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Objectivos do Trabalho 
 

O uso de plantas medicinais para o tratamento de distúrbios relacionados com a 

ansiedade tem vindo a aumentar ao longo dos últimos anos. Este uso crescente 

resulta da procura espontânea por parte dos doentes de opções aos medicamentos 

de síntese mais usados (tais como as benzodiazepinas e inibidores selectivos da 

recaptação de serotonina - SSRI’s). Esta procura ocorre muitas vezes em situações 

de autodiagnóstico e de automedicação (Charlton, 2005), mas também de um 

maior interesse da classe médica na prescrição de tratamentos com base em 

plantas medicinais. Um dos exemplos mais ilustrativos será o caso dos extractos de 

Hypericum perforatum L., usados no tratamento de depressões ligeiras a 

moderadas, que na Alemanha, representaram já cerca de 25% de todas as 

prescrições de antidepressivos (Schrader, 2000) e cujo volume de vendas nos EUA 

aumentou de US$20 milhões para US$200 milhões entre 1995 e 1997 (Gaster e 

Holroyd, 2000). 

 

Apesar do número significativo de ensaios clínicos e da enorme quantidade de 

estudos publicados sobre a actividade farmacológica de extractos das principais 

plantas medicinais referenciadas pelas suas propriedades ansiolíticas / sedativas, 

permanecem por esclarecer inúmeros aspectos fundamentais relacionados com a 

sua actividade. 

 

Um desses aspectos é a identificação dos constituintes responsáveis pela actividade 

farmacológica evidenciada. A explicação para este fenómeno envolve, na nossa 

opinião, vários factores que abordaremos neste estudo, mas o facto inelutável é 

que os constituintes e respectivos mecanismos responsáveis pela actividade 

farmacológica de plantas tão extensivamente estudadas e usadas como a Valeriana 

officinalis L., são ainda objecto de interesse e de alguma controvérsia. Em face 
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disto, não será de estranhar que no caso de outras plantas menos estudadas 

química e farmacologicamente como a Melissa oficinalis L., a Tilia x europaea L., ou 

a Passiflora edulis Sims, também não esteja ainda esclarecido qual ou quais os 

compostos envolvidos na sua actividade ansiolítica / sedativa. 

 

Ainda assim, a quantidade de estudos publicados sobre a actividade ansiolítica / 

sedativa de extractos de plantas medicinais é enorme e cobre um número muito 

elevado de plantas e algumas das mais populares, como o Hypericum perforatum 

L., são objecto de novas publicações todas as semanas (pesquisa PubMed). 

Acontece também, que apesar de muitos estudos recorrerem ao fraccionamento 

bioguiado dos extractos, este é feito com base em estudos in vitro e, na maioria 

dos casos, não é feita a correlação com a actividade farmacológica testada in vivo.  

 

Por outro lado, os estudos clínicos que comprovam a actividade das plantas usadas 

pela sua actividade ansiolítica / sedativa são relativos a apenas a um número muito 

limitado de espécies (Ex.: Valeriana officinalis L., Hypericum perforatum L., Piper 

methisticum, entre outras) e são quase exclusivamente estudos promovidos pela 

indústria farmacêutica ou por outras entidades privadas que, por questões de 

protecção da propriedade industrial, não fornecem praticamente nenhuma 

informação sobre a composição dos extractos testados.  

 

Assim, em face do que acima se expôs determinámos vários objectivos para este 

trabalho: 

 

- Identificar um conjunto de plantas com um uso tradicional que indiciasse uma 

potencial actividade ansiolítica / sedativa e de entre estas seleccionar aquelas que 

estivessem incluídas em preparações disponíveis no mercado nacional, revelassem 

insuficiente caracterização dos constituintes responsáveis pela actividade 
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farmacológica e fossem espontâneas da flora portuguesa ou cultivadas actualmente 

no nosso país. 

 

- Validar o uso tradicional preparando extractos brutos de cada uma das plantas 

seleccionadas, de acordo com o uso tradicional, e submetê-los, em idênticas 

condições, a um “screening” neurofarmacológico recorrendo a modelos animais in 

vivo. 

 

- Dosear e caracterizar cada um dos extractos testados, correlacionando a sua 

composição com a de outros extractos descritos na literatura. 

 

- Seleccionar um dos extractos bioactivos e proceder ao seu fraccionamento 

bioguiado, recorrendo ao mesmo conjunto de modelos animais in vivo usados no 

screening neurofarmacológico inicial.  

 

- Isolar e identificar os constituintes das fracções que evidenciem actividade. 

 

- Interpretar a correlação entre a eventual actividade farmacológica dos extractos 

brutos, fracções e compostos isolados e a interacção in vitro com receptores 

implicados na fisiopatologia da ansiedade. 
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Dados de interesse para a realização 

deste estudo 

 

Medicina tradicional 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a medicina popular ou tradicional 

refere-se às práticas de saúde, conceitos, crenças e conhecimentos que incorporam 

medicamentos à base de plantas, animais ou minerais, terapias espirituais, técnicas 

manuais e exercícios aplicados singularmente ou em combinação, com o fim de 

tratar, diagnosticar e prevenir doenças ou manter o bem-estar. No nosso trabalho a 

expressão “medicina tradicional” é usada num sentido mais restrito, referindo-se 

genericamente ao uso das plantas com fins terapêuticos.  

 

A medicina tradicional manteve a sua importância em todas as regiões do mundo 

em desenvolvimento e tem vindo a ganhar popularidade em todo o mundo 

industrializado. Estima-se que na Europa 50% da população tenha usado a 

medicina tradicional pelo menos uma vez na vida e em países como a Alemanha 

90% da população já recorreu à medicina tradicional pelo menos uma vez ao longo 

da vida. Na América do Norte estimativas oficiais calculam que em 2002, 20% da 

população tenha usado medicamentos à base de plantas (OMS, 2003). A OMS 

consciente da importância crescente dos medicamentos tradicionais nas diversas 

regiões do mundo publicou um guia geral para a pesquisa e avaliação de 

medicamentos tradicionais (“General Guidelines for Methodologies on Research and 

Evaluation of Traditional Medicine” WHO, 2000). 

 

Normalmente, o tipo de preparações referidas no uso tradicional são infusões, 

tinturas, macerados, decoctos, etc. Nos países industrializados, se excluirmos as 

infusões, as plantas medicinais são fundamentalmente usadas em formas 
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farmacêuticas convencionais que têm como matéria-prima extractos secos 

(maioritariamente hidro-alcoólicos) ou a própria planta pulverizada. 

 

O desenvolvimento de novos fármacos a partir das plantas 

As plantas continuam a ser usadas para o tratamento de doenças e novos fármacos 

continuam a ser desenvolvidos com base na pesquisa dos seus constituintes. Nos 

países desenvolvidos os testes de screening de elevado rendimento são usados 

para o fraccionamento bioguiado de extractos, conduzindo ao isolamento de 

compostos activos que podem vir a transformar-se em agentes terapêuticos, na 

forma de produtos naturais ou como análogos sintéticos com actividade biológica 

optimizada e / ou com redução dos efeitos adversos, e o uso das indicações da 

etnofarmacologia aumenta a eficácia destes screenings (Heinrich e Simmons, 2004; 

Phillipson, 2001). Em 1996 dos 20 fármacos mais prescritos 6 eram produtos 

naturais (Phillipson, 2001) e durante 2001 e 2002 aproximadamente um quarto dos 

fármacos mais vendidos em todo mundo foram produtos naturais ou derivados de 

produtos naturais (Butler, 2004).  

 

Apesar do interesse recente da indústria farmacêutica na modelização molecular, 

na química combinatória e em outras técnicas de síntese química, os produtos 

naturais e as plantas medicinais em particular continuam a ser uma fonte 

importante de novos fármacos, de pistas para novos fármacos e de novas entidades 

químicas (Newman e Cragg, 2007; Newman et al., 2003; Butler, 2004).  

 

A diversidade e as particularidades estruturais das moléculas com origem na 

natureza como por exemplo os centros quirais, anéis aromáticos, sistemas 

complexos de anéis, o número e o ratio de heteroátomos são particularmente 

relevantes na pesquisa de novos fármacos (Clardy e Walsh, 2004; Nicolaou e 

Snyder, 2004; Peterson e Overman, 2004; Koehn e Carter, 2005). Entre 1981 e 

2002 a pesquisa em produtos naturais correspondeu a aproximadamente a 48% 
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das novas entidades químicas (NEQs) reportadas durante este período (Newman et 

al., 2003).  

 

Mesmo quando não são descobertas novas entidades químicas nas pesquisas com 

plantas medicinais as actividades biológicas de compostos conhecidos podem 

fornecer pistas importantes para o desenvolvimento de novos fármacos. Desde a 

sequenciação do genoma humano foram já identificados milhares de alvos 

moleculares importantes em várias doenças (Kramer e Cohen, 2004). A actividade 

de vários compostos conhecidos isolados de plantas medicinais usadas 

tradicionalmente foi já demonstrada em alguns destes alvos moleculares 

recentemente validados, citando-se como exemplo a indirubina (Verweij et al., 

2000; Eisenbrand et al., 2004) e a camebacaurina (Hwang et al., 2001; Lee et al., 

2002). 

 

Apesar do evidente sucesso na pesquisa de novos fármacos a partir de plantas 

medicinais este processo tem sido tradicionalmente mais moroso e complexo que 

outros métodos de pesquisa de novos fármacos pelo que a indústria farmacêutica 

tem vindo a eliminar ou a reduzir substancialmente os investimentos nesta área 

(Butler, 2004; Koehn e Carter, 2005). Por outro lado, as plantas medicinais não são 

patenteáveis e a patenteabilidade de determinada indicação da medicina tradicional 

para extractos com utilidade terapêutica, levanta questões complexas do ponto de 

vista ético e jurídico, nomeadamente no domínio dos direitos de propriedade 

intelectual de povos indígenas (Kartal, 2006; Timmermans, 2003). Não obstante, 

avanços recentes nas tecnologias de separação e identificação de moléculas 

provenientes de extractos naturais têm vindo a minimizar algumas das dificuldades 

técnicas do processo de descoberta de novos fármacos a partir de matérias primas 

de origem biológica o que, combinado com uma certa frustração das expectativas 

depositadas nas actuais estratégias de I&D, tem vindo a renovar o interesse nos 

 15



produtos naturais como fonte de diversidade química e geradora de pistas 

importantes para o desenvolvimento de novos fármacos (Koehn e Carter, 2005).  

 

Apesar das flutuações no interesse por parte da indústria poder-se-á postular que 

as plantas medicinais continuarão a ser no futuro, sob diferentes formas, uma 

importante fonte de novos fármacos. 

 

Regulamentação e interesse crescente 

Nos países industrializados as autoridades de saúde pública têm correspondido ao 

crescente interesse e procura de plantas medicinais tentando estabelecer 

metodologias e critérios de modo a garantir a qualidade e segurança destes 

produtos. Na União Europeia a Agência Europeia do Medicamento (EMEA) criou, em 

1997, um grupo de trabalho sobre medicamentos à base de plantas, o Working 

Group on Herbal Medicinal Products (HMPWG) que entretanto deu lugar ao Herbal 

Medicinal Products Committee (HMPC), com vista à criação de normas para os 

medicamentos à base de plantas e nos EUA o National Institutes of Health criou em 

1998 o National Center for Complementary and Alternative Medicine.  

 

Ansiedade, benzodiazepinas e a pesquisa de alternativas na natureza 

A ansiedade é um estado mental desencadeado em antecipação a uma ameaça 

directa ou potencial. A ansiedade acompanha a vida normal dos indivíduos sendo 

um estímulo importante e eficaz para a melhoria do desempenho, mas a partir de 

um determinado grau pode tornar-se patológica e originar incapacidade de 

funcionar. Ora, considerando a importância que o desempenho individual adquiriu 

nas sociedades ocidentais, facilmente se percebe que a ansiedade se tenha tornado 

uma característica mental bastante proeminente o que se reflecte no incremento da 

procura de ansiolíticos. A designação ansiedade inclui muitos fenótipos e descrições 

clínicas. Rotineiramente, as suas manifestações patológicas são divididas em 

perturbação de ansiedade generalizada, pânico, fobia e, em algumas classificações, 
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perturbação obsessiva-compulsiva (Morris-Rosendahl, 2002). Foi já estimado que a 

prevalência ao longo da vida para este grupo de perturbações pode atingir os 25% 

(Kessler et al., 1994). 

 

 

Nos EUA diversos estudos epidemiológicos revelam que nos últimos anos a procura 

de plantas medicinais continua a crescer e que, de entre estas, a procura de 

medicamentos e produtos de saúde à base de plantas com propriedades ansiolíticas 

aumentou mais do que qualquer outra categoria de plantas medicinais (Eisenberg 

et al., 1993; Eisenberg et al., 1998; Kessler et al., 2001; Wheaton et al., 2005; Wu 

et al., 2007). Em Portugal apesar de não dispormos de estudos epidemiológicos ou 

de dados fiáveis do mercado total esta tendência parece ser comprovada pelo 

aparecimento nas grandes superfícies comerciais de secções inteiramente 

dedicadas a produtos medicinais à base de plantas. Estas incluem sempre várias 

formulações com indicações terapêuticas como “regulador do sono”, “calmante” 

para situações de “stress”, “tensão psíquica” ou “desgaste”. As plantas incluídas 

nestas formulações são baseadas no conhecimento do seu uso tradicional, embora 

as diferentes combinações em que são encontradas em várias formulações 

resultem fundamentalmente de estratégias comerciais mais do que considerações 

de natureza científica. 

 

Paralelamente, esta procura crescente de plantas medicinais ou medicamentos 

tradicionais para o tratamento de distúrbios relacionados com a ansiedade parece 

também acompanhar o aumento da procura de medicamentos ditos convencionais. 

De acordo com os relatórios anuais do International Narcotics Control Board (INCB) 

das Nações Unidas (www.incb.org) a procura e o consumo de medicamentos 

ansiolíticos e/ou sedativos no mundo ocidental tem vindo a crescer ao longo das 

ultimas décadas. Portugal não é excepção e um estudo recente da autoridade 

nacional que regula o sector do medicamento (INFARMED) concluiu que o nosso 
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país apresenta dos maiores níveis de utilização de benzodiazepinas em termos 

europeus (Furtado e Teixeira, 2005). Em Portugal, segundo esse mesmo estudo, 

durante o ano de 2004, o consumo de benzodiazepinas expresso em Doses Diárias 

Definidas por 1000 habitantes/dia (DHD) atingiu as 115 DHD. 

 

Um vasto espectro de tratamentos somáticos foi já usado ao longo do tempo, desde 

catárticos a eméticos, da atropina e digitalis ao brometo de potássio e hidrato de 

cloral, dos barbituratos às benzodiazepinas, até aos fármacos serotoninérgicos. 

Apesar do advento durante a década de 1980 de alguns fármacos serotoninérgicos 

que ganharam relevância no tratamento da ansiedade durante a década de 1990 

assiste-se hoje ao regresso dos fármacos ditos gabaérgicos à primeira linha da 

maioria dos protocolos de tratamento (Schwartz et al., 2005).  

 

Desde que na década de 60 do século passado a Food and Drug Administration 

(FDA) dos EUA aprovou os primeiros fármacos facilitadores do ácido gama-

aminobutírico (GABA), as benzodiazepinas (que constituem a larga maioria dos 

fármacos que actuam por este mecanismo) tornaram-se os fármacos mais 

utilizados no tratamento da ansiedade e distúrbios com ela relacionados (Cassano 

et al., 2002).  

 

Apesar das benzodiazepinas serem fármacos relativamente seguros e apesar da sua 

enorme utilidade terapêutica, apresentam inconvenientes bastante significativos. O 

seu uso apresenta diversos problemas relacionados com sedação excessiva, 

interacção com outros fármacos, interferência com os mecanismos da memória, 

depressão, tolerância e dependência. Assim, justifica-se a busca de alternativas 

terapêuticas pelo menos tão eficazes quanto as benzodiazepinas mas sem os 

efeitos adversos que estas apresentam (Baldwin e Ajel, 2007; Sinclair e Nutt, 

2007; Millan, 2003). 
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O advento da biologia molecular permitiu a descoberta e o isolamento do 

complexo-receptor GABAA e do local de ligação das benzodiazepinas bem como a 

elucidação do mecanismo através do qual as benzodiazepinas exercem o seu efeito 

(Scott et al., 1999). Assim, estas descobertas possibilitaram o desenvolvimento de 

outras moléculas com acções mais específicas sobre este complexo-receptor e 

consequentemente ao desenvolvimento de novos fármacos não benzodiazepínicos 

como o Zaleplon, que é um novo fármaco hipnótico que actua como agonista 

selectivo do receptor ómega 1 situado na sub-unidade alpha 1 do complexo 

receptor GABAA (Atack, 2003).  

 

À semelhança das benzodiazepinas (Unseld e Klotz, 1989) também as opções para 

novos fármacos com acção a nível do complexo-receptor GABAA poderão, 

eventualmente, ser encontradas na natureza. 

 

 

Aspectos fitoquímicos e farmacológicos das plantas com acção no SNC 

Um aspecto comum a estas plantas é a incerteza sobre o seu mecanismo de acção. 

Assim, apesar de algumas das plantas mais usadas na prática clínica convencional 

como ansiolíticos ou sedativos - os casos mais notáveis serão o Hypericum 

perforatum L. ou a Valeriana officinalis L. - e terem sido já extensivamente 

estudadas do ponto de vista clínico, farmacológico e químico (Madabuchi et al., 

2006; Lacher et al., 2007), subsistem ainda muitas dúvidas sobre a sua utilidade 

terapêutica (Whitten et al., 2006; Taibi et al., 2007) e sobre os compostos 

responsáveis pela actividade evidenciada pelos extractos e o(s) mecanismo(s) de 

acção envolvido(s).  

 

De facto, apesar dos grandes avanços das últimas décadas no domínio do 

isolamento e identificação dos metabolitos secundários produzidos pelas plantas 

incluindo o advento da “metabolomics” (Sumner et al. 2003) e da caracterização 
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das actividades biológicas de muitos destes metabolitos isolados como, por 

exemplo, os flavonóides (Middleton et al., 2000; Nijvelt et al., 2001), a verdade é 

que estes avanços não se traduziram de forma directa na compreensão dos 

mecanismos de acção dos extractos complexos que são normalmente obtidos e 

usados com fins terapêuticos. Várias hipóteses têm sido avançadas para as 

diferenças verificadas entre a actividade biológica dos extractos e dos constituintes 

isolados (Zhang, 2004), tais como, a complexidade das interacções químicas que 

são estabelecidas entre os constituintes dos extractos, a acção sinérgica nos 

receptores ou as dificuldades de absorção dos constituintes isolados (Belofsky et 

al., 2006; Wagner, 2004; Belofsky et al., 2004; Gilbert e Alves, 2003; Stermitz et 

al., 2000; Williamson, 2001). Se por um lado não foi objectivo deste trabalho 

explorar uma possível explicação para este fenómeno também não deixámos de 

levar estes dados em consideração no planeamento dos nossos estudos.  

 

Por outro lado, a grande maioria das plantas referenciadas nos manuais de 

fitoterapia não foram ainda suficientemente estudadas, pelo menos em termos do 

relacionamento entre a actividade farmacológica dos seus extractos, a composição 

química dos mesmos e o eventual mecanismo de acção dos constituintes 

envolvidos. 

 

Se, por um lado, esta constatação revela um enorme potencial na pesquisa de 

moléculas com actividade a nível do sistema nervoso central implica, por outro 

lado, a impossibilidade de assegurar convenientemente o controlo e garantia de 

qualidade destes produtos, dificultando o estabelecimento de uma base científica 

para a sua racional utilização terapêutica. 

 

Algumas das plantas incluídas nas obras de referência sobre fitoterapia estão 

comummente presentes nas formulações que se encontram disponíveis nas 

prateleiras dos diversos estabelecimentos que comercializam estes produtos no 
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nosso país. De entre estas, algumas são espontâneas da flora portuguesa (ex.: 

Hypericum perforatum L., Melissa officinalis L.), ou encontram-se difundidas no 

nosso país (ex.: Passiflora edulis Sims) havendo, por isso, razões de saúde pública 

e de interesse comercial que justificam o estudo da actividade farmacológica dos 

seus constituintes. 

 

Flavonóides, ansiedade, o receptor GABA e modelos experimentais 

Partindo do conhecimento do uso tradicional das plantas, diversos autores 

demonstraram já a afinidade para os receptores benzodiazepínicos de diversos 

flavonóides com o núcleo da flavona (Medina et al., 1997). Os efeitos 

comportamentais induzidos por alguns destes compostos em modelos animais da 

ansiedade, revelaram um perfil interessante, nomeadamente, a ausência de 

sedação e de relaxamento muscular (Wolfman et al., 1994) apontados como alguns 

dos inconvenientes atribuídos às benzodiazepinas clássicas, sugerindo uma maior 

especificidade de acção relativamente a estas. Nós próprios pudemos verificar já o 

mesmo perfil farmacológico para alguns extractos de flavonóides constituídos 

fundamentalmente por flavonas derivadas da apigenina e da luteolina obtidos a 

partir da Passiflora edulis Sims (Coleta, 1998 – Tese Mestrado).  

 

Estas descobertas foram complementadas ao longo dos últimos anos por um 

trabalho extensivo de caracterização dos ligandos do receptor GABAA com estrutura 

flavonóidica (Marder e Paladini, 2002), incluindo vários estudos de relação 

estrutura-actividade (Dekkermendjian et al., 1999; Hong e Hopfinger 2003) e 

suscitaram também a atenção da indústria farmacêutica que, através de 

modificações no núcleo central da estrutura flavónica, desenvolveu já compostos 

com uma afinidade para o receptor benzodiazepínico cerca de 60 vezes superior ao 

diazepam (Griebel et al., 1999).  
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As plantas medicinais mais vulgarmente usadas pela sua actividade ansiolítica / 

sedativa possuem também compostos do tipo flavónico, pelo que este será um dos 

principais aspectos desenvolvidos neste estudo. 
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Capítulo I 

Estudos Fitoquímicos 

 

1. Introdução 

 

Plantas e animais evoluíram em conjunto desenvolvendo interacções de cuja 

complexidade apenas começamos a tomar conhecimento e que estamos ainda 

longe de compreender (Harborne, 2001). O aparecimento de simples aminoácidos 

não proteicos altamente neurotóxicos (β-metilamina-1-alanina ou BMAA) em 

plantas mais primitivas (cicadófitas) (Schneider et al., 2002; Brenner et al., 2003), 

ou os metabolitos mais complexos (alcalóides ou flavonóides, por exemplo) 

encontrados em plantas mais evoluídas e com acções mais específicas sobre o 

sistema nervoso central dos mamíferos, são testemunhos dessa interacção ao longo 

do processo evolutivo e indicadores da diversidade estrutural e funcional que esta 

assumiu (Simmonds, 2001; Simmonds, 2003; Wink, 2003). Através da 

etnofarmacologia apercebemo-nos da forma como, ao longo dos tempos, o homem 

foi aprendendo a tirar partido dessa diversidade para seu próprio benefício, pelo 

que as indicações da medicina tradicional têm sido e continuarão a ser um ponto de 

partida óbvio na busca de novas moléculas com actividade farmacológica sobre o 

sistema nervoso central (Rodrigues e Carlini, 2005; Heinrich e Gibbons, 2001; 

Schultes et al., 1992).  

 

1.1  Metabolitos secundários: diversidade e função  

Por conveniência de estudo distinguimos no metabolismo das plantas o 

metabolismo primário e secundário. O metabolismo primário refere-se ao processo 

de produção de compostos essenciais para a sobrevivência e bem-estar do 
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organismo, como são os ácidos carboxílicos do ciclo de Krebs, α-aminoácidos, 

hidratos de carbono, lípidos, proteínas e ácidos núcleicos. Todos os organismos 

possuem as mesmas vias biossintéticas (“pathways” metabólicos) através dos quais 

estes compostos são sintetizados. Os metabolitos secundários, por outro lado, não 

são essenciais à vida mas definem a capacidade de sobrevivência (“fitness”) de 

cada espécie no ecossistema em que se encontra inserida. Os metabolitos 

secundários são produzidos através de vias biossintéticas diferentes das usadas na 

produção de metabolitos primários e estas vias são, muitas vezes, características 

de uma família ou género particular e estão relacionados com o mecanismo de 

evolução das espécies. Claro que esta separação entre metabolismo primário e 

secundário é apenas um artifício de estudo teórico e, na realidade, ambos se 

encontram interligados, uma vez que é o metabolismo primário que fornece as 

moléculas que servem de base ao metabolismo secundário (Bratt, 2000).  

Os metabolitos secundários foram durante muito tempo considerados como sub-

produtos metabólicos ou desperdício, sem outra função aparente que não fosse o 

armazenamento de carbono em excesso fixado durante o processo da fotossíntese 

(Iason, 2005). No decurso das últimas 3 décadas esta visão foi definitivamente 

refutada e está hoje bem estabelecido que os metabolitos secundários 

desempenham um papel fundamental nos processos de desenvolvimento das 

plantas e da sua interacção com o meio ambiente (Kutchan, 2001). 

Estes metabolitos secundários das plantas podem desempenhar funções de defesa 

(contra herbívoros, micróbios, vírus ou plantas competidoras) ou de sinalização 

(atraindo polinizadores ou dispersores de sementes) e também funções fisiológicas 

variadas (ex.: regulação do crescimento, protecção das radiações UV) (Foley e 

Moore, 2005; Theis e Lerdau, 2003). As plantas não podem fugir quando são 

atacadas por insectos ou herbívoros vertebrados, nem possuem sistema imunitário 

como nós para resistir a bactérias, fungos ou vírus. Como os vírus, bactérias ou 

fungos já estavam presentes quando as angiospérmicas iniciaram o seu processo 

evolutivo, à cerca de 140 milhões de anos, conclui-se que desde muito cedo na 
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escala evolutiva as plantas tiveram que desenvolver estratégias de sobrevivência 

(Wink, 2003). Compreende-se portanto que a diversidade estrutural e a distribuição 

dos metabolitos secundários seja uma ferramenta importante para compreender as 

relações filogenéticas entre as diferentes espécies de plantas (Waterman, 2007). 

Por outro lado, as funções aleloquímicas dos metabolitos secundários só podem ser 

exercidas se estes forem capazes de influenciar os seus alvos moleculares, por 

exemplo, em herbívoros ou micróbios. Estes alvos moleculares podem ser 

proteínas, ácidos núcleicos, biomembranas ou outros metabolitos presentes nas 

espécies-alvo (Wink e Schimmer, 1999; Wink, 2000). Apesar da diversidade 

estrutural dos metabolitos secundários são discerníveis algumas relações estrutura- 

actividade e poderá fazer-se uma distinção entre interacções específicas e 

inespecíficas (Wink, 2003). Foram já demonstradas múltiplas interacções 

específicas entre metabolitos secundários e proteínas (enzimas, receptores, canais 

iónicos, proteínas estruturais) e outros componentes celulares (Harborne, 1993; 

Wink e Schimmer, 2000; Wink, 2003). Considerando as referidas funções de 

mediação dos metabolitos secundários na interacção com os restantes seres vivos 

do ecossistema, afigura-se-nos como óbvio que o sistema nervoso destes seja um 

alvo de eleição para a acção destes compostos produzidos pelas plantas, sendo 

provável que em virtualmente todos os taxônes podemos encontrar compostos 

(metabolitos secundários) com algum tipo de acção no sistema nervoso central 

(SNC) dos mamíferos. 

 

1.2 . Plantas com acção no SNC: evolução e diversidade  

Têm sido propostos vários mecanismos de evolução molecular para explicar a 

extraordinária diversidade de metabolitos secundários encontrada na natureza 

(Shimizu e Purugganan, 2005; Pichersky e Gang, 2000). Independentemente dos 

mecanismos que conduziram a esta diversidade de estruturas moleculares, o modo 

como este processo evolutivo se desenrolou poderá explicar também a diversidade 
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de actividades biológicas exibidas pelas plantas e, particularmente, o elevado 

número de plantas com constituintes que exibem acções a nível do SNC.  

De facto, de entre as plantas referenciadas na medicina tradicional, um grande 

número tem sido usado pela sua actividade no sistema nervoso central, incluindo 

no tratamento de distúrbios relacionados com a ansiedade (Carlini, 2003). 

 

Uma pesquisa rápida de apenas algumas obras de referência na área da fitoterapia 

(Monografias da Comissão E, “Plantas e Produtos Vegetais em Fitoterapia” de 

Proença da Cunha, “Green Pharmacy Herbal Handbook” de James Duke) revela que 

existem várias dezenas de plantas cujas indicações terapêuticas estão relacionadas 

com uma acção no SNC. Para algumas destas plantas, as alegadas indicações 

terapêuticas e propriedades farmacodinâmicas descritas indiciam uma potencial 

actividade ansiolítica e/ou sedativa. Começando por aquelas que têm o seu uso 

oficialmente reconhecido, referimos a título de exemplo: 

 

Monografias da Comissão E (Alemanha) - 

Com indicação terapêutica para a 

ansiedade 

Humulus lupulus 

Rauvolfia serpentina 

Piper methysticum 

Passiflora incarnata 

Hypericum perforatum 

Valeriana officinalis 

Com indicação terapêutica para a 

depressão 

Hypericum perforatum 

Ginkgo biloba 

Com indicação terapêutica para as 

perturbações de humor 

Humulus lupulus 

Lavandula angustifolia 

Indicação terapêutica para 

distúrbios do sistema nervoso 

Lycopus europaeus 

Indicação terapêutica para a 

agitação 

Humulus lupulus 

Rauvolfia serpentina 

Piper methysticum 

Passiflora incarnata 

Hypericum perforatum 

Valeriana officinalis 

Melissa officinalis 

Indicação terapêutica para 

distúrbios do sono 

Humulus lupulus 

Rauvolfia serpentina 

Piper methysticum 
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Passiflora incarnata 

Hypericum perforatum 

Valeriana officinalis 

Melissa officinalis 

Lavandula angustifolia 

 

Por outro lado, Proença da Cunha, na sua obra “Plantas e Produtos Vegetais em 

Fitoterapia”, refere muitas outras para além de algumas já mencionadas, 

agrupando-as em função das seguintes actividades farmacológicas: 

Ansiolíticos e tónicos do sistema 

nervoso 

Astragalus membranaceus 

Avena officinalis 

Turnera aphrodisiaca 

Withania somniferum 

Scutellaria lateriflora 

Panax ginseng 

Verbena officinalis 

Espasmolíticos e relaxantes 

Matricaria recutita 

Nepeta cataria 

Mentha piperita 

Lobelia inflata 

Origanum manjorana 

 

Espasmolíticos e relaxantes (cont.) 

Achillea millefolium 

Viburnum opulus 

Passiflora spp. 

Petroselinum crispum 

Tilia spp. 

Thymus spp. 

