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RESUMO

O uso de plantas medicinais no controle de doencas tem revelado o seu
potencial para a descoberta de novos medicamentos. Dentre as espécies
vegetais utilizadas no Hospital de Medicina Alternativa (HMA/SES-GO)
destaca-se o vetiver (Vetiveria zizanioides L. Nash), uma planta aromatica da
familia Poaceae, utilizada como anti-hipertensivo leve e diurético. Neste
trabalho investigou-se a composicdo quimica do extrato hidroalcodlico de
vetiver, do extrato aquoso liofilizado e do 6leo essencial das raizes de V.
zizanioides. No extrato hidroalcodlico foram encontrados compostos
terpendides e/ou saponinas, flavondides e acido fendlico. No extrato aquoso
liofilizado verificou-se presenga de flavondides e fendis. No oOleo essencial
foram identificados 38 compostos, sendo khusimol, palustrol, khusimona, epi-
zizanona e a-vetivona os constituintes majoritarios. Na avaliagao da toxicidade
aguda dos extratos hidroalcodlico e no extrato aquoso liofilizado da raiz de V.
Zizanioides, concluiu-se que esses extratos ndo apresentaram toxicidade na
dose de 2000 mg/kg. O extrato aquoso liofilizado das raizes de V. zizanioides
ndao demonstrou acado diurética estatisticamente significativa nas doses
testadas. Na investigacédo da atividade antimicrobiana, o 6leo essencial da raiz
de V. zizanioides apresentou potente atividade inibidora do crescimento de
Staphylococcus aureus com CIM de 0,15 mg/mL. Para o extrato etandlico bruto
verificou-se uma acg¢ao antimicrobiana com CIM de 0,19 mg/mL para
Micrococcus roseus e Bacillus cereus e 0,39 mg/mL para Micrococcus luteus,
S. aureus e Bacillus subtilis. A fracdo hexano apresentou agao antimicrobiana
mais intensa contra as cepas de M. luteus, M. roseus, S. aureus e B. cereus.
Com este estudo foi possivel comprovar que o 6leo essencial, o extrato
etandlico bruto e a fragdo hexano provenientes da raiz de V. zizanioides

apresentaram potencial antimicrobiano.

Palavras-chave: plantas medicinais, flavondides, diuréticos, antibacteriano

natural e 6leos essenciais.



ABSTRACT

The use of medicinal plants in controlling the diseases has shown its
potential for the discovery of new medicines. Among the plant species used in
the Hospital de Medicina Alternativa (HMA / SES-GO) highlights the vetiver
(Vetiveria zizanioides L. Nash), an aromatic plant of the family Poaceae, used
as a mild anti-hypertensive and diuretic. In this work it was investigated the
chemical composition of the hydroalcoholic extract of vetiver, the freeze-dried
aqueous extract and the essential oil from the roots of V. zizanioides. In the
hydroalcoholic extract were found terpenoids compounds and / or saponins,
flavonoids and phenolic acid. In the freeze-dried aqueous extract was observed
the presence of flavonoids and phenols. In the essential oil 38 compounds were
identified, and khusimol, palustrol, khusimona, zizanona and epi-a-vetivona
were the major constituents. In the assessment of the acute toxicity of the
hydroalcoholic extract and the freeze-dried aqueous extract of root of V.
zizanioides, it was concluded that these extracts showed no toxicity at a dose of
2000 mg / kg. The freeze-dried aqueous extract of the roots of V. zizainoides
showed no statistically significant diuretic action in the doses tested. In the
investigation of antimicrobial activity, the essential oil of the root of V.
zizanioides showed potent activity to inhibiting the growth of Staphylococcus
aureus with MIC of 0.15 mg / mL. The crude ethanolic extract showed an
antimicrobial activity with MIC of 0.19 mg / mL for Bacillus cereus and
Micrococcus roseus and 0.39 mg / mL for Micrococcus luteus, S. aureus and
Bacillus subtilis. The hexane fraction showed stronger antimicrobial activity
against strains of M. luteus, M. roseus, S. aureus and B. cereus. This study
could prove that the essential oil, the crude ethanol extract and hexane fraction

from roots of V. zizanioides showed antimicrobial potential.

Keywords: medicinal plants, flavonoids, diuretics, natural antibacterial and

essential oils.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais na arte de curar constitui uma forma de
tratamento de origens muito antigas (CUNHA et al.,2003). Antes de quaisquer
estudos cientificos, nossos antepassados perceberam o poder das plantas na
cura de seus males (ELISABETSKY & SOUZA, 2004; VEIGA JUNIOR et al.,
2005). Ao longo de geragdes, informagdes sobre o uso de produtos de origem
vegetal foram sendo incorporadas as terapéuticas populares e hoje se torna
evidente a realidade dos tratamentos embasados em praticas alternativas com
o uso de plantas (PINTO et al., 2002; REIS et al., 2004).

A fitoterapia é definida como “uma terapia caracterizada pelo uso de
plantas medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizagao
de substancia ativa isolada, ainda que de origem vegetal”. Essa pratica
terapéutica além de ser reconhecida e consolidada a nivel de seu uso
tradicional esta incorporada pela populagdo em geral que busca tratamento de
origem natural possivelmente devido a menor quantidade de efeitos colaterais
€ preco mais acessivel, o que nos respalda a pensar na necessidade de
ampliacdo da utilizagdo desta importante pratica alternativa de tratamento
(YUNES et al., 2001; PINTO et al., 2002).

O Ministério da Saude, por meio do Departamento de Assisténcia
Farmacéutica, vem desenvolvendo diversas acbes voltadas ao
desenvolvimento de cadeias produtivas de plantas medicinais e fitoterapicos,
com vistas a ampliagdo do acesso a produtos e servigos para usuarios do
Sistema Unico de Saude. A aprovacdo da Politica Nacional de Praticas

Integrativas e Complementares, prevendo o tratamento com Plantas Medicinais



16

e Fitoterapicos no Sistema Unico de Saude (SUS), conforme disposto na
portaria n°® 971, de 3 de maio de 2006, do Ministério da Saude (BRASIL,
2006a), bem como da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
através do Decreto n° 5.813 de 22 de julho de 2006, constituem incentivos sem
precedentes a Fitoterapia (BRASIL, 2006b).

O Hospital de Medicina Alternativa (HMA-SES/GO) constitui-se de uma
Unidade de Saude Publica, pioneira em praticas médicas nao convencionais.
Foi criado para funcionar como servigo terapéutico alternativo, eficaz e de baixo
custo, a disposicdo da comunidade (BARBOSA, 1990). O HMA como
importante colaborador das praticas de fitoterapia em Goias, vem tentando
desenvolver trabalhos pertinentes as Praticas Integrativas e Complementares
pleiteadas pelo Sistema Unico de Saude, na perspectiva da prevencdo de
agravos e da promogao e recuperagao da saude, estando aberto também a
estagios, pesquisas e intercambio técnico-cientifico entre 6rgdos competentes,
visando aprendizado mutuo e melhoria da qualidade dos produtos fitoterapicos.
Esse Hospital dispde de ambulatérios madicos em suas dependéncias, um
horto de plantas medicinais e laboratério de manipulagéao magistral.

Uma das plantas utilizadas na terapéutica deste Hospital € o vetiver
(Vetiveria zizanioides L. Nash), que é uma planta aromatica, da familia
Poaceae muito encontrada no norte da india e utilizada na fitoterapia
ayurvédica (CHOPRA et al., 1982).

Devido a existéncia de informacdes quanto ao modo de utilizacao da raiz
do vetiver pelas populagdes (MELO, 2005), essa planta foi selecionada para
esse trabalho, pois a possibilidade de sucesso nos resultados € maior tendo

em vista observagdes etnobotanicas sobre seu uso tradicional (BRITO, 1996;
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CECHINEL FILHO, 2000; MONTANARI & BONZANI, 2001; MACIEL et al.,
2002).

Martinez et al. (2004) questionou a valorizagdo do vetiver brasileiro,
destacando que no Brasil a produgdo de vetiver é baixa, e apenas
ocasionalmente destinada a exportacdo, sendo que a variabilidade na
qualidade do 6leo é muito alta.

Pesquisas promovendo melhorias na qualidade das matérias-primas
vegetais, estudos direcionados ao isolamento, purificacéo e caracterizagao de
principios ativos e trabalhos investigando atividades bioldgicas poderao
contribuir para o conhecimento e usos das plantas medicinais (BRITO, 1996;

MACIEL et al., 2002; VEIGA JR et al., 2005).

1.1 FAMILIA POACEAE

O sistema de classificagcdo Angiosperm Phylogeny Group (APG) Il, de
2003, inclui a familia Poaceae na ordem Poales. Essa familia possui 668
géneros com 10.035 espécies e compreende cerca de 20% da vegetagcao que
cobre a terra. No Brasil, ocorrem cerca de 180 géneros e 1500 espécies desta
familia (STEVENS, 2008).

O aspecto externo das plantas da familia Poaceae é caracterizado por
caule do tipo colmo, com uma clara divisdo em nds engrossados e entrends
longos, rodeados pelas bainhas alargadas das folhas, longas e estreitas,
ordenadas em duas séries ao longo do caule. As inflorescéncias,
frequentemente, sdo muito ramificadas. As flores, pouco vistosas, reunidas em
pequenas espigas também chamadas espiguilhas, espiculas, ou espiqueiras

rodeadas por o6rgaos foliares secos (glumas), costumam ser intensamente
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involuidas, mostrando os caracteres tipicos de anemcofilia. Em geral, sua base
€ rodeada por duas glumas. Segue-se depois um numero variado de lemas, em
cujas axilas se assentam as respectivas flores. As flores sdo geralmente
ermafroditas e cada uma das flores consiste em uma palea ou glumela
superior, com dois 6rgaos estéreis (lodiculas ou glumélulas), 3 estames e um
ovario supero. Este leva dois estigmas transversais, muitas vezes plumosos, e
contém rudimento seminal que, no momento da maturagao, se funde com a
parede do ovario, dando lugar a um fruto de tipo nucula, denominado cariopse.
A raiz, considerada normalmente como raiz principal, deve ser entdo a primeira
das raizes laterais cauldgenas. Devido a sua origem enddégena, esta
circundada, inicialmente, por tecido do eixo germinativo e da radicula

(WEBERLING & SCHWATES, 1986).

1.2 ESPECIE Vetiveria zizanioides

A espécie V. zizanioides é conhecida popularmente como capim-vetiver,
capim-de-cheiro, grama-das-indias, falso-pachuli (ou, simplesmente, pachuli) e
raiz-de-cheiro (CORREIA, 1984).

Corréa (1984) discorre sobre duas possiveis origens da espécie vegetal
Vetiveria zizanioides, sendo que a primeira possibilidade poderia ser a de que
esta espécie vegetal teria sua origem asiatica, considerada indiana, mas que
também poderia ser aceita a possibilidade de o capim vetiver ter sua origem na
Malasia e que os arabes o tivessem introduzido na india como espécie
econdmica ha mais de oito séculos. Quanto a introdugdo no Brasil deve ter
ocorrido logo depois do descobrimento, pois ela ocorre de forma

subespontanea nas praias da ilha Marajé e desde a Amazénia até Sdo Paulo.
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A espécie Vetiveria zizanioides € uma planta perene cespitosa com
folnas mais ou menos basilares, invaginantes no caule, estreitas, lineares,
agudas, erectas, as vezes dobradas com até 70 cm de comprimento, lisas,
inodoras, glabras, escabrosas e serradas nas margens. Inflorescéncia em
panicula ampla, terminal, erecta, cbnica, com 15-35 cm, esverdeadas,
compostas de numerosos racimos espiciformes, 8-12 verticilados, tendo os
interiores mais de 20 raios; espigas formadas por espiqueiras violaceas
compostas de 2 flores e reunidas em grupos de 2-3; glumas coriaceas,
espinescentes sobre uma das palhas e ciliadas sobre a outra; fruto cariopse
oblongo, livre entre as glumelas (Figura 1A). O rizoma se apresenta lenhoso,
esponjoso, pardacento, flexivel, fortemente aromatico, comprido e muito fino,

revestido de epiderme amarelo-palido (Figura 1B) (CORREA, 1984).

Figuras 1: (A) Aspecto geral da espécie Vetiveria zizanioides cultivada no

Hospital de Medicina Alternativa. (B) Detalhe de suas raizes fasciculadas.

Numa analise microscopica da raiz principal de V. zizanioides foi

observada a presencga de uma regiao esclerénquimatica e um aerénquima bem
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evidente; o cilindro central esta constituido por elementos de metaxilema e a
regido medular composta de células contendo grdos de amido (ALENCAR et

al., 2005).

1.3 ESPECIE Vetiveria zizanioides: USO POPULAR

Um estudo etnobotanico realizado por Lans (2006) em Trinidad e
Tobago, apresentou a espécie Vetiveria zizanioides como uma planta indicada
para tratamentos de problemas urinarios. Lans (2007) descreveu a mesma
planta sendo usada em casos de infertilidade e para auxiliar na expulsao da
placenta durante o trabalho de parto.

Amoroso (2002) e Morais e Guarim Neto (2003) realizaram levantamento
etnobotanico de espécies medicinais utilizadas no cerrado mato-grossense,
sendo que nesses trabalhos, plantas do género Vetiveria foram citadas.

A raiz da espécie Vetiveria zizanioides tem sido utilizada, principalmente
na india, para tratamentos diversos como: estimulante, anti-séptico, febrifugo,
ténico, insetifugo, calmantes das enxaquecas e das nevralgias (CORREIA,
1984).

Segundo o manual de Fitoterapia do Sistema Ayurveda (SUDS-GO,
1988), a raiz do Vetiver é utilizada como ténico cardiaco, no tratamento de
hipertenséo leve e como diurético. Carneiro (2007) indica a espécie Vetiveria
Zizanioides para tratamento de hipertensao arterial. De acordo com os
principios da Ayurveda, as plantas diuréticas tém propriedades de eliminar
liquidos em excesso no organismo, ajudam no processo de detoxificagdo pelos
rins e ajudam no tratamento de afecgdes urinarias tais como disuria, litiase e

infecgcdes urinarias. Em geral os diuréticos também s&o usados para doengas
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associadas com o envelhecimento e congestao linfatica, doengas de pele,
doencgas venéreas e reumaticas. Além disso, aumentam a diurese, ajudam na
purificacdo do sangue e sao uteis em casos de infecgdes, ictericia e hepatite.
Essas plantas ajudam a aumentar a sudorese e podem ser uteis no tratamento
de doencgas febris. Como o excesso de liquido na cavidade abdominal pode
debilitar o poder de digestao, algumas sao uteis para desordens gastrintestinais
(MELO, 2005; CARNEIRO 2007).

Além de seus usos terapéuticos, o vetiver tem seu emprego justificado
podendo ser importante na conservagcdo do solo de terrenos sob erosdo ou
terrenos alagados. Suas folhas podem ser usadas na pastagem, alimentando o
gado e na confeccdo de arranjos ornamentais. De suas raizes pode ser
extraido o dleo essencial para fabricacdo de perfumes e também servir como
matéria-prima para a producgao de pesticidas botanicos (METHACANON et al.,

2003).

