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RESUMO: A espécie Calceolaria chelidonioides (Scrophulariaceae), até entéio inédita nas citagdes
cientificas, foi estudada sob o ponto de vista farmacoldgico buscando-se identificar possiveis
atividades antimicrobiana e antioxidante em metodologia in vitro. As partes aéreas dessa espécie
demonstraram atividade antioxidante em modelo usando o radical livie DPPH. As flores de C.
chelidonioides mostraram grande potencial antibacteriano frente a bactéria Staphylococcus aureus
resistente a meticilina MRSA, um dos principais responsaveis em casos de infecgdo hospitalar.

Unitermos: Calceolaria chelidonioides, Scrophulariaceae, MRSA, DPPH.

ABSTRACT: “Antioxidant and anti-microbial activity from Calceolaria chelidonioides Humb.
Bonpl. & Kunth.” The species Calceolaria chelidonioides (Scrophulariaceae), not scientific
described so for, was studied in pharmacological aspects aiming to identify some anti-microbial and
antioxidant activity. The aerial parts showed antioxidant activity using in vitro DPPH model. The
flowers from C. chelidonioides showed strong antibacterial potential against meticiline resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) strains the main responsible for hospital infection complications.
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INTRODUCAO

A espécie Calceolaria chelidonioides Humb.
Bonpl. & Kunth, sinonimia Fagelia chelidoniodes
Kuntze, ¢ encontrada somente em regides de altitude
elevada. Embora sua composi¢do quimica e propriedades
farmacolédgicas ndo tenham sido estudadas cientificamente
at¢ o momento, C. chelidonioides ¢é muito usada
popularmente no Brasil para o tratamento de diferentes
tipos de cancer.

O género Calceolaria L. ocorre na América
do Sul, nas regides de clima tropical e temperado,
América Central e Nova Zelandia (Di Fabio et al., 1995;
Garbarino et al., 2004). E um género rico em espécies
de importancia econdmica, por serem usadas como
ornamentais, e etnofarmacologicamente. As partes aéreas
sdo usadas popularmente no Chile por suas propriedades
adocante, digestiva, diurética (Sacchetti et al., 1999) e
antimicrobiana no tratamento de estomatites (Sacchetti
et al., 1999; Garbarino et al., 2004). Alguns desses usos
populares puderam ser comprovados cientificamente.
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Baseando-se nos artigos publicados na literatura, pode-
se perceber que algumas espécies desse género se
caracterizam pela presenca de substancias com potencial
farmacoldgico bastante interessante, tais como: inseticida
(Khambay; Jewess, 2000), contra Mycobacterium
tuberculosis (Woldemichael et al., 2003), tripanomicida
(ativo contra a forma epimastigota do Trypanosoma cruzi)
e antitumoral inibindo o crescimento de células tumorais
TA3 e células TA3 resistentes a metotrexato (Morello et
al., 1995).

Sob o ponto de vista quimico, as espécies desse
género tém sido bem estudadas sendo identificados
diferentes diterpenos e bis-diterpenos (Chamy et al.,
1989; Chamy et al., 1990; Chamy et al., 1991a) de
diferentes esqueletos: pimarano (Chamy et al., 1989;
Piovano et al., 1989; Chamy et al., 1990; Chamy et al.,
1995a), isopimaradieno (Chamy et al., 1990; Chamy et
al., 1998), pimaradieno (Chamy et al., 1991a), labdano
(Garbarino et al., 2004), abictano (Chamy et al., 1987,
Chamy et al., 1991b), desidroabietano (Chamy et al.,
1987; Chamy et al., 1995a), estemodano (Chamy et al.,
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Tabela 1. Atividade antioxidante dos extratos etanolicos dos caules, flores, raizes, folhas, flores com folhas e flores com folhas e
raizes de Calceolaria chelidonioides pelo método do DPPH e determinagédo da CEy,

Flores, folhas e

ug/mL  Controle Caules Flores Raizes Folhas Flores e folhas raizes
5 457+1,51 5,75+2,58 1,14 +0,47 2,2+0,65 1,71 £ 0,24 11,25+0,18  543+2,26
10 10,03+3,25 7,23+1,88 3,52+ 1,62 3,71 £ 0,04 1,8+ 0,709 14,64 £ 0,51 7,37 £3,75
25 28,14+1,37 1335+2,46 891+1.21 10,76 £0,87  6,54+0,87 24,09+1,19 15,73+2,56
50  57,02+0,55 26,75+4,43 18,7+0,86  19,56+1,08 11,47+1,22 3625+1,48 32,42+4722
125 90,07+0,82 65,14+2,78 46,26+0,97 47,26+0,60 27,88+0,44 76,25+0,39 62,46+1,47
250 9523+0,43 89,2+0,26 8292+1,18 82,48+1,67 54,17+0,61 90,72+1,13 89,27+0,60
CEso 38,91+1,32 122,34+£2,78 146,40+£0,97 145,18+0,82 229,48 +0,68 100,75+0,81 119,36+2,48

Controle positivo: extrato padronizado de Ginkgo biloba (EGb 76

1®) nas mesmas concentragdes que o0 extrato.