Sedativos e hipnóticos 

Artemisia absinthium 

Stachys officinalis 

Cananga odorata 

Citrus sinencis 

Papaver rhoeas 

Eschscholtzia californica 

Crataegus oxycantha 
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Para além destas, James Duke no seu “The Green Pharmacy Herbal Handbook” 

(2000) reconhece também, com indicação específica para a ansiedade: 

Caulophyllum thalictroides 

Apium graveolens 

Turnera difusa 

Oenothera biennis 

Viscum album 

Leonurus cardiaca 

Prunus serotina 

 

E a lista poderia continuar a ser aumentada se recorrêssemos a outras fontes, 

mas não é intenção deste trabalho fazer uma identificação exaustiva das plantas 

cuja indicação de uso tradicional possa estar relacionada com a ansiedade e, por 

outro lado, as fontes citadas referem no essencial as principais plantas em uso 

corrente. 

 

Definimos no tema do nosso trabalho apenas a indicação “sedativa”, porquanto 

esta, mais abrangente, estará mais próxima do conjunto das indicações 

tradicionais correlacionadas com esta actividade farmacológica e incluirá também 

as indicações que poderão ser encaixadas no conceito moderno de fármacos 

ansiolíticos. Numa primeira fase pretendemos apenas identificar um conjunto de 

plantas com um uso tradicional que indiciasse uma potencial actividade ansiolítica 

/ sedativa para, de entre estas, seleccionar aquelas que estivessem incluídas em 

preparações disponíveis no mercado nacional, revelassem insuficiente 

caracterização dos constituintes responsáveis pela actividade farmacológica e 

fossem espontâneas da flora portuguesa ou cultivadas actualmente no nosso 

país.  

 



 

Esta selecção, fazendo uso dos critérios referidos, era necessária na medida em 

que não seria exequível concretizar a caracterização fitoquímica e 

neurofarmacológica de cada uma das plantas usadas actualmente. Mesmo se 

considerarmos apenas os produtos disponíveis nas farmácias e nas lojas de 

produtos dietéticos presentes nas grandes superfícies, verificamos que em 

Portugal são comercializadas um número elevado de preparações contendo 

algumas das plantas já listadas isoladamente ou em associação. A este propósito 

permitimo-nos comentar que a insuficiente regulamentação em Portugal dos 

produtos medicinais à base de plantas, faz com que não seja possível saber 

exactamente quais (nem quantos) os produtos disponíveis nem em que 

condições, situação que nos parece obviamente indesejável do ponto de vista da 

saúde pública. 
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2. Plantas usadas pelas suas 

propriedades ansiolíticas / sedativas 

 

2.1. Hypericum perforatum L. 

2.1.1. Descrição botânica 

O género Hypericum L. é o mais representativo das Hypericaceae, agora incluídas 

como uma subfamília (Hypericoideae) nas Clusiaceae (=Guttiferae), e 

compreende mais de 450 espécies em 36 secções (Petrakis et al., 2005; Robson, 

2001). O Hypericum perforatum L. é uma planta herbácea perene que em 

Portugal é conhecido pelo nome vernáculo de Erva de S. João, Milfurada ou 

simplesmente Hipericão (Seabra e Vasconcelos, 1992) e se encontra por quase 

todo o país, nos campos, sebes, prados e margens dos caminhos (Flora de 

Portugal, 1974). É uma espécie que está difundida na Ásia, África do Norte e nos 

Estados Unidos da América (Petrakis et al., 2005) e na Europa só não está 

presente no extremo Norte do continente (Flora europaea, 2001). 

Caracteristicamente, a planta pode atingir até cerca de 1 m e apresenta-se 

glabra. O caule é arredondado, apresenta duas linhas longitudinais salientes, é 

erecto e ramificado no topo. As folhas são ovadas a lineares, com 7 a 40 mm de 

comprimento, subcordatas, planas ou moderadamente revolutas, com numerosas 

glândulas transparentes e algumas pontuações glandulares pretas ou castanhas. 

O seu período de floração situa-se entre Maio e Outubro, as flores são 

numerosas, dispostas em cimeiras numa espécie de inflorescência paniculada 

composta. As pétalas são oblongas a elípticas, com lados desiguais e numerosas 

pontuações negras (Bombardelli e Morazzoni, 1995). 
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2.1.2. Principais constituintes químicos 

O fármaco é constituido pelas partes aéreas de Hypericum perforatum L. colhido 

imediatamente antes ou durante o período de floração e, consequentemente, os 

constituintes químicos predominantemente acumulados nas flores, folhas e caules 

estão combinados no fármaco em proporções que dependem da quantidade de 

cada parte na mistura. Os constituintes do fármaco também são influenciados 

pela variação química dentro da espécie, por factores ecológicos, época de 

colheita e pelo processamento do material vegetal colhido (Büter et al., 1998; 

Southwell e Campbell, 1991; Brantner et al., 1994; Čellarová et al., 1994) 

 

Aproximadamente sete grupos de compostos bioactivos foram identificados nesta 

espécie. Os fenilpropanos, os glicósidos de flavonóides, as biflavonas e as 

proantocianidinas oligoméricas estão bio-sinteticamente relacionados e, no seu 

conjunto, estes compostos são os principais constituintes do fármaco. As 

xantonas e as naftodiantronas ocorrem, geralmente, em menores quantidades (< 

1%). Os floroglucinóis podem exceder os 5% no material vegetal fresco e a 

destilação por vapor do fármaco bruto origina uma fracção volátil de cerca de 2% 

(Nahrstedt e Butterweck, 1997). 

 

Floroglucinóis 

A hiperforina é um acilfloroglucinol poliprenilado que tem vindo a ser destacado 

como um dos constituintes fundamentais para a actividade antidepressiva do 

Hypericum perforatum L. (Zanoli, 2004). Este composto foi isolado e 

caracterizado pela primeira vez pelas suas propriedades antibióticas (Gurevich, 

1971) e actualmente será sem dúvida um dos seus constituintes mais estudados 

(Beerhues, 2006). A sua estrutura foi determinada inicialmente por degradação 

química e derivatização (Bystrov et al. 1975 e 1978) e a sua configuração 

absoluta por cristalografia de raio-X (Brondz et al., 1982, 1983). Só mais 

recentemente é que os sinais de 1H-RMN e 13C-RMN foram inequivocamente 
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atribuídos, pois tratando-se de uma mistura de tautómeros interconvertíveis, os 

sinais detectados apresentavam uma fraca resolução (Adam et al., 2002). Para 

além da hiperforina foram encontrados nesta espécie outros derivados 

floroglucinóis como é o caso da adhiperforina (Maisenbacher e Kovar, 1992), que 

contém um grupo metilo adicional, mas também alguns análogos oxidados da 

hiperforina como seja o caso da furohiperforina (Trifunovic et al., 1998; Verotta 

et al., 1999), oxepahyperforina, 33-desoxi-33-hidroperoxifurohiperforina, 8-

hidroxihiperforina-8,1-hemiacetal (Verotta et al., 2000) ou ainda a pirano[7,28-

b]hiperforina, (2R, 3R, 4S, 6R)-6-metoxicarbonil-3-metil-4,6-di(3-metil-2-

butenil)-2-(2-metil-1-oxopropil)-3-(4-metil-3-pentenil)ciclohexanona e a (2R, 3R, 

4S, 6R)-3-metil-4,6-di(3-metil-2butenil)-2-(2-metil-1-oxopropil)-3-(4-metil-3-

pentenil)ciclohexanona (Shan et al., 2001). Alguns destes compostos surgem 

como consequência da degradação da hiperforina (Vajs et al., 2003) e, com a 

excepção da adhiperforina, desconhecem-se as suas actividades biológicas ou 

relevância para a actividade dos extractos, sendo que não foi descartada a 

possibilidade de alguns deles serem apenas artefactos (Beerhues, 2006).  

O Hypericum perforatum L. é a única espécie conhecida na qual a hiperforina é 

quantitativamente o principal constituinte, atingindo aproximadamente 5% do 

peso seco das flores e folhas da planta (Umek et al., 1999; Smelcerovic e 

Spiteller, 2006) embora, contrariamente ao que se supunha anteriormente 

(Berghoefer e Hoelzl, 1989), a hiperforina tenha sido também encontrada em 

diversas outras espécies de Hypericum, nomeadamente H. barbatum, H. richeri, 

H. rumeliacum, H. maculatum, H. tetrapterum, H. hirsutum, H. linaroides, H. 

olympicum (Smelcerovic e Spiteller, 2006). A hiperforina é facilmente oxidável, 

fotossensível e, tal como os restantes floroglucinóis presentes nesta espécie, é 

um composto lipofílico que pode ser extraído do material vegetal com n-heptano 

ou por pressão de CO2 supercrítica, mas também com álcool e outros solvente 

orgânicos (Tolonen et al., 2003). 
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Fig. 2.1.2a: Hiperforina (R = CH(CH3)2) – 2.0-4.5% 

 
Adhiperforina (R = CH(CH3)CH2CH3) – 0.2-1.9% 

 

As concentrações mais elevadas destes compostos ocorrem nas partes 

reprodutivas da planta, acumulando-se primariamente no pistilo (Repcák e 

Mártonfi, 1997). Mas, também contrariamente ao que se supunha (Maisenbacher 

e Kovar, 1992), a hiperforina pode ocorrer igualmente nas folhas onde o seu teor 

pode chegar a 1,5% (Sirvent et al., 2003). O teor dos principais floroglucinóis 

pode variar entre 2% / 0,2% (hiperforina /adhiperforina) nas flores a 4,5% / 

1,6% no fruto verde e 4,4% / 1,8% no fruto maduro (Maisenbacher e Kovar, 

1992), embora estudos subsequentes mencionem valores mais elevados 

referindo, inclusive, que no decurso da ontogénese floral o conteúdo de 

hiperforina aumenta continuamente chegando a atingir 8,5% no fruto verde 

(Tekel’ová et al., 2000).  

Como se depreenderá do que foi dito o teor destes compostos no fármaco bruto 

está não só muito dependente da quantidade de flores e frutos, mas também do 

processamento a que o material vegetal é sujeito durante a colheita, secagem e 

extracção (Bergonzi et al., 2001). 
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Naftodiantronas 

Durante muitos anos a hipericina foi considerada o constituinte activo do 

Hypericum perforatum L. e, embora hoje em dia essa hipótese algo simplista 

esteja afastada, pensa-se que, de alguma forma, este constituinte seja 

importante na actividade farmacológica dos extractos desta planta (Butterweck, 

2003).  

As pequenas pontuações pretas em todas as partes aéreas da planta contêm 

fundamentalmente hipericina e compostos relacionados, típicos do género 

Hypericum. No Hypericum perforatum L. as hipericinas são acumuladas em 

estruturas morfológicas especializadas que ocorrem nas folhas desde as primeiras 

fases do crescimento da planta e durante a floração expandem-se a quase todas 

as partes da flor (Kosuth, 2003). 

A hipericina foi originalmente isolada por extracção do material vegetal com 

metanol, tratamento subsequente com ácido clorídrico. Por re-dissolução do 

precipitado formado com piridina e acidificando a solução em seguida formam-se 

os cristais de hipericina (Vollmer e Rosenson, 2004). Entretanto, foram já 

estudados muitos outros métodos de extracção e optimizadas condições de 

extracção alternativas (Liu et al., 2000; Benthin et al., 1999; Li e Fitzloff, 2001). 

A hipericina tem um extenso sistema de anéis aromáticos e absorve luz na região 

do visível resultando uma cor vermelha intensa. O seu pico máximo de absorção 

ocorre a 590 nm com outras bandas a comprimentos de onda mais baixos 

(Fourneron et al., 1999). 

 

ROH

OH CH3

OH O OH

OH O OH
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Fig. 2.1.2b: Hipericina (R = CH3) 
 

Pseudohipericina (R= CH2OH) 
 



A sua estrutura foi proposta por Brockmann et al. (1951) e subsequentemente 

confirmada por numerosos estudos de RMN (Smirnov et al., 1999; Freeman e 

Konstantinovskii, 2001).  

As hipericinas são derivadas do metabolismo antraquinónico, sendo a emodina 

antrona o seu provável percursor. Os primeiros compostos isoláveis das plantas 

são os chamados proto-derivados, tais como proto-hipericina e protopseudo-

hipericina, onde se destaca como única diferença a ausência de ligação 4,4’. Estes 

são facilmente convertíveis nos produtos estáveis hipericina e pseudo-hipericina 

por acção da luz. A pseudo-hipericina é a principal naftodiantrona encontrada 

nesta planta, geralmente presente em quantidades 2 a 4 vezes superiores à 

hipericina (Brantner et al., 1994). Em alguns extractos esta proporção pode ser 

de 10:1. Foi, também, detectada a ciclopseudo-hipericina que se pensa seja um 

produto de oxidação da pseudo-hipericina. A concentração de hipericina e 

pseudo-hipericina varia entre 0,03 e 0,3% dependendo do estado de 

desenvolvimento da planta (Brantner et al., 1994) e a sua fototoxicidade implica 

um uso cauteloso desta planta (Campos e Proença da Cunha, 2001). Foi 

observada uma variação significativa de ambos os compostos em plantas 

individuais (Cellaróva, 1994). A hipericina é fortemente acídica, com um pKa = 

1.7-2.0 (Vollmer e Rosenson, 2004) e, tal como as demais hipericinas, apresenta 

uma solubilidade limitada em quase todos os tipos de solvente. Os sais de 

potássio foram identificados como sendo os pigmentos solúveis nas espécies de 

Hypericum (Falk e Schmitzberger, 1992).  

 

Flavonóides 

Os flavonóides são outro grupo de constituintes presentes nesta espécie em 

quantidades significativas cujo potencial envolvimento na actividade 

antidepressiva dos extractos de Hypericum perforatum L. também tem vindo a 

ser estudado (Butterweck et al., 2000; Nöldner e Schotz, 2002). A maioria dos 

flavonóides identificados nos extractos alcoólicos desta planta são derivados 
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glicosilados da quercetina (Dias et al., 1992) e o seu teor poderá variar entre 2-

4% (Wagner e Bladt, 1994). Quantitativamente, os principais flavonóides cuja 

presença nesta espécie tem sido reportada são o hiperósido e a rutina, seguidos 

da isoquercitrina e da quercitrina (Nahrstedt e Butterweck, 1997) e, para além 

destes, têm também sido identificados numerosos outros, tais como a quercetina-

3-O-xilósido (Seabra et al., 1992), a quercetina-3-O-(2”-O-acetil)-beta-D-

galactosido, quercetina-3-O-beta-D-glucuronopiranosido (miquelianina), 

quercetina-3-O-α-L-arabinopiranosido (guaijaverina), isorientina e astilbina 

(5,7,3’,4’-tetrahidroxi–2,3-dihidroflavonol-3-β-O-ramnosido) (Jürgenliemk e 

Nahrstedt, 2002), a apigenina-7-O-glucósido (Cirak et al., 2007), caempferol-3-

rutinósido e acetil-rutina (Silva et al., 2005)  e ainda o caempferol (Berghöfer e 

Hölzl, 1986), a miricetina e a luteolina (Schütt e Schulz, 1993). A quercetina 

também poderá aparecer em pequenas quantidades na sua forma livre, 

sugerindo-se que esta possa ser originada por hidrólise dos respectivos derivados 

glicosilados durante a colheita e secagem do material vegetal (Nahrstedt e 

Butterweck, 1997). Estes compostos acumulam-se diferencialmente nas 

diferentes partes da planta e o seu conteúdo total evolui ao longo do ciclo de vida 

da planta atingindo os valores mais elevados durante a floração (Tekel’ova et al., 

2000). 
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β-D-galactósido Hiperósido 
β-rutinósido Rutina 
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Fig. 2.1.2c: Flavonóides mais abundantes em Hypericum perforatum L. 

Outro tipo de flavonóides que se pensa serem relevantes para a actividade 

antidepressiva são os biflavonóides derivados da apigenina (Gutmann et al., 

2002; Baureithel et al., 1997; Vohora et al., 1980). Os biflavonóides presentes 

nesta espécie são a I3, II8 – biapigenina (0,1-0,5 %) (Berghöfer e Hölzl, 1987) e 

a amentoflavona (I3’, II8 – biapigenina) (0,01-0,05 %) (Mártonfi e Repcak, 

1994). Estes compostos ocorrem exclusivamente nos rebentos e flores 

(Berghoefer e Hoelzl, 1989). 
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Fig. 2.1.2e: Amentoflavona (I3’, II8-biapigenina) 

 
Fig. 2.1.2d: I3, II8-biapigenina 

Ácidos fenólicos 

Apesar de estes compostos muito provavelmente não estarem directamente 

envolvidos na actividade farmacológica dos extractos desta planta, a sua 

presença poderá, de alguma forma, ser importante para a actividade 

farmacológica evidenciada pelos seus extractos. Nomeadamente, as suas 

propriedades antioxidantes poderão contribuir para a estabilidade de outras 

moléculas envolvidas na actividade antidepressiva, concretamente a hiperforina 

(Orth et al., 1999), ou para a solubilização de outros compostos como, por 

exemplo a hipericina (Jurgenliemk e Nahrstedt, 2003). Os principais ácidos 

fenólicos presentes serão o ácido clorogénico (cuja concentração poderá ser 

inferior a 1% - Nahrstedt e Butterweck, 1997) e neoclorogénico (Seabra e Alves, 
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1989), mas também o ácido cafeico (Nahrstedt e Butterweck, 1997), para além 

do criptoclorogénico, protocatéquico, 3-O-[Z]-p-cumaroilquinico e 3-O-[E]-p-

cumaroilquinico (Jürgenliemk e Nahrstedt, 2002;). 
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Fig. 2.1.2f: Ácido clorogénico Fig. 2.1.2g: Ácido neoclorogénico 

Taninos e proantocianidinas 

A fracção de taninos varia entre os 6,2 e 12,1% (Brantner et al., 1994) no 

fármaco bruto, sendo os valores mais elevados observados durante o período de 

floração. Os taninos encontrados nesta planta parecem ser procianidinas 

oligoméricas. Foi já isolada e caracterizada a procianidina B2 (dimérica), 

adicionalmente foram detectadas uma procianidina dimérica, dois trímeros e uma 

procianidina tetramérica (Melzer, 1990). Os putativos precursores biogénicos, 

catequina e epicatequina, foram também identificados. Não sendo provável que 

estes compostos estejam directamente envolvidos na actividade antidepressiva 

dos extractos foi já demonstrado, no entanto, que a presença nos extractos de 

procianidina B2 pode originar níveis plasmáticos de hipericina mais elevados 

(Butterweck et al, 2003). 
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 Fig. 2.1.2h: Procianidina B2 
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Xantonas 

A família das Clusiaceae é uma fonte abundante de xantonas que foram já 

encontrados em todas as partes de várias espécies de Hypericum (Bennet e Lee, 

1989) e também em callus e culturas de células desta espécie (Dias et al., 2001). 

No Hypericum perforatum L. foram já identificadas a 1-hidroxi-3,5-

dimetoxixantona; 1,3-dihidroxi-5-metoxi xantona, 1-hidroxi-3,5,6-trimetoxi 

xantona, 1-hidroxi-3,6,7-trimetoxi xantona, e a 2-C-glucosil-1,3,6,7-tetraoxi 

xantona (Ghosal, 2001) e a mangiferina (1,3,6,7-tetrahydroxixanthone-C2-β-d-

glucoside) (Seabra e Alves, 1989), quielcorina C (Nielsen e Arends, 1978) e 

1,3,6,7 – tetrahidroxixantona em quantidades vestigiais nas folhas e caule 

(Sparenberg et al., 1993). 
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 Fig. 2.1.2j: 1,3,6,7-tetrahidroxixantona Fig. 2.1.2i: Mangiferina 
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Fig. 2.1.2k: Quielcorina C 

 

Óleo essencial  

Existem relativamente poucos estudos sobre o óleo essencial do Hypericum 

perforatum L. (Radusiene et al., 2005). Inicialmente, na composição do óleo 

essencial de plantas cultivadas em França, verificou-se que os principais 

constituintes eram o 2-metil octano (45%) e o α-pineno (24%) (Mathis e 
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Ourisson, 1964a; Mathis e Ourisson, 1964b). Em plantas provenientes da Turquia 

(Cakir et al., 1997), Sérvia (Mimica-Dukic et al., 1997) e India (Weyerstahl et al., 

1995) verificou-se que o principal componente era o α-pineno (5.1–67.3%). Na 

tabela 2.1.2a mostram-se os resultados de um estudo mais recente, levado a 

cabo em diferentes regiões de França, onde se verificou que o principal 

constituinte é o cariofileno (0,2-28,4%) (Schwob et al., 2002). 

 

Tabela 2.1.2a - Constituintes do óleo essencial de Hypericum perforatum L. (Adaptado de Schwob et al., 2002) 

C o m p o n en tes R I V a l-d 'Arc  (% ) P ertu is  (% ) S a in t-C yr (% ) M érin d o l (% ) B an d o l (% ) M ea illes  (% )

α -p ineno 936 0 ,3
β -p ineno 975 0 ,3
lim oneno 1028 0 ,3
(E )-β -oc im eno 1045 0 ,3 v estíg ios
2 -m etildecano 1061 0 ,5 0 ,1 0 ,2
c is -l ina li l óx ido 1069 0 ,1
trans -l ina li l óx ido 1085 0 ,1
n -undecano 1098 0 ,3 0 ,1 0 ,2 0 ,1 0 ,2
lina lo l 1099 0 ,5
cam fo lena l 1123 0 ,3 0 ,4
oc tano l 1134 0 ,2 0 ,5
p inoca rv eneo l 1138 0 ,3 0 ,7
p -m en ta -1 ,5 -d ieno -8 -o l 1167 v estíg ios 0 ,6 0 ,5
te rp ineno-4 -o l 1173 0 ,1 v estíg ios 0 ,1
p -c im eno-8 -o l 1186 0 ,3 0 ,3
α -te rp ineo l 1192 0 ,2 0 ,3 1 ,5
m irteno l 1198 0 ,4
sa frana l 1207 0 ,3 0 ,3
c is -ca rv eo l 1222 0 ,5 0 ,6
2 -m etildodecano 1266 0 ,6 0 ,4 0 ,6 0 ,3 4 1 ,7
n -tr idecano 1303 v estíg ios 0 ,3
δ -bu til benzoa to 1329 0 ,5
α -cubebeno 1351 0 ,1 0 ,7 0 ,1
α -long ip ineno 1355 2 ,8
α -copaeno 1379 0 ,4 0 ,1 0 ,2 0 ,9 0 ,8
β -bou rboneno 1385 0 ,1
isobu tilo  isobu tira to 1392 v estíg ios 0 ,1 0 ,6
β -e lem eno 1393 0 ,1
β -funebreno 1414 0 ,5 0 ,1 0 ,6
β -ca rio f i leno 1425 14 ,8 28 ,4 26 ,1 24 ,1 0 ,2 13 ,3
β -copaeno 1431 0 ,4 0 ,2 0 ,4 0 ,1
isoam ilo  benzoa to 1437 1 ,7 0 ,6
a rom adendreno 1441 0 ,3 0 ,1 0 ,1 0 ,2
α -h im aca leno 1449 0 ,6 v estíg ios v estíg ios 0 ,1 2 ,6
α -hum u leno 1454 0 ,4 0 ,5 0 ,4 0 ,3
(E )-β -fa rneseno 1459 7 ,1 3 3 ,6 4 ,1 0 ,9 2 ,4
dodecano l 1478 3 ,8 3 7 ,5 3 ,6 0 ,4 0 ,8
γ -m uuro leno 1480 4 ,3 1 ,7 7 ,7 6 ,9
a r-cu rcum eno 1484 13 2 ,5 0 ,6 2 ,9 1 ,3 0 ,9
germ acreno  D 1486 17 ,8 37 ,3 6 ,3 29 ,1
β -se lineno 1492 0 ,7 1 ,2 6
(Z ,E )-α -fa rneseno 1493 1 ,1 1 ,3
α -se lineno 1499 2 ,3 0 ,8 15 ,5 3 ,1 0 ,5
b ic ic loge rm acreno 1499 5 ,7 3 ,8 5 ,8 0 ,3
α -m uuru leno 1501 0 ,7 0 ,4 4 ,8 0 ,3
β -h im aca leno 1501 0 ,3 0 ,5
(E ,E )-α -fa rneseno 1507 1 0 ,3 1 ,3 0 ,7 8 ,4
γ -cad ineno 1513 2 ,2 3 1 ,3 0 ,8 2 ,8 1 ,6
c is-ca lam eneno 1522 0 ,4 0 ,1 0 ,1 0 ,9 2 ,6 0 ,5
δ -cad ineno 1522 4 ,9 2 ,7 2 ,9 0 ,9 3 ,2 2 ,1
α -cad ineno 1534 0 ,2 0 ,1
ca laco reno 1538 v estig ios 0 ,9 0 ,4
nero lido l 1559 0 ,7 0 ,6 0 ,5 0 ,1 6 ,5 1 ,2
hex en ilo  benzoa to 1563 0 ,2 0 ,2 0 ,9 0 ,3
espa tu leno l 1574 0 ,5 2 ,5 0 ,5 2 ,6 21 ,1 21 ,5
óx ido  ca rio f i leno 1577 0 ,5 2 ,3 1 ,1 2 4 ,4 18 ,4
óx ido  hum u leno  II 1601 0 ,2 0 ,6 0 ,5
te tradecano l ram if icado 1629 1 ,3 0 ,8 0 ,4 0 ,8 9 ,1 2 ,3
T -cad ino l 1631 0 ,4 0 ,1 0 ,5
α -cad ino l 1642 0 ,4 0 ,4 0 ,5 0 ,7 1 ,2 0 ,3
benzoa to  benz ilo 1738 0 ,5
hex a id ro fa rnesilace tona 1813 0 ,7
C o m p o n en tes  id en tificad o s  (% ) 83 91 84 83 76 75  

 

 43



 

Por último será também de assinalar a presença nesta espécie de diversos 

aminoácidos (10mg/g) e também de ácido γ-aminobutírico (GABA) (0,7mg/g) 

(Lapke et al., 1996) que poderão ser relevantes para a actividade farmacológica 

em estudo. 

 

Conhecida que está, no essencial, a composição química desta planta, verifica-se 

que os estudos fitoquímicos sobre o Hypericum perforatum L. têm vindo a incidir 

sobre novos métodos de extracção (Wang et al., 2004; Seger et al., 2004), novos 

métodos analíticos (Roos et al., 2004; Ruckert et al., 2004 e Piovan et al., 2004), 

nas vias biossintéticas dos constituintes conhecidos (Karppinen et al., 2007; 

Ferrari et al., 2005), no estudo químico das suspensões de culturas de células 

(Jun Xu et al., 2005), ou ainda sobre os produtos de degradação dos constituintes 

bioactivos, principalmente hipericina (Liu et al., 2005) e hiperforina (Vajs et al., 

2003), numa tentativa de compreender e ultrapassar os problemas de 

estabilidade da hiperforina (Gartner et al., 2005; Zanoli et al., 2002). 

 

De entre os extractos padronizados de Hypericum perforatum L. cuja actividade 

farmacológica tem sido mais estudada destacamos alguns daqueles sobre os 

quais existe mais informação relativamente à sua utilização clínica, 

nomeadamente: o LI-160 (Schulz, 2006) produzido pela Lichtwer Pharma 

(Alemanha), é um extracto etanólico padronizado a 0,12-0,28% de hipericina, 

3,1% de hiperforina e 6% de flavonoides (Hypericum Depression Trial Group, 

2002); o WS 5572 (Kieser e Szegedy, 2005; Trautmann-Sponsel e Dienel, 2004) 

é um extracto etanólico padronizado, produzido pela Willmar Schwabe 

Arzneimittel (Alemanha) e cujos principais constituintes são a hipericina (0.3%), 

hiperforina (4.1%), rutina (3.3%), hiperósido (1.8%), isoquercitrina (1.0%), 

quercetin (0.3%) e biapigenina (0.3%) (Yoshitake et al., 2004).; ou ainda o ZE 

117 que é um extracto etanólico a 50% (m/m), com um ratio de extracção 4-7:1 
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e contendo 0,2% de hipericinas totais e <1 % de hiperforina (Kaufeler et al., 

2001), produzido pela Zeller AG na Suíça. De referir ainda, pelo seu conteúdo em 

flavonóides e informação farmacológica disponível, o extracto Ph-50 (0,3% 

Hipericina;4,5% Hiperforina;50% Flavonoides) (Mannucci et al., 2007) produzido 

pela Pharmalife (Itália). Este extracto é preparado por extracção contínua do 

fármaco pulverizado com uma solução de etanol (60% m/m) a 40-60ºC. A 

solução extractiva é concentrada a resíduo sob vácuo (T<60ºC). 

Subsequentemente é adicionada maltodextrina com vista secar, estabilizar e 

ajustar a reologia e higroscopia e auxiliar o processo de padronização). O teor de 

flavonóides é ajustado com rutina (grau de pureza, 95%) e quercetina (grau de 

pureza, 99%) (Mannucci et al., 2007).  

 

 

2.2. Tilia x europaea L. 

2.2.1. Descrição botânica 

Tilia x europaea L. (T. cordata × T. platyphyllos; syn. T. × vulgaris H.) 

A Farmacopeia Portuguesa VIII (2005) inclui uma monografia com a descrição do 

fármaco Tiliae flos, constituído pelas inflorescências inteiras e secas de várias 

espécies (spp) oficinais como a Tilia cordata Miller, a T. platyphyllus Scop., ou a 

Tilia x vulgaris Heyne, ou ainda uma mistura destas espécies. Estas três espécies 

de Tilia usadas tradicionalmente pelas suas propriedades medicinais são nativas 

da Europa, enquanto as restantes 40 espécies do género Tilia são nativas das 

regiões temperadas da Ásia e da América do Norte (Browicz, 1968). A Tilia x 

europaea L. ou T. × vulgaris H. é um híbrido da T. cordata × T. platyphyllos 

(Pigott e Sell, 1995), bastante comum em Portugal nas ruas de cidades e vilas, 

parques e jardins públicos e disseminado em toda a Europa (Flora de Portugal, 

1974; Browicz, 1968). As Tilia x europaea L. são árvores altas que atingem mais 

de 20m (até 35m) e apresentam uma coroa em formato piramidal. As suas folhas 

com 4-10cm, de comprimento, apresentam formato arredondado em forma de 
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coração, desigual na base, o limbo é acentuadamente dentado e têm um longo 

pedúnculo. A face superior da folha é verde escura enquanto a face inferior é 

mais pálida e sem tricomas. Esta árvore floresce no final da Primavera (Junho) e 

as suas flores amarelo-pálido e bastante aromáticas dão origem a um pequeno 

fruto redondo com 6mm de diâmetro, pendurado num longo estame originado a 

partir de brácteas (Browicz, 1968). 