1.4 CONSTITUINTES QUIMICOS DA ESPECIE Vetiveria zizanioides

Em um estudo de prospeccado fitoquimica, visando estabelecer
parametros para o controle de qualidade da raiz do vetiver cultivada no Hospital
de Medicina Alternativa, foi detectada a presenca de alcaldides, flavondides,
esterdides e triterpenos, digitalicos e cumarinas (ALENCAR et al. 2005).

Champagnat et al. (2007), estudando o género Vetiveria isolou 5
flavondides, sendo que quatro destes flavondides (carlinosideo,
neocarlinosideo, 6,8-di-C-arabinopirasiluteolina e tricin-5-O-glucosideo) foram
isolados tanto na espécie Vetiveria zizanioides, quanto de Vetiveria nigritana

Benth. e ainda o componente isoorientina encontrado somente na espécie
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Vetiveria zizanioides. Os componentes carlinosideo, neocarlinosideo e 6,8-di-
C-arabinopirasiluteolina foram isolados do extrato metanol/agua das partes
aéreas das espécies Vetiveria nigritana e Vetiveria zizanioides. O componente
isoorientina foi isolado do extrato metanol/agua da parte aérea de Vetiveria
Zizanioides e o componente ftricin-5-O-glucosideo foi extraido do extrato
etandlico das raizes das duas espécies do género Vetiveria.

Um estudo realizado por Methacanon et al. (2003) analisou os
constituintes quimicos das folhas da Vetiveria zizanioides e apresentou como
resultado os polissacarideos, hemicelulose (38%) e a celulose (27%)
encontrados nessa planta. O teor protéico foi de 5% e o teor de lignina foi de
10%. A porcentagem de cinzas totais foi de 3%, sendo 50% destas cinzas
constituidas por silica. Alencar et al (2005) analisou o teor de agua, cinzas e
cinzas insoluveis em acido cloridrico da raiz da Vetiveria zizanioides,
encontrando como resultado valores de 9,70% para agua, 3,51% para cinzas
totais e 1,33% para cinzas insoluveis em acido cloridrico.

Uma das classes quimicas mais estudadas da Vetiveria zizanioides é o
Oleo essencial de sua raiz. Em 2000, Weyerstahl et al. identificaram 155
contituintes do O6leo essencial da Vetiveria zizanioides coletado no Haiti,
incluindo um sesquiterpeno com um novo esqueleto, denominado 1,7-
ciclogermacra-4-dien-15-al. Huang et al. (2004) encontraram em uma amostra
de raiz da V. zizanioides, uma quantidade maior de valenceno (30,36%),
enquanto que no broto e nas folhas os constituintes majoritarios foram o 9-
octadecenamido (33,50%), 2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-
tetracosahexaeno (27,46%) e acido 1,2-benzendicarboxilico, diisoctil éster

(18,29%).
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Champagnat et al. (2006) realizaram uma analise comparativa da
composicdo da Vetiveria zizanioides cultivados no Brasil, China, Haiti, india,
Java, Madagascar, México, El Salvador e observaram que a composi¢ao dos
constituintes majoritarios (khusimol, B-vetiveneno e B-vetispireno) nao variou
significativamente comparando as diferentes origens. Nessa pesquisa de
Champagnat et al. (2006), os constituintes caracteristicos encontrados foram o
B-vetispireno (1,6-4,5%), o Khusimol (3,4-13,7%), o vetiselinenol (1,3-7,8%) e o
a-vetivona (2,5-6,3%).

Muitos estudos comparativos dos contituintes do o6leo essencial de
Vetiveria zizanioides foram realizados levando em consideragao variacoes de
plantio. Pripdeevech et al. (2006) analisaram os constituintes do 6leo essencial
de Vetiveria zizanioides cultivados em solo sem tratamento, solo com adicao de
microoganismos e cultivo em semi-hidroponia e observaram que o O6leo
essencial da raiz da planta cultivada em solo com adigdo de microorganismos
apresentou uma maior quantidade de componentes de baixa massa molecular
como O 2-norzizaeno e seus derivados e o y-vetivereno. O odor dos 6leos
essenciais obtidos do solo sem tratamento e do cultivo em semi-hidroponia
apresentaram-se semelhantes, mas o 6leo essencial obtido do solo com adigao
de microrganismos apresentou odor significativamente diferente. Estudo similar
foi realizado por Adams et al. (2004), que extraiu o 6leo essencial do vetiver
cultivado em solo estéril e solo adicionado de bactérias e fungos. Nesse estudo
os rendimentos dos 6leos essenciais foram de 0,02% para o 6leo essencial
extraido da raiz da planta cultivada em solo estéril e 0,29-0,40% para a raiz da
planta cultivada em solo com bactéria e fungos. Em relagdo aos constituintes

quimicos observaram um grande numero de alcanos e alcanois com particular
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interesse os alcanos C19-C29 no 6leo essencial extraido da planta cultivada em
condicbes estéreis, sendo esses componentes quase inexistentes no dleo
essencial da raiz da planta cultivada em solo com bactéria e fungos. Nao foi
encontrado no Oleo essencial extraido da planta cultivada em solo estéril
componentes como o B-funebreno, prezizaeno, a-amorfeno, ou B-vetispireno,
encontrados no 6leo essencial extraido da planta cultivada com solo acrescido
de bactéria e fungos.

Um estudo realizado por Massardo et al. (2006) analisou a produgao de
Oleo essencial da Vetiveria zizanioides em plantas jovens (20 cm de altura).
Esse estudo verificou que nos seis primeiros meses de analise a quantidade de
Oleo essencial extraido se manteve constante com média de 0,30 g/100 g de
raiz da planta, sendo que durante os 2 meses seguintes houve um aumento na
producdo para uma média de 0,70 g/100 g da raiz da planta, verificando
posteriormente um decréscimo de produgao para 0,54 g/100 g da raiz durante
os meses de inverno. Esse resultado sugere que a produgao do 6leo essencial
do vetiver é notadamente relacionada com o metabolismo da raiz da planta, o
qual é afetado por diferengas ambientais causadas pelas mudancas das
estacoes.

Costa et al. (2006) realizaram um estudo comparativo extraindo 6leo
essencial da raiz da Vetiveria zizanioides por hidrodestilacdo, extracdo por
solvente e extracao com COz2 supercritico e observou que os 6leos essenciais
obtidos pelas trés métodos apresentaram como compostos majoritarios o
Khusimol, bicicloventivenol, [B-vetivona e a-vetivona, embora os extratos

obtidos com fluido supercritico ndo apresentem os compostos mais volateis.
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1.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS DA ESPECIE Vetiveria zizanioides

A atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus pelo o6leo
essencial da raiz de Vetiveria zizanioides foi demonstrada por Hammer et al.
(1999). Eles observaram que a concentracdo inibitéria minima (CIM) do 6leo
essencial para Staphylococcus aureus foi de 0,008% (v/v), sendo a menor CIM
observada para as 52 amostras de diferentes espécies vegetais analisadas.

Sridhar et al. (2003) analisaram treze amostras de 6leos essenciais da
raiz de diferentes espécies aromaticas visando comparar os constituintes
majoritarios e as propriedades antifungicas. Neste trabalho o constituinte
majoritario de Vetiveria zizanioides foi a vetiverona (60%) e sua propriedade
antifangica foi menor se comparada com a atividade observada para
Cymbopogon martini que apresentou acentuada acgédo antifungica contra
Colletotrichum lindemuthiabum, Alternaria alternata, Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Penicillium sp. e Rhizopus sp..

Em um estudo de Putiyanan et al. (2005) sobre a determinagdo da
atividade antimicrobiana do vetiver, foi observado que os extratos metandlicos
da raiz de seis variedades de Vetiver mostraram atividade antifungica contra
Trichophyton mentagrophytes e algumas destas variedades mostraram
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Lugman et al. (2005) demonstraram que o extrato
hexanico das raizes de vetiver apresentou potente atividade inibitéria do
crescimento de bactérias como Mycobacterium smegmatis e Escherichia coli,
resistentes a outros antibacterianos.

Em uma pesquisa sobre avaliacdo da atividade antioxidante do dleo

essencial da raiz de vetiver verificou-se elevada atividade sequestradora de
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radicais livres, se comparado com padroes antioxidantes como o BHT e a-
tocopherol, contudo sua capacidade quelante com metais como Fe** foi
considerada fraca (KIM et al. 2005).

A atividade protetora hepatica do extrato metandlico de Vetiveria
zZizanioides foi estudada por Parmar et al. (2008). Neste estudo foi administrado
etanol 20% por 18 dias para induzir danos ao figado de ratos e observaram-se
alteragdes funcionais (indugdo do tempo de sono por administracdo de
tiopentano), alteragdes fisicas (alteragbes no volume e peso do figado), e
parametros bioquimicos como dosagens de transaminases, fosfatases,
bilirrubina direta e indireta, colesterol, triglicerideos, proteinas totais e
alteragdes histologicas no figado. Os resultados mostraram que o extrato
metandlico de Vetiveria zizanioides preveniu danos funcionais, fisicos,

bioquimicos e histolégicos, indicando o efeito protetor nas células hepaticas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
O presente estudo teve por objetivo investigar fitoquimicamente a raiz da
espécie Vetiveria zizanioides, realizar testes de toxicidade aguda, investigar a

atividade diurética e avaliar seu potencial antimicrobiano.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Investigar os metabdlitos secundarios existentes na raiz de Vetiveria
zizanioides cultivada no HMA/SES-GO

2) Identificar os compostos quimicos do éleo essencial extraido da raiz

3) Realizar testes de toxicidade aguda em ratos, por via oral, com
extratos obtidos da raiz de Vetiveria zizanioides

4) Avaliar a agao diurética do extrato aquoso liofilizado das raizes da
espécie Vetiveria zizanioides

5) Avaliar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial, do extrato
etandlico bruto e das fragdes hexano, diclorometano, acetato de etila e

metanol/agua da raiz de Vetiveria zizanioides
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BOTANICO

A raiz da planta foi coletada na manha do dia 02 de julho de 2007, em
um periodo de clima seco, no Horto do Hospital de Medicina Alternativa
localizado na BR-153, km 08, bairro Santo Anténio em Goiénia, Goias, Brasil
(16° 43’ 50,3” S e 49° 14’ 32,9” O a 863 m de altitude). Esse espécime foi
plantado no dia 15 de julho de 2005, mantida em area irrigada e com adubacéao
organica, sendo considerada, no momento de sua colheita, uma planta adulta
com desenvolvimento total.

O processamento da raiz: selegédo, lavagem, secagem e trituragao,
foram realizadas na area de producdo da Divisdo de Farmacia deste Hospital
conforme o procedimento operacional padrdo para processamento de plantas
medicinais utilizado pelo Hospital de Medicina Alternativa e de acordo com o
Manual de Boas Praticas Agricolas apresentados pelo Ministério da Agricultura

(BRASIL, 2006c).

3.2 ESTUDO DA COMPOSICAO DO SOLO DO HORTO DO HOSPITAL DE
MEDICINA ALTERNATIVA

Uma analise da composicdo quimica do solo do Horto do Hospital de
Medicinal Alternativa foi realizada em um laboratério terceirizado para
caracterizagao do tipo de solo em que o material vegetal foi coletado. Essa
analise constituiu na verificagdo do pH, pesquisa de macronutrientes e analise

da textura do solo.
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3.3 ESTUDO QUIMICO DE Vetiveria zizanioides
Os procedimentos de isolamento e identificagdo dos constituintes
quimicos foram realizados no Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais -

UFG.

3.3.1 Obtencao do extrato direcionado para digitélico

Uma quantidade de 50 g da planta seca em po6 foi extraida sob agitagcéo
(60rpm) por um periodo de 1 hora e 30 minutos com 300 ml de etanol 50% (v/v)
e 50 mL de solugao de acetato de chumbo 10%. A solugéo obtida, foi filtrada e
extraida em funil de separagdo com 75 mL de diclorometano/isopropanol (3:2)
por 3x. As fases organicas foram reunidas, sendo sua agua retirada com
sulfato de magnésio desidratado (WAGNER & BLADT, 2001). O extrato obtido

foi concentrado em rotaevaporedor a 40°C.

3.3.2 Obtencao do extrato aquoso liofilizado
Um decocto preparado a 5% (p/v) a partir da droga vegetal, permaneceu
em fervura até redugdo do volume para um quarto do volume original, sendo

posteriormente filtrado e liofilizado.

3.3.3 Obtencao do extrato etandlico bruto

Uma quantidade de 200 g da raiz dessecada e previamente pulverizada
foi submetido ao processo de maceragéo a frio, por trés dias, com agitacao
ocasional, utilizando como liquido extrator o etanol 95°GL. A proporcao
utilizada foi de uma parte do material pulverizado para cinco partes do etanol.

Apds a maceracao foi feito a filtracdo em papel de filtro e o extrato obtido foi



30

concentrado em evaporador rotativo a 40°C. O residuo vegetal obtido foi
extraido por mais duas vezes de maneira analoga a primeira, obtendo-se assim

o extrato etandlico bruto da raiz de Vetiver (FERRI, 1996).

3.3.4 Fracionamento do extrato etanodlico

O fracionamento do extrato etandlico bruto foi feito segundo metodologia
descrita por Ferri (1996), a qual constitui na dissolugdo do mesmo em mistura
metanol/agua na propor¢ao de 7:3, que foi submetida a parti¢gdes liquido-liquido
sucessivas em hexano, diclorometano e acetato de etila. Desta forma, foram
obtidas quatro fragdes: fragcdo hexano (FH), fragdo diclorometano (FD), fragédo
acetato de etila (FAc) e fracdo metanol:agua (Faq).

Nesta pesquisa, uma quantidade de 50 g do extrato etandlico bruto foi
diluido em 200 mL de mistura metanol:agua 7:3 e colocado em um funil de
separacao. Ao funil foram acrescidos 200 mL de hexano procedendo a
separacao das fases e reserva da fracdo hexano, sendo este procedimento
repetido por mais duas vezes. A fase aquosa foram acrescidos 200 mL de
diclorometano com separacgao das fases, sendo este procedimento repetido por
mais duas vezes e entdo a fracdo diclorometano foi reservada. A fase aquosa
que sobrou foram acrescidos 200 mL de acetato de etila com separacao das
fases, reserva da fracdo acetato de etila e repeticdo deste procedimento por
mais duas vezes. A fracdo que sobrou das separagdes com acetato de etila foi
considerada a fragao aquosa. Todas as fragdes foram concentradas do mesmo

modo apresentado para concentragao do extrato etandlico bruto.
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3.3.5 Obtencé&o do 6leo essencial

A obtengao do 6leo essencial foi realizada por destilagdo em sistema de
Clevenger, onde 200 g da raiz dessecada e triturada de Vetiveria zizanioides
foram extraidos por hidrodestilagdo por periodo de 2 horas. A temperatura de

refrigeragao do condensador foi mantida a 20°C (COSTA, 2001).

3.3.6 Pesquisa de heterosideos digitalicos

Para a caracterizagao laboratorial destes principios ativos, empregaram-
se reacbes que evidenciam, isoladamente, partes das moléculas dos
heterosideos, como reagdes de caracterizacdo do nucleo esterdide
(Liebermann-Burchard); rea¢des relacionadas com o anel lacténico pentaciclico
(Kedde) e reagdes relacionadas com os desoxiagucares (Keller-Kiliani, Pesez)

(COSTA , 2001).