Tabela 2. Atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos de flores (EFL), folhas (EFO), caules (EC), raizes (ER), folhas com
flores (EFF) e flores com folhas e raizes (EFFR) e das fragdes das particdes em hexano das flores (HF), em diclorometano das flores
(DF) e em acetato de etila das flores (AEF) e dos caules (AEC) de C. chelidonioides (50mg/mL) investigada pela formagdo do
halo de inibicdo em didmetro (cm), usando como controle para as bactérias vancomicina (1mg/mL) e para os fungos, anfotericina

B (Img/mL).
EFL EFO EC ER EFF EFFR HF DF AEF AEC Controle
C. albicans 1,3 1,4 - - - - - 1,1 1,0 1,0 1,7
C. neoformans 0,8 1,1 - - - - - 1,1 1,0* 0,8 2,2
F. pedrosoi - NT - - - - NT NT NT NT 1,8
T. rubrum 1,0 NT - - - - NT NT NT NT 1,7
S. aureus MRSA 1,6 1,5 - - 0,8 0,8%* - 1,0 1,0 0,5 1,5
S. epidermidis 1,0 NT - - NT NT NT NT NT 0,5 1,1

NT= nio testado; - = sem atividade; * = formacdo de pseudo-halo.

1995b), estemarano (Chamy et al., 1990; Garbarino;
Molinari, 1990a; Garbarino; Molinari, 1990b; Chamy
et al.,, 1991a; Chamy et al.,, 1995b) e diterpenos
endoperoxidos de esqueleto abietano (Chamy et al., 1993);
além de flavondides ndo glicosilados (Wollenweber;
Mann; Roitman, 1989), fenilpropanodides glicosilados
(verbascosideo, calceolariosideos A-E, forsitosideo A e
isoarenariosideo) (Nicoletti et al., 1988; Di Fabio et al.,
1995) e naftoquinonas (Khambay; Jewess, 2000).

As partes aéreas de C. chelidonioides foram avaliadas
quanto as atividades antioxidante, utilizando a
metodologia do radical livie DPPH e antimicrobiana,
frente a bactérias (Staphylococcus aureus MRSA
e Staphylococcus epidermidis) e fungos (Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, Fonsecaea pedrosoi
e Trychophyton rubrum).

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

O material foi coletado em setembro de 2003
no municipio de Macabt, no estado do Rio de Janeiro,
¢ identificado botanicamente pela Prof. Dr*. Elsie
Guimardes do Jardim Botéanico do Rio de Janeiro, tendo
sido depositada uma amostra neste Herbario. As diferentes
partes de C. chelidonioides foram separadas (em flores,
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folhas, caules, raizes, flores com folhas e flores com
folhas e raizes) e secas a temperatura ambiente. As partes
da planta foram moidas em moinho de facas e submetidas
a processo de extragdo exaustiva por maceragdo estatica
com etanol, por 2 meses, renovando-se o solvente a cada
4 dias, obtendo-se dessa forma seis extratos diferentes.
Todos os extratos etanolicos foram secos por evaporacdo
sob pressdo reduzida para total remogdo do solvente.
Apos secagem, o residuo vegetal foi submetido a parti¢ao
liquido-liquido com solventes de diferentes polaridades
(hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol).
As parti¢des foram novamente evaporadas sob pressdo
reduzida e entdo usadas nos testes farmacologicos.

Atividade antioxidante

Foi testada a atividade seqiiestrante de radicais
livres dos extratos etandlicos das diferentes partes de C.
chelidonioides utilizando o modelo fotocolorimétrico
in vitro do radical livre estavel DPPH (2,2-difenil-1-
picrilidrazila) (Mensor et al., 2001). Nesse modelo
1 mL da solu¢do de DPPH foi adicionado a 2,5 mL
de uma solugdo do extrato suspendido em etanol nas
concentragdes de 250, 125, 50, 25, 10 ¢ 5 pg/mL. Essa
reagdo transcorreu em temperatura ambiente, por 30
min, e em seguida a absorbancia foi lida em 518 nm. O
branco foi feito adicionando-se 1 mL de etanol a 2,5 mL
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de amostra. Como controle negativo usou-se a mistura
de 1 mL da solu¢do de DPPH com 2,5 mL de etanol.
As atividades antioxidante percentuais foram obtidas
por regressdo linear para o extrato, chegando-se assim
a concentragdo necessaria para se obter 50% do efeito
antioxidante méaximo estimado em 100% (CE, ) (Mensor
et al., 2001). A atividade antioxidante dos extratos
testados foi comparada com a CE, obtida ao se realizar
0 mesmo ensaio com o extrato padronizado de Ginkgo
biloba (EGb 761®), controle positivo, reconhecido por
sua elevada atividade antioxidante. Os testes foram feitos
em duplicata.