A inflorescência é verde-amarelada. O eixo principal da inflorescência possui uma 

bráctea linguiforme, membranosa, verde-amarelada, praticamente glabra que 

está 

aderente até cerca de metade da sua nervura mediana. A inflorescência é 

constituída, a maior parte das vezes, por 2 a 7 flores, raramente atingindo 16. As 

sépalas separam-se facilmente do perianto; podem, no máximo, ter 6 mm de 

comprimento com a face abaxial, normalmente glabra e a face adaxial e os 

bordos fortemente pubescentes. As 5 pétalas espatuladas, finas, de cor branco-

amarelada, podem atingir 8 mm de comprimento; apresentam uma enervação 

fina e só os seus bordos são algumas vezes cobertos de pêlos isolados. Os 

numerosos estames estão livres e formam geralmente 5 grupos. O ovário é 

súpero e tem um estilete com um estigma dividido em 5 lobos pouco distintos 

(Farmacopeia Portuguesa VIII). 

 

2.2.2. Principais constituintes químicos 

Nestas espécies encontram-se diversos ácidos fenólicos como o cafeico, 

clorogénico e p-cumárico e vários flavonóides foram já isolados das flores e 

brácteas das diversas espécies oficinais de Tilia, incluindo o caempferol, 

quercetina, miricetina, alguns glicósidos destas substâncias, principalmente 

astragalina e o seu éster 6′′-p-cumarilo (tilirósido) (Toker et al., 2001).  
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Fig. 2.2.2a: Tilirósido 

 

Foi já referida a presença de GABA (Cavadas et al., 1997) e de diversos 

aminoácidos como alanina, cisteína, cistina, isoleucina, leucina, fenilalanina e 

serina (Bradley, 1992). O teor de polissacáridos mucilaginosos (3%) está na 

origem da característica mucilagem formada em meio aquoso (Kram e Franz, 

1985), mas também se encontram saponinas, taninos condensados e tocoferol 

(Wichtl e Bisset, 1994).  

Na origem do característico odor está um óleo essencial com inúmeros 

constituintes dos quais se destacam diversos alcanos, álcoois fenólicos e ésteres, 

terpenos, incluindo citral, citronelal, citronelol, eugenol, limoneno, nerol, α-

pineno, terpineol e farnesol (Barnes et al., 2002).  

 

 

2.3. Melissa officinalis L. 

2.3.1. Descrição botânica 

A Melissa officinalis L., vulgarmente conhecida em Portugal como Erva-Cidreira, 

pertence à família das Lamiaceae. É uma planta herbácea vivaz, que pode atingir 

0.3-0.9m de altura, geralmente com vários caules, e as suas folhas libertam um 
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aroma característico a limão quando tocadas. Cresce em lugares húmidos e 

sombrios nas regiões meridionais da Europa, Ásia e Norte de África. Actualmente 

é cultivada um pouco por todo o mundo dadas as suas propriedades culinárias 

(Proença da Cunha et al., 2003; Dastmalchi et al., 2007). O seu caule é 

quadrangular, obtuso e raiado com tricomas. As folhas podem ter entre 2-9 cm 

de comprimento e 1-5 cm de largura, com forma oval ou oboval-oval, a sua base 

em forma de cunha é truncada ou cordata e apresenta-se densamente coberta de 

tricomas em ambas as superficies; o pecíolo tem 0.2-3.5 cm de comprimento. A 

corola é branca ou rosada, com um tubo infundibuliforme de 8-12 mm de 

comprimento; os estames estão profundamente inseridos no tubo; com pequenas 

brácteas ovais-oblongas de 1,5 cm de comprimento, pubescentes; o cálice tem 5-

9 mm de comprimento, é pubescente no exterior e no interior (aí com tricomas 

bastante pequenos) e apresenta densa pilosidade no meio (Hänsel et al, 1994; 

Youngken, 1950). 

 

2.3.2. Principais Constituintes Químicos 

Os principais constituintes característicos são os ácidos hidroxicinâmicos, dos 

quais se salientam os ácidos rosmarínico, p-cumárico, cafeico e clorogénico, e o 

óleo essencial (0,02-0,37%), composto por mais de 40% de monoterpenos e 

mais de 35% de sesquiterpenos (WHO, 2002). Os constituintes polifenólicos 

foram estudados por diversos autores (Carnat et al, 1998; Gracza e Ruff, 1984; 

Lamaison et al., 1991; Agata et al., 1993; Thieme e Kitze, 1973; Mulkens e 

Kapetanidis, 1987; Heitz et al., 2000; Patora e Klimek, 2002; Modnicki et al., 

2004; Dastmalchi et al., 2007). Num dos estudos mais recentes, Dastmalchi et 

al. (2007), analisaram a composição química e a actividade antioxidante de um 

extracto etanólico, obtido com espécimes de Melissa officinalis L. de origem 

iraniana, tendo identificado com base no seu comportamento cromatográfico e 

características espectrais (UV) ácidos hidroxicinâmicos tais como o cafeico, m-

cumárico e rosmarínico e diversos flavonóides tais como eridioctiol-7-O-glucósido, 
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hesperidina, hesperitina, naringina e naringenina. Os dados qualitativos e 

quantitativos obtidos por estes autores foram resumidos na seguinte tabela: 

Ácido Cafeico Eridioctiol-7-O-
glucósido Ácido m-cumárico Naringina Hesperidina Ácido rosmarínico Naringenina Hesperitina

4,05 2,26 0,23 0,6 9,31 96,45 1,24 7,46

Tabela 2.3.2a: Análise qualitativa /quantitativa do extracto de Melissa officinalis L (adaptado de Dastmalchi et al., 2007)

Teor (mg/g de 
extracto seco) 

Constituintes identificados

 

 

Os dados revelados por estes autores confirmam o ácido rosmarínico como o 

principal constituinte (~2,9% do peso seco da planta), bem como a presença de 

outros ácidos hidroxicinâmicos, tais como, o ácido cafeico, também já identificado 

nesta espécie (Zgórka e Glowniak, 2006; Carnat et al., 1998; Ziaková e 

Brandšteterova, 2002 e 2003). Sobre os restantes compostos fenólicos, de cuja 

presença nesta espécie não havia ainda relatos, estes são referidos pelos autores 

como sendo comuns em outras espécies da família Lamiaceae (Dastmalchi et al., 

2007; Dorman et al., 2003a; Dorman et al., 2003b). Os derivados da luteolina 

como a luteolina-7-O-glucósido, ou a luteolina 3’-glucoronido, referidos por 

outros autores (Carnat et al., 1998 e Heitz et al., 2000, respectivamente) como 

sendo os principais flavonóides desta espécie, ou ainda outros derivados da 

luteolina, não foram detectados neste estudo, sendo avançada como possível 

explicação para esta diferença os factores ambientais e o diferente procedimento 

extractivo usado. Deverá, contudo, ser realçado que, tanto no trabalho de Carnat 

et al. (1998) como no de Dastmalchi et al. (2007) a metodologia usada para a 

identificação dos constituintes fenólicos (HPLC com diode-array e comparação 

com padrões) não permite uma identificação completa da estrutura dos 

constituintes referenciados, pelo que os dados destes estudos não deverão ser 

tomados como definitivos relativamente ao tipo de compostos fenólicos presentes 

nesta espécie. Por outro lado, Patora e Klimek (2002) isolaram seis derivados 

flavonóides das folhas de Melissa officinalis L., nomeadamente luteolina, luteolina 

7-O-beta-D-glucuronopiranosido, apigenina 7-O-beta-D-glucopiranosido, luteolina 
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7-O-beta-D-glucopiranosido, luteolina 3’-O-beta-D-glucuronopiranosido e 

luteolina 7-O-beta-D-glucopiranosido-3′-O-beta-D-glucuronopiranosido.  

Foi também referida a presença de outros flavonóides como a apigenina, 

caempferol, quercetina e quercitrina (ESCOP, 1996; Bruneton, 1995) 

 

O óleo essencial desta planta foi já objecto de estudo por diversos autores 

(Bagdat e Cosge, 2006). Num estudo em diferentes populações de plantas 

cultivadas na Polónia, Patora e Klimek (2002) verificaram que o teor de óleo 

essencial, relativamente ao peso fresco da planta, poderá variar entre 0,08-

0,25ml/100g ou 0,06-0,167ml/100g. Noutro estudo, Sari e Ceylan (2002) 

reportaram um teor de óleo essencial que variava entre 0.03 e 0.067%. Este óleo 

essencial apresenta um característico odor fresco a limão e uma coloração 

levemente amarelada. Os principais constituintes deste óleo são o citronelal, 

neral e geranial e a restante composição encontra-se resumida na tabela 2.3.2b. 

 

Compostos   % 
1-Octeno-3-ol   1,3 
6-Metil-5-hepteno-2-ona  0,3 
Trans-β-ocimeno   0,5 
Linalol    0,9 
Para-menta-3-en-8-ol   0,2 
Citronelal    12,9 
Citronelol    6,2 
Neral    24,5 
Geraniol    0,7 
Geranial    35,3 
α-Cubebeno   0,2 
Eugenol    0,1 
Acetato de geranilo   7,1 
β-Cariofileno   4,9 
Germacreno   0,2 
Acetato de eugenol   0,1 
Óxido de cariofileno   2,7 

Tabela 2.3.2b: Composição química do óleo essencial de Melissa officinalis L. 
(adaptado de Sadraei et al., 2003) 
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Os constituintes do óleo essencial poderão, ainda que parcialmente, ser também 

encontrados na infusão preparada a partir das folhas (Carnat et al., 1998) 

(Tabela 2.3.2c).  

  

Constituintes  Folha Infusão Folha após infusão 

α-pineno   0,11   

cis-β-ocimeno  0,10   

trans-β-ocimeno  0,30  0,42 

6-metilo-5-hepteno-2-ona 0,35 0,27 0,45 

cis-linalol óxido  0,39 0,39 0,11 

citronelal   39,47 16,81 42,67 

linalol   0,56 0,43 0,29 

β-cariofileno  2,37 1,38 6,34 

neral   20,40 30,15 15,80 

geranial   27,84 43,53 20,70 

acetato de geranilo  0,58 0,18 1,07 

citronelol   0,63 0,70 0,57 

geraniol   0,18 0,32 0,15 

Óxido de cariofileno  0,67 0,24 1,99 

      

hidrocarbonetos  2,88 1,38 6,76 

cetonas   0,35 0,27 0,45 

óxidos   1,06 0,63 2,10 

aldeídos   87,71 90,49 79,17 

álcoois   1,37 1,45 1,01 

ésteres   0,58 0,18 1,07 

Tabela 2.3.2c: Composição do óleo essencial da folha, da infusão líquida e da folha após infusão 
da Melissa officinalis L. (valores em % do óleo essencial) 

 (adaptado de Carnat et al., 1998) 
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Fig. 2.3.2d - Estrutura dos principais constituintes terpénicos encontrados em Melissa 
officinalis L. (WHO, 2002) 

 

2.4. Passiflora edulis Sims 

 

2.4.1. Descrição botânica 

A Passiflora edulis Sims., vulgo maracujá roxo, pertence à ordem das 

Violáceas que engloba 20 familias, entre as quais a família das Passifloráceas, 

que está repartida em 12 géneros e 600 espécies, indígenas de climas quentes e 

temperados. O género principal é Passiflora L. representado por 500 espécies 

distribuídas nas regiões temperadas e tropicais do novo mundo, sendo mais raras 

na Ásia, Austrália e África tropical (Zibadi e Watson, 2004; Hickey e King, 1988). 

A Passiflora edulis Sims é uma das várias espécies deste género que são 

cultivadas pelo seu fruto comestível. O seu país de origem é, provavelmente, o 

Brasil (Brasseur e Angenot, 1984) e talvez essa seja também a origem das 

primeiras plantas desta espécie que chegaram a Portugal, onde é encontrada 
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frequentemente como planta ornamental. Na região autónoma dos Açores existe 

na ilha de S. Miguel uma produção significativa do fruto desta planta, cujo cultivo 

terá sido introduzido no séc. XVIII e cujas particulares características 

organolépticas levaram inclusive à atribuição por parte das autoridades de uma 

denominação de origem protegida (DOP). 

A Passiflora edulis Sims é uma planta herbácea trepadeira, por meio de 

gavinhas axilares, chegando a alcançar até 9 metros de altura. As folhas são 

alternas, verdes, divididas em três lobos finamente dentados e com nervuras 

pubescentes. O lobo central é o mais importante e cada lobo tem, da base do 

limbo até à extremidade, entre 6 a 12 cm de comprimento e 2 a 6 cm de largura. 

A folha parece glabra e os dentes do bordo do limbo são mais longos e com 

tendência a encurvar na extremidade do limbo (Brasseur e Angenot, 1984). As 

suas flores possuem um receptáculo, na margem do qual se dispõem 5 sépalas e 

5 pétalas; ao centro forma-se um androginófero suportando 5 estames e 3 a 5 

carpelos e que aparece rodeado de estreitos apêndices petalóides, numerosos, 

dispostos em várias fiadas maiores que a corola, sob a forma de uma coroa. O 

nome Passiflora, que significa flor da paixão, foi-lhe atribuído por missionários 

Jesuítas (Svanidze et al., 1974) como evocação da paixão de Cristo, 

precisamente pela construção peculiar das flores descrita, cujo conjunto recorda a 

coroa de espinhos (Costa, 1977). 

 

2.4.2. Principais constituintes 

Os flavonóides são compostos predominantes nas várias espécies de 

Passiflora e têm sido usados como marcadores para o controle de qualidade de 

diversas preparações, particularmente de Passiflora incarnata L. incluída em 

algumas farmacopeias (Farmacopeia Francesa X; Farmacopeia Helvetica VII; 

Ortega e Schmidt, 1995). 

A Passiflora edulis Sims foi já descrita como sendo rica em glicósidos de 

flavonóides nomeadamente vitexina, saponarina, saponaretina, isorientina, rutina 
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e quercetina (Lutomski e Malek, 1975), sendo a vitexina e diversos outros 

flavonóides do tipo C-glicosilflavonas os seus principais constituintes (Lohdefink, 

1976). Foram também isolados desta espécie dois C-glicósidos: 6-C-fucosil-

luteolina e 6-C-chinovosil-luteolina (Mareck et al., 1991). Mais recentemente foi 

confirmada a presença de isorientina, em concentrações superiores aquelas 

verificadas na Passiflora alata L. e Passiflora incarnata L., e verificada a presença 

de orientina, mas não de vitexina e rutina (Pereira et al., 2004). 

 

Tratando-se de uma espécie edível, facilmente se compreende que a maioria dos 

estudos de caracterização química tenha incidido no fruto e não nas suas folhas. 

Assim, para além dos glicósidos de flavonóides já referidos, diversos outros tipos 

de glicósidos foram já identificados nesta espécie, nomeadamente (revisão por 

Dhawan et al., 2004): passiflorina (Bombardelli et al., 1975) passicapsina e 

passibiflorina (Olafsdottir et al., 1989); glicósidos cianogénicos como a 

passicoriacina, epipassicoriacina e epitetrafilina B (Seigler e Spencer, 1989), um 

rutinósido β-cianogénico (Chassagne e Crouzet, 1998), amigdalina, prunasina, 

sambunigrina (Chassagne et al., 1996); e diversos glicósidos de linalol, álcool 

benzílico, 3 metil-2 buteno-1-ol, metil salicilato e eugenol (Chassagne et al., 1996 

e 1997). Por hidrólise enzimática verificou-se também a presença de inúmeros 

outros glicósidos de compostos voláteis (Chassagne et al., 1999) tendo sido já 

identificados mais de 290 compostos voláteis em diversos extractos desta planta 

(Shibamoto e Tang, 1990; Whitfield e Last, 1986). 

Foi também reportada a presença de alcalóides nas folhas, nomeadamente 

harmana, harmina, harmalina e harmalol (Lutomski e Malek, 1975), embora num 

estudo anteriormente realizado com plantas desta espécie cultivadas em 

Portugal, não tenhamos confirmado esta indicação (Coleta, 1998). 

Por último são também encontradas referências sobre a presença de diversos 

outros tipos de constituintes (revisão por Dhawan et al., 2004): 
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• Antocianinas: cianidina-3-O-β-glucopiranósido e cianidina-3-O-β-

galactopiranósido (Chang e Su, 1998), cianidina-3-glucósido, cianidina-3-

6’’- malonil glucósido, pelargonidina-3-glucósido (Kidoey et al., 1997) 

• Cicloartanos triterpénicos: ácidos ciclopassiflóico A-D e seus saponósidos, 

ciclopassiflósidos I-VI (Yoshikawa et al., 2000) isolados a partir das folhas. 

• Aminoácidos: prolina, ácido aspártico, ácido glutâmico, serina e alanina 

(Fang e Ling, 1984) 

• Carotenoides: fitoeno, fitoflueno, α-caroteno, neurosporeno, β-caroteno, 

licopeno, prolicopeno, monoepoxi-β-caroteno, β-criptoxantina, 

violaxantina, neoxantina (Mercadente et al., 1998), γ-caroteno, α-

criptoxantina, β-apocarotenol (Goday e Rodriguez, 1994) 

• Ácido L-ascórbico (Wekesa et al., 1996) 

• Hidratos de carbono: fructose, glucose, sucrose, maltose, lactose (Fang e 

Chang, 1981) e pectina (Simpson et al., 1984) 

• Minerais: Na, K, Mg, Ca, Zn, Al, Mn, Fe (Nogueira et al., 1998) 

• Enzimas: piruvato quinase citoplásmica (Guo e Li, 1993) 

• γ-lactonas: γ-hexa, γ-deca e γ-dodecalacetona; γ-hepta, γ-octa, γ-nona 

lactona (Nitz et al., 1990) e 4 γ-lactonas alquiladas (Bernreuther et al., 

1989) 

• Componentes do aroma: edulans I e II (Whitfield et al., 1974), diversos 

ésteres (Yamaguchi et al., 1983) e enantiómeros 3-metil-tiohexano-1-ol, 

2-metil-4-propil-1, 3-oxationa (Mosandl e Heusinger, 1983) 

• Consituintes do seu óleo essencial: hexil caproato e butirato e etil caproato 

e butirato (Dawes e Paul, 1961), limoneno (Kuhlmann, 1984), 2-

tridecanona (62,9%), (9Z)-ácido octadecenóico (16,6%), 2-

pentadecanona (6,2%), ácido haxadecanóico (3,2%), 2-tridecanol (2,1%), 

ácido octadecanóico (2%) e óxido de cariofileno (2%) (Arriaza et al., 

1997). 
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3. Material e Métodos 

 

3.1. Equipamento 

- Cromatógrafo Gilson®, com um sistema de duas bombas modelo “305 piston 

pump” com cabeças “Sc-type”, um misturador “811B dynamic mixer” e um 

módulo manométrico modelo “805”. Este cromatógrafo estava acoplado a um 

detector de fotodíodos Gilson® modelo “170” e a aquisição e tratamento dos 

dados obtidos por este equipamento foi feito num computador pessoal ordinário 

recorrendo ao software Unipoint® fornecido pelo mesmo fabricante do detector. 

Para a análise cromatográfica este cromatógrafo foi equipado com uma coluna de 

fase reversa (250 x 4mm; Spherisorb® S5 ODS 2) e uma pré-coluna Nucleosil® 

C18 (tamanho de partícula 5µm; 30 x 4 mm). 

- Para a cromatografia em camada fina preparativa, as placas foram preparadas 

no laboratório com equipamento próprio fornecido pela Camag®.   

- Para a cromatografia em papel foi construída uma câmara especial de vidro com 

150 x 65 x 55cm. 

- Liofilizador FTS Systems® (USA). 

- Espectrómetro Varian® Unity-500. 

- Espectrofotómetro de feixe duplo Hitachi®, modelo U-2000. 

 

3.2. Reagentes e Padrões 

Nos processos de extracção e fraccionamento usaram-se solventes de grau “pró-

análise” fornecidos pela Merck® e pela Fluka® (no caso do n-heptano). Para a 

cromatografia líquida de alta resolução usaram-se solventes “gradient-grade” 

fornecidos pela Merck® e pela Fluka® (no caso do n-heptano). Os diversos padrões 

usados foram adquiridos à Sigma-Aldrich® e à Extrasynthése® (orientina e 

vitexina). O DMSO-d6 usado em RMN foi igualmente adquirido à Sigma-Aldrich®. 

 57



 

3.3. Material vegetal 

As plantas seleccionadas foram colhidas na região de Coimbra durante o 

respectivo período de floração. De acordo com a indicação do uso tradicional, 

colhemos as folhas de vários espécimes de Passiflora edulis Sims e Melissa 

officinalis L., as inflorescências de Tilia x europaea L. e as partes aéreas 

Hypericum perforatum L. Cada uma das amostras colhidas foi classificada por um 

taxonomista especializado (Jorge Paiva, Departamento de Botânica da Faculdade 

de Ciências e Tecnologia da Universidade de Coimbra) tendo ficado depositado 

um espécime de cada planta no herbário do Instituto Botânico da Universidade de 

Coimbra. As amostras foram secas no nosso laboratório ao abrigo da luz, sob um 

fluxo de ar quente a 25ºC. Imediatamente após a secagem foram reduzidas a pó 

(Ø < 20 mesh) e armazenadas a T < -14ºC.  

 

3.4. Preparação das infusões e seus liofilizados 

Os extractos usados no screening farmacológico foram preparados de acordo com 

a indicação tradicional para a preparação de infusões, adicionando 100ml de água 

fervente (destilada) a 6g de pó da planta. Após o arrefecimento do infuso este foi 

filtrado sob vazio e imediatamente liofilizado em balão previamente tarado. Após 

a criogenação dos extractos (em recipiente com N2 líquido) estes foram 

protegidos da luz, revestindo o frasco de liofilização com papel de alumínio. O pó 

resultante foi pesado, recolhido em frascos de cor âmbar, hermeticamente 

fechados e armazenados a T < -14ºC. 

 

3.4.1. Determinação do perfil cromatográfico das infusões 

De cada um dos infusos preparados foi retirada uma alíquota que, após ter sido 

microfiltrada, foi analisada por cromatografia líquida de alta resolução (HPLC) 

usando o seguinte gradiente (Campos et al., 1996): 

Solvente A - água (pH=2,2 com H3PO4); Solvente B - acetonitrilo  
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Fluxo=0,8ml.min-1  

0 - 12’_________100-91% A 

12 - 20’ _______91-87% A 

20 - 40’_______87-67% A 

40 -42’________67% A 

42-52’_________67-57% A 

52-60’_________57% A 

 

Os liofilizados das diferentes plantas foram reconstituídos com água destilada 

para uma concentração de 5mg/ml, microfiltrados e analisados por HPLC usando 

o mesmo gradiente acima descrito. 

 

3.4.2. Determinação do resíduo seco das infusões  

Do infuso foram retiradas três aliquotas (0,5ml), colocadas em balões 

previamente tarados, concentradas a resíduo e desidratadas durante 24h em 

estufa de vazio a 30ºC na presença de gel de sílica exsicado. 

 

3.4.3. Doseamento dos flavonóides no liofilizado dos infusos 

Os liofilizados reconstituídos foram doseados para determinar o seu conteúdo de 

flavonóides, usando um método de dosagem directo pelo cloreto de alumínio 

(Lamaison e Carnat, 1990), tendo como padrão a rutina. Partindo de 2 ml de 

liofilizado reconstituído [na mesma concentração (m/v) do infuso], diluímos para 

um volume final de 50ml com metanol (solução amostra A). A 5ml de A 

adicionaram-se 5ml de solução de cloreto de alumínio 2%, com homogenização 

no vortex durante 1 minuto. Após 10 minutos foi lida a absorvância a 430nm, 

contra um branco composto por 5ml de A e 5ml de metanol. A recta de calibração 

da rutina foi determinada com igual procedimento preparando 3 soluções padrão, 

respectivamente de 0,4mg, 1mg e 2mg em 100ml de metanol.  
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3.5. Análise fitoquímica do Hypericum perforatum L. 

 

3.5.1. Avaliação preliminar dos principais constituintes presentes no 

infuso liofilizado de Hypericum perforatum L. submetido a “screening” 

farmacológico 

O liofilizado do infuso foi reconstituído com água destilada numa concentração de 

10mg/ml. Alíquotas de 1, 2 e 4µl foram aplicadas em placas de sílica para 

cromatografia em camada fina e co-cromatografadas com os padrões apropriados 

para cada grupo usando os seguintes sistemas: 

 

 
Grupo Químico 

 
Suporte Fase móvel Revelador Referência 

 
Carotenóides 

 
Sílica 60G n-hexano/acetona (19:1) 

Observação 
no Visível 

Campos  
(1997a) 

 
Flavonóides 

 
Sílica 60F254

Acetato de etilo/metanol/água 
(8:1:1) 

Rgte. 
New/Peg 

Campos  
(1997) 

 
Aminoácidos 

 
Sílica 60F254

n-butanol/acetona/ácido 
acético/água (35:35:10:20) 

Rgte. da 
Ninhidrina 

Campos  
(1997) 

 
Glúcidos 

 
Sílica 60F254

Butanol/acetona/tampão 
fosfato pH=5 (4:5:1) 

Rgte. de 
Tetrazolium 

Campos  
(1997) 

Taninos 
 

Sílica 60G 
Clorofórmio/acetato de 

etilo/ácido fórmico (5:4:1) 

Sol. ácido 
fosfomolíbdico 

5% em 
metanol 

Coleta  
(1998) 

 
Alcalóides 

 

Sílica 60G 
(alcalinizada) 

Clorofórmio/metanol/amónia 
(97:3:0,25) 

Rgte. de 
Draggendorf 

Coleta  
(1998) 

 
Ácidos Fenólicos 

 
Sílica 60G 

Acetato de etilo/ácido 
fórmico/água (9:1:1) 

p-Nitroanilina Coleta  
(1998) 

 
Naftodiantronas 

 
Sílica 60F254

n-Heptano/acetona/t-
butilmetileter /ácido 

fórmico(85%) (33:35:30:2) 

Observação 
no UV a 
366nm 

Wichtl, 1994 

 
Floroglucinóis 

 
Sílica 60F254

n-Heptano/acetona/t-
butilmetileter /ácido 

fórmico(85%) (33:35:30:2) 

Observação 
no UV a 
254nm 

Fast-blue 
(solução 

aquosa 0,5%) 

Wichtl, 1994 
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3.5.2. Isolamento da hiperforina  

Para o isolamento deste constituinte foram testados diferentes procedimentos 

partindo de uma extracção inicial do material vegetal pulverizado com n-heptano.  

Começámos por extrair 5 g do material vegetal pulverizado com 100ml de n-

heptano, submetendo a mistura a ultra-sons durante 30 minutos. O processo foi 

repetido 3x com o controlo da solução extractiva (no final dos 30’), após filtração 

sob vazio, a ser realizado por recurso a um varrimento no U.V. (modo “overlay”) 

entre λ220-650 nm (escala Abs. 0-3). Apesar de a intensidade de absorção da 

segunda extracção ser ligeiramente inferior a 30% da primeira extracção, 

alterámos o procedimento, passando a extrair com 200/100/100 ml de n-

heptano. Os extractos foram concentrados a resíduo seco (T-30ºC / Vazio-0.99) e 

armazenados a T< -14ºC.  

O resíduo seco foi retomado em 3ml de n-heptano e, após filtração, 1µl desta 

solução foi aplicado em mini-placas para TLC analítica (5x13cm), recortadas de 

placas pré-revestidas com suporte de sílica gel (Kieselgel 60 F254, Machery 

Nägel), e cromatografadas com os seguintes sistemas desenvolventes: 

• n-hexano / t-butilmetileter - 80/20 (Maisenbacher e Kovar, 1992)  

• n-heptano / acetona / t-butilmetileter / ácido fórmico 85% - 35/35/33/2  

(Wichtl, 1994).  

• tolueno / acetato de etilo / ácido fórmico (anidro) - 50/40/10 (DAC, 1986). 

 

Para a revelação e identificação dos constituintes nas placas usámos as seguintes 

indicações: 

A) Hipericina/Pseudohipericina: a 350nm observa-se fluorescência vermelha 

(Wichtl, 1994); 
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B) Hiperforina/Adhiperforina: a 350nm observa-se “quenching” de fluorescência; 

Após revelação com reagente “Fast Blue” aparece coloração amarela no visível 

(Wichtl, 1994) 

C) Flavonóides: Reagente NEU/PEG (Wagner et al., 1984) 

 

Optimizada a extracção e escolhido o sistema desenvolvente procedemos ao 

isolamento da hiperforina por cromatografia em camada fina preparativa. As 

placas de sílica foram preparadas no laboratório, revestindo placas de vidro com 

Kieselgel HF(254+366)/ H20 - 30/60 (m/v com 2,5ml metanol) para uma espessura 

de 0,5 mm. Após um dia de secagem as placas foram activadas por aquecimento 

a 110ºC durante 60min. 

O resíduo da extracção de 5g de material vegetal foi retomado em 10ml de n-

heptano, lavado com água destilada (10ml, 2x), concentrado novamente a 

resíduo seco, retomado em 1ml de n-heptano e aplicado em banda em 5 placas 

de TLC preparativa (200µl por placa). 

Após um primeiro desenvolvimento com heptano/acetona/t-butilmetileter/ácido 

fórmico 85% (35/35/33/2), destacou-se a sílica da banda correspondente à 

hiperforina (Rf=0,45) e extraiu-se com acetona (10ml, 3x). Esta solução foi 

concentrada a resíduo que depois de retomado em n-heptano foi novamente 

cromatografado usando como desenvolvente n-hexano/t-butilmetileter (80/20). A 

banda correspondente à hiperforina (Rf =0,75) foi destacada, extraída com 

acetona, microfiltrada e purificada em coluna Isolute® C-18. Esta solução foi 

concentrada a resíduo em balão previamente tarado. Tanto quanto possível, o 

procedimento extractivo foi realizado ao abrigo da luz solar e em atmosfera de 

azoto. 

 

3.5.3. Preparação de extractos etanólicos de Hypericum perforatum L. 

Muitas das formulações comerciais que contém esta planta são preparadas a 

partir de extractos hidroalcoólicos ou metanólicos. Preparámos vários extractos 
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macerando o material vegetal metanol puro e com etanol em diferentes 

concentrações (25, 50, 95 e 100%). Cada 6g de pó da planta foi deixado a 

macerar com 100ml de solvente durante uma noite, após homogenização no 

ultra-turrax durante 5min. Após maceração a solução foi centrifugada. Recolhido 

o sobrenadante o sedimento foi extraído mais 2x com 50ml do solvente, agitando 

durante 5min no ultra-turrax. As soluções extractivas foram concentradas a 

resíduo e retomadas em 10ml do mesmo solvente para análise por HPLC. Para o 

estudo da estabilidade dos constituintes deste extracto retiraram-se duas 

alíquotas destas soluções extractivas que foram concentradas a resíduo, sendo 

um destes resíduos armazenado à temperatura ambiente longe da luz solar e o 

outro a temperatura inferior a -14ºC. 

 

3.5.4. Evolução do teor dos constituintes ao longo do ciclo de vida da 

planta 

Seguindo a indicação tradicional, o material vegetal usado nos ensaios 

farmacológicos foi colhido durante o período de floração por volta do dia de S. 