3.3.7 Fracionamento direcionado para heterosideos digitélicos

Uma quantidade de 1,00 g do extrato obtido segundo o item 3.3.1, foi
submetido a cromatografia em coluna de silica gel 60 (40,00g), empacotada
com hexano e eluida com os sistemas de eluentes conforme Quadro 1. Foram
obtidas 5 fragcdes de cada eluente, cada uma contendo um volume de 20 mL,

totalizando uma quantidade de 65 fracoes.
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Fracédo (%) Volume (mL) Caddigo
Hexano 100 100 FH
Hex/Diclorometano 70:30 100 FHD(7:3)
Hex./Diclorometano 50 100 FHD(5:5)
Hex/Diclorometano 30:70 100 FHD(3:7)
Diclorometano 100 100 FD
Diclo./Acetato de etila 70:30 100 FDA(7:3)
Diclo./Acetato de etila 50 100 FDA(5:5)
Diclo./Acetato de etila 30:70 100 FDA(3:7)
Acetato de etila 100 100 FA
Acet./Metanol 70:30 100 FAM(7:3)
Acet./Metanol 50 100 FAM(5:5)
Acet./Metanol 30:70 100 FAM(3:7)
Metanol 100 100 FM

Quadro 1: Sistema de eluentes para cromatografia em coluna realizada com o

extrato da raiz de Vetiveria zizanioides

Das fragcbes com solvente puro e com propor¢cao 1:1 foram retiradas
amostras para serem submetidas a reacdo de Kedde conforme Costa (2001).

Para as fragdes hexano foram testadas as fases moveis: hexano/acetato
(8.5:1.5) e hexano/ acetato (7:3). Nas fragdes diclorometanos foram testados
as fases moveis: acetato/metanol/agua (8.1:1.1:0.8), acetato/metanol/agua
(7.6:1.1:1.3), hexano/acetato (8.5:1.5) e diclorometano/acetato (8:2). Para as
fragbes acetato foram testadas as fases moveis: acetato/metanol/agua
(8.1:1.1:0.8), acetato/metanol/agua (7.6:1.1:1.3), hexano/acetato (8.5:1.5),
hexano/acetato (3:7) e acetato/metanol (8:2). Para as fragbes metanol foi
testada somente uma fase moével: acetato/metanol (8:2).

Além dos heterosideos digitalicos, foram investigadas outras classes de

metabdlitos, sendo que as cromatografias de camada delgada (CCD) foram
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submetidas a revelacbes em AS (Anisaldeido Sulfurico) para verificagdo da
presenca de compostos terpénicos e saponinas, NP (Natural Product —
Diphenylboryethylamine) para identificacdo de flavondides e/ou compostos com
grupo fenol, Dragendorff para caracterizacdo de alcaldides, FeCl; para
identificacdo de fendis, KOH para caracterizacdo de antraquinonas e
cumarinas, e Kedde para caracterizagao de heterosideos digitalicos (WAGNER
& BLADT, 2001).

No processo de isolamento do heterosideo digitalico 2,0 g do extrato
obtido no item 3.3.1 foi submetido a cromatografia em coluna de silica gel 60
(80,00 g) empacotada com hexano e eluida com sistema de eluentes conforme
Quadro 1. Nesta cromatografia foram coletadas 130 fragbes com o volume de
10 mL de cada fracao.

As fracOes de 42 a 48 foram reunidas e submetidas a um procedimento
de cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP), com fase movel
para composta por hexano/diclorometato/metanol na proporcao de 10:10:1. A
banda isolada na CCDP foi raspada da cromatoplaca e extraida da silica com
diclorometano. A amostra obtida foi enviada a Universidade de Brasilia para a
obtenc&o dos espectros de RMN "H e RMN *3C.

As cromatografias em coluna foram feitas utilizando silica gel 60 (0,05 —
0,200 mm) da marca Vetec® e o monitoramento das fragcbes foi realizado
através de cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) (10 x 5cm) da
marca ALUGRAM® de 0,2 mm de espessura, silica gel 60 e com indicador de
fluorescéncia UV 254. A CCDP foi realizada em cromatoplaca apresentando as
mesmas especificacdées da cromatoplaca para CCDA, mas com dimensodes 20

x 20 cm.



34

Os solventes utilizados nas CC, CCDA e extragao de CCDPs foram de

grau analitico.

3.3.8 Anadlise fitoquimica do extrato aquoso liofilizado

Uma quantidade de 0,5 mg do extrato aquoso liofilizado, obtido no item
3.3.2, foi diluido em agua destilada e filtrado, sendo a solugao obtida submetida
a CCDs em diferentes fases moéveis capazes de eluir substancias polares. A
primeira fase movel testada foi a fase contendo acetato de etila/acido formico/
agua na proporgao de 9,5:0,5:0,5 (Farm. Bras. IV Ed, 2004), a segunda foi com
acetato de etila:tolueno/acido férmico/agua na proporcéo de 8:1:0,5:0,5 (Farm.
Bras. IV Ed, 2002), a terceira foi a fase mével contendo acetato de etila/acido
férmico/agua na proporgao de 8:1:1(Farm. Bras. IV Ed, 1996) e a ultima a fase
movel contendo acetato de etila/acido formico/acido acético/agua na proporgao
de 10:1,1:1,1:2,7 (WAGNER & BLADT, 2001). As CCDs foram observadas sob
luz UV 254 e 365 nm e reveladas em vanilina sulfurica, FeCls e NP.

Na tentativa de isolamento de compostos do extrato aquoso liofilizado da
raiz de V. zizanioides, foi realizada uma coluna cromatografica com sephadex
lipofilico LH 20 da marca SIGMA-ALDRICH, com dimensdes de poros de 25 a
100 um. Nesta coluna foram utilizados 15 g de sephadex empacotado com 70
mL de metanol. Uma quantidade de 0,5 g do liofilizado diluido em 1,5 mL de
metanol foi aplicada na coluna e eluida em sistema isocratico com metanol.
Desta coluna foram coletadas 115 fragdes com volume de 1 mL cada fragao.

As fracdes de 102 a 114 foram reunidas e submetidas a CCDP tendo
como fase movel acetato de etila/acido férmico/acido acético/agua na

propor¢cao de 10:1,1:1,1:2,7 (WAGNER & BLADT, 2001). A banda isolada na
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CCDP foi extraida da cromatoplaca e eluida da silica com acetato de etila. A
amostra obtida foi enviada a Universidade de Brasilia para obtencdo dos

espetros de RMN "H e RMN "3C.

3.3.9 Quantificacdo de flavonoides no extrato aquoso liofilizado (adaptado
de Rolin et al. 2006)

O doseamento de flavonodides foi realizado utilizando-se o decocto
liofilizado. Neste procedimento 0,5 g do liofilizado foi transferido para um baldo
de 250 mL. Ao baldo foram adicionados 100 mL de uma mistura de
metanol/acido acético 0,02 M (99:1), e baldo levado ao banho-Maria sob refluxo
a 90-100°C por 40 minutos, sendo depois a solugao foi filtrada. Apds
resfriamento a absorbancia da solucao foi lida em espetrofotdmetro a 361nm. A
analise foi realizada em ftriplicata. O branco foi preparado com a mistura de
metanol:acido acético 0,02 M

Para construcdo de curva padréo 1,25 mg de rutina (Sigma) com 95%
de pureza foi pesada e transferida para um baldao de 25 mL, completando-se o
volume com metanol/acido acético 0,02 M. Aliquotas de 200, 400, 600, 800 e
1000 uL foram transferidas para tubos de ensaio, completando-se o volume
para 1 mL, homogeneizando e entdo lidas a 361 nm. A regressao linear da reta
foi realizada utilizando o programa ORIGIN 5.0.

O calculo do teor de flavondides foi determinado pela seguinte equagao:

% flavondides = C (mg . mL™).100 .10%/ m (mg)

Onde:
100 é o fator de diluicido

C = concentragao de flavondides em mg
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m = massa da amostra (mg)
Os resultados apresentados para o doseamento dos flavondides

correspondem a média de trés repeticdes (n=3)x desvio padrao da média

3.3.10 Estudo da composicdo quimica do O6leo essencial da raiz de
Vetiveria zizanioides

O dleo essencial obtido em 3.3.5 foi submetido a anélise cromatografica, em
fase gasosa, acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) em aparelho
SHIMADZU QP5050A. Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida (CBP-5 com
30m x 0,25 mm x 0,25um), com fluxo de 1 mL . min™' de Hélio, como gas de arraste,
aquecimento com temperatura programada (60 °C/2 min; 3°C min™/240°C; 10°C
min~'/280°C; 280°C/10 min) e energia de ionizagao de 70 eV, sendo o volume de
injecdo de 1 uL da amostra diluida em CH,Cl, na propor¢ao de 1:5. A analise foi
conduzida no modo de varredura, com intervalo de massas de 40-400 m/z e uma
razao de split de 1:20.

Os componentes quimicos do o6leo essencial foram identificados por
comparagao (automatica e manual) dos espectros de massas e indice de retengao
com os descritos na literatura para os componentes mais comuns de O6leos
essenciais (ADAMS, 2007). Os indices de retengao foram calculados através da co-
injecdo de uma mistura de hidrocarbonetos C9 — C22, e utilizagdo da equagéao de

Van Den Dool e Kratz (1963).
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3.4 ESTUDO DA TOXICIDADE AGUDA DE Vetiveria zizanioides SEGUNDO
AS DIRETRIZES DA OECD 423 (2001)

O projeto de pesquisa para avaliar a toxicidade aguda de Vetiveria
Zizanioides segundo as diretrizes da Organization for Economic Co-operation
and Development (OECD) 423 (2001), foi submetido & Comité de Etica em
Pesquisa da Pro-Reitoria de Pesquisa e Poés-Graduacdo da Universidade
Federal de Goias, sendo aprovado segundo protocolo de numero 062/08

(Anexo A).

3.4.1 Extratos utilizados no teste de toxicidade aguda

Para uma analise mais detalhada da toxicidade aguda de Vetiveria
zizanioides foram escolhidos dois extratos distintos: o extrato direcionado para
digitalicos proposto por Wagner & Bladt (2001) e apresentado no item 3.3.1 e 0
extrato preparado a partir do decocto liofilizado, proposto por Melo (2005) e

apresentado no item 3.3.2..

3.4.2 Descricao dos animais

Foram usados no experimento ratos Wistar (Ratus novergicus) de
ambos os sexos oriundos do biotério da UNICEUB-Centro Universitario de
Brasilia. Os animais eram adultos jovens com 8 a 12 semanas de idade e o

peso de cada um nao excedeu a 20% da média do grupo.

3.4.3 Alojamento e manejo dos animais
Os animais foram mantidos no biotério do Nucleo de Estudos e

Pesquisas Toéxico-Farmacologicas (NEPET) da Faculdade de Farmacia da
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Universidade Federal de Goias. Foram alimentados com ragao balanceada
Labina (Purina), além de agua filtrada. O ambiente foi climatizado com
temperatura de 23+2°C e umidade relativa do ar variando de 50 a 70% com
monitoramento do ciclo claro e escuro de 12 horas cada. Cada grupo de trés
animais foi acondicionado em uma caixa de polipropileno forrada por
maravalha, sendo trocada em dias alternados.

Os animais passaram por um periodo de aclimatagcao de uma semana
antes do inicio dos experimentos e neste dia os animais foram pesados e

identificados.

3.4.4 Descricao do protocolo experimental

Para a realizagdo do experimento, seis grupos foram formados
randomicamente, sendo que trés grupos eram de ratos machos e trés grupos
de fémeas. O numero de animais usados para cada grupo foi de trés animais,
conforme recomendado pelas diretrizes da OECD 423.

A dose inicial para o teste de toxicidade foi escolhida entre as doses
fixas de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Por se tratar de extratos vegetais originarios
de uma planta ja utilizada pelas populagdes, e devido a inexisténcia de
informacdes de casos de intoxicacdo por esta planta, decidiu-se iniciar a
triagem com a dose de 2000 mg/kg.

Para solubilizacdo do extrato foi utilizado DMSO 3% (p/v) e o volume foi
completado com salina tendo-se o cuidado de ndo exceder o volume de 1
mL/100 g de peso corporal do animal.

O extrato direcionado para heterosideos digitalicos foi administrado em

um grupo de machos e em um grupo de fémeas e o mesmo foi feito com o
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extrato liofilizado, sendo que os dois grupos restantes foram destinados a
administragao do controle (salina/DMSO a 3%). As administragdes foram feitas
em dose unica por gavagem com canula apropriada.

Antes da administracdo dos extratos, os ratos foram privados de
alimentagdo por 12 horas tendo o suprimento de agua mantido a vontade.
Depois que o extrato foi administrado, a alimentacéo ainda continuou suspensa
por mais 2 horas. Os animais foram observados em intervalos variados (10min,
30min, 1h, 2h, 4h, 6h, 12h e 24h) apds a administragao dos extratos de vetiver
e, a partir de entao, diariamente até o décimo quarto dia.

Durante os periodos de observacdo foram feitas observacdes
comportamentais (screening hipocratico: atividade geral, frénito vocal,
irritabilidade, resposta ao toque, resposta ao aperto de calda, contorcéao,
posicao trem posterior, reflexo de endireitamento, tdnus do corpo, forca para
agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal, tremores, convulsdes, straub,
hipnose, lacrimacdo, ptose, micgcdo, defecagcdo, piloerecdo, hipotermia,
respiragao, cianose, hiperemia, morte). As intensidades dos eventos foram
tabuladas de zero a 4, correspondendo respectivamente a: ausente, pouco,
moderado, intenso. As alteracbes encontradas na observagdo comportamental
dos animais foram registradas em protocolo impresso com lista de sinais a
serem investigados (MALONE & ROBICHAUD, 1962).

No décimo quarto dia os animais foram novamente pesados,
anestesiados com solucdo de xilasina-cetamina por via intraperitoneal,
eutanasiados e entdo necropsiados. Durante a necropsia foi retirado o coracéo,
pulméo, bexiga, rins, figado e bago para analise macroscépica. A eutanasia

dos animais seguiu os principios éticos de experimentagdo animal proposta
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pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL,

2008).

3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE DIURETICA

O projeto de pesquisa, para avaliacao da atividade diurética de Vetiveria
zizanioides, foi submetido & Comissao de Etica em Pesquisa da Pro-Reitoria de
Pesquisa e Pés-Graduacao da Universidade Federal de Goias, sendo aprovado

segundo protocolo de numero 062/08 (Anexo A).

3.5.1 Extrato aquoso liofilizado

Para a avaliacdo da atividade diurética foi utilizado o decocto liofilizado
descrito no item 3.3.2, nas doses de 20 mg/kg, 40 mg/kg e 80 mg/kg,
estipuladas tendo como base a posologia para humanos indicada por Melo

(2005).

3.5.2 Descricao dos animais

Foram usados no experimento ratas Wistar (Ratus norvegicus) fémeas
oriundas do biotério da UNICEUB-Centro Universitario de Brasilia. Os animais
eram adultos jovens com 8 a 12 semanas de idade e o peso de cada uma néo

excedeu a 20% da média do grupo.

