro e in vivo em ratos normo- e hipertensos. O potencial antioxidante das
fragdes contendo flavondides em inibir enzimas chave do processo inflamatdrio,
impedindo a liberacdo de moléculas envolvidas com a cascata de inflamagdo e a
estimulacdo de liberacdo de dxido nitrico nos vasos sanguineos sugere ser o principal
mecanismo de acdo dessa fracdo bioativas presente no extrato de folhas da espécie. A
atividade dos diterpenos de E. grandiflorus ainda ndo estd muito clara segundo os
trabalhos. Apesar da classe quimica dos diterpenos da espécie ter caracteristicas que a
conferem um potencial toxico (o qual pode ser empregado como antitumoral), acredita-
se que os diterpenos cembranos de E. grandiflorus sejam hepatoprotetores ou com
auséncia de toxidez uma vez que o extrato da espécie é utilizado até hoje para a fabricacdo
de refrigerantes no pais. Alguns autores acreditam em um efeito sinérgico dessas fracdes,
atuando por diterpenos mecanismos de agdo de forma aditiva positiva para o efeito

farmacoldgico.

O potencial anti-inflamatério tem sido investigado para diversos tipos de
processos fisioldgicos envolvendo 6rgdos como: 0ssos, pulmao, figado, rins, vasos do
coragdo e cérebro, por exemplo. No caso da fracdo flavonoidica, ndo somente o efeito
anti-inflamat6rio chama a atengdo, mas também o potencial vasodilatador de vasos no
coracdo e no cérebro. Muitos ensaios com os flavonoides isolados também apresentaram
resultados animadores com atividade hepato e cardioprotetora. Esses resultados denotam
o valioso potencial de uma espécie nativa brasileira subaproveitada pela industria
nacional no pais. A exemplo do que acontece com diversas espécies europeias, ja
comumente descritas e validadas cientificamente, a produgdo de fitomedicamentos
contendo o0 extrato como um todo ou parte do mesmo na forma de fracdo enriquecida é
uma realidade em varios paises e uma alternativa a mais para uso como adjuvante no
tratamento de diversas enfermidades. Este trabalho néo visa estimular a monoterapia a
partir de plantas medicinais, especialmente em casos de doengas coronarianas e de

neoplasias, todavia, estima-se chamar a atencdo para o potencial de mercado para
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aplicacdo da inovacdo tecnolégica a partir da biodiversidade nacional. Segundo
informagBes aqui descritas, extrato bruto e fragdes enriquecidas dessa espécie tem
potencial para gerar inovagao no preparo de formulagdes topicas ou orais para a aplicagéo
em diversas enfermidades. A busca por pedidos de patente submetidos e aprovados
revelou poucas patentes relacionadas ao emprego da espécie E. grandiflorus, um fato
animador para ser aproveitado pelo Brasil. Dentro os depositantes de pedidos de patente
referentes a espécie em estudo, o Jap&o é o pais com maior nimero de patentes, todavia,
a maioria para utilizacdo na area cosmética. Espera-se maior atencdo dada a essa espécie
nativa brasileira e que ainda ndo se encontra presente nem na RENISUS. Neste trabalho,
tanto as indicagbes farmacoldgicas estdo coerentes com o0s ensaios farmacoldgicos
aplicados aos extratos brutos da espécie, como as atividades de seus marcadores quimicos
correspondem as indicacBes anteriormente citadas. Assim, o potencial diurético e anti-
hipertensivo da espécie, além do seu carater hepato e cardioprotetor devem ser observados
com interesse e analisados com rigor visando maior aproveitamento da espécie como
fonte de novos medicamentos naturais conforme preconizam as politicas publicas de

saude no Brasil.
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