João (entre os dias 24 e 28 de Junho). Para verificar a evolução do teor dos 

constituintes desta planta ao longo do seu ciclo de vida procedemos ao seu 

cultivo experimental. Usámos sementes de duas proveniências, um lote fornecido 

pelo United States Department of Agriculture (USDA) e outro adquirido à empresa 

Semillas Zulueta (Espanha), cultivadas em estufa e ao ar livre. As sementes 

cultivadas em estufa foram semeadas manualmente (área±50m2) na Primavera 

sobre uma cama de turfa vulgar, cobertas com um pouco de turfa, 

subsequentemente remexida e ligeiramente humedecida; durante os meses de 

Inverno os períodos de rega foram quinzenais e o arejamento da estufa semanal; 

Durante os meses de Primavera e Verão a rega foi semanal e o arejamento 

diário. No mesmo período e no mesmo terreno (previamente remexido) onde se 

localizava a estufa espalhámos manualmente sementes dos dois lotes que foram 

deixadas crescer livremente (área±150m2). Após a germinação fizemos 
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periodicamente (cada 5 semanas) a recolha de amostras das partes aéreas das 

plantas para análise dos seus constituintes. As amostras foram secas no 

laboratório ao abrigo da luz, sob um fluxo de ar quente a 25ºC. Imediatamente 

após a secagem foram reduzidas a pó (Ø < 20 mesh) e extraídas com etanol de 

acordo com a técnica acima descrita. 

 

 

3.5.5. Cromatografia líquida de alta resolução (HPLC) 

Esta técnica foi usada para verificar a composição dos extractos obtidos, a 

capacidade de resolução dos sistemas de TLC testados, o grau de pureza dos 

compostos isolados e dosear os constituintes dos extractos obtidos com esta 

planta. Foram usados os seguintes gradientes: 

 

Gradiente I (Hölzl e Ostrowski, 1987) 

Solvente A – Acetonitrilo /H2O /H3PO4 (19/80/1); Solvente B – Acetonitrilo 

/Metanol /H3PO4 (59/40/1) 

Fluxo=0,8ml.min-1  

0 - 8’_________100% A 

8 - 30’ _______100 - 50% A 

30 - 45’_______50 - 0% A 

45 -75’________0% A 

 

Gradiente II (Örth et al., 1999) 

Isocrática de acetonitrilo/H2O (89,5/10,5); duração 30min 

Fluxo de 1,2ml.min-1

 

Gradiente III (Campos et al., 1996) 

Solvente A - água (pH=2,2 com H3PO4); Solvente B - acetonitrilo  

 Fluxo=0,8ml.min-1  
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0 - 12’_________100-91% A 

12 - 20’ _______91-87% A 

20 - 40’_______87-67% A 

40 -42’________67% A 

42-52’_________67-57% A 

52-60’_________57% A 

60-80’_________0% A 

 

3.5.6. Doseamento dos principais constituintes de Hypericum perforatum 

L.

3.5.6.1. Doseamento por HPLC 

Uma vez que não existia disponível no mercado nenhum padrão puro de 

hiperforina, usámos para este doseamento a hiperforina isolada de acordo com a 

técnica anteriormente descrita. O doseamento foi feito nos gradientes II e III 

acima descritos, pelo método do padrão externo, com 5 concentrações (0,18; 

0,29; 0,66; 1,8; 3,6mg/ml) em triplicado. 

Para o doseamento da hipericina, hiperósido, ácido cafeico, amentoflavona e 

quercitrina nos extractos etanólicos usámos novamente o método do padrão 

externo com gradiente III, injectando padrões comerciais em triplicado e em 4 

concentrações distintas. 

3.5.6.2. Doseamento colorimétrico das hipericinas totais 

As hipericinas totais foram também doseadas seguindo um método colorimétrico, 

tal como descrito na monografia “Hipericão” da Farmacopeia Portuguesa VII e na 

monografia “St. John’s Wort” da American Herbal Pharmacopoeia (AHP, 1997). 

Foram preparadas cinco soluções padrão de hipericina em metanol (0,1; 0,05; 

0,025; 0,0125; 0,005mg/10ml) e lida a respectiva absorvância a 590nm contra 

um branco de metanol. O resíduo liofilizado da infusão foi retomado em metanol 

para uma concentração final de 1mg/20ml e submetido a ultra-sons durante 15 

minutos. Após filtração foi lida a absorvância da solução a 590nm e, por 
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interpolação na recta de calibração obtida com as diferentes concentrações de 

hipericina, foi determinada a concentração de hipericinas totais. 

 

3.5.7. Distribuição dos principais constituintes nas diferentes partes 

aéreas do Hypericum perforatum L. 

Após a colheita e secagem do material vegetal, retirámos uma amostra de 

algumas plantas, pesámos e subsequentemente separámos as folhas, das flores e 

dos caules. Cada uma das amostras foi pulverizada e sujeita a extracção com 

álcool seguindo o processo descrito na secção 3.5.3.. 

 

3.6. Análise fitoquímica da Passiflora edulis Sims 

 

3.6.1. Extracção e fraccionamento dos flavonóides presentes nas 

infusões de Passiflora edulis Sims

 

3.6.1.1. Preparação das infusões 

As infusões a 6% (m/v) foram preparadas num recipiente de porcelana 

adicionando água fervente às amostras de material vegetal previamente 

pulverizado. Depois de arrefecidas à temperatura ambiente durante 40 minutos, 

as suspensões foram filtradas sob vazio através de papel de filtro (Whatman® 

nº2). Para cada um dos infusos preparados, calcularam-se os volumes finais e 

retiraram-se três alíquotas para o cálculo do resíduo seco. O resíduo seco foi 

determinado por extrapolação do valor médio obtido para as três alíquotas 

concentradas a resíduo seco sob vazio, em balões previamente tarados e 

colocados em estufa de vazio a 35ºC durante a noite, na presença de gel de sílica 

exsicado.  
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3.6.1.2. Extracção dos derivados flavonóides  

Após arrefecimento e filtração as infusões foram agitadas com um adsorvente 

polimérico (Amberlite XAD-2) recorrendo a um agitador mecânico, durante 60 

minutos (1g de fármaco / 5g de resina). Após a agitação, o adsorvente foi 

colocado numa coluna para descartar o remanescente da infusão e lavado 

extensivamente com água destilada. O adsorvente foi reutilizado várias vezes e 

entre utilizações a sua regeneração foi feita por agitação com HCl 0,5M durante 

60min, seguido de lavagem com água. 

Para 6g de fármaco, a eluição dos compostos fenólicos fixados na resina 

adsorvente foi feita com 300 ml de metanol e 200ml de metanol 50%. Reuniram-

se os eluatos metanólicos e concentraram-se a resíduo seco sob vazio, a uma 

temperatura inferior a 40ºC.  

O resíduo dos eluatos metanólicos foi retomado em 2ml de metanol 75%. A 

suspensão resultante foi homogeneizada num banho de ultra-sons, centrifugada 

durante 5 minutos a 5000rpm e o sobrenadante foi cromatografado numa coluna 

de Sephadex LH-20. Foi usada uma coluna de vidro com 25 cm de altura e 1,3 

cm de diâmetro. A coluna de Sephadex LH-20 foi preparada em metanol e 

estabilizada em metanol a 75%. Após a aplicação da solução eluiram-se os seus 

constituintes a um fluxo constante, com o auxílio de uma bomba peristáltica. A 

primeira fase de eluição foi feita com metanol a 75% seguindo-se a eluição com 

metanol. Com um colector de fracções automático recolheram-se fracções com 

cerca de 1ml. Após cada separação cromatográfica o Sephadex LH-20 foi 

regenerado pelo hidróxido de potássio 0,1N (50ml) e ácido clorídrico 0,1N (50ml), 

lavado com metanol e armazenado neste solvente. 

Para o acompanhamento do processo de separação na coluna de Sephadex LH-

20, uma vez que não era exequível o controlo de todas as fracções de eluato 

recolhidas, seleccionaram-se amostras representativas da evolução do processo 

separativo, num mínimo de dez por separação. As fracções cujos constituintes 

apresentavam o comportamento característico de derivados flavonóides, no 

 67



controle feito por cromatografia em camada fina, foram reunidas e a solução 

resultante concentrada a resíduo. Este resíduo foi designado de fracção 

flavonóide total. 

 

3.6.1.3. Subfraccionamento da fracção flavonóide total 

Apesar da cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 permitir separar os 

derivados flavonóides dos restantes constituintes fenólicos igualmente adsorvidos 

pela resina de Amberlite XAD-2, o controle por cromatografia em camada fina da 

separação obtida nesta coluna evidenciou a impossibilidade de conseguir resolver 

os diferentes derivados flavonóides presentes e, mesmo aumentando a 

capacidade da coluna (h = 43cm; Ø = 1,5cm), com redução do fluxo do eluente, 

verificou-se um “arrastamento” destes constituintes. 

A cromatografia em papel é uma das técnicas mais úteis para o estudo químico 

dos flavonóides (Markham, 1982). Assim, considerando o baixo custo e 

simplicidade desta técnica optámos por ensaiar a separação dos diversos 

derivados flavonóides presentes na Passiflora edulis Sims fazendo uso desta 

técnica. Assim, o resíduo designado como fracção flavonóide total foi aplicado em 

folhas de papel Whatman® nº3 (em bandas de 35 cm) e cromatografado (38cm) 

com uma mistura de acetato de etilo / ácido fórmico / água (44:16:20). Após a 

cromatografia procedeu-se à secagem das folhas à temperatura ambiente, 

protegidas da luz solar e sob ventilação. A observação das folhas no ultravioleta 

(350nm) permitia distinguir 3 zonas distintas de forte absorção UV, com 

comportamento típico dos derivados flavonóides do tipo flavona, após exposição 

ao vapor de amónia. As bandas receberam a designação de Subfracção I, II e III 

(abreviadamente SF I, SF II e SF III) respectivamente, por ordem crescente de Rf 

(0,58; 0,79; 0,90). Cada banda foi delineada e destacada da folha de 

cromatografia e esgotada sucessivamente (3x / 15min) com metanol 75%. As 

soluções extractivas de cada uma das bandas foram reunidas, filtradas e 

concentradas a resíduo seco. Este foi retomado em metanol 75% e a solução 
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resultante microfiltrada. A composição de cada uma destas bandas foi 

determinada por HPLC. 

 

3.6.2. Isolamento dos constituintes das subfracções  

Subfracção I - Em primeiro lugar testámos a mobilidade dos constituintes da 

subfracção I (SF I), aplicando uma gota da sua solução metanólica em tiras de 

papel Whatman® nº3 e desenvolvendo com diferentes gradações de ácido acético 

(7,5%; 15%; 50%). A observação destas tiras no UV permitiu distinguir duas 

zonas distintas de forte absorção desta radiação, verificando-se uma separação 

óptima destas manchas com ácido acético 15%. Uma vez que a análise por HPLC 

usando diferentes sistemas cromatográficos indicava que cada uma destas 

manchas correspondia a apenas um composto, elegemos este sistema para o 

isolamento subsequente dos dois constituintes da SF I (SF Ia e SF Ib). Para 

aumentar a rapidez e rendimento do processo extractivo, de modo a isolar as 

quantidades necessárias para os ensaios farmacológicos, foi necessário construir 

uma câmara de saturação com capacidade suficiente para cromatografar um 

número significativo de folhas ao mesmo tempo. Esta câmara, com 

150x65x55cm, foi construída em estrutura de alumínio com interior em vidro, 

incluindo os suportes para as folhas, e permitiu cromatografar (por cromatografia 

ascendente) 15 folhas em simultâneo. Depois da secagem das folhas ao abrigo da 

luz, as bandas foram destacadas da folha de cromatografia, agrupadas em função 

do seu Rf, e esgotadas sucessivamente (3x / 15min) com metanol 75%. As 

soluções extractivas de cada uma das bandas foram reunidas, filtradas e 

concentradas a resíduo seco. Este foi retomado em metanol 75%, a solução 

resultante microfiltrada e, após a eliminação do metanol, a solução foi purificada 

em colunas pré-revestidas Isolute® C18. O eluato metanólico destas colunas foi 

concentrado a resíduo em balões previamente tarados e colocados em estufa de 

vazio a 35ºC durante a noite, na presença de gel de sílica exsicado. 
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Subfracções II e III - Considerando os resultados bastante positivos obtidos no 

isolamento dos constituintes da SF I usando a cromatografia em papel, 

ensaiámos o isolamento dos constituintes das restantes fracções usando o 

mesmo suporte cromatográfico e diferentes sistemas de solventes, 

nomeadamente ácido acético (7,5%; 15%; 50%), n-butanol/ácido acético/água 

(4/1/5) (BAW) e t-butanol/ácido acético/água (3/1/1) (TBA). No caso da SF II 

nenhum dos solventes usados isoladamente mostrou capacidade para resolver 

satisfatoriamente os constituintes desta subfracção. Assim, usamos os dois 

solventes com melhor capacidade de resolução (BAW e ácido acético 15%) para 

uma cromatografia bidimensional. O procedimento seguido para remover as 

manchas identificadas em cada folha cromatográfica foi idêntico ao acima descrito 

para os constituintes da SF I.  

Apesar deste sistema bidimensional ter permitido o isolamento de 3 dos 

constituintes da SF II nas quantidades necessárias para o estudo da sua 

estrutura, o rendimento limitado que a aplicação em gota do sistema 

bidimensional obriga, tornou o sistema impraticável para o isolamento destes 

compostos com vista ao seu estudo farmacológico in vivo. 

 

No caso da SF III obtivemos uma separação satisfatória dos seus constituintes 

num sistema unidimensional usando como solvente o ácido acético 70%. 

 

3.6.2.1. Procedimentos de extracção alternativos com vista ao 

isolamento dos compostos SF Ia e SF Ib  

O isolamento por cromatografia em papel dos compostos SF Ia e SF Ib a partir da 

fracção flavonóide total, tendo em vista o seu estudo farmacológico bem como a 

caracterização da sua estrutura, requeria o uso de quantidades relativamente 

elevadas de material vegetal, pelo que não se tornava prática a repetição do 

procedimento descrito no ponto anterior partindo apenas de 6g de material 

vegetal. Assim, o procedimento foi adaptado para usar como ponto de partida 
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80g de material vegetal, iniciando-se o procedimento com uma infusão 

ligeiramente mais diluída (5,3% m/v). Após adição de água fervente e durante o 

arrefecimento do infuso, procedeu-se a uma agitação do sistema com um 

magneto durante 180min. O tempo para a adsorção dos compostos fenólicos na 

resina Amberlite XAD-2 foi também significativamente aumentado, ficando o 

filtrado do infuso em contacto com a resina durante uma noite, sob agitação 

mecânica. O processo de fixação dos flavonóides na resina de Amberlite XAD-2 foi 

monitorizado extraindo o infuso, depois da sua agitação com a resina, três vezes 

(v/v) com n-butanol (saturado com água destilada). Os primeiros 200 ml da água 

de lavagem da coluna foram igualmente extraídos para verificar se havia perdas 

de derivados flavonóides durante a lavagem da resina. Em ambos os casos, a 

fracção n-butanólica foi concentrada a resíduo seco, retomada em metanol e 

analisada por cromatografia em camada fina. Os volumes dos solventes (metanol 

e metanol 50%) necessários para a eluição dos derivados flavonóides desta 

resina foram estabelecidos, testando vários volumes e controlando a fase final da 

eluição, de forma a verificar se todos os flavonóides tinham ou não sido eluídos. A 

coluna de Sephadex LH-20 usada nestas extracções possuía 70cm de altura e 2,5 

cm de diâmetro. Foram recolhidas fracções com cerca de 2,5ml e, tal como 

anteriormente, todas aquelas cujos constituintes apresentavam o comportamento 

característico de derivados flavonóides, no controle feito por cromatografia em 

camada fina (CCF), foram reunidas e a solução resultante concentrada a resíduo. 

 

3.6.3. Extracção da Passiflora edulis Sims com diferentes solventes  

O objectivo deste processo extractivo era aferir, por intermédio de uma extracção 

simples, a eficiência do procedimento extractivo geral acima descrito para a 

obtenção da fracção flavonóide total, nomeadamente, para verificar se os 

principais derivados flavonóides presentes nas folhas secas da planta eram 

efectivamente extraídos seguindo aquela técnica. Assim, foram testados 4 

solventes diferentes (etanol 95%, etanol 50%, acetato de etilo e n-butanol), 
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partindo de pequenas quantidades de material vegetal (1g). Cada amostra foi 

extraída com 3x25ml do solvente respectivo, à temperatura ambiente e por 

agitação no Ultra-Turrax (20500rpm) durante 5min.. As soluções extractivas 

foram reunidas e a solução resultante concentrada a resíduo. Este resíduo foi 

retomado em metanol (5ml), subsequentemente microfiltrado e novamente 

concentrado a resíduo em balão previamente tarado. O perfil cromatográfico 

deste extracto foi determinado para a solução metanólica (5mg/100µl) deste 

resíduo bruto e os picos doseados em equivalentes de homoorientina.  

 

 

3.6.4. Procedimentos analíticos usados no estudo dos derivados 

flavonóides da Passiflora edulis Sims 

 

3.6.4.1. Controlo dos processos extractivos 

Os trabalhos realizados anteriormente nesta espécie (Coleta, 1998) já nos 

haviam permitido optimizar o processo para o controlo da separação dos diversos 

constituintes fenólicos na cromatografia em coluna de Sephadex LH-20. Assim, as 

amostras das fracções recolhidas foram aplicadas em placas de sílica gel 60G 

(0,25mm) e cromatografadas com acetato de etilo/ácido fórmico/água (9/1/1). A 

detecção foi feita no UV a 350nm, antes e depois da acção do vapor de amónia e 

após revelação com o reagente NEU/PEG (Markham, 1989). 

 

3.6.4.2. Cromatografia líquida de alta resolução (HPLC) 

Esta técnica foi usada para diversas finalidades, designadamente: 

- Para estabelecer o perfil cromatográfico das diferentes soluções obtidas no 

processo extractivo; 

- Para identificar os constituintes das diversas fracções e subfracções de 

derivados flavonóides; 

- Para verificar o grau de pureza das subfracções e dos constituintes isolados; 
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- Para o doseamento dos derivados flavonóides; 

 

Foram usados dois gradientes, adaptados de técnicas anteriormente descritas: 

A - Gradiente linear de metanol em água/ácido fórmico (95/5), desde 35% de 

metanol até 80% em 60 minutos com um fluxo de 1ml.min-1 (Batista, 1994); 

B - Gradiente água (pH=2,2 com H3PO4) (A) / acetonitrilo (B) (0-12 min: 100-

91% de A; 12-20 min: 91-87% de A; 20-40 min: 87-67% de A; 40-42 min: 67% 

de A; 42-52 min: 67-57% de A; 52-60 min: 57% de A) com um fluxo de 0,8 

ml.min-1 (Campos, 1997b). 

 

3.6.4.3. Identificação dos constituintes por HPLC 

A identificação preliminar dos picos registados no cromatograma da infusão de 

Passiflora edulis Sims, da fracção flavonóide total e restantes subfracções e 

constituintes isolados, foi feita por comparação dos respectivos tempos de 

retenção e espectros de absorção no UV com os dados registados para os padrões 

nos dois sistemas cromatográficos descritos. Com os padrões de flavonóides 

disponíveis no laboratório, e outros entretanto adquiridos em função das 

referências bibliográficas que sugeriam a sua presença nesta espécie, foi 

construída uma base de dados de modo a permitir a automatização das 

comparações com o software do cromatógrafo.  

 

3.6.4.4. Doseamentos por HPLC 

Os constituintes da infusão, fracção flavonóide total, subfracções e constituintes 

isolados foram doseados em equivalentes de orientina pelo método do padrão 

externo, usando o gradiente B. Para definir a recta de calibração foram usadas 5 

concentrações de padrão (orientina) preparadas por diluições sucessivas de uma 

solução metanólica com 1,07mg/ml (concentração das soluções injectadas: 

2,38mM; 1,19mM; 0,6mM; 0,3mM; 0,15mM). Cada concentração foi injectada 3 
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vezes e a recta de calibração para este padrão foi calculada com os valores da 

área do pico registados para cada injecção. 

 

 

3.6.5. Análise da estrutura dos constituintes isolados 

Uma vez verificada a actividade farmacológica da SF I estabelecemos como 

objectivo isolar e determinar a estrutura dos compostos que a constituíam. Pelo 

comportamento cromatográfico (em HPLC, TLC e Cromatografia em Papel), pela 

coloração exibida após a acção dos reveladores, bem como pelos espectros UV 

registados com o detector de fotodíodos do HPLC, sabíamos que ambos os 

constituintes desta fracção seriam derivados (muito provavelmente glicosilados) 

da luteolina. Apesar da grande semelhança entre os espectros e tempos de 

retenção dos compostos SF Ia e SF Ib e os da orientina e isorientina, 

respectivamente, estes não eram exactamente coincidentes e quando co-

cromatografados, quer em HPLC quer em TLC com suporte de celulose (solvente 

ácido acético a 15%) verificámos que apresentavam tempos e factores de 

retenção diferentes. Assim, realizámos vários ensaios para identificar e 

determinar a posição do substituinte no anel central, bem como a natureza da 

sua ligação. 

 

3.6.5.1. Hidrólise ácida pelo método clássico  

Esta técnica foi usada para análise dos açúcares dos derivados glicosilados. Num 

balão de fundo redondo adicionou-se a uma alíquota de 100 µl da amostra a 

hidrolisar (1% m/v em metanol) 400µl de HCl 2N e aqueceu-se a mistura a 

100ºC, com refluxo, durante 60min. Depois de arrefecidos, os hidrolisados foram 

concentrados a resíduo e retomados em ± 2ml de água; esta solução foi extraída 

3 vezes com 5ml de acetato de etilo (adaptado de Campos, 1997a). 
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3.6.5.2. Micro-hidrólise ácida em placa 

Sobre uma placa de gele de sílica 60F254nm aplicaram-se 25µl de uma solução a 

0,1% em flavonósidos. Após secagem em corrente de ar frio, são depositados 5µl 

de HCl metanólico 3N; a zona de aplicação foi coberta com uma lâmina de vidro e 

o conjunto aquecido a 100ºC durante 15min (Campos, 1997a). A migração dos 

depósitos faz-se depois de aplicar na mesma placa uma alíquota da amostra não 

hidrolisada ou dos padrões, usando como sistemas eluentes o ácido acético 15% 

(para a pesquisa dos flavonósidos) e n-butanol/acetona/tampão fosfato pH 5 

(4:5:1) para a pesquisa das oses. 

 

3.6.5.3. Espectros de Ultravioleta 

O espectro de absorção no UV/visível dos derivados flavonóides permite-nos 

identificar o tipo de flavonóide e o seu padrão de oxigenação. Adicionalmente, 

para um dado flavonóide, a presença na genina de hidroxilos fenólicos não 

substituídos pode ser determinada pela adição de reagentes (ditos de “shift”) e 

observando as alterações resultantes nos picos de absorção (Markham, 1982).  

Os padrões foram dissolvidos em metanol e o seu espectro registado contra um 

branco do mesmo solvente. No caso dos compostos isolados por cromatografia 

em camada fina ou cromatografia em papel Whatman nº3, o espectro foi 

registado contra brancos preparados nas mesmas condições dos ensaios. Para o 

registo dos espectros na presença dos reagentes de “shift” seguimos a técnica 

descrita por Mabry et al. (1970). O espectro em metóxido de sódio foi registado 

imediatamente após a adição de III gotas da solução stock deste reagente à 

mesma solução usada para registar o espectro em metanol. Após 5min 

registámos o espectro novamente para verificar se havia decomposição do 

flavonóide. O espectro em cloreto de alumínio foi registado imediatamente após a 

adição de VI gotas da solução stock deste reagente a 2-3ml da solução stock do 

flavonóide em análise. Á solução resultante do passo anterior foram adicionadas 

III gotas de solução stock de ácido clorídrico e imediatamente registado o 
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espectro AlCl3/HCl. O espectro em acetato de sódio (NaOAc) foi registado até dois 

minutos após adicionar à cuvette contendo 2-3ml da solução stock do flavonóide, 

NaOAc anidro em pó em excesso de modo a ficar uma película com cerca de 2mm 

no fundo da cuvette. Um segundo espectro foi registado 5-10 min depois para 

verificar se havia decomposição do flavonóide em estudo. 

 

3.6.5.4. Espectros de ressonância magnética nuclear 

Os espectros dos compostos isolados durante este trabalho bem como dos 

respectivos hidrolisados (dissolvidos em 600 µL DMSO-d6), foram registados num 

espectrómetro Varian Unity-500 usando uma detecção reversa a 5mm (1H-RMN, 

HMBC e COSY) e uma sonda de banda larga de 5mm (13C-RMN), usando TMS 

como padrão interno a 30ºC. 
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Capítulo I 

Estudos fitoquímicos 

 
4. Resultados e Discussão 

4.1. Caracterização das infusões e dos respectivos liofilizados 

A caracterização química dos extractos submetidos a ensaios farmacológicos é 

um dos aspectos fundamentais na avaliação da actividade farmacológica das 

plantas medicinais. Por um lado temos a variabilidade natural do teor de 

metabolitos secundários nas plantas de uma mesma espécie, que está fortemente 

dependente de factores genéticos e ambientais. Por outro lado, temos as 

condições específicas em que é feita a colheita e o processamento do material 

vegetal que podem afectar de um modo decisivo o teor de constituintes 

relevantes para uma dada actividade farmacológica.  

Assim, mesmo com uma correcta caracterização botânica da espécie em estudo e 

uma descrição detalhada das condições em que são obtidos os extractos 

submetidos a ensaios farmacológicos, a comparabilidade dos resultados estará 

comprometida se não for feita uma caracterização qualitativa e quantitativa dos 

extractos em estudo.  

A possibilidade de comparar os resultados obtidos no decurso deste trabalho com 

os resultados de outros autores é um aspecto importante a considerar no design 

experimental do trabalho mas, igualmente importante, é poder garantir a 

comparabilidade das diferentes séries de resultados obtidos, com um 

determinado extracto, num ensaio realizado em tempos diferentes. Refira-se 

apenas, a título de exemplo, que a degradação de alguns constituintes, que em 

alguns casos se verifica com relativa facilidade mesmo nas condições ideais de 

armazenamento, pode originar diferenças significativas na composição de 

extractos preparados em momentos diferentes, ainda que estes sejam obtidos 
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exactamente do mesmo modo, com reflexos óbvios nos resultados dos ensaios 

farmacológicos. Assim, no contexto do screening neurofarmacológico preliminar 

que se realizou, pretendeu-se estabelecer o perfil cromatográfico das infusões 

preparadas com as diferentes plantas, de modo a poder verificar a equivalência 

dos extractos preparados ao longo do tempo necessário para a realização do 

ensaio de screening. Mesmo sem uma identificação completa dos constituintes 

presentes, a determinação dos perfis cromatográficos e o espectro de absorção 

UV dos principais constituintes (Fig. 4.1a, b, c, d) permitia identificar os principais 

tipos de estruturas presentes e, não só verificar a conservação dos extractos ao 

longo do tempo do ensaio, mas também aferir em que medida a liofilização das 

infusões alterava o teor dos principais constituintes.  

 

Da análise dos espectros UV dos principais constituintes detectados no 

cromatograma de cada uma das espécies consideradas, feita segundo Campos e 

Markham (2007), pudemos retirar algumas conclusões relativamente ao tipo de 

estruturas encontradas. 

 

A Melissa officinalis L. para além do óleo essencial que não faz parte do nosso 

estudo, contém como principais constituintes descritos os ácidos hidroxicinâmicos 

(ácidos rosmarínico, p-cumárico, m-cumárico, cafeico e clorogénico) e diversos 

flavonóides, tais como, eridioctiol-7-O-glucósido, hesperidina, hesperitina, 

naringina, naringenina, apigenina-7-O-beta-D-glucopiranosido, luteolina, luteolina 

7-O-beta-D-glucuronopiranosido, luteolina-7-O-beta-D-glucopiranosido, luteolina-

3’-O-beta-D-glucuronopiranosido, luteolina-7-O-beta-D-glucopiranosido-3′-O-

beta-D-glucuronopiranoside (Carnat et al, 1998; Gracza e Ruff, 1984; Lamaison 

et al., 1991; Agata et al., 1993; Thieme e Kitze, 1973; Mulkens e Kapetanidis, 

1987; Heitz et al., 2000; Patora e Klimek, 2002; Dastmalchi et al., 2007), 

caempferol, quercetina e quercitrina (Monografia ESCOP, Bruneton 1995). 
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Na Fig. 4.1a), respeitante aos constituintes fenólicos detectados no infuso, 

podemos ver que os espectros 1, 2, 5, 7, 8 e 10, correspondem a derivados do 

ácido cinâmico, o que se enquadra com a informação bibliográfica sobre os 

constituintes desta planta (WHO, 2002), embora nenhum dos espectros confira 

com os ácidos p-cumárico e/ou m-cumárico que absorvem a λmáx.=293sh,308nm 

e a 233sh,274,320sh respectivamente. O constituinte maioritário, 5, tem um 

espectro UV e um tempo de retenção similar ao do ácido rosmarinico. Sendo que 

o 8 poderá ser um seu derivado. 

 

No entanto, os constituintes 1 e 2 apresentam um perfil UV similar aos ácidos 

clorogénico (λmáx = 245sh, 296sh, 323 nm) e cafeico (λmáx = 239sh, 296sh, 323 

nm), respectivamente, embora os seus tempos de retenção não coincidam em 

absoluto com estes padrões. No caso do composto 1 o espectro e o tR são muito 

próximos do ácido clorogénico; por sua vez, o ácido ferulico, derivado 3-O-metil 

do ácido cafeico corresponde ao espectro e tempo de retenção do constituinte em 

2. 

Os espectros 3, 4, 6 e 9 têm um comportamento no ultravioleta que os enquadra 

mais em estruturas de compostos polifenólicos do tipo di-hidroflavonoide ou 

flavona, uma vez que se desdobram em dois picos de absorção, sendo que a 

banda I não vai além de 335nm em nenhum deles, descartando desta forma a 

possibilidade de encontrarmos flavonas como a luteolina livre e o seu 7-O-beta-

D-glucopiranosido que absorvem a λmáx.= 253, 267sh, 292sh, 350 e λmáx.= 254, 

267sh, 348nm, respectivamente.  

O constituinte 3 tem um perfil UV (λmáx.= 275, 324 nm) que embora próximo dos 

di-hidroflavonoides não corresponde aos espectros do eridioctiol (λmáx 287, 333sh 

nm), hesperidina (λmáx 284, 327sh nm) ou naringenina (λmáx 289, 326sh nm), 

cuja presença foi já reportada nesta espécie (Dastmalchi et al., 2007). Os 

máximos de absorção dos ácidos m- e o-cumárico são identicos, embora no 

ultimo caso o sh a 320 nm seja melhor definido que no m-cumárico, o que se 
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aproxima mais do espectro obtido neste caso do pico 3 mas, considerando o tR, 

seria provavelmente um derivado deste ácido. 

Os compostos 4 e 9 apresentam um espectro UV que tem uma banda II com um 

λmáx 285 próximo das flavonas 6-OH.  