3.5.3 Alojamento e manejo dos animais
Os animais foram mantidos no biotério do Nucleo de Estudos e
Pesquisas Toxico-farmacoldgicas da Faculdade de Farmacia da Universidade

Federal de Goias. Foram alimentados com ragao balanceada Labina (Purina)
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além de agua filtrada. O ambiente foi climatizado com temperatura de 23 + 2°C
e umidade relativa do ar variando de 50 a 70% com monitoramento do ciclo
claro e escuro de 12 horas cada.

Os animais passaram por um periodo de aclimatagdo de cinco dias
antes do inicio dos experimentos. Cada grupo de cinco animais foi
acomodados em uma caixa de polipropileno forrada por maravalha.

Apds o periodo de cinco dias nas caixas de polipropileno os animais
foram transferidos para gaiolas semi-metabdlicas (Figura 2) individualizadas,

onde passaram por um periodo de aclimatagdo de mais cinco dias.

Figura 2: Gaiola semi-metabdlica utilizada para acondicionamento de animais
no experimento de diurese com o extrato aquoso liofilizado de Vetiveria

zizanioides

3.5.4 Descricao do protocolo experimental

Para a realizacdo do experimento de diurese foram formados cinco
grupos com distribuicdo randomica entre grupos. O primeiro grupo foi destinado
ao controle-negativo e recebeu solugdo de salina. O segundo grupo, destinado
ao controle-positivo, foi administrado furosemida na dose de 20 mg/kg. Os
outros trés grupos foram tratados com o extrato liofilizado obtido do decocto de

Vetiveria zizanioides solubilizado em solugcdo salina, sendo que o primeiro
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grupo recebeu o extrato na dose de 20 mg/kg, o segundo na dose de 40 mg/kg
e o terceiro na dose de 80 mg/kg. A escolha das doses a serem administradas
foi feita tendo como paradmetros a dose indicada para um humano adulto.

A administragao foi feita por via oral através do método de gavagem néao
excedendo o volume de 1 mL/100 g de peso do animal. No dia destinado a
administracdo dos extratos, o0s animais foram pesados e para as
administragdes foi observada a propor¢ao do mesmo volume de liquido por kg
de peso a todos os animais.

A contaminacdo da urina, pelas fezes eliminadas, foi evitada
submetendo os animais a jejum de 12 horas iniciando-se no dia anterior e
durante as administragdes. Foi pré-administrada solugédo salina (4% do peso
corpéreo) a todos os animais, meia hora antes da administragdo dos controles
e do extrato, objetivando-se um pequeno aumento de retengao urinaria. A agua
foi fornecida a vontade durante todo o experimento.

Com a utilizagdo de uma proveta graduada foi medido o volume de urina
excretada nos intervalos de 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas apds administragdo. O
volume de cada coleta foi reunido em um Uunico recipiente que foi
acondicionado sob refrigeragdo. No final das 24 horas, com o auxilio de uma
fita de uroanalise produzida por Macherey-Nagel/Alemanha com numero de
lote 678031, a urina foi homogeneizada e verificada o seu pH bem como
avaliagbes de densidade, reatividade a nitritos, proteinas, glicose, cetonas,
urobilinogénio, bilirrubina, hemoglobina, presenga de hemacias e leucdcitos.
Apos estas avaliagbes as amostras foram enviadas ao Laboratério da rede
privada de Goiania, onde foram dosadas as concentracdes de sddio, potassio,

cloreto, creatinina e uréia.
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No final do experimento, 24 horas apds a administracdo dos extratos e
dos controles, os animais foram anestesiados com solugdo de xilasina-
cetamina e o sangue coletado por pungao cardiaca (2-3 ml). Apds a puncgao
cardiaca os animais foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical.
As amostras de sangue foram enviadas ao Laboratério contratado para serem
realizadas as dosagens de soédio, potassio, cloreto, creatinina e uréia. As
dosagens de uréia, creatinina e cloretos foram feitas por colorimetria e as
dosagens de potassio e sddio foram realizadas por fotometria de chama.

Apds a eutanasia os animais foram submetidos a necropsia com
avaliacao a vista desarmada, seguida de extirpagdo do rim, figado, bago e

coragao, com posterior pesagem destes 6rgaos.

3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Vetiveria zizanioides
3.6.1 Obtencao do 6leo essencial e dos extratos

A obtengdo do 6leo essencial foi realizada em aparelho Clevenger,
conforme apresentado no item 3.3.5. A extracdo do extrato etandlico bruto foi
realizada conforme item 3.3.3. e o fracionamento do extrato etandlico conforme

item 3.3.4.

3.6.2 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima
3.6.2.1 Microrganismos utilizados

A determinacdo da concentragéo inibitéria minima (CIM) foi realizada
pelo método da diluicdo em agar conforme recomendado pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standard (NCCLS, 2003) atualmente

designado de Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI). Para tanto
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foram utilizados isolados microbianos e cepas padrao American Type Culture
Collecttion (ATCC) pertencentes a Bacterioteca do Laboratério de Bacteriologia
Médica do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica — UFG, descritas no

Quadro 2.

Bactérias Gram-positivas

Micrococcus luteus (ATCC 9341)
Micrococcus roseus (ATTC 1740)
Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
Staphylococcus epidermides (ATCC 12229)

Bactérias Gram-positivas esporuladas

Bacillus cereus (ATCC14576)
Bacillus subtilis (6633)

Bactéria Gram-negativas

Enterobacter cloacae (HMA/FT 502)
Enterobacter aerogenes (ATCC 13048)
Escherichia coli (8739)

Escherichia coli (ATCC 11229)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27483)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027)
Serratia marcescens (ATCC 14756)

Levedura Gram-positiva

Candida albicans (NTC 2010)

Quadro 2: Microrganismos usados na avaliagdo da Concentragao Inibitéria
Minima do extrato etandlico bruto, das fracdes e 6leo essencial de Vetiveria

zizanioides

3.6.2.2 Preparo do inéculo
Os microrganismos descritos no quadro 1 foram repicados em caldo
tioglicolato e incubados a 37°C por 24 horas para reativagdo. Apos

crescimento, foi feito o repique em agar simples inclinado (ASI), os quais foram
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incubados a 37°C por mais 24 horas. Com o desenvolvimento dos
microrganismos, os inoculos de cada cepa, foram suspensos em 2 mL de
solugdo salina esterilizada 0,85% (p/v) até obtengdo de turvacao

correspondente a escala 0,5 de MacFarland.

3.6.2.3 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Para a andlise da atividade antimicrobiana do oleo essencial foram
pesados 385 mg do mesmo e para a analise do extrato etandlico bruto e das
fracdes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol/agua, foram pesados
500 mg de cada. As aliquotas do d6leo, do extrato e das fragbes, foram
completados para 2 mL com DMSO (tubo 1) para entdo serem feitas diluicdes
seriadas ao dobro. Nos dez tubos de ensaio seguintes foram adicionados 1 mL
de DMSO (tubos 2 a 11). Uma aliquota de 1 mL foi retirada do tubo 1 e entéo
adicionada ao tubo 2, uma aliquota de 1 mL do tubo 2 foi retirada e adicionada
ao tubo 3 e, assim, sucessivamente, até o tubo 11 o qual foi desprezado 1 mL
do seu conteudo final.

A cada um dos tubos foram adicionados 19 mL de agar Muller Hinton
liquefeito (aproximadamente 50°C), foi feita a homogeneizagédo e entdo verteu
rapidamente a mistura em placas de Petri estéreis. Desta forma foram obtidas
placas contendo o dleo essencial em concentracdes que variavam de 9,625
mg/mL até 0,0093 mg/mL e o extrato etandlico bruto e as fracbes em
concentragbes que variavam de 12,5 mg/mL até 0,0122 mg/mL. Foram
preparadas placas-controle contendo o solvente utilizado nas diluicbes (DMSO)

e placas contendo apenas agar Muller Hinton.
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Transferiu-se 100 pL (10® células/mL) de cada uma das suspensdes
(item 3.6.2.2) de bactérias para o inoculador de Steers (STEERS et al. 1959) e
aplicou-se na superficie das placas de Petri contendo as diluicdes do 6leo
essencial e dos extratos em agar Muller Hinton e nas placas-controles. As
placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Foi considerada CIM a menor

concentragao capaz de inibir o desenvolvimento microbiano (NCCLS, 2003).
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4. RESULTADOS

4.1 ESTUDO DA COMPOSICAO DO SOLO DO HORTO DO HOSPITAL DE
MEDICINA ALTERNATIVA

Na analise da composi¢ao do solo do Hospital de Medicina Alternativa
foi possivel verificar que este solo apresentava pH 5,8 e as seguintes
quantidades de macronutrientes: calcio 4,0 mEg/100cm® , magnésio 1,2
mEqg/100cm?®, calcio conjugado com magnésio 5,2 mEq/100cm?® , aluminio
ausente, hidrogénio conjugado com aluminio 1,5 mEq/100cm® , fésforo 47
mg/dm?®, potassio de 52 mg/dm® e capacidade de troca catidnica de 6,8
mEg/100cm® . Neste solo ainda foi possivel determinar um teor de 2,7% de

matéria organica, 29% de argila, 65% de silte e 6% de areia.

4.2 ESTUDO QUIMICO DE Vetiveria zizanioides
4.2.1 Pesquisa de Heterosideos Digitéalicos

Nas reacdes qualitativas realizadas na raiz de vetiver foi possivel
detectar indicios da presenca de digitdlicos. Na analise dos resultados
colorimétricos a reacao de Liebermann-Buchard, devido a desidratacdo ou
desidrogenagcdo do nucleo esterdide, apresentou coloragdo verde escura
caracteristica de positividade para o nucleo esteroidal. Na reacao de Keller-
Kiliani, especifica para desoxiagucares presente na extremidade da parte
glicidica, foi possivel observar a presenca de um anel de coloragéo
acastanhada na fase de contato entre as duas solugcdes sendo que a camada
acética adquiriu coloracido esverdeada. A reacdo de Pesez que também

caracteriza os desoxiacucares apresentou forte coloragdo verde-amarelada
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quando observado na luz UV. Na reagao de Kedde, especifica para agliconas

(anel lactdnico), a solugdo desenvolveu gradativamente coloragdo vermelho

acastanhada o que pode ser indicativo da presenca do anel lacténico.

4.2.2 Fracionamento direcionado para heterosideos digitélicos

Do extrato obtido pelo método de Wagner & Bladt (2001), direcionado

para digitalicos, obteve-se 2,01 g de amostra com rendimento de 4,02%. A

fracao eluida com diclorometano apresentou resultado fortemente positivo para

heterosideo digitalico (Quadro 3). Este resultado pode ser visualizado na Figura

3.
Fracao (%) Volume (mL) | Kedde Caddigo

Hexano 100 100 Negativo FH
Hexano/Diclorometano 70:30 100 - FHD (7:3)
Hexano/Diclorometano 50 100 Negativo | FHD (5:5)
Hexano/Diclorometano 30:70 100 - FHD (3:7)

Diclorometano 100 100 Positivo FD
Diclorometano/Acetato de etila 70:30 100 - FDA (7:3)
Diclorometano/Acetato de etila 50 100 Tragos FDA (5:5)
Diclorometano/Acetato de etila 30:70 100 - FDA (3:7)

Acetato de etila 100 100 Tracos FA
Acetato de etila/Metanol 70:30 100 - FAM (7:3)
Acetato de etila/Metanol 50 100 Negativo | FAM (5:5)
Acetato de etila/Metanol 30:70 100 - FAM (3:7)

Metanol 100 100 Negativo FM

Quadro 3: Resultados dos testes de Kedde realizados nas diferentes fracdes

coletadas na cromatografia em coluna eluida com o extrato direcionado para

digitalicos extraido da raiz de Vetiveria zizanioides
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Figura 3: Tubos apresentando resultado dos testes de Kedde obtidas da
cromatografia em coluna, com amostra direcionada para heterosideos

digitalicos, obtida da raiz de Vetiveria zizanioides

Para as fragdes hexano, a fase moével que melhor separou as bandas foi
a fase contendo hexano/acetato (7:3). Nas fragdes diclorometano, a fase movel
de escolha foi a diclorometano/acetato (8:2). Para as fragdes acetato, a fase
movel de escolha para CCD foi a fase contendo acetato/metanol (8:2), sendo a
mesma fase de escolha para as fragdes metanol.

Nas fracbes hexano foram observadas duas bandas sob luz UV, sendo
uma em UV 365 nm e a outra em UV 254 nm. A primeira banda, observada em
UV 254 nm, apresentou Rf 0,93 e foi revelada com AS com coloragao violacea,
caracterizando a presenga de compostos terpendides e/ou saponinas. A
segunda banda, observada em UV 365 nm, apresentou Rf 0,85 e foi revelada
com NP, com coloragao amarelada, caracterizando a presencga de flavondides.

Nas fragdes diclorometano observou-se varias bandas pouco definidas
quando observadas em UV 254 nm. Utilizando a fase modvel contendo
diclorometano/acetato (7:3), trés bandas foram reveladas com o reagente
Kedde, com coloragao purpura, o que caracteriza a presenga de heterosideos

digitalicos nesta fragdo. Na Figura 4 pode-se visualizar a revelacdo dessas
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bandas, sendo que primeira banda apresentou Rf 0,30, a segunda Rf 0,17 e a

terceira Rf 0,10.

Figura 4: CCDA das fragbes eluidas com diclorometano e reveladas com Kedde

Para as fracbes acetato foram observadas trés bandas sob luz UV,
sendo a primeira e a segunda observadas em UV 254 nm e com Rfs 0,80 e
0,65, respectivamente, e a terceira observada em UV 365 nm e com Rf 0,59.
As trés bandas foram reveladas com NP, sendo que a primeira apresentou
coloracdo amarelada e a segunda coloragdo amarelo-esverdeada,
caracterizando a presenca de flavonodides e a terceira banda, de coloracao azul
caracterizando a presenca de acido fendlico (WAGNER & BLADT, 2001).

Nas fracdes metanol, apesar de ter sido observado uma banda com Rf
0,65 em UV 365 nm, esta banda n&o foi revelada com nenhum dos reveladores
testados.

A Quadro 4 relaciona as fragdes Hexano, Diclorometano, Acetato
de etila e Metanol com seus respectivos reveladores e Rfs das substancias

separadas.
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FracOes Rf Revelacdo | Revelador | Coloracdo | Metabdlito

UV (nm) guimico secundério

Hexano 0.93 | 365 AS violeta Terpendide
e/ou saponina

0.85 | 254 NP amarela Flavondide

Diclorometano | 0.30 | 254 Kedde purpura H. digitalico

0.17 | 254 Kedde purpura H. digitalico

0.10 | 254 Kedde purpura H. digitalico

Acetato de etila | 0.80 | 254 NP amarela Flavonodide

0.65 | 254 NP amarela Flavondide

esverdeada
0.59 | 365 NP azul Acido fendlico
Metanol 0.65 | 365 - - -

Quadro 4: Esquematizagdo do perfil cromatografico do extrato da raiz de
Vetiveria zizanioides direcionado para digitalicos e revelagdo em diferentes
reveladores

Rf: fator de retencao

UV: ultra violeta

AS: Anisaldeido sulfurico

NP: natural product (diphenylboryethylamine)

A amostra resultante da CCDP apresentou massa de 3,9 mg e Rf de
0,77, mas apesar de em CCDA ter sido observado apenas uma banda, apds
analise de espectro de RMN de H' e C'3, verificou-se que a amostra se tratava

de uma mistura complexa, ndo sendo possivel sua identificacao.