Atividade antimicrobiana

Todos os extratos etandlicos e as partigdes em
hexano, diclorometano e acetato de etila dos extratos de
flores e a parti¢do em acetato de etila dos caules foram
testados frente aos fungos: Candida albicans sorotipo B
ATCC 36802, Cryptococcus neoformans T -444 sorotipo
A (Universidade Federal de Sdo Paulo, UNIFESP-SP),
Trichophyton rubrum T544, Fonsecaea pedrosoi 5VPL
(colecao de fungos do Hospital Clementino Fraga Filho
da UFRJ); e bactérias: Staphylococcus aureus MRSA
(BMB9393) (Hospital Clementino Fraga Filho da UFRJ)
e Staphylococcus aureus ATCC 25923. Foi usada a
metodologia de difusdo em agar onde aplica-se o extrato
a ser testado diretamente no meio previamente inoculado
com o microrganismo, sem a utilizacdo de discos
estéreis (Hili; Evans; Veness, 1997). Os extratos foram
solubilizados em 500 pl do solvente original e diluidos
em 500 pl de agua destilada para obtencdo de uma
concentrag¢do final de 50 mg/ml. O controle foi feito com
anfotericina B (1 mg/mL) para os fungos e vancomicina
(1 mg/mL) para as bactérias. As placas foram incubadas
a 37°C durante 24h a 7 dias, variando em fung¢do do
microrganismo testado. Apds esse periodo o diametro do
halo de inibi¢do foi medido com régua, em centimetros.
A formacao do halo de inibi¢do no local onde foi aplicada
a amostra indica a sensibilidade do microrganismo ao
mesmo, sendo passivel de ocorrer resultados atipicos
principalmente em testes com microrganismos mutantes
ouresistentes. Neste caso, € observado um halo de inibigao
mas com a presenca de algumas coldnias na regido; a isto
se da o nome de pseudo-halo (Falcao, 2003). Os testes
foram feitos em duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade antioxidante

A Tabela 1 demonstra a atividade antioxidante dos
extratos etandlicos testados em comparagdo com o extrato
padronizado de Ginkgo bilobausado como controle. Todos
os extratos demonstraram certa capacidade de seqiiestrar
radicais livres na metodologia testada, principalmente na
maior concentragdo usada (250 pg/mL), sendo o extrato de

folhas o que apresentou menor potencial. Ao se comparar
a concentragdo efetiva 50% (CE,)) dos extratos com a
obtida com o controle, pdde-se observar que nenhum
extrato de C. chelidonioides foi tdo ativo quanto o de
Ginkgo biloba (EGb 761%). Vale ressaltar que, embora o
extrato de flores e folhas tenha apresentado maior CE,
do que o controle, apresentou alta atividade nas menores
concentragdes (5 e 10 pg/mL), sendo bem superiores as
observadas com o G. biloba e com os extratos de flores
e folhas separadamente, indicando que as substincias
responsaveis pela atividade possivelmente se encontram
diluidas nos extratos individualizados ou apresentam
efeito sinérgico quando misturadas. O mesmo pode ser
observado comparando-se a atividade (CE, ) observada
para o extrato de flores, folhas e raizes com os respectivos
extratos individualizados. Esse efeito sinérgico da
atividade ¢ em funcdo da comparagdo das misturas com
os extratos isolados, de uma maneira geral.

Atividade antimicrobiana

A Tabela 2 mostrou a atividade antibacteriana
e antifiingica dos extratos etanolicos e particdes testadas
observada através da formagdo do halo de inibi¢do do
crescimento microbiano em diametro (cm). Os extratos
etanolicos de caules, raizes e particdo hexénica de flores
ndo apresentaram atividade frente aos microrganismos
testados. Todos os demais extratos e partigdes
apresentaram atividade frente a cepade S. aureus resistente
a meticilina (MRSA), sendo o resultado do extrato de
flores superior ao do controle e o de folhas, semelhante
ao controle feito com vancomicina na concentragdo de
Img/mL. Essa atividade ¢ de grande importancia devido
ao alto grau de patogenicidade e resisténcia dessa cepa.
MRSA ¢ comumente encontrado em hospitais, sendo o
principal responsavel em casos de infeccdo hospitalar
(Kantzanou et al., 1999). Embora o extrato etanolico de
flores tenha sido o que apresentou melhores resultados
dentre os testados, esta atividade mostrou-se diminuida
ao ser comparado com suas particdes, indicando que
possivelmente os metabdlitos responsaveis pela atividade
sejam de maior polaridade, estando retidos na particao
butandlica ndo testada ou devido ao sinergismo entre
as diferentes substincias presentes no extrato etanolico
total.

Embora a composi¢do quimica da espécie
ainda ndo seja conhecida, pode-se esperar a presenga de
derivados terpenoidicos, principalmente diterpenos, e de
origem biossintética mista, flavonoides.

CONCLUSAO

Os estudos com C. chelidonioides estdo em fase
preliminar, mas indicam grande potencial no controle de
S. aureus resistente a antibiotico sintético. Os metabolitos
responsaveis pela atividade antibacteriana parecem estar
presentes em maiores concentragdes nas flores e, aqueles
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responsaveis pela atividade sequestrante de radicais
livres predominam nas flores e folhas, usadas juntamente.
Esse estudo colabora, portanto, para o conhecimento de
uma espécie originalmente brasileira, até entdo inédita
cientificamente.
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