As bandas II e I do constituinte 6 enquadram-se no perfil UV da apigenina (λmáx 

269 e 334nm). A análise de diferentes espectros retirados deste pico sugerem 

que este se pode encontrar contaminado, provavelmente com o constituinte 

maioritário 5, o que poderá explicar a absorção a 286nm. As glucuronações em 

C8 também introduzem um “shoulder” correspondente a um banda IIa mas mais 

próximas de λmáx 295nm. 

Nenhum dos espectros é característico de uma absorção UV das estruturas 

flavonoidicas correspondentes aos flavonóis do tipo caempferol, quercetina e 

quercitrina descritos na bibliografia. 

 

Na Tilia x europaea L. encontram-se descritos ácidos fenólicos como o cafeico, 

clorogénico e p-cumárico e vários flavonóides livres e glicosilados como o 

caempferol, quercetina  miricetina, a astragalina e o seu éster 6′′-p-cumarilo 

(tilirósido) (Toker et al., 2001).  

Na Fig. 4.1b), do infuso da Tilia x europaea L., verificamos que os espectros UV 

dos constituintes 2, 8 e 10 são claramente de àcidos fenólicos e que todos os 

outros são caracteristicos de um perfil de flavonóis glicosilados em C3, do tipo 

caempferol, quercetina  (banda I a λmáx próximos de 350nm) sendo que 1, 3, 4 e 

6  serão também substituidos em C7 (ausência de absorção entre λmáx 290-

310nm). Nenhum dos espectros UV se encaixa na absorção da miricetina e/ou 

seus derivados. 

O espectro UV do ácido p-cumárico (λmáx 292sh, 310 nm)  e o tempo de retenção 

conferem com o constituinte 2 e o do ácido cafeico com o constituinte 8. Neste 

ultimo caso, do seu tempo de retenção pode-se inferir que estamos em presença 

de um derivado deste ácido que não será certamente o ácido clorogénico livre, 
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uma vez, que sairia a tR 28.9 e não 42 como é o caso. Tem, no entanto, um 

espectro UV e um tempo de retenção que confere com o do ácido rosmarinico 

também encontrado no infuso de Melissa officinalis L. O ácido fenólico 10 pode 

também ser um derivado do ácido cafeico, embora os hidroxilos possam estar 

substituidos por metilos uma vez que existem dois picos de absorção equivalentes 

e não um pico predominante e um “shoulder”. 

O composto 1 apresenta a banda II desdobrada, o que é típico de duas 

substituições no anel B, e um perfil geral próximo da quercetina, sendo que a 

maior concavidade observada entre as bandas IIb e IIa, relativamente ao caso da 

quercetina, sugere que um dos hidroxilos em C4’ ou em C3 poderá estar 

substituído por um grupo metilo. A ausência de banda entre λmáx 290-310nm 

indica uma possível substituição em C7 e a banda I a λmáx 352nm é concordante 

com uma substituição em no hidroxilo em C3. Com esta informação podemos 

prever que este composto 1 seja uma isoramnetina-3,7-O- substituída ou 

quercetina-3-O-metil,7-O-derivada.  

No caso do composto 3, a presença de apenas um pico de absorção na banda II a 

λmáx 265nm revela um hidroxilo no anel B em C4’ típico do caempferol. A ausência 

de absorção entre 290-310nm indica uma substituição em C7 e a banda I a λmáx 

345nm é característica do C3 substituído que, dado o tR, talvez seja apenas uma 

ose. Assim, o composto 3 parece ser um caempferol 3,7-O- substituído. 

O composto 4 apresenta as bandas II e I características da quercetina, com 

ausência de absorção a λmáx 290-310nm. Poderá tratar-se de uma quercetina-3-

O-ramnose-7-O- derivada, uma vez que a ramnose torce ligeiramente a molécula 

induzindo uma alteração no λmáx de absorção da banda I e daí a absorção a λmáx 

348nm. 

O composto 5 parece ser similar ao composto 4 apresentando, contudo, outro 

tipo de ose em C3 e o hidroxilo na posição 7 estará livre. 

No caso do composto 6 a absorção a λmáx 264, 318 e 343nm é típica de um 

caempferol 3-O- substituído, e a ausência de absorção a λmáx 290-310nm 
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pressupõe uma substituição na posição 7, talvez esteja próximo da estrutura da 

astragalina mas 7- substituida. No entanto, a substituição em 6" por um grupo 

cumaroil, como acontece com o tilirósido não possa ser descartada, uma vez que 

o perfil de absorção é ligeiramente diferente do que se observa para o caempferol 

3-O-glucósido. 

O composto 7 poderá ser um derivado de quercetina-3-O- substituída com o 7-

OH livre e possíveis substituições nos hidroxilos do anel B e/ou em C6 e/ou em 

C8 o que resulta na inversão da intensidade de absorção das bandas IIa e IIb 

face à quercetina.  

O espectro do constituinte 9 é tipico de estruturas como o caemferol-3-O-

glicosilado, pelo tempo de retenção provavelmente monoglicosilada, sendo que, 

também neste caso, se verifica um desvio na absorção da banda I para menor 

comprimento de onda, o que pode indicar a presença de ramnose em C3 e pelo 

efeito hipocrómico da banda I parece ser o caemferol-3-O-ramnósido. 

 

A maioria dos flavonóides identificados nos extractos alcoólicos do Hypericum 

perforatum L. são derivados glicosilados da quercetina (Dias et al., 1992) 

nomeadamente hiperósido, rutina, isoquercitrina, quercitrina (Nahrstedt e 

Butterweck, 1997), quercetina-3-O-xilósido (Seabra et al., 1992), acetil-rutina 

(Silva et al., 2005), quercetina-3-O-(2”-O-acetil)-beta-D-galactosido, quercetina-

3-O-beta-D-glucuronopiranosido (miquelianina), quercetina-3-O-α-L-arabino 

piranosido (guaijaverina), para além de outros flavonoides como a isoorientina e 

astilbina (5,7,3’,4’-tetrahidroxi–2,3-dihidroflavonol-3-β-O-ramnosido) 

(Jürgenliemk e Nahrstedt, 2002), a apigenina-7-O-glucósido (Cirak et al., 2007), 

caempferol-3-rutinósido e ainda o caempferol livre (Berghöfer e Hölzl, 1986), 

miricetina e luteolina (Schütt e Schulz, 1993).  

Na Fig. 4.1c), correspondente aos compostos fenólicos obtidos no infuso de 

Hypericum perforatum L. os espectros dos constituintes 1, 2, 3, 7 e 8 são 

identificados com ácidos fenólicos e 4, 5 e 6 com derivados da quercetina. 
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Deixando assim de parte muitos dos constituintes que vêm descritos na 

bibliografia para os extractos alcoólicos, o faz algum sentido, nomeadamente 

para o possivel aparecimento de geninas do tipo caempferol, miricetina e 

luteolina. Os derivados da apigenina e da orientina têm também espectros UV 

muito caracteristicos que em nada se aproximam dos que se encontram no 

infuso. 

Para os constituintes 1, 7 e 8 os espectros aproximam-se aos derivados do ácido 

cafeico sendo que este ultimo confere com o constituinte 3. O espectro 7 e o 

tempo de retenção identificam com os do ácido rosmarínico, ou com uma 

estrutura similar, tal como foi encontrado na Melissa officinalis L. e na Tilia x 

europaea L. O composto 2 corresponderá provavelmente ao ácido p-cumárico. 

Para o composto 4, o tempo de retenção confere com o do hiperósido 

(quercetina-3-O-galactósido). No entanto, absorção a  λmáx 290, 310 nm  é mais 

intensa do que o habitual em estruturas deste tipo o que leva a pensar que deve 

haver mais alguma interferência na absorção. A provavel identificação deste 

constituinte com a quercetina-3-O-(2”-O-acetil)-beta-D-galactosido não deve ser 

descartada, embora a inclusão de um grupo acetil no glicósido deve induzir uma 

alteração no tempo de eluição na coluna. 

Para a estrutura a que corresponderá o pico 5, temos claramente uma quercitina-

3-O-derivada que pelo tempo de retenção não confere com a rutina, nem com a 

isoquercitrina mas que pode estar próxima de derivados do tipo quercetina-3-O-

xilósido (Seabra et al., 1992), quercetina-3-O-beta-D-glucuronopiranosido 

(miquelianina), quercetina-3-O-α-L-arabinopiranosido (guaijaverina) ou mais 

provavelmente acetil-rutina (Silva et al., 2005), se acaso o local de acetilação 

interferir no espectro UV a nivel da absorção a λmáx 290, 310 nm que aqui nos 

parece um pouco dubio.   

Dos derivados glicosilados da quercetina, não parecem existir mais nenhum em 

quantidade relevante a não ser o composto 6 que se pode indetificar com a 

quercitrina. A substituição em C3 com uma molécula de ramnose apresenta, 
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normalmente um perfil de absorção UV ligeiramente diferente do que ocorre com 

outras oses o que parece enquadrar-se neste caso. 

Genericamente, mesmo apesar de alguma incerteza motivada pela imperfeita 

separação dos constituintes, podemos afirmar que o tipo de estruturas de 

flavonóides e ácidos fenólicos detectados corresponde aos dados da bibliografia 

sobre esta planta. No entanto, não foram detectadas nesta análise espectros UV 

compatíveis com a estrutura de alguns constituintes relevantes para a actividade 

farmacológica, como são o caso das biflavonas, hipericinas e hiperforinas. No 

caso das hipericinas, tal pode dever-se apenas ao facto de este composto ficar 

retido na coluna dadas as suas características de solubilidade, o que pôde ser 

obviado através de uma alteração do procedimento cromatográfico, 

nomeadamente estendendo o período de integração e baixando a polaridade do 

gradiente na fase final da corrida, o que permitiu detectar a presença de 

hipericina e pseudohipericina na infusão. No caso das hiperforinas e das 

biflavonas, mesmo com as alterações referidas estes compostos não foram de 

todo detectados na infusão. 

 

Na Passiflora edulis Sims está descrita a presença de isoorientina e de orientina 

não se tendo detectado vitexina nem rutina (Pereira et al., 2004), no entanto, 

outros autores referem a presença de diversos glicósidos de flavonóides, 

nomeadamente vitexina, saponarina, saponaretina, rutina e quercetina (Lutomski 

e Malek, 1975), sendo a vitexina e diversos outros flavonóides do tipo C-

glicosilflavonas os seus principais constituintes (Lohdefink, 1976). Foram também 

isolados desta espécie dois C-glicósidos: 6-C-fucosil-luteolina e 6-C-chinovosil-

luteolina (Mareck et al., 1991).  

Numa análise mais detalhada os espectros apresentados na Fig. 4.1d) verificamos 

uma ausência de formas similares aos ácidos fenólicos e uma totalidade de 

espectros correspondentes a prováveis flavonas e/ou flavonóis. Não se tendo 

detectado vitexina ou quercetina sob a forma livre nem rutina, tal como referido 
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por outros autores. Quanto à saponarina deveria apresentar um tempo de 

retenção (tR) muito próximo da 2”-O-ramnosilvitexina mas como tem um 

espectro UV distinto, também não confere com nenhum dos constituintes 

detectados neste infuso. A saponaretina (isovitexina) a existir no infuso deveria 

aparecer depois do composto 8 o que não se verificou. 

Para os espectros dos constituintes 2, 4 e 7 temos um perfil similar à apigenina. 

No entanto, o composto 2 com o tempo de retenção (tR) 35,76 apresenta uma 

intensidade de absorção da banda II e I muito equivalente estando mais próximo 

do espectro tipo vitexina e confere com o do padrão de 2”-O-ramnosilvitexina. 

Para o 4 o espectro e o tempo de retenção apontam para uma estrutura similar 

ao 7-O-glucosido da apigenina uma vez que as bandas I e II mantém o mesmo 

perfil de absorção mas perdeu-se o ombro entre λmáx 290-310 o que sugere uma 

substituição em C7 como também acontece com o composto 7. De qualquer 

modo a absorção de 4 e 7 apresenta algumas diferenças. No composto 4 a banda 

II que apesar de só ter um pico a λmáx 267nm parece ter um ligeiro ombro a λmáx 

252nm o que pode indicar alguma substituição no OH em 4’, ao contrário do 

composto 7 em que o vale λmáx 240-260nm se distingue dos anteriores espectros, 

havendo também ausência do ombro a λmáx 290-310nm. Assim, o composto 7, 

aproxima-se de um 7-O-derivado da apigenina talvez substituido em C8, uma vez 

que a banda I mostra um efeito hipocrómico relativamente aos mesmos 

derivados simples da apigenina, para além da aproximação das bandas para λmáx 

270, 330 como se verifica no caso da 8-hidroxi-apigenina-8-O-glucuronido.  

Os compostos 1, 3, 5 e 6 têm espectros que se identificam com derivados da 

luteolina, sendo que para o 1, o tR confere com o 8-C-glucósido ou seja com a 

orientina.  AS 6-C ou 8-C-substituições na luteolina como são o caso da 

isorientina e da orientina induzem uma alteração na intensidade de absorção da 

banda IIa sendo que no primeiro caso esse efeito se apresenta mais notório. 

Sendo assim, os constituintes 5 e 6, poderiam ser vistos desta forma e 

poderemos até especular que se aproximariam de estruturas propostas por 
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alguns autores como o caso da 6-C-fucosil-luteolina ou 6-C-chinovosil-luteolina 

(Mareck et al., 1991).  

Para o composto 3 existe uma ausência da banda a λmáx 290-310nm o que indica 

a substituição também em C7. 

Por último, o composto 8 confere com o perfil UV do espectro da 7-

metilherbacetina-3-O-glicosido (Campos e Markham, 2007; p.100) e dado o tR 

poderá ser a 7-O-metilherbacetina-3-O-ramnósido. 
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Peak 
name 

Retention 
time 

1 32.69 
2 37.05 
3 38.54 
4 42.42 
5 44.16 
6 44.99 
7 45.34 
8 47.28 
9 48.82 
10 51.87 

 

 Fig. 4.1a – Perfil cromatográfico das infusões preparadas com Melissa officinalis L. e espectros UV dos principais 
constituintes. Gradiente: água ácida/acetonitrilo; fluxo 0,8ml.min-1; detecção a 340nm; coluna Spherisorb® S5 ODS 2 
(250 x 4mm). 
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Peak 
name 

Retention time 

1 35.86 

2 36.46 

3 37.57 

4 37.92 

5 39.02 

6 40.11 

7 41.35 

8 42.09 

9 44.35 

10 45.92 

 

 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4.1b – Perfil cromatográfico das infusões preparadas com Tilia x europaea L. e espectros UV dos 
principais constituintes. Gradiente: água ácida/acetonitrilo; fluxo 0,8ml.min-1; detecção a 340nm; coluna 
Spherisorb® S5 ODS 2 (250 x 4mm). 
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Fig. 4.1c – Perfil cromatográfico das infusões preparadas com Hypericum perforatum L. e espectros UV dos 
principais constituintes. Gradiente: água ácida/acetonitrilo; fluxo 0,8ml.min-1; detecção a 340nm; coluna 
Spherisorb® S5 ODS 2 (250 x 4mm). 

45.89 8 
42.13 7 
41.44 6 
41.07 5 
39.04 4 
29.59 3 
26.33 2 
22.52 

Retention 
time 

1 

Peak 
name 
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Peak Name Retention Time

1 34.38

2 35.76

3 37.80

4 40.08

5 41.44

6 41.94

7 43.29

8 44.44

 

Fig. 4.1d – Perfil cromatográfico das infusões preparadas com Passiflora edulis Sims e espectros UV dos 
principais constituintes. Gradiente: água ácida/acetonitrilo; fluxo 0,8ml.min-1; detecção a 340nm; coluna 
Spherisorb® S5 ODS 2 (250 x 4mm). 
 

92



 

O gradiente utilizado permitiu uma resolução satisfatória dos principais 

constituintes das infusões de Melissa officinalis L., Tilia x europaea L. e Hypericum 

perforatum L. Apenas no caso da Passiflora edulis Sims não foi possível, com este 

gradiente, obter uma boa resolução dos principais constituintes. Ainda assim, 

uma vez que esta resolução se comparava favoravelmente com aquela obtida 

com outros gradientes utilizados em trabalhos anteriores (Coleta, 1998), e havia 

alguma vantagem prática em usar o mesmo gradiente para todos os extractos 

(por exemplo, para a comparação dos tempos de retenção dos vários padrões 

disponíveis, evitava a injecção de um grande número de padrões em 4 gradientes 

diferentes), adoptámos o gradiente referido que, no caso do Hypericum 

perforatum L. teve que ser aumentado no tempo de modo a permitir a eluição de 

constituintes mais apolares que encontramos nesta espécie (hipericinas e 

hiperforinas, por exemplo), como já referido. 

Pudemos verificar que durante o período que durou a realização do screening 

neurofarmacológico (cerca de 3 meses) não foram detectadas alterações na 

composição qualitativa e quantitativa dos constituintes de cada um dos 

liofilizados. Por outro lado, também não foram detectadas diferenças na 

composição das infusões e dos respectivos liofilizados. 

O doseamento colorimétrico dos flavonóides presentes no liofilizado de cada uma 

das infusões revelou que os extractos que evidenciaram uma maior actividade 

farmacológica nos ensaios realizados, nomeadamente o Hypericum perforatum L. 

e a Tilia x europaea L., foram também aqueles que apresentaram um maior teor 

de flavonóides, respectivamente 6,1±0,3% e 5,3±0,2% (m/m) em equivalentes 

de rutina. Para a Passiflora edulis Sims e Melissa officinalis L. os valores obtidos 

foram de 3,5±0,1% e 2,9±0,1% (m/m). No caso do Hypericum perforatum L. será 

importante salientar que na análise do perfil cromatográfico não foi possível 

detectar a presença de hiperforina, quer na infusão quer no seu liofilizado. 

Considerando a natureza lipofílica e a instabilidade relativa deste constituinte e o 

facto de a infusão ser um extracto aquoso, este dado não é muito surpreendente. 
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Contudo, não deixa de ser relevante a ausência deste constituinte pois a 

hiperforina é um dos metabolitos secundários presentes na planta em maior 

quantidade e o principal constituinte lipófilo (2-4,5% do peso seco da planta, 

Maisenbacher e Kovar, 1992) e vários autores têm defendido o seu envolvimento 

na acção antidepressiva clinicamente demonstrada para alguns dos seus 

extractos hidroalcoólicos (Laakman et al., 1998; Zanoli, 2004). Assim, a 

actividade do tipo ansiolítico/ sedativa evidenciada pela infusão liofilizada de 

Hypericum perforatum L. aponta para o possível envolvimento de outros 

constituintes na actividade farmacológica desta planta. Por outro lado, e dado que 

historicamente era à a hipericina que se atribuía a actividade farmacológica dos 

extractos desta planta, verificámos também que os liofilizados das infusões desta 

planta possuíam 0,16±0,01% (m/m) de hipericinas totais. 
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4.2. Análise fitoquímica de Hypericum perforatum L. 

 

4.2.1 Avaliação preliminar dos principais constituintes presentes na 

infusão liofilizada de Hypericum perforatum L.

O Hypericum perforatum L. será provavelmente uma das plantas medicinais cuja 

composição química está mais bem estudada. Sendo o seu uso tradicional 

bastante comum na Europa, o grande interesse na sua potencial utilização clínica 

durante as décadas de 80 e 90 do século passado despoletou a publicação de 

inúmeros estudos sobre a sua composição química. Numa revisão da literatura 

publicada até 1997, haviam sido identificados nesta espécie aproximadamente 

sete grupos de compostos com actividade biológica (Nahrstedt e Butterweck, 

1997). De entre estes, os fenilpropanos, os derivados glicosilados de flavonóides, 

as biflavonas e as proantocianidinas oligoméricas estão biossinteticamente 

relacionados e, conjuntamente, são os principais constituintes dos extractos da 

planta. As xantonas e as naftodiantronas ocorrem, geralmente, em menores 

quantidades (< 1%) e os floroglucinóis podem exceder os 5% no material vegetal 

fresco. 

Assim, considerando os resultados francamente positivos verificados no screening 

neurofarmacológico da infusão liofilizada de Hypericum perforatum L., 

procedemos a uma avaliação preliminar dos seus constituintes, cujos resultados 

se encontram resumidos na Tabela 4.2.1a. 
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Grupo químico pesquisado UV /visível + 
revelação 

Padrões 
co-cromatografados 

Resultado 

 
Carótenoides 
 

- β-caroteno  - 

 
Flavonóides 
 

+++ Apigenina  
Hiperósido (Rf~0,47) 

- 
+ 

Glúcidos + 

D(+)Galactose 
D(+)Xilose 
Maltose 
D(-)Arabinose 
D(+)Glucose 

? 
? 
? 
? 
? 

 
Taninos 
 

+ Ácido gálhico - 

Aminoácidos + Prolina 
Cisteína (Rf ~0,4) 

- 
+ 

 
Alcalóides 
 

- Reserpina e teobromina  - 

Ácidos Fenólicos ++ 
Ácido cafeico (Rf~0,8) 
Ácido clorogénico (Rf~0,6) 
Ácido galhico 
Ácido vanílico 

+ 
+ 
- 
- 

 
Naftodiantronas 
 

++ Hipericina (Rf~0,25) + 

 
Floroglucinóis 
 

- (sem padrão) (sem 
padrão) 

 

 

 

Tabela 4.2.1a - Avaliação preliminar dos principais constituintes presentes na infusão liofilizada de 
Hypericum perforatum L. por TLC, por observação no UV/ visível e revelação. 
 

Confirmou-se a presença neste extracto de diversos constituintes com o 

comportamento cromatográfico característico de diferentes grupos químicos, 

nomeadamente, ácidos fenólicos, aminoácidos, taninos, glúcidos, naftodiantronas 

e diversos tipos de flavonóides. Através dos padrões co-cromatografados foi 

ainda possível identificar alguns dos constituintes do extracto nomeadamente 

hipericina, hiperósido, ácido clorogénico, ácido cafeico e cisteína. No entanto, não 

foi detectada a presença de hiperforina ou de outros floroglucinóis. 
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4.2.2. Doseamento colorimétrico das hipericinas totais 

Segundo a monografia da Farmacopeia Portuguesa VIII (FP VIII) e da American 

Herbal Pharmacopoeia (AHP) as hipericinas totais são doseadas por um método 

colorimétrico. Uma vez que partimos de um resíduo liofilizado da infusão, que não 

deverá conter clorofila (que poderia interferir na determinação), optámos por 

uma simplificação do doseamento descrito na FP VII. Foram preparadas cinco 

soluções padrão de hipericina em metanol (0,1; 0,05; 0,025; 0,0125; 

0,005mg/10ml) e registámos a absorvância a λmax 590nm contra um branco de 

metanol. Os resíduos dos infusos liofilizados foram retomados em metanol para 

uma concentração final de 1mg/20ml e submetidos a ultra-sons durante 15 

minutos. Após filtração foi lida a absorvância da solução a λmax 590nm e por 

interpolação na recta traçada para as diferentes concentrações de hipericina foi 

determinada a concentração de hipericinas totais. De acordo com os resultados 

obtidos, a equação da recta de calibração para o doseamento das hipericinas por 

este método foi: 

[] mM Hipericinas = 96.316 (Abs590nm) + 0.0656 

(R2 = 0.992) 

As hipericinas totais doseadas no resíduo do infuso liofilizado usado nos ensaios 

farmacológicos registaram um valor de 0,16±0,01% (m/m). Este valor aproxima-

se bastante do valor determinado pelo método cromatográfico (ver secção 

4.2.4.), somando as áreas correspondentes aos picos da hipericina e 

pseudohipericina, para a mesma amostra [0,14±0,03% (m/m)].  

No entanto, aplicando o método 

colorimétrico acima referido ao 

resíduo dos extractos etanólicos de 

diversas amostras (no caso de 

diversas plantas colhidas durante o 

ciclo de crescimento da planta) 

Dosagem  Hipericinas  Totais

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

A1 A2 A3 A4

Amostras

m
M

Dosagem HPLC
Dosagem Colorimétrica

Fig. 4.2.2a: Comparação do doseamento de hipericinas totais 
pelo método cromatográfico e pelo método colorimétrico 
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verifica-se que, em média, o valor das hipericinas totais é cerca de 29,9±6,8% 

superior à dosagem feita por HPLC (Fig. 4.2.2a). Esta discrepância poderá ser 

justificada pela presença no extracto etanólico de clorofilas cuja absorção a λmax 

590nm interfere com esta determinação. 

 

4.2.3. Dosagem, isolamento e estabilidade da hiperforina 

A hiperforina é um dos constituintes característicos do Hypericum perforatum L. 

(Monografia AHP). A sua ausência nas nossas preparações poderia ser devida à 

sua não extracção pelo método seguido ou, considerando que se trata de um 

composto instável, facilmente oxidável por exposição à luz solar (Örth et al., 

1999), poderia verificar-se a sua degradação durante o processamento (secagem, 

pulverização, armazenamento) do material vegetal. Uma vez que não existia 

disponível no mercado o padrão puro deste constituinte verificámos, em primeiro 

lugar, a presença deste composto no nosso material vegetal, partindo de uma 

extracção com n-heptano e tomando como referência os dados da bibliografia 

sobre o seu espectro UV, tempos de retenção em diferentes sistemas de HPLC e 

factor de retenção em 2 sistemas de TLC. Seguidamente, procedemos ao 

isolamento da hiperforina com vista à sua dosagem. 

Fig. 4.2.3a: Cromatograma do extracto de n-heptano do Hypericum perforatum L.. Gradiente II 

hpfrn360

0

2

AU

0 10 20 30
Minutes

Hiperforina 

 

Da extracção inicial com n-heptano resultou, após filtração, uma solução límpida 

de coloração amarela intensa. Pelo perfil cromatográfico verificámos que o 
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principal constituinte deste extracto seria a hiperforina (Fig. 4.2.3a), concluindo-

se, portanto, que a ausência da hiperforina dos nossos extractos (infusões) 

liofilizados não estava relacionada com a qualidade do material vegetal. 

Após a primeira TLC preparativa com o sistema desenvolvente constituído por n-

heptano/acetona/t-butilmetileter/ácido fórmico 85% (35/35/33/2) foi possível 

identificar a banda cujo comportamento cromatográfico correspondia á descrição 

da literatura e verificar, na análise por HPLC, que a banda destacada continha 

para além da hiperforina outros constituintes não identificados. Assim, após nova 

TLC preparativa foi possível isolar novamente a banda com o comportamento 

característico da hiperforina e verificar que, desta feita, não se detectavam outros 

constituintes contaminantes (Fig. 4.2.3b). 

Fig. 4.2.3b - Cromatograma após isolamento da hiperforina. Gradiente II 

 

Procedeu-se ao doseamento da hiperforina recorrendo ao método do padrão 

interno. Assim, após o isolamento, purificação, desidratação e pesagem da 

hiperforina obtida a partir dos extractos etanólicos, preparámos uma solução com 

a concentração de 3,6mg/ml da qual foram preparadas 5 diluições sucessivas 

dentro da gama de concentrações das soluções extractivas. Cada diluição foi 
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analisada por HPLC em triplicado e a área do pico obtido em cada análise foi 

usada para calcular a recta de calibração para este constituinte por regressão 

linear. De acordo com os resultados obtidos a equação da recta da hiperforina foi: 

 
[] Hiperforina (mg/ml) = 5 x 10-9 (área HPLC) – 0.014 

(R2 = 0.988) 
 

A hiperforina está presente em quantidades significativas nas flores e folhas de 

Hypericum perforatum L. mas a sua instabilidade, particularmente no caso do 

material vegetal mal seco, pode fazer com que este teor diminua drasticamente 

(Zanoli, 2004). A susceptibilidade à luz e à temperatura da hiperforina pura, bem 

como dos produtos comerciais contendo extractos de Hypericum perforatum L., 

tem sido bastante estudada (Bilia et al., 2002 e Bilia et al., 2001; Orth et al., 

1999). A hiperforina pura é susceptível de sofrer transformações oxidativas, 

sendo bastante sensível à luz e ao calor, quer em pó quer em solução (Örth et 

al., 1999) e foram já identificados diversos produtos da sua oxidação, 

nomeadamente furohiperforina (também chamada de orthoforina) (Verotta et al., 

1999; Örth et al., 1999), piranohiperforina e desoxihiperforina (Shan et al., 2001; 

Vajs et al., 2003) entre outros (Trifunovic et al. 1998; Verotta et al., 2000).  

Quando exposta à luz e ao ar, em solução metanólica, cerca de 90% da 

hiperforina poderá decompor-se (Gray et al., 2000). No entanto, se protegida da 

luz, ar e mantida a -20ºC, esta poderá manter-se estável durante 8 meses (Örth 

et al., 1999). De acordo com a literatura, a hiperforina poderá ser estabilizada 

pela adição de uma pequena quantidade de ácido ascórbico e ácido cítrico à 

solução, ou por formação de um complexo de inclusão com metil-β-ciclodextrina 

(Örth e Schmidt, 2000). A adhiperforina, que é um composto homólogo da 

hiperforina, tem demonstrado uma estabilidade semelhante (Örth e Schmidt, 

2000). A instabilidade da hiperforina é devida ao sistema β-dicarbonilo enolizado, 

uma vez que os derivados naturais sem esta estrutura são estáveis (Verotta et 

al., 1999 e 2000). 
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Durante o desenvolvimento da metodologia para o isolamento da hiperforina, 

fomos também confrontados com este problema e verificámos que o teor de 

hiperforina nos diversos extractos obtidos se alterava ao longo do tempo. 

Verificámos ainda que esta degradação era aparentemente mais intensa e 

acelerada no extracto obtido com n-heptano, onde se verificou uma perda do teor 

de hiperforina superior a 50% em três meses (Fig. 4.2.3c), do que no extracto 

alcoólico, o que está de acordo com os dados obtidos por outros autores (Orth e 

Schmidt, 2000). 

  
Fig. 4.2.3c: Degradação do extracto de n-heptano do 
Hypericum peforatum L. mantido durante 3 meses a T< 
0ºC. Gradiente II.  
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Por outro lado verificámos também que a degradação era particularmente rápida 

nas soluções obtidas após extracção das bandas de TLC preparativa. Contudo, 

trabalhando ao abrigo da luz, sempre que possível em atmosfera de N2 e 

armazenando as amostras a -20ºC, era possível preservar o teor deste 

constituinte (i.e, com uma variação de teor dentro da margem de erro do próprio 

método) durante, pelo menos, 2 dias. 

 

Por último, analisando o teor de hiperforina em extractos etanólicos frescos 

analisados logo após a colheita e extracção do material vegetal com o respectivo 

teor, na mesma solução extractiva, após alguns meses de armazenamento em 

atmosfera de N2 a -20ºC e, ainda, com o teor de hiperforina em extractos 

etanólicos preparados alguns meses após a colheita do mesmo material vegetal 

(ver dados na secção 4.2.6.), pudemos verificar que a hiperforina se degrada 

muito mais rapidamente na solução extractiva do que no material vegetal, o que 

também corrobora os dados obtidos por Orth e Schmidt (2000). 