4.2.3 Pesquisa fitoquimica no extrato aquoso liofilizado
A CCD realizada com o liofilizado e eluida com a fase moével contendo
acetato de etila/acido

férmico/acido acético/agua na proporgdo de

10:1,1:1,1:2,7, indicada para observacao de flavondides, apresentou trés
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bandas visiveis no UV 365 nm, sendo que a primeira banda e a segunda, com
Rfs 0,1 e 0,13, respectivamente, adquiriram coloragdo amarelada quando
revelada com o revelador NP e a terceira com Rf 0,71 de fluorescéncia branco-
azulada quando da revelagdo com o mesmo revelador.

A substancia flavonoide resultante da cromatografia em Sephadex e
eluicio em CCDP, apresentou massa de 1,7 mg e Rf de 0,71, sendo
insuficiente para realizagdo do espectro de RMN de H' e C', impossibilitando
assim identificacao.

Com a utilizagdo da curva padrédo apresentada na Figura 5, foi possivel
realizar o doseamento de flavonoides do extrato liofilizado obtido do decocto de

Vetiveria zizanioides, apresentando um teor de 0,51% de flavondides.

Curva padréo de rutina

2,0
y =1,556x - 0,1706

2 _
15 R? =0,9988 /
1,0 /
0,5 /

02 04 06 0.8 1.0 112
g 7 7 7

Absorbancia (nm)

Concentragéo de rutina (mg/mL)

Figura 5: Curva padrdo de rutina para doseamento de flavonoides do extrato

liofilizado de Vetiveria zizanioides.

5.2.4 Estudo da composic¢do quimica do 6leo essencial
Os resultados da analise por CG/EM do 6leo essencial extraido das
raizes de Vetiveria zizanioides com os respectivos teores de cada componente

expressos em porcentagem encontram-se descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Teor e classificagdo dos componentes do 6leo essencial das raizes

de V. zizanioides cultivada no Hospital de Medicina Alternativa/SES-GO

IR Componentes Teor Classificacao
937 tetrahidro-citroneleno 0,20 Monoterpeno
965 6-metil-heptan-2-ol 0,21 Alcool alifatico
1348 7-epi-silfiperfol-5-eno 1,75 Sesquiterpeno
1407 longifoleno 0,41 Sesquiterpeno
1441 aromadendreno 0,32 Sesquiterpeno
1446 vestitenono 1,41 Fenilpropandide
1473 NI 0,55 NI
1466 9-epi-(E)-cariofileno 0,80 Sesquiterpeno
1473 4,5-di-epi-aristolocheno 1,26 Sesquiterpeno
1493 B-vetispireno 1,20 Sesquiterpeno
1533 NI 1,64 NI
1548 elemol 0,23 Sesquiterpeno
1568 palustrol 8,67 Sesquiterpeno
1578 spatulenol 0,37 Sesquiterpeno
1571 NI 0,35 NI
1577 NI 0,45 NI
1584 NI 0,77 NI
1588 NI 0,74 NI
1604 khusimono 7,86 Sesquiterpeno
1605 NI 0,81 NI
1608 B-atlantol 1,10 Sesquiterpeno
1619 junenol 4,12 Sesquiterpeno
1626 trans-isolongifolanono 0,98 Sesquiterpeno
1632 y-eudesmol 0,62 Sesquiterpeno
1640 epi-a-cadinol 1,75 Sesquiterpeno
1641 1,7-diepi-a-cedrenal 3,20 Sesquiterpéno
1641 hinesol 2,64 Sesquiterpeno
1646 cubenol 2,63 Sesquiterpeno
1653 pogostol 2,62 Sesquiterpeno
1662 alohimachalol 2,46 Sesquiterpeno
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IR Componentes Teor Classificacao
1670 epi-zizanona 5,03 Sesquiterpeno
1677 mustakona 2,70 Sesquiterpeno
1680 khusinol 1,90 Sesquiterpeno
1685 cedranol 3,69 Sesquiterpeno
1683 NI 0,64 NI
1697 Zizanal 2,01 Sesquiterpeno
1700 eudesm-7(11)-en-4-ol 0,66 Sesquiterpeno
1726 acetato de guaiol 3,89 Sesquiterpeno
1731 vetiselinenol 0,66 Sesquiterpeno
1741 khusimol 12,86 Sesquiterpeno
1793 E-isolvalencenol 2,79 Sesquiterpeno
1806 nootkatona 1,45 Sesquiterpeno
1811 acido vetivérico 2,32 Sesquiterpeno
1823 B-vetivona 0,58 Sesquiterpeno
1840 acetato de eudesm-7(11)-en-4-ol 1,48 Sesquiterpeno
1843 a-vetivona 4,81 Sesquiterpeno
1852 NI 0,38 NI

NI — composto ndo identificado

IR — indice de retencdo

Por meio da CG/EM, foi possivel detectar 47 compostos do dleo
essencial da raiz de Vetiveria zizanoides cultivado no Hospital de Medicina
Alternativa, sendo que 38 (93,67%) foram passiveis de identificagdo. Dos 38
componentes identificados, um ¢é alcool alifatico, um é fenilpropandide, um é
monoterpeno hidrocarboneto, seis sao sesquiterpenos hidrocarbonetos e vinte
nove sao sesquiterpenos oxigenados.

Os compostos majoritarios sao o palustrol (8,67%), khusimona (7,86%),

epi-zizanona (5,03%), khusimol (12,86%) e o a-vetivona (4,81%).
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4.3 ESTUDO DA TOXICIDADE AGUDA DE Vetiveria zizanioides SEGUNDO
AS DIRETRIZES DA OECD 423 (2001)

Com a administracdo da dose de 2000 mg/Kg dos extratos de Vetiveria
Zizanioides, durante a primeira avaliagdo comportamental dos animais,
realizada apdés 10 minutos da administragcdo, foi observado que todos os
animais trtados com vetiver apresentavam piloerecéo, irritabilidade e defecacao
pastosa com maior intensidade nos animais que receberam o extrato
direcionado para digitalicos. Nos periodos de observagao seguintes, levando
em consideragdo o screening hipocratico, atribuiu-se pontuagédo zero a todos
os itens avaliados.

Durante todo o periodo de observacdao dos animais nao ocorreu morte
de nenhum deles.

Nao foram observadas variagcbes comportamentais ou de sensibilidade
entre machos e fémeas.

A necropsia nao evidenciou nenhuma alteragdo macroscopica que
justificasse o estudo histopatolégico dos 6rgaos selecionados para analise

(coragao, pulmao, bexiga, rins, figado e bago).

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE DIURETICA

O extrato liofilizado, obtido da decocgao, foi utilizado para avaliacido da
atividade diurética de Vetiveria zizanioides. O volume urinario excretado nos
intervalos de 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas e o volume total excretado em 24
horas sdo mostrados no Apéndice A.

A Figura 6 representa a média dos volumes urinarios excretados, em 24

horas, pelos grupos controles (salina e furosemida) e grupos em que foram
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administrados os extratos nas diferentes doses, sendo que os dados
apresentados nessa figura mostram que apenas o controle positivo demostrou
média de volumes urinarios excretados significativamente maior em relagao a

meédia dos volumes urinarios excretados pelo controle negativo.

§ 0O Controle (-)

o m Furosemida 20 mg/kg
lé g @ Extrato 20 mg/kg
5 @ Extrato 40 mg/kg

g 8 Extrato 80 mg/kg

s

Figura 6: Média dos volumes urinarios excretados em 24 horas nos grupos
controle negativo, positivo e grupos onde foram administrados os extratos de
Vetiveria zizanioides nas doses de 20 mg/kg, 40 mg/kg e 80 mg/kg (n=5, *p<

0,05, analise de Dunnett comparando com controle negativo).

Na Figura 7 que apresenta a média dos volumes urinarios excretados,
nos intervalos de tempo determinados, nos grupos controles e nos grupos
tratados com o extrato nas diferentes doses, pode-se observar um aumento do
volume urinario excretado apos administracdo da furosemida, nas primeiras
duas horas, com diminuicdo desse volume excretado nas horas seguintes. O
mesmo perfil de aumento de volume urinario excretado ndo é observado

quando da administracdo dos extratos nas diferentes doses.
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Figura 7: Média dos volumes urinarios excretado, em cada intervalo de tempo,
nos grupos controle negativos, positivos e grupos onde foram administrados os

extratos de Vetiveria zizanioides nas doses de 20 mg/kg, 40 mg/kg e 80 mg/kg

As Figuras 8 A, B e C representam, respectivamente, os resultados das
dosagens de saodio, potassio e cloreto no plasma sanguineo e as Figuras 9 A, B
e C representam, respectivamente, os resultados das dosagens de sadio,
potassio e cloreto na urina de 24 horas dos animais tratados como controles e
nos animais tratados com as diferentes doses do extrato da planta. A Tabela 9
no apéndice B reune os resultados das dosagens de uréia, creatinina, sédio,
potassio e cloreto no soro e o resultados das mesmas dosagens bioquimicas e
dos eletrdlitos na urina de 24 horas.

A interpretacao das Figuras 8A, B e C, permitem relatar que ndo houve
diferencas significativas nas dosagens bioquimicas e de eletrdlitos realizadas
no plasma dos animais em que foram administrados a furosemida ou extratos
nas diferentes doses.

Pela andlise das Figuras 9A, B e C, pode-se inferir que somente houve
diferenca sigificativa em relagcdo as dosagens bioquimicas e de eletrdlitos

realizadas na urina dos animais em que foram administrados a furosemida.
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250+
8 O Controle (-)
\ J m Furosemida 20 mg/kg
a _E = Extrato 20 mg/kg
o< 0 Extrato 40 mg/kg
‘;% 2 Extrato 80 mg/kg
10+
8
' 7,5 T O Controle (-)
a == T m Furosemida 20 mg/kg
=
= E S+ @ Extrato 20 mg/kg
7 < @ Extrato 40 mg/kg
*g 2,5 82 Extrato 80 mg/kg
0-

200+ C

:8 160 - ] O Controle (-)
34 120 — i m Furosemida 20 mg/kg
T E @ Extrato 20 mg/kg
'g' kS 80+ @ Extrato 40 mg/kg
5 40 8 Extrato 80 mg/kg
o)
0O

Figura 8: A concentragao plasmatica de sodio (A), potassio (B) e cloreto (C) em
mmol/L nos grupos controle negativo, positivo e grupos onde foram
administrados os extratos de Vetiveria zizanioides nas doses de 20 mg/kg, 40
mg/kg e 80 mg/kg. Resultados em média £+ DP; n=5, analise de Dunnett
comparando com controle negativo.
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A
g o O Controle (-)
= g m Furosemida 20 mg/kg
% § @ Extrato 20 mg/kg
§ % @ Extrato 40 mg/kg
= o B8 Extrato 80 mg/kg
B
g —_ O Controle (-)
5 g m Furosemida 20 mg/kg
) § m Extrato 20 mg/kg
g 9 O Extrato 40 mg/kg
.E. E 8 Extrato 80 mg/kg
C
S 0O Controle (-)
'% g m Furosemida 20 mg/kg
o) g m Extrato 20 mg/kg
g % O Extrato 40 mg/kg
0 & B Extrato 80 mg/kg

Figura 9: A concentragcédo de sédio (A), potassio (B) e cloreto (C) na urina em
mg/24horas nos grupos controle negativo, positivo e grupos onde foram
administrados os extratos de Vetiveria zizanioides nas doses de 20 mg/kg, 40
mg/kg e 80 mg/kg. Resultados em média £+ DP; n=5, **p<0,01, andlise de

Dunnett comparando com controle negativo.
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Os resultados das dosagens de uréia e creatinina no plasma dos

animais tratados com salina, furosemida e extratos de Vetiveria zizanioides nas

diferentes doses sao mostrados na Figura 10A e B, sendo que nesses

resultados ndo foram verificadas diferencas significativas nas dosagens de

uréia e creatinina nos animais em que foram administrados furosemida e

extratos nas diferentes doses em relagéo ao controle negativo.

75+
8 O Controle (-)
*g g 50 m Furosemida 20 mg/kg
47 @ Extrato 20 mg/kg
% E 25 0= Extrato 40 mg/kg
‘g 3 Extrato 80 mg/kg
O,
1-
©
S
}g 0,751 O Controle (-)
a3 m Furosemida 20 mg/kg
4 E 0.5 m Extrato 20 mg/kg
_E E = Extrato 40 mg/kg
% 0,25- B Extrato 80 mg/kg
0,
0,

Figura 10: A concentragao plasmatica de uréia (A) e creatinina (B) em mmol/L

nos grupos controle negativo, positivo e grupos onde foram administrados os

extratos de Vetiveria zizanioides nas doses de 20 mg/kg, 40 mg/kg e 80 mg/kg.

Resultados em média £ DP; n=5, analise de Dunnett comparando com controle

negativo.
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Os resultados das dosagens de uréia e creatinina na urina de 24 horas
dos animais tratados com salina, furosemida e extratos de Vetiveria zizanioides
nas diferentes doses sdao mostrados na Figura 11 A e B, sendo que a
interpretacdo desses resultados mostra aumento significativo de excregcédo de
uréia e creatinina na urina de 24 horas somente com a administragdo da

furosemida.

O Controle (-)

m Furosemida 20 mg/kg
@ Extrato 20 mg/kg
g Extrato 40 mg/kg
8 Extrato 80 mg/kg

[Uréia] Urina
(mg/24 horas)

O Controle (-)

m Furosemida 20 mg/kg
@ Extrato 20 mg/kg
8 Extrato 40 mg/kg
8 Extrato 80 mg/kg

[Creatinina] Urina
(mg/24 horas)

Figura 11: A concentracéo de uréia (A) e creatinina (B) na urina em mg/24horas
nos grupos controle negativo, positivo e grupos onde foram administrados os
extratos de Vetiveria zizanioides nas doses de 20 mg/kg, 40 mg/kg e 80 mg/kg.
Resultados em média + DP; n=5, **p<0,01, analise de Dunnett comparando

com controle negativo.
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A verificagdo do pH urinario, bem como avaliagdes de sua densidade,
reatividade a nitritos, proteinas, glicose, cetonas, urobilinogénio, bilirrubina,
hemoglobina, presenga de hemacias e leucdécitos sdo mostrados na Quadro 5,
sendo que esses resultados, provenientes do teste com tiras reativas, nao

demostraram alteragdes relevantes.
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. S 18 |2 s |, 3 g
0} I 0 -} @ O o 1 [a 3
Controle (-) - - N - - - 7,0 1,005 -
Controle (-) - - N - - - 7,0 1,015 -
Controle (-) - - N - - - 7,0 1,000 -
Controle (-) - - N - - - 7,0 1,015 -
Controle (-) - - N - - - 7,0 1,015 -
Controle (+) - - N - - - 75 1,010 +
Controle (+) - - N - - - 8,0 1,005 -
Controle (+) - - N - - - 7,0 1,010 4
Controle (+) - - N - - - 7,0 1,010 -
Controle (+) - - N - - - 7,0 1,005 -
20 mg/kg - - N - - - 7,0 1,015 -
20 mg/kg - - N - - - 7,0 1,020 -
20 mg/kg - - N - - - 7,0 1,015 -
20 mg/kg - - N - - - 7,0 1,020 -
20 mg/kg - - N - - - 7,0 1,005 -
40 mg/kg - - N - - - 7,0 1,005 -
40 mg/kg - - N - - - 7,0 1,005 -
40 mg/kg - - N - - - 8,0 1,015 -
40 mg/kg - - N - - - 8,0 1,025 -
40 mg/kg - - N - - + 7,0 1,015 -
80 mg/kg - - N - - - 7,0 1,025 -
80 mg/kg - - N - - - 7,0 1,015 -
80 mg/kg - - N + - - 7,0 1,015 -
80 mg/kg - - N - - - 7,0 1,015 -
80 mg/kg - - N - - - 7,0 1,020 -

Quadro 5: Verificagdes bioquimicas e de pH na urina dos grupos controle
negativo, positivo e grupos onde foram administrados os extratos de Vetiveria
zizanioides nas doses de 20 mg/kg, 40 mg/kg e 80 mg/kg.