 

4.2.4. Doseamento de outros constituintes dos extractos etanólicos de 

Hypericum perforatum L. 

No caso do doseamento da hipericina, hiperósido, ácido cafeico, amentoflavona e 

quercitrina nos extractos etanólicos o facto de existirem padrões comerciais 

disponíveis (e estáveis), dispensou-nos de proceder ao isolamento de cada um 

destes constituintes para o seu doseamento por HPLC. Assim, usando novamente 

o método do padrão externo, neste caso preparando 5 diluições dentro da gama 

de concentrações de trabalho, injectámos cada solução em triplicado no HPLC e a 

área do pico obtido em cada análise foi usada para calcular, por regressão linear, 

a recta de calibração de cada constituinte. 

 

De acordo com os resultados obtidos, a equação da recta de calibração para os 

diferentes constituintes foi: 
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[] Hipericina (mM) = 3 x 10-9 (área HPLC) + 0.0198 
(R2 = 0,989) 

 

[] Hiperósido (mM) = 3 x 10-9 (área HPLC) - 0.0978 
(R2 = 0,997) 

 

[] Quercitrina (mM) = 5 x 10-9 (área HPLC) + 0.0091 
(R2 = 0,997) 

 

 [] Amentoflavona (mM) = 1 x 10-9 (área HPLC) - 0.0125 
(R2 = 0,999) 

 

 

4.2.5. Distribuição dos principais constituintes bioactivos nas partes 

aéreas do Hypericum perforatum L. e ao longo do ciclo vegetativo da 

planta 

O Hypericum perforatum L. é uma espécie que apresenta grande variabilidade em 

vários dos seus caracteres morfológicos, fisiológicos e bioquímicos. A variação no 

conteúdo dos seus metabolitos secundários é influenciada por factores ecológicos, 

fisiológicos e genéticos (Poutaraud e Girardin, 2005; Kosuth et al., 2003). 

De acordo com a indicação tradicional, devem colher-se as sumidades floridas 

durante o período da floração e, tipicamente, estas deverão conter uma mistura 

de flores e de rebentos. Os teores dos principais constituintes bioactivos 

dependerão, portanto, do ratio dos principais órgãos da planta presentes nas 

amostras utilizadas na preparação do extracto mas, também, de outros factores 

como a colheita, métodos de processamento do material vegetal, humidade, etc. 

Os factores que podem interferir com o conteúdo dos constituintes bioactivos 

foram resumidos na Fig. 4.2.5a. 
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(Fig. 4.2.5a: Factores que podem afectar o rendimento e o teor de constituintes activos em Hypericum perforatum 
L. Adaptado de Poutaraud e Girardin, 2005) 
 

Assim, pretendemos com este estudo, avaliar a evolução dos teores dos 

principais constituintes ao longo do desenvolvimento da planta, bem como a sua 

distribuição nas diferentes estruturas no momento da floração, de modo a poder 

aferir, para cada um desses constituintes, qual a influência que o momento da 

colheita e o ratio das diferentes partes da planta usadas poderia ter no teor dos 

extractos em estudo. 

Com a metodologia extractiva seguida pretendeu-se apenas replicar o tipo de 

extracção que origina os extractos mais vulgarmente usados. Contudo, será 

importante referir que esta metodologia não permite garantir uma extracção 
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quantitativa de todos os principais constituintes presentes, pelo que a assumpção 

teórica de um coeficiente de extracção de 100%, usada nos cálculos para 

determinação da percentagem desses constituintes no peso seco da planta, 

poderá, em alguns casos, originar um valor significativamente inferior ao real e 

diferente daqueles referidos por outros autores.  

 
 

Constituinte Planta 1 
% (m/m) 

Planta 2 
% (m/m) 

Planta 3 
% (m/m) 

Planta 4 
% (m/m) 

Planta 5 
% (m/m) 

Hipericina 0,07±0.003 0,05±0.001 0,09±0.007 0,15±0.007 0,19±0.008 

Pseudohipericina 0,08±0.004 0,51±0.006 0,28±0.001 0,19±0.002 0,32±0.003 

Hipericinas totais 0,15±0.003 0,56±0.006 0,37±0.007 0,34±0.01 0,51±0.01 

Hiperforina 0,75±0.01 2,30±0.07 2,90±0.04 3,30±0.06 4,40±0.2 

Adhiperforina 0,20±0.002 0,60±0.004 0,70±0.04 0,70±0.03 0,50±0.07 

Hiperforinas totais 0,96±0.01 2,90±0.08 3,60±0.08 4,00±0.09 4,90±0.3 

Rutina 2,06±0.02 1,58±0.01 2,11±0.1 3,24±0.08 2,41±0.06 

Hiperósido Nd Nd Nd Nd 1,63±0.01 

Quercitrina 0,20±0.01 0,30±0.006 0,75±0.01 1,13±0.02 Nd 

Isoquercitrina Nd Nd 0,21±0.003 1,11±0.08 0,97±0.002 

Total de flavonóides 
(rutina) 2,60±0.02 1,88±0.01 3,07±0.1 5,48±0.2 5,30±0.08 

I3,II8-biapigenina Nd Nd Nd Nd 0,16±0.003 

Total biflavonóides Nd Nd Nd Nd 0,16±0.003 

Ácidos fenólicos totais 
(ácido clorogénico) 1,40±0.08 0,60±0.009 2,70±0.1 2,30±0.03 2,40±0.01 

 
Tabela 4.2.5a: Evolução do teor dos principais constituintes nas partes aéreas de Hypericum perforatum L. (folha 
+ flor + caule), ao longo do crescimento da planta. Amostras colhidas após a germinação (Planta 1) com um 
intervalo de aproximadamente 5 semanas (Planta 5 = floração). 
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Constituinte Folha 
% (m/m)  Flor 

% (m/m)  Caule 
% (m/m) 

Hipericina 0,11±0.004  0,35±0.02  0,005±0.0001

Pseudohipericina 0,16±0.01  0,38±0.01  0,005±0.0006

Hipericinas totais 0,27±0.01  0,71±0.03  0,007±0.0006

Hiperforina 2,46±0.06  4,32±0.2  0,09±0.001 

Adhiperforina 0,13±0.005  1,18±0.1  0,01±0.004 

Hiperforinas totais 2,63±0.07  5,54±0.3  0,10±0.005 

Rutina 2,78±0.1  2,70±0.02  0,08±0.003 

Hiperósido Nd  1,91±0.01  Nd 

Quercitrina 0,38±0.009  0,12±0.01  0,03±0.005 

Isoquercitrina 0,25±0.002  0,08±0.007  0,03±0.001 

Quercetina 0,32±0.004  0,71±0.001  0,10±0.007 

Total de flavonóides (rutina) 3,73±0.1  5,52±0.04  0,24±0.01 

I3,II8-biapigenina Nd  0,18±0.004  Nd 

Amentoflavona Nd  0,04±0.002  Nd 

Total biflavonóides Nd  0,22±0.006  Nd 

Ácidos fenólicos totais 
(ácido clorogénico) 2,76±0.07  0,70±0.003  0,07±0.004 

 
Tabela 4.2.5b: Percentagem média dos principais constituintes de Hypericum perforatum L. nas folhas flores e 
caule, doseadas no período de floração. 
 

Flavonóides 

No caso das plantas cultivadas no decurso do nosso trabalho, verificou-se que o 

teor dos flavonóides atingiu os valores mais elevados ainda antes do período da 

floração (5,48%), não diferindo este valor significativamente do teor medido 
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durante a floração (5,3%). A concentração de flavonóides nas diferentes partes 

das plantas colhidas durante a floração, considerando em agregado os principais 

flavonóides doseados, foi significativamente superior nas flores (5,52% vs. 3,73% 

nas folhas).  

Qualitativamente verificaram-se também diversas diferenças significativas, quer 

ao longo do crescimento das plantas, quer entre as diferentes partes aéreas da 

planta florida. A rutina foi identificada como o flavonóide maioritário durante o 

crescimento da planta (1,6-3,2%), atingindo o teor máximo ainda antes da 

floração, período em que a sua distribuição nas folhas e flores não foi 

significativamente diferente. O hiperósido foi detectado apenas durante o período 

de floração, acumulando-se somente nas flores (1.91%), enquanto outros 

autores (Maksyutina e Koget, 1971) referem a sua presença também nas folhas e 

até no caule. A quercitrina foi detectada ao longo do ciclo de vida da planta, 

atingindo valores máximos antes da floração (1,13%) e acumulando 

predominantemente nas folhas (0,38%) durante o período de floração. A 

isoquercitrina, embora não tenha sido detectada nas plantas colhidas durante as 

primeiras fases do desenvolvimento, também atingiu valores máximos antes da 

floração (1,11%), acumulando-se fundamentalmente nas folhas (0,25%) durante 

a floração. A quercetina foi detectada apenas na planta florida e, embora outros 

autores (Smith et al., 1996) tenham referido que a sua acumulação (0,1-0,5%) 

ocorre nas folhas, no nosso caso ocorreu principalmente na flor (0,71%), tal 

como indicado por Benigni et al. (1971). Segundo alguns autores (Nahrstedt e 

Butterweck, 1997), a presença de quercetina livre poderá ser originada pela 

hidrólise dos seus glucósidos durante a secagem e processamento. 

A concentração de flavonóides atinge valores mais elevados durante a floração 

(Cirak et al., 2007; Tsitsina, 1969), embora existam indicações divergentes sobre 

se os valores mais elevados são atingidos nas flores (Tsitsina, 1969) ou nas 

folhas (Cirak et al., 2007). Não obstante, no estudo que realizámos, os valores 

mais elevados foram atingidos ainda antes da floração e, quantitativamente, não 
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se alteraram significativamente quando esta ocorreu, isto apesar de se 

verificarem alterações qualitativas significativas e de, globalmente, o teor de 

flavonóides ser mais elevado nas flores do que nas folhas. Apesar de não existir 

muita informação detalhada sobre o teor dos diversos flavonóides durante o 

processo de desenvolvimento da planta (daí uma das razões porque 

considerámos pertinente realizar este trabalho), existe abundante informação 

sobre o teor destes compostos na planta florida, com indicações que a 

concentração destes compostos pode variar de 2-4% (Nahrstedt e Butterweck, 

1997) até mais de 10% (Tsitsina, 1969). As diferenças verificadas no teor 

individual de alguns flavonóides (hiperósido por exemplo; Hänsel et al., 1993), 

face ao trabalho de outros autores, reflectem não apenas aspectos 

metodológicos, mas também a influência específica de factores genéticos, 

ecológicos e ambientais (Pietta et al., 2001; Martonfi et al., 2001). 

Independentemente destas diferenças, parece-nos claro que o teor de flavonóides 

atinge o seu valor máximo ainda antes do período de floração, contudo, no 

processo de floração ocorre uma significativa alteração na composição qualitativa 

[que no decorrer da floração se transforma também numa alteração quantitativa 

(Tekel’ova et al., 2000)], com uma alteração no teor relativo dos diferentes 

flavonóides e da sua distribuição nas diferentes partes aéreas, cuja relevância 

para a actividade farmacológica da planta é desconhecida.  

 

Biflavonas 

Estes compostos foram detectados apenas na planta florida e exclusivamente nas 

flores. A I3,II8-biapigenina foi detectada na amostra preparada com sumidades 

floridas (0,16%) e também na flor (0,18%), enquanto que a amentoflavona 

(0.04%) foi detectada apenas na amostra preparada com flores. Estes compostos 

não foram identificados na folha nem no caule. Os dados obtidos sugerem que 

estes compostos ocorrem apenas nas estruturas da flor e estão em concordância 

com os resultados de outros autores (Berghöfer e Hölzl, 1987).  
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Considerando que estes compostos poderão ser importantes para a actividade 

farmacológica da planta (Baureithel et al., 1997), os nossos resultados realçam a 

importância da colheita da planta ser feita apenas a partir do momento da 

floração, de modo a assegurar a sua presença no fármaco. 

 

Naftodiantronas 

As chamadas hipericinas (hipericina e pseudohipericina) acumulam-se em 

estruturas morfológicas especializadas (glandulas) que ocorrem nas folhas desde 

as primeiras fases do desenvolvimento e durante a floração expandem-se a todas 

as estruturas da flor (Kosuth et al., 2003). Dependendo do estado de 

desenvolvimento das plantas o teor destes compostos pode oscilar entre 0,03-

0,3% (Brantner et al., 1994). As variedades com folha estreita, com um número 

elevado de glândulas oleosas translúcidas (6.2 por mm), apresentam 

concentrações mais elevadas de hipericina do que as variedades de folha larga 

(2.2 glândulas por mm) (Southwell e Campbell, 1991). A hipericina e 

pseudohipericina diminuem rapidamente após a floração e depois da polinização 

ocorrer (Brantner et al., 1994). Pensa-se que estes compostos estejam 

envolvidos nos mecanismos de defesas da planta, pois o seu teor pode ser 

aumentado em resposta à indução química ou biótica (Sirvent e Gibson, 2002). 

Nas plantas cultivadas durante o nosso estudo a hipericina esteve presente desde 

as primeiras fases de desenvolvimento das partes aéreas da planta (0,05-0,15%) 

e atingiu os valores máximos durante a floração (0,19% nas sumidades floridas e 

0,35% na flor). A pseudohipericina também esteve sempre presente, numa 

proporção superior à hipericina embora, curiosamente, o seu teor máximo 

(0,51%) tenha sido registado logo na segunda amostra colhida, portanto, ainda 

nas fases iniciais do desenvolvimento. A sua distribuição nas diferentes partes 

aéreas durante a floração parece ser idêntica à da hipericina. Os teores 

registados para ambos os compostos estão de acordo com os registados por 

outros autores (Poutaraud e Girardin, 2004) e confirmam a indicação tradicional 
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para que a colheita se processe no momento da floração. A sua presença desde 

as primeiras fases de desenvolvimento tem sido explorada por diversos autores 

na tentativa de desenvolver processos alternativos para a maximização da 

produção destes metabolitos (Zobayed e Saxena, 2004). 

 

Ácidos Fenólicos  

A concentração de ácidos fenólicos, que aumenta gradualmente ao longo do ciclo 

vegetativo da planta, é mais elevada durante o período da floração e é 

equivalente nas folhas e flores (Brantner et al., 1994). No entanto, no caso das 

plantas cultivadas durante este estudo, o teor máximo de ácidos fenólicos 

medidos em equivalentes de ácido clorogénico (2,7%) foi atingido ainda antes do 

período de floração. Durante a floração, apesar de o teor de ácidos fenólicos ter 

sido ligeiramente mais elevado nas folhas do que nas flores, esta diferença não 

foi significativa. Como seria expectável o teor de ácidos fenólicos detectado no 

caule foi significativamente inferior às folhas e flores. 

 

Floroglucinóis  

Os principais floroglucinóis detectados nas plantas cultivadas foram a hiperforina 

(0,75-4,4%) e a adhiperforina (0,2-0,7%). Apesar de referências bibliográficas 

mais antigas referirem que estes ocorrem exclusivamente nas flores e fruto 

(Maisenbacher e Kovar, 1992), estudos mais recentes demonstraram que estes 

compostos estão presentes também nas folhas, embora em concentrações mais 

baixas (1,5%) (Sirvent et al., 2003) e que estão presentes desde as primeiras 

fases do desenvolvimento da planta (Kosuth et al., 2003), tendo sido 

inclusivamente detectados em tecidos indiferenciados em culturas in vitro 

(Karppinen et al., 2005). Estes últimos dados conferem com os resultados obtidos 

que indicam a presença da hiperforina e adhiperforina desde as primeiras fases 

de desenvolvimento da planta, e atingindo valores máximos apenas durante a 

floração. A literatura refere que durante a ontogénese da flor o teor de 

 110



 

hiperforina se acumula principalmente no pistilo (Repcák e Mártonfi, 1997), 

aumenta continuamente de 2,5% nos rebentos mais jovens chegando até 8,5% 

no fruto imaturo (Tekel’ová et al., 2000), o que confere com os resultados deste 

estudo. 

 

Para os diferentes grupos de constituintes o teor registado no caule foi sempre 

significativamente inferior, ou mesmo inexistente (biflavonóides). Assim, um dos 

aspectos que pode decisivamente influenciar o teor de constituintes activos será a 

percentagem de caule presente nas misturas que pode diluir os constituintes 

activos. Alguns autores consideram que, devido a este factor, as sumidades 

floridas deverão corresponder apenas a 25cm (Tekel’ova, et al., 2000) ou 30cm 

(Poutaraud e Girardin, 2005) do topo da planta. 

Verificou-se igualmente que o momento da colheita pode também alterar 

significativamente o teor global dos compostos activos, bem como a sua 

proporção relativa. Os dados obtidos parecem justificar que a colheita da planta 

se faça apenas durante a floração, pese embora a generalidade dos constituintes 

eventualmente envolvidos na actividade farmacológica estarem presentes 

bastante antes do momento da floração, alguns só foram detectados no momento 

da floração (biflavonóides) e, quase todos, atingiram os níveis mais elevados 

durante este período. Uma vez que a floração dura cerca de 3-4 semanas e a 

maturação aproximadamente 3 semanas (Franke et al., 1993), com a hipericina a 

atingir valores máximos no início da floração seguido de um imediato declínio 

(Brantner et al., 1994) e a hiperforina a atingir o valor máximo apenas no período 

de maturação do fruto, parece-nos que para a definição do momento ideal para a 

colheita terá que ser encontrado um compromisso que reflicta a importância 

relativa destes compostos na actividade farmacológica. 
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4.2.6. Preparação de extractos etanólicos de Hypericum perforatum L. 

Os principais grupos de constituintes considerados relevantes para a actividade 

farmacológica são quimicamente bastante diversos, pelo que o solvente ideal a 

usar na metodologia extractiva deve dar conta dessa diversidade. Numa análise 

de diferentes sistemas de solventes Avato e Guglielmi (2004) concluíram que 

para obter uma amostra homogénea representativa de todos os constituintes, 

com menos produtos de degradação, o solvente ideal seria um solvente polar do 

tipo do metanol ou etanol. Para além dos extractos etanólicos convencionais já 

referidos na secção 2.1.2., alguns dos extractos de Hypericum perforatum L. 

referenciados na literatura são extractos metanólicos secos (LI 160S – Dimpfel et 

al., 1998; WS 5570 – Kasper et al., 2006). Assim, resolvemos estudar 

comparativamente a eficácia extractiva do metanol, do etanol e de diferentes 

gradações deste (95, 50, 25%), para os principais grupos de constituintes 

bioactivos. 

Ácidos fenólicos como o clorogénico foram mais eficazmente extraídos com uma 

solução hidroalcoólica a 50%, enquanto a sua extracção com metanol e etanol 

puros evidenciou resultados semelhantes. Na extracção da rutina a solução 

hidroalcoólica a 95% foi mais eficiente seguindo-se metanol puro e só depois o 

etanol puro. A extracção da quercitrina e da isoquercitrina foi equivalente com 

metanol e etanol puros que também não diferiram significativamente da 

extracção com etanol a 95%. Para a quercetina o metanol puro e com etanol a 

50% foram os melhores. A amentoflavona apresentou maior rentabilidade 

extractiva com metanol. A pseudohipericina foi extraída de modo equivalente com 

etanol 50-100% e metanol puro, enquanto para a hipericina a melhor extracção 

foi obtida com os álcoois puros, o mesmo acontecendo com a hiperforina. 

Com a excepção do ácido clorogénico e da quercetina as soluções hidroalcoólicas 

a 25 e 50% evidenciaram uma eficiência extractiva inferior às restantes soluções 

testadas, não parecendo assim justificar-se o seu uso. A solução hidroalcoólica a 
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95% comparava favoravelmente com o etanol e metanol puro no caso da rutina e 

equivalia a estas na extracção da quercitrina e hipericinas. No entanto, 

considerando a eficácia na extracção da amentoflavona e hiperforina, parece 

haver vantagem em proceder à extracção com metanol ou etanol puros. A 

eficiência extractiva do metanol não foi significativamente inferior ao etanol para 

nenhum dos principais constituintes, havendo mesmo vantagem em usá-lo, 

nomeadamente, na extracção da rutina e da amentoflavona. 

O etanol e o metanol apresentaram rentabilidades extractivas semelhantes, pese 

embora o facto de nos casos da rutina e amentoflavona o 1º ter sido mais 

eficiente. 

Será importante referir que as diferenças registadas carecem de validação e de 

estudos mais aprofundados, porquanto este estudo pretendeu apenas verificar, 

por questões de segurança e de disponibilidade dos solventes, se seria possível 

substituir o metanol pelo etanol na extracção e isolamento de dois dos principais 

constituintes (hipericina e hiperforina). Em face dos resultados descritos não nos 

parecem existir, para o efeito pretendido, desvantagens significativas em usar o 

etanol.  

Hypericum perforatum  L. - Extracção comparativa
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Fig. 4.2.6a: Teores dos principais constituintes obtidos na extracção comparativa de uma amostra de Hypericum 
perforatum L. com diferentes solventes. 
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4.2.7. Estabilidade da amostra da planta nas condições do laboratório 

A estabilidade de diversos extractos etanólicos de Hypericum perforatum L. (Bilia 

et al., 2001; Kopleman et al., 2001), bem como das formulações com eles 

obtidas (Bilia et al., 2001; Shah et al., 2005), ou de alguns dos seus constituintes 

isolados (Örth et al., 1999; Wirz et al., 2001), tem sido objecto de múltiplos 

estudos. Atendendo ao uso generalizado destes extractos em inúmeros países e 

ao historial do seu uso até na prática clínica convencional (particularmente na 

Alemanha – Kasper, 1997), não será de estranhar que tenham já sido publicados 

estudos de estabilidade de acordo com a metodologia preconizada pela 

“International Conference of Harmonization” (ICH) (Bilia et al., 2001). Segundo 

estes autores, o armazenamento a 25ºC, em contentores de alumínio resistentes 

à luz, resultou em diferentes prazos de validade (t90) para os diferentes 

constituintes, nomeadamente, cerca de duas semanas para a hipericina, cerca da 

três meses para a hiperforina e vários meses, no caso dos flavonóis. Pondo assim 

em evidência não só a instabilidade relativa dos principais constituintes, mas 

também da dificuldade de aplicação da metodologia ICH a este tipo de produtos. 

A relativa instabilidade de pelo menos dois dos principais constituintes 

(hiperforina e hipericina) destes extractos foi já abordada noutra secção deste 

trabalho e, dada a sua relevância para a actividade farmacológica dos extractos, 

percebe-se que a estabilização destes constituintes se tenha tornado um desafio 

interessante para a tecnologia farmacêutica e já, entretanto, objecto de alguns 

registos de patente (US Patent 6280736; European Patent 1345614).  

Os dados obtidos por outros autores (Kopleman et al., 2001) sugerem que os 

extractos hidro-alcoólicos se podem manter (T< 5ºC; 0% Humidade relativa), ao 

abrigo da luz e oxigénio, durante um período de cerca de 8 semanas, sem 

alteração significativa dos constituintes. No caso do liofilizado preparado com as 

infusões verificámos que, pelo menos, durante um período de cerca de um mês 

(T< 0ºC; ao abrigo da luz) não ocorriam alterações significativas. Assim, 
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conscientes da instabilidade relativa dos principais constituintes nos extractos da 

planta, e da eventual interferência deste factor nos resultados, procurámos 

realizar os ensaios farmacológicos com extractos preparados nas duas semanas 

que antecederam cada ensaio. Contudo, um outro aspecto importante a 

considerar é a estabilidade dos constituintes no material vegetal pulverizado, que 

não foi ainda objecto da mesma caracterização acima referida para os extractos e 

formulações com ele obtidas, mas que naturalmente afectará o teor de 

constituintes bioactivos dos extractos preparados com o mesmo material vegetal, 

mas em diferentes intervalos de tempo. Para aferir em que medida é que a 

instabilidade já referida para os extractos, poderia ocorrer no material vegetal 

pulverizado, afectando assim os resultados dos ensaios farmacológicos, 

determinámos o seu teor nos principais constituintes em três momentos 

diferentes ao longo de um ano, para a mesma amostra de material vegetal 

armazenada no laboratório a T< 0ºC e ao abrigo da luz (Fig. 4.2.7a). 
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Fig. 4.2.7a: Estabilidade dos principais constituintes na amostra de material vegetal ao longo do período de 
armazenamento de 1 ano a T< 0ºC. (T0 = após colheita, T1 = 6meses, T2 = 1 ano) 
 

Os resultados obtidos revelaram que no final dos primeiros 6 meses (T1) a 

amostra de material vegetal revelava já diferenças significativas no teor de 

alguns dos principais constituintes, e particularmente acentuada no caso da 

hiperforina, rutina e ácido clorogénico. No caso da hiperforina uma diminuição 

acentuada do seu teor era previsível em face dos dados que dispomos sobre a 

estabilidade deste constituinte nos extractos e, pese embora a dificuldade de 
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comparar resultados obtidos em diferentes condições, não nos parecem existir 

diferenças entre a intensidade da sua degradação no material vegetal, daquela 

registada por outros autores para o extracto (Bilia et al., 2001). 

 

Quebra em % 
 

T1 T2 

Ácido Clorogénico 48,5 36,7 

Rutina 47,9 49,0 

Hiperósido 6,8 9,7 

Quercitrina 12,5 27,7 

Isoquercitrina 18,1 18,6 

Quercetina -1,2 -251,7 

Amentoflavona 0,3 1,2 

Pseudohipericina 1,6 -0,1 

Hipericina 8,6 18,2 

Hiperforina 48,6 67,6 

Tabela 4.2.7a: % de perda dos constituintes ao longo do período de 
armazenamento (T< 0ºC). T1 = 6 meses; T2 = 1 ano 

 

Tendo em conta que a rutina é também apontada como um constituinte 

importante na actividade farmacológica dos extractos (Nöldner e Schötz, 2002), a 

sua degradação no curto espaço de tempo foi um dado um pouco surpreendente, 

uma vez que não existem indicações que esta, em condições idênticas, se possa 

degradar mais acentuadamente que os restantes flavonóis como o hiperósido 

que, mesmo após um ano de armazenamento, se mantinha com um teor superior 

a 90% do valor inicial (Tabela 4.2.7a). A quercitrina e isoquercitrina também se 

mostraram pouco estáveis e aos 6 meses o seu teor já era inferior a 90% do 
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valor inicial. Curiosamente os níveis de quercetina aumentaram ao longo do 

tempo do ensaio, sugerindo que a hidrólise terá sido um dos processos pelo qual 

diminuíram os teores dos restantes flavonóis, que são na sua maioria derivados 

da quercetina. Este dado também reforça a sugestão de outros autores 

(Nahrstedt e Butterweck, 1997) de que a presença de quercetina nos extractos 

poderá ser devida à hidrólise dos seus heterósidos durante o processamento do 

material vegetal. O ácido clorogénico também se degradou muito 

significativamente logo durante os primeiros 6 meses do ensaio. Podendo 

eventualmente ser um componente importante para a estabilização dos 

extractos, pela sua capacidade antioxidante (Orth et al., 1999) não existem, no 

entanto, indicações da literatura que sugiram que a presença deste composto 

seja relevante para a actividade farmacológica. 

A hipericina e a pseudohipericina evidenciaram neste estudo uma estabilidade 

relativa invulgar. Decorridos os primeiros 6 meses a hipericina mantinha-se com 

cerca de 92% do teor inicial, registando no final do ano cerca de 82%. Enquanto 

que a pseudohipericina aparentemente não sofreu degradação significativa até ao 

final do ensaio. Segundo a literatura publicada a estabilidade destes constituintes 

em extractos hidro-alcoólicos, pode depender bastante das condições 

experimentais (temperatura, humidade, luminosidade), variando desde 140 dias 

(T< -20ºC; na ausência de luz) (Wirz et al., 2001), 12 semanas (T=5ºC/ 0% 

Humidade relativa), 2 semanas (25ºC – guidelines ICH) (Bilia et al., 2001). 

Apesar da dificuldade de comparar resultados obtidos em condições 

experimentais diferentes, considerando que o factor crítico parece ser a luz, e 

comparando apenas com o ensaio a T< -20ºC e ausência de luz, verificamos que 

a estabilidade da hipericina e pseudohipericina aparentemente se deteriora após a 

sua extracção do material vegetal. Este dado sugere que na matriz vegetal em 

que se encontram naturalmente, estes compostos estão, de alguma forma, 

estabilizados (refira-se que estes compostos se acumulam na planta em 
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estruturas morfológicas especiais) e que ao serem retirados dessa matriz se 

tornam mais instáveis.  
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4.3. Análise fitoquímica da Passiflora edulis Sims 

 

4.3.1. Extracção e fraccionamento dos flavonóides presentes nas 

infusões de Passiflora edulis Sims 

O procedimento descrito para a obtenção da chamada Fracção Flavonóide Total 

(TFF) da Passiflora edulis Sims havia já sido utilizado por nós em outros trabalhos 

(Coleta, 1998) e, uma vez que esta fracção havia exibido uma actividade do tipo 

ansiolítico em diversos ensaios farmacológicos, recorremos ao mesmo 

procedimento extractivo com vista ao isolamento dos respectivos constituintes. 

 

4.3.1.1. Preparação das infusões 

As infusões preparadas apresentavam um resíduo seco variável entre cada 

preparação, que verificámos situar-se entre 19 e 23mg/ml (n=5). Uma vez que 

os restantes parâmetros que poderiam afectar o rendimento extractivo 

(temperatura, tempo, agitação, etc.) foram mantidos constantes, admitimos que 

esta variação possa ser devida à tenuidade do material vegetal pulverizado. De 

facto, apesar da calibração do pó ser feita com o tamiz de 20 mesh, abaixo dessa 

granulometria existirá sempre uma gama de diferentes tamanhos de partículas 

que, mesmo com homogeneização, poderá variar entre cada toma da amostra e 

afectar ligeiramente o rendimento da infusão. Não aprofundámos este tópico pois 

pareceu-nos que o mais relevante seria poder verificar, para o produto de cada 

infusão, ou processo extractivo, se existiam diferenças significativas na 

composição qualitativa e quantitativa do resíduo obtido no caso o liofilizado da 

infusão. 

 

4.3.1.2. Extracção dos derivados flavonóides  

Para a monitorização do processo foram sendo realizados vários ensaios ao longo 

da extracção. Desde logo a comparação entre o perfil cromatográfico da infusão e 
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do respectivo liofilizado, já referidos noutra secção. Para o liofilizado, o teor de 

flavonóides determinado pelo método colorimétrico foi de 3,5±0.1% (m/m) em 

equivalentes de rutina, tal como já referido na secção 4.1. Após a fixação dos 

compostos fenólicos com Amberlite XAD-2, determinámos novamente o teor de 

flavonóides no novo resíduo obtido, bem como o perfil cromatográfico do resíduo 

obtido para verificar eventuais alterações ocorridas durante o processo. Na 

comparação dos perfis cromatográficos (Fig. 4.3.1.2a) podemos verificar que 

existe uma sobreposição completa, pelo que podemos concluir que os principais 

constituintes são extraídos e que se mantém a sua proporção com um aumento 

significativo do seu teor no resíduo em análise. 

 

  Passiflora XAD (5mg/ml) 

  Liofilizado Passiflora (5mg/ml) 

2 

AU 

0 

20 40 60

Minutos 
  Fig. 4.3.1.2a: Comparação dos cromatogramas do resíduo do infuso liofilizado de Passiflora edulis Sims e 

do resíduo obtido após fixação dos compostos fenólicos dessa infusão com Amberlite XAD-2. Gradiente B 
 

 

A dosagem colorimétrica confirmou esta última indicação [baseada na intensidade 

relativa dos picos obtidos com soluções de liofilizado e resíduo extractivo do XAD-

2 com a mesma concentração (m/v)], pois verificámos que o teor de flavonóides 

no resíduo obtido nesta fase se situava nos 15.7±0.2% (m/m) em equivalentes 
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de rutina. Fazendo os cálculos com relação ao peso seco do material vegetal 

verificámos que neste passo não houve perda dos flavonóides presentes. 

 

Nesta fase, para além dos derivados flavonóides, o resíduo obtido após a eluição 

da resina de Amberlite XAD-2 conterá outros compostos fenólicos como ácidos 

fenólicos e taninos. Uma vez que em anteriores trabalhos (Coleta, 1998) 

havíamos já confirmado a presença destes compostos por TLC e não estava nos 

nossos objectivos o seu estudo, dispensámos a confirmação da presença destes 

compostos e submetemos o resíduo a uma cromatografia com gel de Sephadex 

LH-20, previamente controlando apenas o seu perfil cromatográfico por HPLC.  

O gel Sephadex LH-20 está indicado para a aferição do tamanho de moléculas de 

produtos naturais como esteróides, terpenóides, lípidos e, dependendo do 

solvente usado, permite também separar os componentes de uma amostra por 

partição entre a fase móvel e a fase estacionária. Este gel é bastante utilizado 

tanto na escala analítica como industrial para a preparação de espécies 

moleculares próximas. No nosso caso, o objectivo com a utilização deste suporte 

era separar os flavonóides dos restantes compostos fenólicos presentes. Este 

objectivo tinha em vista a obtenção de uma fracção purificada dos flavonóides 

presentes na planta, para o seu estudo farmacológico “in vivo” e ulterior 

isolamento dos diversos constituintes para caracterização estrutural e estudo de 

seu perfil farmacológico. Referimos este aspecto, para que se perceba que a 

opção por esta técnica também foi grandemente condicionada pelas quantidades 

significativas de flavonóides que necessitávamos de obter, nas diferentes fases do 

processo (Fracção flavonóide total, subfracções e compostos isolados), para 

concretizar os objectivos deste estudo. 

A separação na coluna de Sephadex LH-20 dos diferentes compostos fenólicos 

depende de factores como o fluxo do eluente, modo de preparação e estabilização 

da coluna, volume de amostra aplicado, regeneração do enchimento, etc., o que 

faz com que, nas condições do laboratório, os tempos de retenção (tR) dos 
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diferentes compostos diferissem de ensaio para ensaio. Assim, procedemos ao 

controlo da separação ocorrida na coluna por TLC em suporte de Sílica 60G, com 

o sistema acetato de etilo/ácido fórmico/água (9:1:1). Nas primeiras fracções do 

eluato recolhido da coluna cromatográfica (Fig. 4.3.1.2b; coluna I) verificámos a 

presença de compostos (não identificados) com elevada polaridade, mas que não 

apresentavam o comportamento característico de flavonóides. Ainda nas 

primeiras fracções (Fig. 4.3.1.2b; coluna II e III), detectámos a presença de 

compostos que pensamos serem ácidos fenólicos, ou seus derivados. A partir de 

determinada altura (Fig. 4.3.1.2b; coluna IV), os eluatos recolhidos revelavam na 

sua constituição apenas a presença de constituintes que, na placa cromatográfica, 

apresentavam uma forte absorção no UV, exibindo fluorescência amarelo-

esverdeada muito intensa após exposição aos vapores amoniacais. Por acção do 

reagente de NEU/PEG as manchas dos constituintes detectados exibiam 

colorações fluorescentes na gama amarelo/ laranja e amarelo/ verde (Wichtl, 

1994). O comportamento descrito é característico dos compostos com estrutura 

flavonóide, mais precisamente do tipo dos derivados da flavona (Markham, 

1982).  

 

I     II     III    IV    V    VI    VII  VIII  IX 

Fig. 4.3.1.2b: Esquema da separação em TLC das 
diversas fracções recolhidas após a cromatografia em 
coluna de Sephadex LH-20, tal como observado após 
revelação com o reagente NEU/PEG 
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Em suma, cremos poder afirmar que esta técnica foi eficaz para separar os 

diferentes derivados flavonóides dos restantes compostos fenólicos adsorvidos 

pela resina de Amberlite XAD-2, nomeadamente taninos e ácidos fenólicos. A 

análise comparativa dos cromatogramas correspondentes ao resíduo da extracção 

com a resina de Amberlite XAD-2 (5mg/100µl) e ao conjunto dos eluatos 

recolhidos após a cromatografia na coluna de Sephadex LH-20 (0,5mg/100µl) 

(Fig. 4.3.1.2c), permite-nos verificar que o teor de flavonóides neste último 

resíduo está francamente aumentado, o que naturalmente resulta da eliminação 

por este processo dos demais constituintes de estrutura não flavonóide. Por outro 

lado manteve-se a proporção relativa dos diferentes constituintes, com a notável 

excepção do constituinte assinalado no cromatograma (Fig. 4.3.1.2c), cujo teor 

verificámos ser particularmente afectado pelo momento em que se inicia a 

recolha das fracções correspondentes aos derivados flavonóides. Segundo o 

esquema da placa de TLC (Fig. 4.3.1.2b) esta recolha deverá iniciar-se algures 

entre as fracções correspondentes às colunas III e IV do esquema. Sendo este o 

momento crítico do processo em que se poderá dizer que ocorre a separação dos 

derivados flavonoídicos dos restantes constituintes, passámos a fazer incidir 

nesta fase o controlo por TLC das fracções recolhidas. Quando as fracções cujos 

constituintes evidenciavam o comportamento característico dos derivados de 

flavonóides foram reunidas, dando origem à designada fracção flavonóide, 

aconteceu que inevitavelmente, devido ao arrastamento, houve sempre a 

necessidade de desprezar um número limitado de fracções (1-3 tubos ≈ 1-3ml) 

que apresentavam já vestígios de derivados de flavonóides mas que eram 

maioritariamente constituídas por outros compostos fenólicos. Nas situações em 

que o “arrastamento” ultrapassava este número de fracções, isto é, quando havia 

maior sobreposição de constituintes flavonóides/ não flavonóides, verificámos que 

a rejeição dessas fracções conduzia a uma alteração na proporção relativa dos 

derivados flavonóides, como foi o caso assinalado no cromatograma da Fig 

4.3.1.2c.  
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  Passiflora XAD (5mg/100µl)

  Sephadex B (0,5mg/100µl)
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Fig. 4.3.1.2c: Comparação dos cromatogramas do resíduo do conjunto das fracções recolhidas na coluna 
de Sephadex LH-20 com comportamento flavonoídico característico (Sephadex B) e o resíduo dos 
compostos fenólicos fixados na coluna de Amberlite XAD-2 (Passiflora XAD). Gradiente B. 

 

 

 

 

4.3.1.3. Subfraccionamento da fracção flavonóide total 

Tal como acima referido para o processo de obtenção da fracção flavonóide total, 

também o processo de fraccionamento foi baseado nos nossos trabalhos 

anteriores (Coleta, 1998). Contudo, tendo em conta que o objectivo era conseguir 

chegar ao isolamento, caracterização estrutural e ensaio farmacológico de 

constituintes isolados das subfracções, tivemos que adaptar o método já 

desenvolvido para o isolamento de quantidades significativas de material vegetal. 

O controlo por TLC da separação obtida na coluna de Sephadex LH-20 evidenciou 

a impossibilidade de conseguir resolver os diferentes derivados dos flavonóides 

presentes, mesmo aumentando a capacidade da coluna (h = 43cm; Ø = 1,5cm) e 

reduzindo o fluxo do eluente. Este era um resultado esperado dado que os 
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derivados dos flavonóides presentes na Passiflora edulis Sims são, 

provavelmente, estruturas molecularmente muito próximas não sendo o 

Sephadex LH-20 o suporte apropriado para a sua resolução. A similitude em 

termos estruturais dos constituintes presentes na fracção flavonóide total era um 

dado que se podia inferir pelo comportamento destes compostos após revelação 

das placas de TLC, pelo tipo de espectros UV dos principais constituintes (Fig. 

4.1c) e até pela fraca resolução dos picos nos cromatogramas já apresentados.  

Anteriormente, havíamos já conseguido a separação de 3 subfracções diferentes 

recorrendo à cromatografia em papel. Atendendo aos resultados já obtidos 

(Coleta, 1998) e às limitações técnicas do laboratório, o “scaling-up” da técnica 

usada anteriormente pareceu-nos ser o processo mais simples para conseguir 

isolar não só as subfracções como os seus constituintes nas quantidades 

necessárias. Para conseguir atingir este objectivo construímos uma câmara de 

saturação com capacidade para a eluição simultânea de 15 folhas de papel 

Whatman 3MM (46x57cm) em cromatografia ascendente. 

Após a cromatografia, a observação das folhas no ultravioleta (350nm) permitiu 

distinguir 3 zonas distintas de forte absorção UV, com comportamento típico dos 

derivados flavonóides do tipo flavona, após exposição ao vapor de amónia. As 

bandas receberam a designação de Subfracção I, II e III (abreviadamente SF I, 

SF II e SF III) respectivamente, por ordem crescente de Rf (0,58; 0,79; 0,90). A 

análise da composição de cada uma destas bandas por HPLC (Fig. 4.3.1.3b) 

permite verificar que houve uma efectiva separação dos constituintes da fracção 

flavonóide total. 
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Fig. 4.3.1.3b: Perfil cromatográfico (HPLC) comparativo das diferentes subfracções obtidas a partir da 
Fracção Flavonóide Total. Gradiente B.  

 

4.3.2. Isolamento dos constituintes das subfracções  

Subfracção I - Em primeiro lugar testámos a mobilidade dos constituintes da 

subfracção I (SF I), aplicando uma gota da sua solução metanólica em tiras de 

papel Whatman® 3MM e desenvolvendo com diferentes gradações de ácido 

acético (7,5%; 15%; 50%). A observação destas tiras no UV permitiu distinguir 

duas zonas distintas de forte absorção desta radiação, verificando-se uma 

separação óptima destas manchas com ácido acético 15%. Uma vez que a análise 

por HPLC (Fig. 4.3.2a) usando diferentes sistemas cromatográficos indicava que 

cada uma destas manchas correspondia a apenas um composto, elegemos este 

sistema para o isolamento subsequente dos dois constituintes da SF I (SF IA e SF 

IB).  

 126



 

 
Fig. 4.3.2a: Perfil cromatográfico (HPLC) da Subfracção I (SF I) e comparação com o comportamento 
cromatográfico das duas manchas isoladas após cromatografia de SF I em papel com HOAC 15%, 
designadas de SF IA e SF IB. Gradiente B. 

 

 

Depois de extraídos das folhas de papel cada um dos compostos SF IA e B foram 

purificados por recurso a colunas pré-revestidas Isolute® C18 (Fig. 4.3.2b e 

4.3.2c).  

 

Fig. 4.3.2b: Perfil cromatográfico da SF IB e da mesma amostra 
após purificação com Isolute® C18. Gradiente B  
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Fig. 4.3.2c: Perfil cromatográfico da SF IA e da mesma amostra 
após purificação com Isolute® C18. Gradiente B  

 

Subfracção II – Tratava-se neste caso da subfracção com a constituição mais 

complexa (Fig. 4.3.2d) e o isolamento dos constituintes não foi possível com uma 

cromatografia monodimensional como no caso da subfracção I. Com os recursos 

disponíveis, a única possibilidade de separar os constituintes desta subfracção foi 

novamente por cromatografia em papel, desta feita recorrendo a um sistema 

bidimensional com BAW e ácido acético 15%. Apesar de este método ter 

permitido isolar 3 dos constituintes da subfracção (SF II A; SF II B; SF II C) (Fig. 

4.3.2d) foram obtidas quantidades limitadas de cada composto. 

 Fig. 4.3.2d: Perfis cromatográficos da subfracção II (SF II) e das subfracções IIA, IIB e IIC isoladas a 
partir desta. Gradiente B 
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No caso da SF III obtivemos uma separação satisfatória dos seus constituintes 

num sistema unidimensional usando como solvente o ácido acético 70% (Fig. 

4.3.2e). 

 

Fig. 4.3.2e: Perfis cromatográficos da subfracção III (SF III) e das subfracções IIIA e IIIB isoladas a partir 
desta. Gradiente B  

 

 

4.3.2.1. Procedimentos de extracção alternativos com vista ao 

isolamento dos compostos SF IA e SF IB  

A já referida necessidade de obtenção de quantidades significativas dos 

constituintes isolados esteve na origem de uma ligeira adaptação do método 

referido na secção 4.3.1.2. e 4.3.2. para a extracção dos derivados dos 

flavonóides. Essa adaptação consistiu apenas basicamente no “scaling up” do 

processo já desenvolvido com aumento da quantidade de material vegetal de 

partida e consequente adaptação e validação das quantidades de resina de 

Amberlite XAD-2 e da capacidade da coluna de Sephadex LH-20. A comparação 

dos cromatogramas da fracção flavonóide total obtida com os dois métodos (Fig. 

4.3.2.1a) revela um perfil semelhante, com a excepção do(s) constituinte(s) do 

pico assinalado no esquema, cujo teor parece ser proporcionalmente menor com 

o novo método. Assim, pudemos concluir que este procedimento poderia ser 

usado na extracção de SF IA e SF IB nas quantidades necessárias para a 

realização dos ensaios farmacológicos. 

 129



 

 

 

Fig. 4.3.2.1a: Comparação dos perfis cromatográficos (HPLC) da fracção flavonóide total obtida com uma 
variação do método inicial. Gradiente B 

4.3.3. Extracção da Passiflora edulis Sims com diferentes solventes  

O objectivo deste processo extractivo era aferir, por intermédio de extracções 

simples, se os principais derivados de flavonóides presentes nas folhas secas da 

planta eram efectivamente extraídos durante o processo da infusão que está na 

base do procedimento extractivo acima descrito. Uma análise do perfil 

cromatográfico obtido para o resíduo das diferentes extracções (Fig. 4.3.3a) 

permite concluir que os principais derivados flavonóides presentes na planta são 

extraídos na infusão, i.e, não se verificou a presença de compostos adicionais 

(pelo menos quantitativamente relevantes), nem houve alteração significativa da 

proporção relativa dos principais constituintes e, portanto, do perfil 

cromatográfico.  
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Fig. 4.3.3a: Comparação dos perfis cromatográficos (HPLC) dos resíduos obtidas na extracção das folhas de 
Passiflora edulis Sims com diferentes solventes. Gradiente B  

 

4.3.3.1. Doseamentos por HPLC dos principais constituintes presentes no 

resíduo da extracção com diferentes solventes 

Os constituintes da infusão, fracção flavonóide total, subfracções e constituintes 

isolados foram doseados em equivalentes de orientina pelo método do padrão 

externo, usando o gradiente B. Para definir a recta de calibração foram usadas 5 

concentrações de padrão (orientina) preparadas por diluições sucessivas de uma 

solução metanólica com 1,07mg/ml (concentração das soluções injectadas: 

2,38mM; 1,19mM; 0,6mM; 0,3mM; 0,15mM). Cada concentração foi injectada 3 

vezes e a recta de calibração para este padrão foi calculada com os valores da 

área do pico registados para cada injecção. Este método foi aplicado no 

doseamento comparativo dos principais constituintes dos resíduos das extracções 

com diferentes solventes e verificámos que a extracção com uma solução de 

etanol a 50% foi aquela que originou teores de flavonóides mais elevados no 

extracto e, analisando cada um dos picos registados no cromatograma (Fig. 
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4.3.3a), verificamos que essa maior eficiência extractiva se verificou para a 

maioria dos derivados de flavonóides presentes (Fig. 4.3.3.1a).  
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Fig. 4.3.3.1a: Comparação do rendimento extractivo dos principais constituintes presentes nos resíduos 
obtidos pela extracção das folhas de Passiflora edulis Sims com diferentes solventes. Gradiente B 

 

4.3.4. Identificação e análise da estrutura dos constituintes isolados  

Com vista á identificação preliminar dos derivados flavonóides presentes na 

Passiflora edulis Sims, começámos por construir uma base de dados, injectando 

no HPLC os padrões disponíveis no laboratório e construindo uma “livraria de 

espectros”, usando a função específica do software (Unipoint 5.11) do 

equipamento. Pretendíamos em primeiro lugar verificar se havia sobreposição dos 

picos detectados e dos respectivos espectros UV com os flavonóides padrão 

injectados. 

 

Uma vez que os constituintes da subfracção I (SF IA e SF IB) foram os primeiros 

a serem isolados, começamos por ensaiar a sua identificação. Tendo em conta 

que os flavonóides encontrados no género Passiflora são principalmente derivados 

glicosilados da luteolina e da apigenina (Abourashed et al., 2002), tendo em 
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conta o comportamento em TLC por acção dos reveladores, e considerando os 

máximos de absorção dos respectivos espectros no UV (Fig. 4.3.4a), podemos 

concluir tratarem-se de derivados da luteolina (máximos de absorção no UV = 

254, 266sh, 347), muito provavelmente glicosilados, pois a respectiva genina 

apresenta um tempo de retenção significativamente superior. 

 

 

SF IA (tR: 37,9) 

 SF IB (tR: 34,2) 

Fig. 4.3.4a: Espectros de absorção no UV dos dois constituintes da 
Subfracção I: SF IA e SF IB. Estes espectros foram registados online 
com o sistema de diode-array acoplado ao equipamento de HPLC, 
usando o gradiente B. 

 

 

Comparando os espectros e tempo de retenção, verificámos que o composto SF 

IB apresenta um tempo de retenção (tR 34,2), compatível com aquele evidenciado 

pelas orientina e isorientina, mas o seu espectro é sobreponível apenas ao da 

orientina (tR 34,9) (Fig. 4.3.4b). 

 
Fig. 4.3.4b: Espectro UV da Orientina registado online com o sistema de 
diode-array acoplado ao equipamento de HPLC, usando o gradiente B.  

 

Analisando uma amostra de SF I adicionada de orientina, em ambos os 

gradientes de HPLC já descritos (A e B), verificamos um enriquecimento do pico 

correspondente ao composto SF IB (tR 8.4/ 34.3, respectivamente nos gradientes 
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A e B). Com a adição de homoorientina (isorientina) a esta solução aparecem, 

nos cromatogramas de ambos os gradientes um terceiro pico (tR 11.0/ 35.0) (Fig. 

4.3.4c) com o espectro UV característico deste composto. Pelos espectros e 

tempos de retenção pudemos concluir que nenhum dos constituintes da SF I seria 

a homoorientina e era possível que o SF IB fosse a orientina. 

 

SF IB + Orientina 

Homoorientina 

 SF IA 

 

0 10 20

 Minutes

Fig. 4.3.4c: Cromatograma de SF I adicionada de Orientina e 
Homoorientina, usando o gradiente A.  

 

Aplicando o composto isolado SF IB numa placa de celulose pré-revestida e co-

cromatografando com orientina, usando ácido acético a 15% como 

desenvolvente, verificámos que o padrão apresentava um factor de retenção (Rf: 

0,1) diferente do composto isolado (Rf: 0,23), o mesmo acontecendo 

cromatografando uma amostra de SF IA isolado adicionada de orientina padrão, 

levando-nos a concluir que o SF IB não seria a orientina. 

 

4.3.4.1. Hidrólise ácida dos compostos SF IA e SF IB 

Para obter informação adicional sobre este compostos, nomeadamente da 

natureza da ligação entre a genina e os eventuais substituintes glicosídicos, 

procedemos à sua hidrólise. Analisando o produto da hidrólise ácida de SF IA, 

verificámos uma alteração do seu comportamento cromatográfico, passando a 

apresentar o mesmo tR em HPLC (Gradiente A = 28.1 / Gradiente B = 49,5), o 
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mesmo Rf em suporte de papel (Ácido acético 70% = 0.56) e o mesmo espectro 

UV (máximos de absorção 245sh, 254, 267, 291sh, 349 nm) que a luteolina pura. 

Estes dados confirmam que SF IA é um derivado da luteolina, mais precisamente 

um derivado O-glicosilado da luteolina, uma vez que era facilmente hidrolisável. 

Após a extracção da solução aquosa do hidrolisado com acetato de etilo, co-

cromatografámos a solução aquosa com diversos glicósidos (galactose, glucose, 

arabinose, ramnose e xilose), não tendo sido possível identificar o glicósido 

resultante da hidrólise deste composto. 

Relativamente ao composto SF IB também se verificou uma alteração no seu 

comportamento cromatográfico após a hidrólise. O composto resultante 

apresentava os mesmos tR em HPLC (Gradiente A = 9.4 / Gradiente B = 34.9) e o 

mesmo Rf em suporte de papel (Ácido acético 15% = 0.15) que a orientina 

padrão e os seus espectros UV eram também sobreponíveis (255, 266, 292 sh, 

348 nm). Estes dados sugerem que o composto SF IB era um derivado O-

glicosilado da orientina. Co-cromatografando a solução aquosa do hidrolisado com 

os glicósidos acima referidos, detectámos a presença de ramnose (Rf = 0.8). Este 

dado sugere que o composto SF IB é um O-ramnósido da orientina. 

 

 

4.3.4.2. Espectros de Ultravioleta 

O espectro UV das flavonas em solução metanólica exibe tipicamente dois 

máximos de absorção na região 240-400 nm. Distinguimos normalmente a banda 

I (300-380nm), cuja absorção está associada ao anel B, e a banda II (240-280 

nm) com a absorção relacionada com o anel A. Aumentando a oxigenação do anel 

B ocorre um desvio batocrómico na banda I. Paralelamente a banda II pode 

aparecer como um ou dois picos dependendo do padrão de oxigenação do anel B. 

Flavonas com oxigenação em 3’ e 4’, exibem dois máximos de absorção (λmáx) na 

banda II como vimos ser o caso de SF IA e SF IB (Campos e Markham, 2007). A 

hidroxilação do anel A produz um desvio batocrómico na banda II. A presença ou 
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a ausência de um hidroxilo (-OH) na posição 5 tem um efeito marcado nas 

bandas I e II. Quando este está ausente ambas as bandas aparecem a 

comprimentos de onda inferiores aos equivalentes 5-OH. Se em 3, 5 ou 4’ houver 

metilação ou glicosilação são observados desvios hipsocrómicos, particularmente 

na banda I. A acetilação de um grupo fenólico anula o efeito do -OH no espectro 

(Mabry, 1970). Estas são algumas das características principais dos espectros UV 

das flavonas e as alterações verificadas nos picos de absorção pela adição dos 

chamados reagentes de “shift”, funcionam como um diagnóstico do padrão de 

oxidação do núcleo flavonóide e do posicionamento dos substituintes presentes. 

A tabela 4.3.4.2a mostra os máximos de absorção registados para o composto 

isolado SF IA e o respectivo hidrolisado, verificando-se que ambos os compostos 

mostram máximos de absorção bastante próximos da luteolina. 

 

Tabela 4.3.4.2a: Máximos de absorção do composto isolado SF IA e respectivo hidrolisado 
 
 UV - λ max. (nm) 
SF IA MeOH 245sh 254 267 291sh 349 
SF IA Hidrolisado MeOH 247sh 255 266 291sh 348 
Luteolina MeOH 245sh 254 267 291sh 349 
Luteolina (Bibliografia) MeOH 242sh 253 267 291sh 349 
 

Daqui se retira que o substituinte removido pela hidrólise do composto 1A não 

interfere significativamente com o espectro UV. 

O espectro das flavonas na presença de metóxido de sódio (NaOMe) 

O NaOMe é uma base forte que ioniza todos os grupos -OH no núcleo flavonóide. 

A adição de NaOMe a flavonas em metanol resulta normalmente em grandes 

desvios batocrómicos em todas as bandas de absorção. No entanto, um desvio da 

ordem dos 40-65 nm na banda I sem diminuição da intensidade de absorção é 

indicativo da presença de um –OH livre na posição 4’. No caso do composto 1A e 

do respectivo hidrolisado verificou-se, para ambos os compostos, um grande 

desvio batocrómico (>50nm) na banda I sem diminuição da respectiva 

intensidade. Em ambos os casos este desvio correlacionava bem com o padrão de 
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luteolina apesar da banda II do hidrolisado de 1A mostrar um ligeiro (~8nm) 

desvio batocrómico relativamente à luteolina padrão (Tabela 4.3.4.2b). 

Tabela 4.3.4.2b: Máximos de absorção do composto isolado SF IA, respectivo hidrolisado e luteolina em presença de 
NaOMe 
 Solução UV - λ max. (nm) 
SF IA MeOH 245sh 254 267 291sh 349 
SF IA NaOMe    266,5   401 
SF IA Hidrolisado NaOMe    274,5   406 
Luteolina NaOMe    266 328sh 401 
Luteolina (Bibliografia) NaOMe    266 329sh 401 
 

O espectro das flavonas na presença de acetato de sódio (NaOAc) 

O acetato de sódio é uma base mais fraca que ioniza apenas os grupos –OH mais 

acídicos, i.e., na posição 3, 7 e 4’. É usado como reagente de diagnóstico para 

detectar o grupo 7-OH que, quando presente, origina um desvio batocrómico de 

5-20nm na banda II. Contudo, quando existe uma oxigenação na posição 6 e 8 

este desvio é imperceptível. As flavonas com um 4’-OH e sem 3 ou 7-OH livre 

apresentam usualmente um ombro pronunciado no maior comprimento de onda 

da banda I. Não se tendo observado um desvio significativo na banda II e 

considerando o desvio observado na banda I, bem como a ausência de qualquer 

ombro no maior comprimento de onda da banda I, não foi possível, neste caso, 

concluir sobre a possível substituição do 7-OH (Tabela 4.3.4.2c).  

 Solução UV - λ max. (nm) 
SF IA MeOH 245sh 254 267 291sh 349 
SF IA NaOAc   267,5 314sh  381 
SF IA Hidrolisado NaOAc   267,5   373,5 
Luteolina NaOAc   269,5  403,5 
Luteolina 
(Bibliografia) NaOAc   269 326sh  384 
 

Tabela 4.3.4.2c: Máximos de absorção do composto isolado SF IA, respectivo hidrolisado e luteolina em 
presença de NaOAc 
 

A presença de grupos orto-di-OH pode ser detectada pela adição de ácido bórico 

(H3BO3) em presença de NaOAc. As flavonas contendo um grupo orto-di-OH no 

anel B mostram neste caso um desvio batocrómico de 12-30nm na banda I, 

enquanto que a presença de grupos orto-di-OH nas posições 6,7 ou 7,8 é 

detectável por um desvio batocrómico de 5-10nm na banda I. O desvio verificado 
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de ~20nm na banda I é, portanto, indiciador da presença de um grupo orto-di-

OH no anel B (Tabela 4.3.4.2d). 

 Solução UV - λ max. (nm) 
SF IA MeOH 245sh 254 267 291sh 349 
SF IA NaOAc/H3BO3  260     371,5 
SF IA Hidrolisado NaOAc/H3BO3  261,5   373,5 
Luteolina NaOAc/H3BO3  263     373,5 
Luteolina 
(Bibliografia) NaOAc/H3BO3  259     370 
 

Tabela 4.3.4.2d: Máximos de absorção do composto isolado SF IA, respectivo hidrolisado e luteolina em 
presença de NaOAc/ H3BO3

 

 

O espectro das flavonas na presença de AlCl3 e AlCl3/HCl 

Flavonas com um grupo hidroxilo em C5 formam complexos com o AlCl3 estáveis 

na presença de ácido. Inversamente, os complexos formados pelo AlCl3 com 

grupos orto-di-OH são decompostos na presença de ácido. Um desvio 

hipsocrómico de 30-40nm na banda I do espectro com AlCl3 após a adição de HCl 

é indicativo da presença de um grupo orto-di-OH no anel B. Por outro lado, a 

presença de 3 hidroxilos em posições adjacentes origina um desvio de apenas 

20nm. Após a adição de ácido à solução contendo AlCl3, qualquer desvio que 

permaneça na banda I ou II relativamente ao espectro metanólico será devida à 

presença de um 5-OH livre. No caso do composto SF IA os resultados indicam a 

presença de um grupo orto-di-OH no anel B bem como de um hidroxilo livre em 

C5 (Tabela 4.3.4.2e). 

 Solução UV - λ max. (nm) 
SF IA MeOH 245sh 254 267 291sh 349 
SF IA AlCl3  273  303sh   425 
SF IA AlCl3/HCl 262,5 274 298sh 356 383 
SF IA Hidrolisado AlCl3  273  301sh 332 426,5 
SF IA Hidrolisado AlCl3/HCl 264,5 275 297 356 380 
Luteolina 
(Bibliografia) AlCl3  274  300sh 328 426 
Luteolina 
(Bibliografia) AlCl3/HCl 266 275 294sh 355 385 
 

Tabela 4.3.4.2e: Máximos de absorção do composto isolado SF IA, respectivo hidrolisado e luteolina em 
presença de AlCl3 e AlCl3/HCl 
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Reunindo os dados cromatográficos, hidrólise e espectro UV com reagentes de 

shift, obtidos para o composto SF IA podemos concluir que a sua estrutura 

provável será do tipo descrito na Fig. 4.3.4.2a. 
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Fig. 4.3.4.2a: Estrutura provável de SF IA com os dados 
cromatográficos, espectros UV e hidrólise.  
X = O-glucósido / -H. 

 

Os resultados relativos ao composto SF IB estão resumidos na tabela 4.3.4.2f. O 

aparecimento de dois máximos de absorção na banda II sugere uma dupla 

oxigenação do anel B nas posições C3’ e C4’. O desvio batocrómico de 65nm na 

banda I após adição de NaOMe indica a presença de um –OH livre em C4’. A 

ausência de desvio (<5nm) na banda II após adição de NaOAc indica a ausência 

de –OH em C7 ou então a presença de substituintes em C6 e C8, como parece 

sugerir a ausência de ombro no maior comprimento de onda da banda I. O desvio 

de ~30nm após adição do H3BO3 indica a presença de grupos orto-di-OH no anel 

B. Este dado é confirmado pela adição de AlCl3 e AlCl3/HCl que sugere ainda a 

presença de um –OH livre na posição 5. 