- auséncia do item pesquisado

N: item em quantidade normal
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A relacdo do peso corporal de cada animal pelo peso de seus 6rgaos
(rim, figado, bago e coracao), foi apresentada na Tabela 2, sendo que né&o
foram verificadas diferencas significativas nessa relagcdo para nenhum 6rgao

analisado.

Tabela 2: Relagdo peso dos 6rgaos/peso dos animais nos grupos controle

negativo, positivo e grupos em que foram administrados os extratos de

Vetiveria zizanioides nas doses de 20 mg/kg, 40 mg/kg e 80 mg/kg.

Grupos Rim Figado Baco Coracgao

Cont. - 0,0081+3,11 | 0,0355+0,0012 | 0,0024+3,5637 | 0,0040+8,2945
Cont. + 0,0080+6,65 | 0,0382+0,0049 | 0,0028+1,6431 | 0,0038+3,1205
20mg/kg 0,0079+5,06 | 0,0383+0,0011 | 0,0029+4,6583 | 0,0042+6,8920
40mg/kg 0,0077+9,03 | 0,0341+0,0033 | 0,0027+3,2863 | 0,0038+2,7748
80mg/kg 0,0080+2,34 | 0,0365+0,0018 | 0,0026+2,4899 | 0,0036+2,5884

Resultados em média £ DP, com ANOVA

4.5 AVALIACAO ANTIMICROBIANA DE Vetiveria zizanioides

O rendimento do dleo essencial foi de 0,2% e o rendimento do extrato
etandlico bruto foi de 11,0%, sendo que as fracbes obtidas a partir do extrato
etandlico bruto tiveram rendimento de: 52,8% (fragdo hexano) 40,1% (fragcéo
diclorometano) 3,2% (fragcao acetato de etila) 3,8% (fragdo metanol/agua 7:3).

Os resultados da CIM do dleo essencial, do extrato etandlico bruto
(EEB) e das fragdes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol/agua da
raiz de Vetiveria zizanioides, testados contra os microrganismos descritos

anteriormente no Quadro 1, encontram-se apresentados na Quadro 6.
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Microrganismos ciM/ CIM/ CIM CIM CIM CIM
OE EEB /H /D J/Ac /M
Bactérias Gram-positivas
Micrococcus luteus (ATCC 9341) 0,30 0,39 0,78 125 25 >25
Micrococcus roseus (ATTC 1740) 0,07 0,19 0,39 3,12 125 >25
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 0,15 0,39 0,39 6,25 125 >25
Staphylococcus aureus (6538) 0,15 0,39 0,39 6,25 125 >25
Staphylococcus epidermides (ATCC 12229) 0,30 1,56 3,12 25 >25 >25
Bactérias Gram-positivas esporuladas
Bacillus cereus (ATCC14576) 0,17 0,19 0,39 3,12 12,5 >25
Bacillus subtilis (ATCC 6633) 0,15 0,39 6,25 6,25 12,5 >25
Bactérias Gram-negativas
Enterobacter cloacae (HMA/FT 502) 9,62 >125 >25 >25 >25 >25
Enterobacter aerogenes (ATCC 13048) 9,62 >125 >25 >25 >25 >25
Escherichia coli (8739) 9,62 >125 >25 >25 >25 >25
Escherichia coli (ATCC 11229) 9,62 >125 >25 >25 >25 >25
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27483) 9,62 1256 >25 >25 >25 >25
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) 9,62 125 >25 >25 >25 >25
Serratia marcescens (ATCC 14756) 9,62 >12,5 >25 >25 >25 >25
Levedura Gram-positiva
Candida albicans (NTC 2010) 0,30 1,56 3,12 25 >25 >25
Quadro 6: Concentragao inibitéria minima (CIM) (mg/mL) do 6leo essencial

(OE), extrato etandlico bruto (EEB) e das fragdes hexano (H), diclorometano

(D), acetato de etila (Ac) e metanol/agua (M) da raiz de Vetiveria zizanioides

O 6leo essencial da raiz de Vetiveria zizanioides analisado neste

trabalho apresentou atividade antimicrobiana principalmente contra as

bactérias Gram-positivas e Candida albicans. Com CIM de 0,07 mg/mL, o 6leo

essencial inibiu o crescimento de Micrococcus roseus ATTC 1740 e na CIM de

0,15 mg/mL inibiu o crescimento de cepas de Staphylococcus aureus ATCC

25923, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus cereus ATCC14576 e

Bacillus subtilis 6633. CIM de 0,30 mg/mL foi obtida para inibir crescimento de

Micrococcus luteus ATCC 9341, Staphylococcus epidermides ATCC 12229 e
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Candida albicans NTC 201. Em relagao as bactérias Gram-negativas, houve
inibicdo de crescimento na CIM de 9,62 mg/mL.

Para as bactérias Gram-positivas testadas, a CIM vaiou de 1,56 mg/mL
até 0,19 mg/mL. Para bactérias Gram-negativas como Enterobacter cloacae
HMA/FT 502, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Escherichia coli 8739,
Escherichia coli ATCC 11229 e Serratia marcescens ATCC 14756, o extrato
etandlico bruto na concentracdo de 12,5 mg/mL n&o mostrou atividade
antibactimicrobiana. Para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27483 e ATCC
9027 a CIM foi de 12,5 mg/mL.

CIM de 0,39 mg/mL foi observada para a fragcdo hexano contra
Micrococcus roseus (ATTC 1740), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Bacillus cereus (ATCC14576). Para os
outros microrganismos Gram-positivos testados a CIM variou de 0,78 mg/mL a
6,25 mg/mL. Para as bactérias Gram-negativas nao foi observado inibicao de
crescimento, nem mesmo na maior concentracao testada.

Para a fracao diclorometano a CIM de 3,12 mg/mL a 25 mg/mL foi obtida
contra bactérias Gram-positivas. A fragao diclorometano também n&o inibiu o
crescimento dos microrganismos Gram-negativos.

A fragcdo acetato de etila inibiu o crescimento de Micrococcus luteus
(ATCC 9341), Micrococcus roseus (ATTC 1740), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus cereus
(ATCC14576) e Bacillus subtilis (6633) em concentragdes que variaram entre
12,5 mg/mL e 25 mg/mL. Esta fragdo também nao inibiu o crescimento da

Candida albicans e nem das bactérias Gram-negativas.
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A fracdo metanol/agua nas concentragdes analisadas nao inibiu o

crescimento de nenhum microrganismo.
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5. DISCUSSAO

5.1 ESTUDO DA COMPOSICAO QUIMICA DE Vetiveria zizanioides

Os heterosideos digitalicos ou cardiotbnicos possuem na sua estrutura
quimica o nucleo fundamental do ciclopentano-per-hidrofenantreno,
apresentando na posicdo C178 uma lactona com quatro carbonos
(cardendlidos) ou com cinco carbonos (bufadiendlidos) (SIMOES et al.2004).

Com a utilizacdo de processos colorimétricos identificando partes da
molécula do heterosideo digitalico, fracionamento em coluna cromatografica e
revelacdo, foi possivel confirmar indicios da presenca deste heterosideo na
espécie Vetiveria zizanioides, apesar desse composto provavelmente estar
presente nessa espécie em quantidade pequena, ndo sendo possivel o
isolamento e a identificacdo de qual digitalico estaria presente.

O doseamento de flavondides mostrou um teor de 0,51% de flavondides
no extrato liofilizado e denota a concordancia deste trabalho com a pesquisa de
Champagnat et al. (2007), que estudando o género Vetiveria, isolou quatro
flavondides (carlinosideo, neocarlinosideo, 6,8-di-C-arabinopirasilluteolina e
tricin-5-0-glucosideo) tanto na espécie Vetiveria zizanioides, quanto de
Vetiveria nigritana e ainda o flavondide isoorientina encontrado somente na
espécie Vetiveria zizanioides. Os componentes carlinosideo, neocarlinosideo,
6,8-di-C-arabinopirasiluteolina e isoorientina foram isolados do extrato
metanol/agua das partes aéreas das espécies do género Vetiveria. O
componente tricin-5-O-glucosideo foi extraido do extrato etandlico das raizes

das duas espécies do género Vetiveria.
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O d6leo essencial de Vetiveria zizanoides apresentou um rendimento de
0,2%, o que condiz com os resultados apresentados por Adams et al. (2004)
que obteveram rendimento de 0,35% para o 6leo extraido da raiz cultivada em
solo normal e rendimento de 0,02% para o 6leo essencial extraido da raiz da
planta cultivada em solo estéril. Pripdeevech et al. (2006) obteveram
rendimento de 0,27% de 6leo essencial extraido da raiz de Vetiveria zizanoides
cultivado em solo normal, 0,18% para o 6leo da raiz do Vetiver cultivado com a
adicado de microorganismos e 0,06% de Oleo essencial extraido da planta
cultivada em semi-hidroponia.

Nessa pesquisa, o solo onde foi cultivado o vetiver foi considerado
normal, sendo caracterizado como franco argiloso siltoso. A analise do pH
mostrou que esse solo apresenta pH adequado, favorecendo o
desenvolvimento da maioria das culturas. Quanto aos macronutrientes
verificou-se uma baixa quantidade de aluminio, uma quantidade mediana de
célcio e maior quantidade de magnésio. A capacidade de troca catidnica foi
entre 1-10, caracteristica de um solo com alto teor de areia ou silte, sendo uma
caracteristica que mostra um solo com maior predisposi¢cao para lixiviagao de
nitrogénio e potassio e com baixa capacidade de retencdo de agua. A
quantidade de matéria organica foi considerada normal o que é produtivo para
a adequada circulagdo de agua e ar no solo. A quantidade de argila foi
considerada suficiente para reter a umidade de reserva no solo (LOPES, 1989).

O rendimento de 0,2% de dleo essencial da raiz de vetiver, coletado no
més de julho, apresentado neste trabalho, também vai de acordo com a
pesquisa de sazonalidade realizada por Massardo et al. (2006), em que para o

més de julho foi encontrado um rendimento de 0,3% de 6leo essencial.
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Gobbo-Neto & Lopes (2007) relataram que variagbes na concentragao
dos metabdlitos secundarios podem ser influenciadas por mudangas nas
condicbes ambientais. Estas mudangas poderiam se devido a sazonalidade,
mudanca no indice pluviométrico, diferengas no ritmo circadiano, diferencas de
intensidades de radiagbes UV, mudangas na composicao atmosférica,
diferencas na altitude, temperatura, agua e micronutrientes da planta, idade e
também devido a diferentes ataques de patégenos.

Neste trabalho o componente majoritario foi o khusimol responsavel por
12,86% da composig¢ao do 6leo analisado. Resultado semelhante foi observado
por Adams et al. (2004), que encontraram uma porcentagem de 24,6% de
khusimol no dleo essencial da raiz de V. zizanioides cultivada em solo com
bactérias e fungos e uma porcentagem de 11,5% de khusimol encontrado de
Oleo essencial extraido da raiz da planta cultivada em solo estéril. Massardo et
al. (2006), fazendo um estudo de sazonalidade, observaram que o componente
Khusimol foi produzido pela planta durante todos os meses do ano,
apresentando uma variagdo em sua produgao de 11,1 a 15,1%. Pripdeevech et
al. (2006) cultivaram V. zizanioides em solo normal, solo com microrganismos
(azospirillum, azetobacter fixadora de nitrogénio e outras bactérias) e em semi-
hidroponia, observou o percentual de composi¢cao do componente khusimol de
11,11%; 3,55% e 12,21%, para os Oleos essenciais de cada -cultivo,
respectivamente. Em um estudo realizado por Kim et al. (2005), observaram
um percentual de 16,2% do componente khusimol em uma amostra de 6leo
essencial. Os resultados apresentados nesse trabalho, juntamente com os
resultados apresentados pelos demais pesquisadores citados, mostram o

componente khusimol como sendo um dos componentes maijoritario e sempre
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presente, independente do periodo da colheita e tempo de desenvolvimento da
planta (MASSARDO et al. 2006) ou diferencas de cultivo (ADAMS et al. 2004,
PRIPDEEVECH, et al. 2006). Esse dado permite considerar esse componente
como um possivel marcador de controle de qualidade do dleo essencial desta
planta.

O segundo composto majoritariamente encontrado no 6leo essencial da
raiz da planta estudada nesse trabalho foi o palustrol, com 8,67%. Viljoen et al.
(2002) realizaram um estudo de composigao e atividade antimicrobiana com o
Oleo essencial de Myronthamnus flabellifolius e observou que o palustrol se
apresentava nessa planta como um dos componentes minoritarios, sendo que
0 Oleo essencial dessa planta, na concentragdo de 0,0625% a 2%, exibia
potente atividade fungicida contra Candida albicans e acéo bacteriostatica
contra Staphylococcus aureus, sendo bactericida com relagcédo dose-
dependente. Massarany et al. (2008) estudando a composigdo quimica e
atividade antimicrobiana de Commiphoro opobalsamum L. observaram também
nesta espécie a presenca do composto palustrol dentre os compostos
minoritarios, sendo que o dOleo essencial desta planta apresentou atividade
contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Candida glabrata, C. crusei,
Cryptococcus neoformans e Mycobacterium intracellulare.

Nesse trabalho, o composto quimico khusimona, presente no dleo
essencial da raiz de vetiver cultivado em solo sem tratamento adicional,
representou 7,86% do total do 6leo analisado, sendo um dos compostos
encontrados majoritariamente. Essa maior propor¢cao desse composto condiz
com a pesquisa de Pripdeevech et al. (2006) em que, cultivando V. zizanioides

em solo normal, solo com microbios e em semi-hidroponia, observaram o
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percentual de composi¢dao do componente khusimona de 20,57%, 6,13% e
20,91%, para os 6leos essenciais de cada cultivo, respectivamente.

Um outro composto presente em quantidade significativa no 6leo do
vetiver foi o a-vetivona. Nessa pesquisa o composto vetivona esta presente no
6leo essencial com 4,81%. Esse resultado é condizente com os dados
apresentados por Kim et al. (2005) em que o a-vetivona € um dos compostos
majoritarios do 6leo essencial do V. zizanioides. Uma pesquisa realizada por
Zhu et al. (2004) mostra que o 6leo essencial de V. zizanioides apresentou
acao contra a larva do cupim Coptoterms formosannus Shiraki e que o

constituinte majoritario foi o a-vetivona.

5.2 ESTUDO DE TOXICIDADE AGUDA DE Vetiveria zizanioides

A toxicidade das plantas pode parecer pequena se comparada a dos
medicamentos usados nos tratamentos convencionais, mas ao contrario, a
toxicidade de plantas medicinais € um problema sério de saude publica
(CALIXTO, 2000; CUNHA, 2003; VEIGA JR et al., 2005).

O pensamento de que as plantas medicinais de uso tradicional ja foram
testadas e homologadas pelo seu uso prolongado na prépria espécie humana e
que estas plantas seriam remédios eficazes e seguros, naturalmente
balanceados, sem os efeitos colaterais comuns aos produtos sintéticos, nao
necessitando, portanto, da avaliacdo exigida para esse tipo de medicamento &
um equivoco. Devemos ressaltar que as plantas medicinais sao xenobidticos,
isto é, produtos estanhos ao organismo humano, nele introduzido com

finalidades terapéuticas e como todo corpo estranho, os produtos de sua
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biotransformacgao sado potencialmente toxicos e assim devem ser encarados até
prova em contrario (LAPA et al., 2004).

A OECD 423 informa que a toxicidade aguda manisfesta-se
imediatamente ou com até 14 dias apds a exposi¢ao de uma dose unica de um
xenobidtico por injestdo oral. Valadades (2006) relata que testes que avaliam a
toxicidade aguda seriam utilizados para classificar substancias de acordo com
seu potencial de letalidade, verificar a toxicocinética, identificar os érgaos alvos
da substancia em estudo, bem como gerar um banco de dados para selegéao de
doses em testes subsequentes de toxicidade.

O indicio da presencga de heterosideos digitalicos no vetiver cultivado e
utilizado no Hospital de Medicina Alternativa, apontada por ALENCAR et al.
2005, foi de relevante preocupacdo, visto que a toxicidade e as reacgdes
adversas dos digitalicos, administrados por via oral, seriam causadas por uma
concentracdo apenas duas vezes a concentracido terapéutica, sendo sempre
uma relagdo dose-dependente (RATES e BRIDI, 2004).

Além do efeito préprio do digitalico outro efeito preocupante € a ingestao
de plantas que contenham heterosideos digitalicos juntamente com outros
medicamentos, potencializando o efeito, podendo ocasionar toxicidade. Ervas
com propriedades cardiotbnicas ou anti-hipertensivas podem agir
sinergicamente com farmacos vasodilatadores das coronarias a base de
nitratos (como o dinitrato de isosorbida) e com bloqueadores de canais de
célcio (como a nifedipina) (VEIGA JR et al, 2005).

Nesse estudo foi observado que a dose de 2000 mg/kg utilizada no
teste, ndo causou morte em nenhum dos animais. As alteracdes

comportamentais observadas durante os primeiros 10 minutos foram devidas
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provavelmente ao estresse da administracdo dos extratos e dos controles. Nos
demais periodos de observacdo nao foram verificados alteragdes
comportamentais sendo que foram atribuida pontuagdo zero para todos os
itens avaliados durante a realizagdo do screening hipocratico.

Na avaliagao da toxicidade aguda dose unica, por via oral, em ratos, o
extrato direcionados para digitalico e o extrato aquoso liofilizado de Vetiveria
zizanioides, foram classificados na classe 5, ou seja, substancia de muito baixa
toxicidade, segundo diretrizes da OEDC-423.

Apesar de a investigacao fitoquimica ter relatado indicios da presenca
do heterosideos digitalicos, nem mesmo o extrato direcionado para digitalicos
foi suficiente para causar alteragdes toxicas significativas préoprias dos
digitalicos, sendo que esses compostos poderiam estar presentes em pequena
quandade. As alteragbes causadas pela intoxicagao por digitalicos poderiam
ser de origem nervosa, ocorrendo depressao do sistema nervoso central,
observando letargia; gastrenterites como anorexia, vémito, diarréia; e

cardiacas, levando a arritmia cardiaca (SPINOSA, 1999).

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE DIURETICA

Os diuréticos sao lembrados como agentes que aumentam o volume da
urina eliminada. E importante, entretanto, compreender que tais drogas fazem
mais do que, simplesmente, aumentar a quantidade de agua excretada. Na
verdade, a agao terapéutica mais importante dos diuréticos, em termos clinicos,
esta intimamente relacionada com uma alteragao na capacidade de secrecao e

ou de reabsorcgao de eletrélitos pelo rim (FRIEDMAN e BERNDT,2004).
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De forma geral, ha dois tipos de diuréticos, os que atuam diretamente
nos tubulos renais, modificando a sua atividade secretora e absorvente; e
aqueles que modificam o conteudo do filtrado glomerular, dificultando
indiretamente a reabsorgao de agua e sal. Os grupos que atuam diretamente
nos tubulos sdo os diuréticos de alga, ou seja, age na alga de Henle, porcao
ascendente; os tiazidicos que atuam no tubulo distal; os diuréticos poupadores
de potassio que atuam nos receptores da aldosterona nos tubulos distais e os
inibidores da anidrase carbbnica, que inibem esta enzima nas células dos
tubulos proximais. Os grupos que modificam o filtrado sé&o os diuréticos
osmoticos que sdao compostos de substancias hidrofilicas que retém agua por
pressao osmotica (FRIEDMAN e BERNDT,2004).

A furosemida, utilizada nesse experimento como controle positivo, € um
composto conhecido como diurético de al¢a ou de alta poténcia, sendo um dos
agentes mais eficazes na indugao de excregao de agua e eletrdlitos. O principal
sitio de acao dos diuréticos de alca € o ramo ascendente espesso da alca de
Henle, e a diurese é causada pela inibicdo do transporte de sddio, potassio e
cloreto (FRIEDMAN e BERNDT,2004).

Tendo em vista que Melo (2005) sugere uma dose de 40 mL do decocto
para administracdo em humano, considerando um humano adulto de 70 kg e
mantendo as devidas proporgdes de peso médio de 200 g para os animais, foi
estipulado uma dose de 2 mg/kg para cada rato, o que foi extrapolado a uma
proporcdo de 10 vezes o valor dessa dose, sendo entdo administrados as

doses de 20 mg/kg, 40mg/kg e 80 mg/kg.
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Nas doses testadas, o volume urinario excretado pelos animais tratados
com o extrato liofilizado da raiz de Vetiveria zizanioides nao sofreu alteracao
significativa em seu volume.

O volume urinario excretado pelos animais tratados com a furosemida,
nos diferentes intervalos de tempos, apresentou um pico de volume nas
primeiras duas horas ap6s a administracido, com diminuicao do volume desse
nas horas seguintes. Os resultados observados com a administragdo da
furosemida condizem com o perfil de acdo desta droga (FRIEDMAN e
BERNDT,2004).

Na avaliacdo de excrecao dos eletrdlitos, com a administracdo nas
doses de 20 mg/kg, 40 mg/kg e 80 mg/kg do extrato liofilizado de Vetiveria
Zizanioides, nao foi possivel observar aumento significativo de excreg¢ao de
sodio, potassio ou cloreto na urina dos animais.

Em relagdo ao controle-positivo, nas dosagens bioquimicas de sddio,
potassio e cloretos na urina de 24 horas, foram observados aumentos
significativos em suas concentragdes. Este perfil bioquimico condiz com o perfil
de excrecao de eletrdlitos causado pela administragcao da furosemida. A perda
de potassio na urina constitui um efeito ndo desejavel para o diurético, sendo
que uma grande deplegao de potassio constitui um dos mais perigosos efeitos
adversos dos diuréticos (IBRAHIM et al., 2007; BOSE et al., 2007).

Nas dosagens bioquimicas dos eletrélitos no plasma nao foi observado
aumento na concentragcdo de sodio, potassio ou cloreto quando da
administracao dos extratos ou da furosemida. O resultado da n&o alteracédo dos
niveis de eletrélitos no sangue é um resultado favoravel visto que os diuréticos

deveriam promover sua agao sem alterar o equilibrio eletrolitico do sangue.
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Em relacédo a uréia e creatinina na urina de 24 horas, foi observado um
aumento significativo de excrecdo de uréia e creatinina quando da
administracdo da furosemida. Este aumento possivelmente decorre do
aumento do volume urinario excretado em 24 horas quando da administracao
desse diurético de alga de alte poténcia.

No plasma sanglineo nao foi observado aumento da concentragao de
uréia ou creatinina quando da administracado da furosemida ou dos extratos nas
diferentes concentracdes. Esse dado é importante, pois € um resultado que
sugere uma adequada atividade renal.

Nos testes bioquimicos realizados com as tiras reativas, nao foi
observado a presenca de hemoglobina ou de eritrocitos, a quantidade de
urobilinogénio foi considerada normal, ndo foi detectada a presenca de
bilirrubina, cetonas, glicose e leucdcitos, sendo que o pH e a densidade
estavam com valores dentro da normalidade.

Estatisticamente ndo houve diferengas significativas entre os pesos dos
orgaos dos animais (rim, figado, coragdo e baco), relativo ao peso corpdreo
dos mesmos.

Os resultados apresentados por este trabalho sdo importantes para o
direcionamento de novas pesquisas, pois apesar de o efeito diurético nao ter
sido confirmado com as doses administradas neste experimento, ndo se pode
descartar a possibilidade de atividade diurética de Vetiveria zizanioides, sendo
que outros testes poderao ser realizados para avaliar a atividade desta planta
ou mesmo realizar o mesmo experimento sendo administrado doses mais

elevadas de extrato.
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A presenca de flavondides no extrato liofilizado de Vetiveria zizanioides
levanta mais uma argumentacdo em prol da necessidade da realizagcdo de
novos experimentos para investigar o efeito diurético desta planta, visto que
muitos pesquisadores comprovaram a acao diurética de outras plantas que
apresentavam flavondéides em sua constituigao.

Jouad et al. (2001) observaram que a administracdo diaria de uma
mistura de flavondides de Spergularia purpurea Pers. em ratos causou
aumento do volume urinario excretado, aumento na concentracao de sodio,
potassio e cloretos na urina excretada, além de comprovado efeito na
diminuicao da pressao arterial destes ratos.

Um estudo realizado por Mamun et al. (2003) revelou atividade diurética
causado pela administragdo do extrato metandlico de Ipomoea aquatica
(Kalmisak) em ratos, sendo que esta planta apresenta o flavondide quercetina
em sua constituicdo. Xiao et al. (2005) investigando atividades bioldgicas de
Marchantia convoluta observou grande potencial diurético nesta planta, sendo
a mesma rica em flavondides como a quercetina, luteolina, apigenina e seus O-
e C- (licosideos. A espécie Coriandrum sativum L., também rica em
flavondides como a quercetina e isoquercetina também mostrou potencial
diurético e saliurético quando da administracao intravenosa do extrato aquoso
desta planta (AISSAOUI et al., 2008).

Na espécie Osthosiphon stamineus Benth. foram encontrados
flavondides (sinesetina e eupatorina) e derivados do acido caféico (acido
rosmarinico e acido chicorico) (ARAFAT et al. 2008). Efeitos de atividade
diurética e diminuicdo do quantitativo de acido urico eliminado na urina de

ratos, quando da administragdo de extrato hidroalcodlico de Osthosiphon
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stamineus Benth., foram observados por Olah et al. (2003). Em outro estudo
com Osthosiphon stamineus Benth., extratos obtidos por extragdo com metanol
puro € metanol:agua (1:1), foram administrados em diferentes doses por um
periodo de sete dias em ratos, sendo que o extrato obtido pela extragdo por
metanol:agua (1:1) e administrado na dose de 2 g/kg, apresentou maior
potencial diurético e melhores resultados na diminuicdo do acido urico
eliminado na urina de ratos (ARAFAT et al., 2008).

Por fracionamento e processos de cromatografia, Ibrahim et al. (2007)
conseguiram isolar oito componentes da espécie Chenopodium album L.e mais
oito componentes da espécie Chenopodium murale L. Todos os componentes
isolados foram flavondides sendo que o extrato alcodlico destas plantas,
testados quanto as suas propriedades diuréticas, mostraram importante
potencial diurético com aumento significativo de excre¢cao de sddio e potassio

na urina excretada.

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Vetiveria zizanioides

O teste de diluicdo em agar tem carater quantitativo, sendo possivel
determinar a concentragao inibitéria minima do 6leo essencial, extrato etandlico
bruto e fragbes, frente a um conjunto de microrganismos, conforme
recomendado pelo NCCLS (2003).

Apesar de pesquisas admitirem determinados valores para CIM como
representativos, devido as variacbes na determinacdo CIM, muitos autores
divergem quanto ao nivel de inibicdo aceitavel para produtos naturais. Dentre
estas variagdes podemos citar a técnica aplicada, o microrganismo e a cepa

utilizada no teste, a origem da planta, a época da colheita, se os extratos foram
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preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de extrato
testada (FENNEL et al. 2004)

Aligianis et al. (2001) propuseram uma classificagdo para produtos
vegetais com base nos resultados de CIM, considerando como: forte inibigao —
CIM até 500 ug/mL; inibicdo moderada — CIM entre 600 e 1500 ug/mL e como
fraca inibigdo — CIM acima de 1600 ug/mL. Holetz et al. (2002) consideram que
se um extrato apresenta CIM menor que 100 ug/mL, a atividade antimicrobiana
€ considerada boa, CIM de 100 a 500 pg/mL seria uma atividade antibacteriana
moderada; de 500 a 1000 ug/mL uma atividade antibacteriana pobre, sendo
que acima de 1000 ug/mL a atividade antibacteriana nao seria considerada.

O dleo essencial da raiz de Vetiveria zizanioides cultivado no Hospital de
Medicina Alternativa, apresentou atividade antimicrobiana para bactérias Gram-
positivas. A CIM do éleo essencial frente a duas cepas de S. aureus foi de 0,15
mg/mL. Esse dado foi similar aos apresentados por Hammer et al. (1999) e
Putiyanan et al. (2005).

O d6leo essencial na concentracdo de 0,07 mg/mL inibiu o crescimento
de Micrococcus roseus, na concentragao de 0,15 mg/mL inibiu o crescimento
de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermides, Bacillus cereus e
Bacillus subtilis e na concentragdo de 0,30 mg/mL inibiu o crescimento de
Micrococcus luteus e Candida albicans.

Mesmo considerando a sugestdo de Fennel et al. (2004) em que expde
a dificuldade de se estabelecer um critério para padronizagdo para produtos
naturais devido as variagdes, esse trabalho demonstrou que a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de Vetiveria zizanioides apresentou, dentro da

classificagao de Aligianis et al. (2001), forte atividade para inibir o crescimento
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de cepas de Micrococcus roseus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermides, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus e Candida
albicans, e atividade moderada para inibir o crescimento das mesmas bactérias
segundo a classificacdo de Holetz et al. (2002). O extrato etandlico bruto,
dentro da classificagao de Aligianis et al. (2001), se mostrou com forte atividade
para inibir o crescimento de cepas de Micrococcus roseus, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis e Micrococcus luteus, sendo que pela
classificagado de Holetz et al. (2002) a atividade para inibir o crescimento das
mesmas bactérias foi considerada moderada.

A descoberta de compostos com atividade antibacteriana é de grande
importancia visto a gravidade de doengas infecciosas causadas por esses
agentes. Bacillus cereus e Bacillus subtilis sdo bactérias formadoras de
esporos, podendo sobreviver no ambiente sob condigdes hostis. O Bacillus
subtilis € normalmente um microrganismo nao patogénico, mas o Bacillus
cereus é responsavel por duas formas distintas de intoxicagao alimentar com
sintomas como vémito e diarréia. Este mesmo patégeno também esta
associado com infecgcbes oculares tais como ceratites, endoftalmite e
panoftalmite. Essa bactéria ainda tem sido associada a infeccdes localizadas e
infeccbes sistémicas, incluindo endocardite, meningite, osteomielite e
pneumonia (JAWETZ et al. 1995).

Em relagdo ao Staphylococcus aureus, quase todos os individuos
apresentam algum tipo de infecgdo por S. aureus durante sua vida, cuja
gravidade vai desde uma infecgdo alimentar ou infeccdo cutdnea de pouca
importancia até infeccbes graves potencialmente fatais. Um exemplo é a

osteomielite, em que o foco principal de crescimento de S. aureus consiste
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tipicamente num vaso sanguineo terminal da metafase de um osso longo,
resultando em necrose do osso e supuragao crénica. S aureus pode causar
pneumonia, meningite, empiema, endocardite ou sepse com supuragao em
qualquer 6rgéao. A infecgao de feridas cirurgicas por S. aureus € um problema
comum em hospitais e sua habilidade em desenvolver resisténcia a antibidticos
contribui para aumentar o risco de pacientes em ambientes hospitalares
(JAWETZ et al. 1995).

A auséncia de atividade inibidora, do extrato etandlico bruto da raiz de
Vetiveria zizanioides sobre bactérias Gram-negativas, pode estar relacionada
com a membraba externa dessas bactérias, pois essa membrana poderia agir
como uma barreira contra as substancias ativas presentes no extrato (URZUA
et al. 1998).

O resultado do teste de atividade antimicrobiana para o extrato etanélico
bruto mostrou maior sensibilidade se comparado com os resultados dos testes
antimicrobianos realizado nas fragdes hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol/agua. Este resultado se deve provavelmente pelo fato de os
compostos do extrato etandlico bruto estarem agindo sinergicamente,
apresentando melhor agao do que quando do teste com as fragdes.

A fracdo hexano apresentou maior agdo antimicrobiana, seguida pela
fracdo diclorometano, acetato de etila e posteriormente fragdo metanol/agua
que nao apresentou acdo. A avaliacdo antimicrobiana com a fragdo hexano
mostra que os componentes mais bioativos seriam compostos com menor
polaridade, sendo que estes resultados estdo de acordo com a pesquisa
realizada por Lugman et al. (2005), que apresentaram CIM para a fracéo

hexano das raizes de Vetiveria zizanioides variando de 0,5 a 60 mg/mL.
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6. CONCLUSOES

Na raiz de Vetiveria zizanioides cultivada no HMA/SES-GO foi
confirmada indicios da presenca de heterosideos digitalicos, provavelmente em
quantidade pequena, o que impossibilitou a identificacdo. Também foram
revelados compostos terpendides e/ou saponinas, flavondides e acido fendlico.
No extrato liofilizado foi encontrado flavondides no teor de 0,51%.

Na analise dos compostos quimicos do 6leo essencial extraido da raiz
de Vetiveria zizanioides foi possivel verificar que os compostos majoritarios
foram o khusimol, o palustrol, o khusimona, o epi-zizanona e o a-vetivona.

Os testes de toxicidade aguda, para avaliar a seguranga da utilizagéo de
fitoterapicos a base de Vetiveria zizanioides por via oral, mostraram que os
extratos desta planta apresentam toxicidade muito baixa, classe 5, de acordo
com a classificacdo de OECD 423. Estes estudos constituem resultados
importantes para o direcionamento de novos estudos de toxicidade em que
outras espécies de animais poderao ser testadas e também a realizacdo de
estudos para avaliagao de toxicidade em tratamento cronico.

O extrato aquoso liofilizado das raizes da espécie Vetiveria zizanioides
nao apresentou acgao diurética nas doses avaliadas neste experimento.

O potencial antimicrobiano do 6leo essencial de Vetiveria zizanioides foi
considerado relevante, principalmente devido a agédo contra Staphylococcus
aureus.

Em relacado ao extrato etandlico bruto, este se mostrou mais eficiente se
comparado com a acdo das fracbes hexano, diclorometano, acetato e

metanol/agua isoladamente.
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APENDICE A - Tabela 3

Tabela 3: Volume urinario excretado nos intervalos determinados e volume total
excretado em 24 horas nos grupos controle negativo, positivo e grupos onde
foram administrados os extratos de Vetiveria zizanioides nas concentracbes de
20 mg/kg, 40 mg/kg e 80 mg/kg.

Grupo 1h 2h 4h 6h 8h 12h 24h Total
Cont.- |- 1.5 0.5 1.2 0.8 1.0 6.0 11.0
Cont.- |- - 0.2 0.2 - 0.3 5.0 5.7

Cont.- |- - - 1.5 - 1.0 5.0 7.5

Cont. - |- - 1.0 - - 1.0 8.0 10.0
Cont.- |- - - 0.8 - 6.2 13.0 20.0
Cont. + |0.2 0.9 0.2 3.0 1.7 6.0 13.3 25.3
Cont. + | 3.0 9.7 1.3 2.0 1.0 8.0 35.0 60.0
Cont. + | 0.2 4.6 0.5 - 0.7 4.0 6.0 16.0
Cont. + | 1.0 3.0 1.0 - 4.7 5.8 17.0 325
Cont. + |- 1.1 0.4 1.0 1.3 4.2 10.0 18.0
20mg/kg | 0.2 - 0.2 0.2 - 0.9 13.0 14.5
20mg/kg | - 2.0 - 0.6 0.5 1.2 11.0 15.3
20mg/kg | - - 0.5 0.2 - 2.2 10.0 12.9
20mg/kg | - 2.0 - 1.7 - 2.5 20.0 26.2
20mg/kg | 0.2 - - 0.2 0.2 0.9 8.0 9.5

40mg/kg | - - 0.2 0.2 1.3 1.9 12.0 15.6
40mg/kg | - - - 0.6 0.6 2.9 17.0 211
40mg/kg | - - 0.2 0.7 3.7 17.0 21.6
40mg/kg | - 1.5 - 0.9 - 1.4 10.0 13.8
40mg/kg | 0.2 - - 0.5 - 0.4 16.0 17.1
80mg/kg | - - 0.7 0.9 - 1.9 9.0 12.5
80mg/kg | - - - 1.3 0.2 1.5 12.0 15.0
80mg/kg | - 0.5 0.5 1.5 - 3.0 17.0 22.5
80mg/kg | - - - - 1.1 0.7 23.2 25.0
80mg/kg | - - - - - 3.0 17.0 20.0
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Tabela 4: Dosagens bioquimicas de uréia, creatinina e eletrdlitos no soro e urina em mg/24 horas

nos grupos controle negativo, positivo e grupos onde foram administrados os extratos de

Vetiveria zizanioides nas concentragdes de 20 mg/kg, 40 mg/kg e 80 mg/kg.

Grupo Soro (mmol/L)

Uréia Creat. Na K Cl
Contr. - 38,2 7,46 0,58 +0,083 170,5 +14,27 4,77 £0,71 130 5,78
Contr.+ 36,8 +7,32 0,56 +0,089 156 +16,80 4,48 0,47 134,4 +3,36
20mg/kg 41,8 +3,11 0,54 +0,054 180 +14,21 5,10 1,00 127,6 10,21
40mg/kg 34,4 +4,82 0,54 +0,054 176,4 +11,92 6,40 +0,81 131,0 £7,31
80mg/kg 37,8 £7,19 0,66 +1,014 185 33,56 7,10 5,35 135,8 £19,22
Grupo Urina (mg/24horas)

Uréia Creat. Na K Cl
Contr. - | 2815,02 £1471,11 48,76 +25,12 28,98 +17,28 64,68 +33,66 58,88 +30,78
Contr.+ 15198,63 £11201,57** | 251,06 £198,03** | 137,74 +102,27** | 398,00 £330,07** | 238,46 £111,00**
20mg/kg | 4642,20 +687,90 80,71 £9,27 36,73 £13,37 98,35 £29,24 94,37 £32,80
40mg/kg | 3854,25 +437,51 68,87 £16,52 38,18 £8,81 92,23 +23,00 119,24 +31,82
80mg/kg | 5085,35 £1103,92 78,89 9,26 48,63 +7,51 111,91 £32,61 141,44 +34,83

Resultados em média + DP; n=5, *p<0,05 e

controle negativo.

p**<0,01, analise de Dunnett comparando com
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s & 062/08
UFG _ UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA
ANEXO: A

I - Finalidade do projeto (pesquisa/ensino)
PROJETO DE PESQUISA

II - Identificagio:

Q Titulo do projeto:

o Avaliagio da Atividade Diurética e Estudo de Toxicidade Aguda Método de Classe da
Raiz de Vetiveria zizanidides L. Nash (Poaceae)
O Pesquisador (es) Responsavel(veis):
o Gilvana Cristina de Barros — Mestranda - FE/UFG
U Pesquisadores Participantes:

O Profe. Dr. Maria Tereza Freitas Bara - Orientadora

O Prof. Dr. Luiz Carlos da Cunha

O Liuba Laxos Pucci (Mestranda)

O Marcelo de S. Vieira (Mestrando)

O Instituigio onde sera realizado:

o LPPN - LABORATORIO DE PESQUISA DE PRODUTOS NATURAIS DA FACULDADE DE
FARMACIA - UFG

© NEPET- NUCLEO DE ESTUDOS E PESQUISAS TOXICO-FARMACOLOGICAS DA FACULDADE
DE FARMACIA-UFG

O Data de apresentagio ao CEP: 05/05/2008

IiI - Objetivos e justificativa do projeto:

O presente projeto objetiva avaliar a atividade diurética e a toxicidade aguda oral de Vetiveria zizanidides L. Nash
(Poaceae) e determinar o perfil de toxicidade agudadocxfratoaquomedocxtramdidmtmwﬁsopmpmm!{&mda
raiz de Vetiveria zizanidides L. Nash em ratos visando obter informagdes confidveis e extrapoldveis para humanos.

IV - Sumario do projeto:

O Discussio sobre a possibilidade de métodos alternativos:

o Nao hd discussdo sobre métodos alternativos, entretanto os pesquisadores afirmam quc, por sor um
estudo em fase préclinica, a alternativa mais vidvel para a sua execucao é utilizar animais de
laboratério uma vez que a literatura cientifica admite equivaléncia farmacolégica entre as doses em
anmmais e no homem..

0 Descricio do animal utitizado (nfimero, espécie, linhagem, sexo, peso, etck

o Katos Wistar - Oriundos do bioterio da UNICEUB {Brasilia-DF)

* 25 animais, normotensos, pesando, em média 200g, nio isogénicos (teste de dirmce)
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V * 24 animais, machos (teste de toxicidade aguda)

Os animais serao distribuidos em cinco grupos contendo cinco animais cada (teste diurese);

Seis animais por dose teste, sendo trés para o extrato aquoso e trés para o extrato

dicloro/isopropanol (3:2) (toxicidade aguda).

U Descrigdo das instalagdes utilizadas e nimero de animais/area/qualidade do Ambiente (ar, temperatura,
umidade), Alimentacdo/hidratagio:

o Os animais serdo permanecerio no biotério do NEPET

o Serio alimentados com ragao Labina (Purina) e receberio 4gua filtrada 3 vontade

o O ambiente possui temperatura controlada 23 + 2°c e umidade relativa do ar de 50 — 70% além de
monitoramento do ciclo claro-escuro de 12h cada.

o Para o estudo da agio diurética os animais serdo mantidos, isoladamente, em gaiolas semi-
metabdlicas suspensas (25x15x17cm), de ago inoxidavel e fundo de grade, nas quais sera possivel
monitorar o consumo de égua, a variagao de peso e a produgéo de urina.

o Para o estudo da toxidade aguda, os ratos ficardo acondicionados em gaiolas de polipropileno
(42x34x17cm), trés por gaiola. A maravalha utilizada para forrar as gaiolas sera autoclavada.

Q  Utilizacdo de agente infeccioso/gravidade da infeccdo a ser observada:

o  Nao utilizado.

U Adequagdo da metodologia e consideragdes sobre o sofrimento imposto a0s animais:

© A metodologia foi apresentada de forma criteriosa e adequada corpo do projeto (item 8) e no item 09
do protocolo. Entretanto cabe ressaltar alguns aspectos:

*  Einteressante indicar as doses dos farmacos utilizados para anestesia dos animais.
U  Meétodo de eutanasia:

o Todos os ratos serdo submetidos 3 eutanisia por deslocamento cervical sob anestesia com solugdo de
xilazina-cetamina, por via intraperitoneal.

* Nao foram apresentadas as doses destes farmacos utilizados.

o Se sinais de toxicidade forem aparentes, 0 periodo de observagao podera ser estendido, entretanto os
pesquisadores comprometem-se a nao prolongar desnecessariamente o sofrimento dos animais

O  Destino do animal:

o Ao final do experimento os animais serdo descartados em recipientes adequados localizados nas
dependéncias do Instituto de Patologia Tropical e Sadde Publica - IPTESP da UFG e serag
pcstaﬁmmﬁcdﬂadospwanpresaespedﬂimdamadapdaummdadaquese
comprometerd a incinerar os animais mortos.

IV — Comentarios do relator frente s orientagdes do COBEA _

O protocolo esté bem alicergado e apresenta todos os itens pertinentes  avaliacio ética, '

* As consideragdes feitas no corpo deste parecer devem ser consideradas como sugestOes a serem

acatadasqumdodamnfe@odenmospwtombspmasubmis&oaesiew.
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O Estrutura do protocolo:
o Estrutura apresentada de forma adequada.
O Anilise de sofrimento imposto, métodos alternativos e beneficios:
o O sofrimento imposto aos animais foi considerado bem como as atitudes a serem tomadas para
minimiza-lo.
O Anilise dos riscos aos pesquisadores/alunos:
o Os riscos (fisicos, biologicos, quimicos, psicologicos e sociais) inerentes A metodologia estdo previstos
no protocolo bem como 0s métodos utilizados para que sejam evitados.
U Necessidade do niimero de animais:

V - Parecer do CEP:

De acordo com a documentagio apresentada a este comité consideramos o projeto APROVADO,

Advertimos aos pesquisadores a observancia dos itens que constam nas “Orientagdes a0 Pesquisador”, que ser4
anexada a este parecer consubstanciado.

VI - Data da reunizo: 02/06/2008

Pror- Dre Rita Goreti Amaral
Coordenador do COEP/PRPPG/UFG
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Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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