 Solução UV (nm)      
SF IB MeOH 257 269,5     347,5   
 NaOMe  275   412,5  
 NaOAc  272   388,5  
 NaOAc/H3BO3  263   374 ~435-440sh 
 AlCl3  276 304sh 333,5 427,5  
 AlCl3/HCl  277 297 357,5 385  
 

Tabela 4.3.4.2f: Resumo das características dos espectros UV de SF IB com os diferentes reagentes de 
shift 
 

 139



OHOH

OH

OH
3'e 

 

R

s

p

 

U

c

4

O

e

I

B

N

b

s

C

a

a

l

A

 

 

 

O-Ramnos

O OH

O

O

OH

OH

X
A

B

C

1 2

3
45

6

7
8 1'

2' 4'

5'
6'

  

Fig. 4.3.4.2b: Estrutura provável de SF IB com os 
dados cromatográficos, espectros UV e hidrólise.  

eunindo os dados cromatográficos, hidrólise e espectro UV com reagentes de 

hift, obtidos para o composto SF IB podemos concluir que a sua estrutura 

rovável será do tipo descrito na Fig. 4.3.4.2b.  

tilizámos também os reagentes de shift para analisar os espectros dos dois 

onstituintes maioritários das SF II e SF III, respectivamente RT 43 (SF IIC) e RT 

5 (SF IIIB).  

s resultados relativos ao composto RT 43 estão apresentados na tabela 4.3.4.2g 

 sugerem tratar-se de um composto do tipo 7-O-R-vitexina. Ao contrário de SF 

A e IB o espectro metanólico não parece indicar uma dupla oxigenação no anel 

. O grande desvio batocrómico (~53nm) verificado na banda I após adição de 

aOMe sugere a presença de um –OH livre em C4’. A ausência de desvio na 

anda II após a adição de NaOAc, bem como o ombro no maior λ da banda I 

ugere a ausência de hidroxilação em C7 e confirma a presença de um –OH em 

4’. O desvio batocrómico na banda I após a adição de H3BO3 (~4nm) não sugere 

 presença de grupos orto-di-OH no anel A ou no anel B. Este dado é confirmado 

pós a adição de AlCl3 e AlCl3/HCl uma vez que não são formados complexos 

ábeis com o AlCl3, verificando-se antes a formação de um complexo estável com 

lCl3 que sugere a presença de um -OH em C5. 
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 Solução UV - λ max. (nm) 
RT 43 (SF IIC) MeOH 252sh 271   291,5sh 337,5   
 NaOMe 241,5sh 270 278,5sh 333,5sh 390,5  
 NaOAc  271,5   340,5 403sh 
 NaOAc/H3BO3  270   342  
 AlCl3  278,5 298  349,5 391 
 AlCl3/HCl  279,5 296  347 384 
 

Tabela 4.3.4.2g: Resumo das características dos espectros UV do composto isolado RT 43 com os diferentes 
reagentes de shift 
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Fig. 4.3.4.2c: Estrutura provável de RT 43 (7-O-R-vitexina) 
com os dados cromatográficos e espectros UV.   
X= -glucósido/ -H; R= glucósido 

 

Os resultados relativos ao composto RT 45 estão apresentados na tabela 4.3.4.2h 

e sugerem tratar-se de um derivado da herbacetina. A fraca intensidade relativa 

da banda I sugere a ausência de oxigenação no anel B. Após adição de NaOMe 

também não se verificou um desvio significativo da banda I o que também indica 

a ausência de um –OH livre em C4’. Também o comportamento após adição de 

NaOAc não parece indicar a presença de um –OH livre em C7 e a adição de H3BO3 

não evidenciou a presença de grupos orto-di-OH. O comportamento do espectro 

após adição de AlCl3 e AlCl3/HCl sugere a presença de um –OH em C5. 

 Solução UV (nm) 
RT 45 (SF IIIB) MeOH  269,5  311,5sh    
 NaOMe  269  311,5sh* 366sh  
 NaOAc  269,5  308,5sh 381sh  
 NaOAc/H3BO3  269,5  308,5   
 AlCl3  279,5  318,5 377sh  
 AlCl3/HCl  280  314 374sh  
  *diminuição intensidade após 5' 
Tabela 4.3.4.2h: Resumo das características dos espectros UV do composto isolado RT 45 com os diferentes 
reagentes de shift 
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Fig. 4.3.4.2d: Estrutura provável de RT 45 com os dados 
cromatográficos e espectros UV.   
R1 e R3 = -glicósido; R2 = metil (?) 

 

 

4.3.4.3. Espectros de ressonância magnética nuclear (RMN) 

Para o cabal esclarecimento das estruturas dos dois constituintes isolados da SF I 

recorremos a 1H-RMN e 13C-RMN usando também duas técnicas bidimensionais 

(COSY (1H-1H) e HMBC) para a identificação completa dos picos dos respectivos 

espectros. 

SF IA - Tendo presente a informação estrutural já obtida anteriormente, 

verificamos que o espectro de 1H-RMN (500MHz, DMSO-d6) deste composto 

confirma os dados obtidos, nomeadamente a existência de um grupo orto-di-OH 

no anel B, uma vez que os desvios obtidos para os restantes protões deste anel, 

nomeadamente δ (ppm) = 7.45 (d, J = 2.2 Hz, H-6’), 7.40ppm (s, H-2’) e 

6.90ppm (d, J = 8.4 Hz, H-5’), são consistentes com a presença destes dois –OH 

na posição 3’-4’. A presença dos sinais dos protões da posição 6 e 8 (δ = 6.74; H-

3, H-8 e δ = 6.37; d, H-6) clarifica o posicionamento do substituinte indicando 

que este se localizará na posição 7. De assinalar que o sinal do protão 8 aparece 

escondido pelo do protão 3 o que pode ser confirmado pelo integral deste pico. 

Por outro lado, no HMBC verificou-se uma forte correlação deste sinal a 6.7ppm 

com o C-6 (ca. 104 ppm), o que não aconteceria se este sinal representasse 

apenas o protão da posição 3. Como seria de esperar o protão hidroxilo da 

posição 5 (δ = 13.01ppm) aparece apenas nos espectros traçados sem saturação 

de água (Fig. 4.3.4.3a). 
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Fig. 4.3.4.3a: Espectro 1H-RMN do composto SF IA (500MHz, DMSO-d6) 

Ainda no espectro 1H-RMN os sinais detectados a 5.24ppm (1H, d, J = 7.3 Hz) e 

5.13ppm (1H, s) (Fig. 4.3.4.3b), que desaparecem após a hidrólise, 

correspondem aos protões anoméricos da glucose e ramnose respectivamente. 

 

Fig. 4.3.4.3b: Protões anoméricos do composto SF IA no 
espectro 1H-RMN 

 

Pelo espectro de 13C-RMN (500MHz, DMSO-d6) (Fig. 4.3.4.3c) podemos confirmar 

tratar-se de um di-glicósido e, embora o espectro tenha sido referenciado com 
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um desvio campo abaixo de 4ppm, os sinais detectados são compatíveis com a 

glucose e ramnose (valores corrigidos em 4ppm): 94.4ppm [Glucose (G)1], 73.3 

(G2), 72.3 (G3), 77.3 (G4), 72.4 (G5), 60.3 (G6); 99.3ppm [Ramnose (R)1], 

77.2 (R2), 77.0 (R3), 76.4 (R4), 71.9 (R5), 18.1 (R6). 

 

 

 

Fig. 4.3.4.3c: Espectro 13C-RMN (500MHz, DMSO-d6) do composto SF IA 

Após a hidrólise do composto SF IA o seu espectro 1H-RMN (Fig. 4.3.4.3d) é 

compatível com a estrutura da luteolina, apresentando os desvios seguintes: 

7.42ppm (1H, s, H-2’), 7,39ppm (1H, d, J = 2.3 Hz, H-6’), 6.88ppm (1H, d, J = 

8.4 Hz, H-5’), 6.67ppm (1H, s, H-3), 6.45ppm (1H, s, H-6) e 6.19ppm (1H, s, H-

8). 
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Por último, através dos sinais registados no HMBC e das diferentes correlações 

encontradas, propusemos a estrutura para o composto SF IA (Fig. 4.3.4.3e). 

Fig. 4.3.4.3d: Espectro 1H-RMN do hidrolisado do composto SF IA 
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Fig. 4.3.4.3e: Espectro HMBC de SF IA e estrutura proposta para este composto  
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SF IB – Os principais sinais detectados no espectro 1H-RMN (500MHz, DMSO-d6) 

deste composto (Fig. 4.3.4.3f) foram registados a 13.14ppm (s, 5-OH), 7.55ppm 

(J = 8.5 Hz, H-6’), 7.49ppm (s, H-2’), 6.87ppm (d, J = 8.4 Hz, H-5’), 6.66ppm 

(s, H-3), 6.26ppm (s, H-6) e confirmam a informação dos ensaios anteriores, 

nomeadamente a existência de dois –OH no anel B nas posições 3’ e 4’. A 

ausência do sinal do protão da posição 8 (neste caso, o integral do sinal do 

protão da posição 3 indica que este sinal corresponde a apenas um protão) 

sugere que os dois substituintes glicosídicos, cuja presença pode ser confirmada 

nos espectros de 13C-RMN, poderão estar localizados na posição 8. Os protões 

anoméricos destes glicósidos também são identificáveis no espectro 1H-RMN a 

4.98ppm (s, H-1 Ramnose) e 4.75ppm (d, J = 9.9 Hz, H-1 Glucose).  

 

 

Fig. 4.3.4.3f: Espectro 1H-RMN do composto SF IB (500MHz, DMSO-d6) 

O sinal registado a 0.47ppm sugere que um dos glicósidos poderá ser a ramnose. 

Os dados do espectro 1H-1H COSY (Fig. 4.3.4.3g) permite correlacionar este sinal 

com o dos restantes protões do glicósido. 
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Fig. 4.3.4.3g: Espectro 1H-1H COSY do composto SF IB 

Após a hidrólise permanecem os sinais dos protões glucosídicos e desaparecem 

os protões anteriormente atribuídos à ramnose, sendo o espectro resultante 

equivalente ao da orientina (Fig. 4.3.4.3h). 
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  δ  
Fig. 4.3.4.3h: Espectro 1H-RMN do hidrolisado composto SF IB (500MHz, DMSO-d6) 

 

Pelo número de sinais na região onde aparecem os desvios dos glicósidos no 

espectro 13C-NMR (500MHz, DMSO-d6) de SF IB (Fig. 4.3.4.3i) podemos também 

concluir da presença de duas oses. Para a identificação dos sinais dos diferentes 

carbonos corrigimos os valores da ressonância em 4ppm pois também neste caso 

o espectro não estava correctamente referenciado.  
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Fig. 4.3.4.3i: Espectro 13C-RMN (500MHz, DMSO-d6) do composto SF IB 

 

O sinal a 61.5ppm indica que o 6-OH da C-glucose ligada na posição 8, não está 

substituído. Para verificar em que –OH da glucose se liga a ramnose, atribuímos 

os sinais aos restantes carbonos glicosídicos para analisar a correlação no 

espectro de HMBC (Fig. 4.3.4.3j). 
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Fig. 4.3.4.3j: Espectro HMBC do composto SF IB 

 

Na porção do espectro apresentada assinalámos a correlação verificada entre o 

sinal do protão a 4.977ppm com o sinais dos carbonos 2 da glucose e 3 e 5 da 

ramnose, tal como seria de esperar se a ramnose estivesse ligada à glucose 

através do –OH da posição 2. 

Assim, em face dos resultados obtidos nos diferentes ensaios podemos concluir 

que o composto isolado, designado de SF IB é, de facto, a 2’’-O-ramnosilorientina 

cuja estrutura representamos abaixo (Fig. 4.3.4.3k). 
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 Fig. 4.3.4.3k: SF IB - 2’’-O-ramnosilorientina 
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No contexto deste trabalho, pareceu-nos desnecessário o esclarecimento das 

estruturas dos compostos das SF II e SF III dado estas não terem exibido uma 

bioactividade relevante. 
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Capítulo 2 

Bioactividade 

 

1. Introdução 

No início de um estudo sobre plantas com indicação de uso tradicional no 

tratamento da ansiedade é fundamental considerar que a definição e o termo 

ansiedade são conceitos modernos, que foram assumindo múltiplas formas ao 

longo da história. Subsistem, ainda hoje, na civilização ocidental, crenças 

populares que relacionam as doenças do foro psiquiátrico com fenómenos 

sobrenaturais e foi apenas em meados do séc. XIX que Griesinger concebeu as 

bases da moderna psiquiatria, conceptualizando os distúrbios mentais como 

alterações quantitativas de estados fisiológicos que podem resultar de factores 

externos ou internos. No entanto, Hipócrates já concebia a doença mental como 

uma patologia do cérebro (um desequilíbrio dos 4 humores corporais) tratável 

com dieta apropriada, bebida e abstinência sexual. Cícero dá-nos uma ideia do 

que seria o conceito Romano de ansiedade afirmando que uma “perturbação 

excessiva pode originar doenças da alma causadas por erros no julgamento”. Um 

bom exemplo prático da problemática relacionada com a transposição de uma 

indicação tradicional para um uso terapêutico definido nos dias de hoje é a Erva 

de S. João (Hypericum perforatum L.). Esta planta, que hoje em dia tem a sua 

eficácia no tratamento de depressões ligeiras a moderadas comprovada por 

ensaios clínicos, era colhida tradicionalmente na época da sua floração, por altura 

do solstício de Verão, quando as “forças” do dia e da noite se equilibram, 

acreditando-se, por isso, que tinha o poder de combater “possessões 

demoníacas”, que era uma das formas, digamos pré-científicas, como era 

percebida aquilo a que hoje chamamos de depressão. Sendo a ansiedade um dos 
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componentes normais dos estados depressivos, não podemos por de parte que 

esta indicação de uso tradicional para o combate às “possessões demoníacas” 

envolva uma planta com alguma acção ao nível da ansiedade. 

 

A ponderação da indicação tradicional e a sua eventual relação com uma 

actividade do tipo ansiolítico ou sedativo foi, portanto, um dos aspectos 

considerados no processo de selecção das plantas a incluir neste estudo, cujos 

princípios foram já abordados na secção 1 do capítulo I. Uma vez que as plantas 

envolvidas neste estudo foram já avaliadas por outros autores, apresentamos de 

seguida uma análise mais detalhada das actividades farmacológicas descritas e 

dos mecanismos de acção propostos para cada uma delas. 

 

2. Actividades farmacológicas descritas e mecanismos de acção 

propostos 

2.1. Hypericum perforatum L. 

Apesar dos muitos estudos realizados sobre os constituintes activos e os 

mecanismos de acção do extracto hidroalcoólico de Hypericum perforatum L., 

estes são ainda objecto de muita controvérsia. Neste contexto, fizemos uma 

actualização do estado do conhecimento, analisando a evolução dos vários 

mecanismos propostos e dos compostos envolvidos na actividade farmacológica 

descrita. 

O uso medicinal desta planta é conhecido desde a antiguidade sendo-lhe 

atribuídas diversas propriedades medicinais nomeadamente como agente 

cicatrizante, diurético, antibiótico, antiviral e efeitos antidepressivos (Upton et al., 

1997). Durante a década de 90 do século passado surgiu um interesse crescente 

no seu uso como antidepressivo e vários extractos hidro-alcoólicos têm sido 

extensivamente usados na práctica clínica convencional pelas suas propriedades 

antidepressivas (Kasper 1997; Linde et al., 1996; Gastpar et al., 2006; Whitten 

et al., 2006). Estudos clínicos demonstraram a sua acção relativamente ao 
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placebo no tratamento da depressão, com uma eficácia comparável a moléculas 

de síntese usadas actualmente e com uma menor incidência de efeitos adversos 

(Linde et al., 1996; Linde et al., 2005). Estas investigações contribuiram para o 

uso generalizado desta planta em alguns países como a Alemanha (Orth et al., 

1999) e os E.U.A. (Bennett et al., 1998). 

 

 

2.1.1. Mecanismos de acção propostos 

Hipócrates é considerado como tendo sido o primeiro a descrever a depressão 

como uma condição somática. Estudos iniciados nos anos 50 deste século 

levaram à formulação da hipótese da depressão ser causada pela diminuição da 

concentração de neurotransmissores monoaminérgicos. Esta hipótese tem sido 

desenvolvida e, hoje em dia, pensa-se que uma desregulação da função 

monoaminérgica pode conduzir à depressão (Bennett et al., 1998). O “design” 

experimental dos estudos que visam a identificação de potenciais novos 

antidepressivos e a caracterização dos seus mecanismos de actuação tem sido 

baseado nesta hipótese. 

Uma das questões abordadas em qualquer dos mecanismos considerados de 

seguida tem que ver com a definição da concentração terapêutica do H. 

perforatum L. e, consequentemente, com as concentrações atingidas in vivo. Esta 

é uma matéria particularmente sensível e complexa pois os diferentes 

constituintes individuais apresentam perfis farmacocinéticos distintos e factores 

como a fraca penetração na barreira hemato-encefálica ou lenta eliminação dos 

tecidos cerebrais podem estar relacionados com o lento e crescente aparecimento 

da acção antidepressiva. A título de exemplo, considerando apenas as duas 

principais hipericinas, verifica-se que a absorção da hipericina é mais lenta que a 

pseudo-hipericina (2-2,5h vs. 0,5-1h) e durante a administração crónica (3 x 300 

mg/dia) as concentrações plasmáticas no “steady-state” só são atingidas ao fim 

de 4 dias. A hipericina e a pseudohipericina atingem concentrações plasmáticas 
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de 8,5 e 5,8 ng/ml, respectivamente. A mediana da semi-vida de eliminação é de 

cerca de 25h para a hipericina e de 16-36h para a pseudohipericina, tendo sido 

sugerido que a concentração no cérebro seja apenas 1/20 da concentração 

plasmática mas com uma semi-vida de, possívelmente, algumas semanas 

(Brockmöller et al., 1997; Upton et al., 1997). 

 

2.1.1.1. Inibição da actividade enzimática da Monoaminoxidase (MAO) e 

Catecol-O-metil-transferase (COMT) 

No caso do Hypericum perforatum L. o primeiro mecanismo de acção proposto foi 

a inibição da monoaminooxidase (MAO) A e B, enzimas envolvidas na degradação 

de neurotransmissores como a serotonina, noradrenalina ou a dopamina, tendo 

mesmo a hipericina sido considerada como a substância responsável por essa 

inibição (Suzuki et al., 1984), não obstante o extracto testado conter um teor 

significativo de derivados de flavonóides. Este antagonismo da MAO foi 

confirmado posteriormente como sendo o mecanismo de acção provável, mas 

como resultado da actividade de substâncias pertencentes ao grupo dos 

flavonóides e xantonas (Demisch, et al., 1989 e Sparenberg et al., 1993). Com 

vista ao esclarecimento dos constituintes envolvidos na interacção com a MAO, 

outros autores procederam ao estudo da actividade sobre esta enzima de 6 

fracções do extracto de H. perforatum L., bem como das hipericinas isoladas a 

partir deste, usando hipericina sintética como padrão de referência (Bladt e 

Wagner, 1994). Neste ensaio, o conjunto das hipericinas, a pseudohipericina e 

hipericina isoladas, e a hipericina de síntese, não mostraram qualquer inibição 

significativa da MAO com concentrações até 0,1 mM. Contudo, a fracção de 

compostos polares (contendo glicósidos de flavonóides, taninos e procianidinas) 

mostrou ser mais activa, com um grau de inibição de 39% para uma 

concentração de 10-4 M, assim confirmando os resultados de Demisch, et al. 

(1989) e Sparenberg et al. (1993). No entanto, os autores concluíram que a 

actividade antidepressiva não podia ser explicada em termos de inibição da MAO, 
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pois as doses necessárias in vitro para verificar este efeito eram bastante 

elevadas. Num outro trabalho sobre a actividade da hipericina, do extracto total e 

de seis fracções, desta feita sobre a MAO e a catecol-O-metil-transferase (COMT), 

verificou-se que na concentração de 0,01 mM apenas duas fracções mostraram 

actividade (Thiede e Walper, 1994) e que na concentração de 0,001 mM 

nenhuma das soluções testadas mostrou qualquer actividade inibitória sobre a 

actividade da MAO. Assim, estes autores concluíram também que as 

concentrações necessárias eram demasiado elevadas para que a inibição da MAO 

pudesse, por si só, justificar a actividade antidepressiva concluindo, por outro 

lado, que a hipericina não possui qualquer actividade assinalável sobre esta 

enzima. Igualmente, o extracto de H. perforatum mostrou uma fraca actividade 

inibitória da COMT (35%), obtida apenas com concentrações elevadas (0,1 mM), 

o mesmo se tendo verificado com as outras fracções e com a hipericina. Estes 

autores também concluíram que seriam os derivados de flavonóides e/ou as 

xantonas e não a hipericina, os compostos responsáveis pela fraca actividade 

inibitória dos extractos sobre a MAO e COMT.  

Isoladamente, diversos derivados de flavonóides presentes nos extractos de H. 

perforatum L., tais como a quercetina, caempferol, luteolina e quercetina-3-O-

ramnósido, inibem significativamente a MAO (Sparenberg et al., 1993).  A 

1,3,6,7-tetra-hidroxi-xantona, que existe em quantidades vestigiais nas folhas e 

caule, também inibe a MAO A (99%) em concentrações relativamente baixas 

(95µM). Contudo, a concentração em que estes compostos existem nos extractos 

não permite considerá-los como sendo responsáveis pela actividade 

antidepressiva, no entanto, a ligeira inibição da MAO e da COMT pelos extractos 

poderá ser devida à sua presença. 

Por último, em estudos mais recentes, verificou-se igualmente que o extracto 

metanólico total apresentava uma actividade inibitória da MAO A e MAO B com 

IC50 superior a 100 µg/ml sugerindo, mais uma vez, que este mecanismo terá 

pouca relevância para explicar a actividade antidepressiva in vivo (Müller et al., 
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1997). Para além da fraca actividade inibitória do extracto de H. perforatum L. 

sobre a MAO in vitro, foi também já demonstrado que as actividades da MAO no 

cérebro de rato permanecem inalteradas após tratamento crónico e agudo (Yu, 

2000). 

Assim, independentemente de os extractos de H. perforatum L. possuírem 

constituintes com actividade inibidora sobre a MAO e de não estar estabelecida a 

relevância deste facto para a actividade farmacológica dos extractos, pode-se 

concluir, dos estudos citados, que a inibição da MAO não será certamente o 

principal mecanismo envolvido na actividade antidepressiva dos extractos de H. 

perforatum L. 

 

2.1.1.2. Interacção com diferentes tipos de neurotransmissores e 

receptores 

As primeiras indicações sobre a possível interferência com o sistema 

serotoninérgico foram referidas por Müller e Rossol (1994), na sequência do seu 

estudo sobre a influência do extracto metanólico LI-160 (0,3% hipericina e 6% de 

flavonóides – Lichtwer Pharma) sobre a expressão dos receptores serotonérgicos. 

Estes autores usaram uma linha celular de neuroblastomas para estabelecer um 

modelo para a regulação de neurotransmissores, por intermédio de compostos 

imunologicamente activos tais como as citoquinas, tendo verificado uma 

diminuição da expressão de receptores bastante significativa para uma 

concentração de 0,05 mM (0,5µg/ml = 6 ng/ml em hipericina). Para além disso, 

este efeito foi detectável com concentrações mais baixas, dentro da gama de 

concentrações passível de ser atingida durante o tratamento com este extracto 

(Brockmöller et al., 1997). As alterações na neurotransmissão central verificadas 

algum tempo após o início do tratamento crónico com antidepressivos tem sido 

considerada como um factor chave na acção dos fármacos antidepressivos, 

sugerindo que a modulação dos próprios receptores possa estar envolvida no 

mecanismo final desta acção (Müller et al., 1997). 
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Ao estudarem o efeito do extracto metanólico LI-160 sobre a recaptação de 

serotonina (5-HT) em sinaptosomas de rato, Perovic e Müller (1995) 

demonstraram que este extracto causa 50% de inibição da recaptação de 5-HT 

com uma concentração de 6,2 µg/ml. Apesar de esta concentração ser elevada, 

os autores sugeriram que, com a acumulação originada pelo esquema posológico 

seguido normalmente, poderiam ser atingidos valores desta ordem de grandeza, 

tendo concluído que esta inibição poderia ser um dos mecanismos possivelmente 

responsáveis pela actividade do extracto. Estes resultados foram confirmados 

posteriormente (Rolli et al., 1995), tendo-se verificado adicionalmente que a 

recaptação sinaptosómica da noradrenalina (NA) também era inibida, sugerindo 

que o mecanismo de acção dos extractos de H. perforatum L. poderia ser 

semelhante a outros fármacos antidepressivos, como os tricíclicos antidepressivos 

(TCA’s) ou os inibidores específicos da recaptação da 5-HT (SSRI’s). 

Na sequência destes trabalhos, o extracto LI-160 e as fracções contendo 

hipericina e campferol foram testados sobre nove tipos de receptores diferentes, 

em sinaptosomas preparados a partir de murganhos, e foi estudada a sua 

interferência com a recaptação de serotonina (5-HT) e noradrenalina (NA) (Müller 

e Schäfer, 1996). O extracto inibiu a ligação específica ao receptor 5-HT1A, com 

um IC50 de 15 µg/ml (concentração um pouco superior aos estudos de Perovic e 

Müller (1995), no entanto o método usado foi ligeiramente diferente) e, por outro 

lado, inibiu a recaptação da 5-HT e NA com um IC50 < 15 µg/ml. Ainda, o extracto 

inibiu a ligação específica ao nível do receptor muscarínico colinérgico (mAChR) 

mas apenas com concentrações elevadas (150 µg/ml). Não foi observada 

qualquer actividade significativa ao nível dos receptores adrenérgicos α1, α2 e β, 

nos receptores 5-hidroxitriptamina (5-HT2), nem no local de ligação da 

imipramina. As fracções contendo hipericina e campferol mostraram actividade 

apenas nos receptores mAChR e nos locais de recaptação da 5-HT e da NA, mas 

apenas com concentrações elevadas (IC50 > 0,1 mmol/L). Os autores concluíram 

que as soluções testadas exerciam uma actividade significativa sobre os 
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receptores estudados apenas com concentrações elevadas e que a eficácia 

bioquímica in vivo do efeito inibitório na recaptação de 5-HT e NA deveria ser 

questionada. No entanto, tal como sugerido por Perovic e Muller (1995), estes 

autores também concluíram que, no caso da interacção do extracto com a ligação 

ao receptor 5-HT1A e da inibição da recaptação da 5-HT e NA, as concentrações 

estudadas in vitro seriam compatíveis com a dose média diária do extracto de H. 

perforatum L. quando usado como antidepressivo.  

A inibição da recaptação sinaptosómica de 5-HT pelo extracto LI-160 foi 

confirmada por Müller et al. (1997), que verificaram um IC50 de 2 µg/ml. 

Igualmente, o extracto também inibiu a recaptação da NA e da dopamina (DA) 

com uma potência semelhante. Enquanto alguns fármacos antidepressivos inibem 

a recaptação sinaptosómica da 5-HT e NA com igual potência, não são conhecidos 

outros fármacos que exibam potência similar nos três sistemas considerados. A 

elevada potência do extracto LI-160 na inibição da recaptação sinaptosómica 5-

HT, NA e DA está de acordo com a actividade antidepressiva mas também com 

algumas propriedades miméticas da DA em experiências com animais (Winterhoff 

et al., 1995; Butterweck et al., 1997).  

De acordo com a literatura, o tratamento subcrónico de ratos com imipramina 

conduz a uma significativa diminuição da densidade de receptores adrenérgicos β 

e 5-HT2 no cortex frontal (Leonhard, 1993; Duncan et al., 1994). Curiosamente, 

um tratamento semelhante com o extracto LI-160 originou uma diminuição 

(16%) da densidade de receptores adrenérgicos β no cortex frontal (sem alterar a 

afinidade do radioligando para os receptores) e um aumento (15%) na densidade 

dos receptores 5-HT2 (Müller et al., 1997). Ainda, para este mesmo extracto, foi 

demonstrado um aumento (50%) na densidade de receptores 5-HT1A e 5-HT2A, no 

cérebro de rato, sem alteração da afinidade, após um tratamento prolongado 

(Teufel-Mayer e Gleitz, 1997), confirmando assim a indicação de que o extracto 

LI-160 poderá interferir com a expressão dos receptores serotoninérgicos. Estes 
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dados são consistentes com as alterações na expressão de receptores 

serotoninérgicos verificadas após tratamento com antidepressivos sintéticos. 

Em termos dos constituintes envolvidos na interacção com os receptores 

serotoninérgicos ou na recaptação da 5-HT, NA ou DA, verificou-se que a 

hipericina não estaria envolvida nestas actividades (Raffa, 1998). A hipótese do 

possível envolvimento da hiperforina na actividade antidepressiva dos extractos 

de H. perforatum L. foi inicialmente explorada por Chatterjee et al. (1998) e 

Müller et al. (1998) após terem verificado que algumas actividades do extracto 

alcoólico de H. perforatum L. não eram observadas na ausência deste composto 

(Chatterjee et al. 1996). Assim, estes autores demonstraram que a hiperforina é 

um potente inibidor da recaptação de 5-HT, DA, NA, GABA e L-glutamato com 

valores de IC50 entre 0,09 e 0,18 µM (0,05 – 0,1 µg/ml) (5-HT, DA, NA, GABA) e 

0,5 µg/ml para o L-glutamato, e que a actividade de dois extractos com 

diferentes teores de hiperforina em dois paradigmas farmacológicos 

convencionais (teste da natação forçada, teste do desespero comportamental) se 

correlacionava bem com o teor de hiperforina. Foi também verificado que as 

concentrações de extracto necessárias para a inibição da recaptação dos 

diferentes neurotransmissores eram cerca de 100 vezes inferior ao valor 

necessário para a inibição da MAOA e da MAOB. Por outro lado, a hipericina e o 

caempferol não evidenciaram actividade na recaptação de nenhum dos diferentes 

neurotransmissores em estudo. 

A hipótese da inibição da recaptação da serotina pela hiperforina continuou a ser 

explorada, tendo-se confirmado que extractos contendo hiperforina e a própria 

hiperforina isolada inibiam de modo inespecífico a recaptação de 5-HT em células 

peritoneais de rato (Chatterjee et al., 1998). Estes autores demonstraram ainda 

que a hiperforina bloqueava o chamado efeito Bezold-Jarisch (mediado por 

receptores 5-HT3) em ratos anestesiados, de um modo independente da dose, 

sugerindo que o efeito observado não é devido a um efeito antagonista no 

receptor propriamente dito, tendo concluído que, apesar de a hiperforina modular 
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processos mediados pela 5-HT (inibição da contracção do íleon de cobaia induzida 

por 5-HT), esta não seria um agente anti-serotoninérgico (inibe também outros 

agentes espasmogénicos) e que os seus efeitos não seriam mediados 

directamente por interferência com o receptor.  

Reforçando a tese de um mecanismo envolvendo a recaptação de 

neurotransmissores, verificou-se que recaptação de 5-HT e NA em astrócitos 

(células que rodeiam os terminais sinápticos e regulam a neurotransmissão 

através dos seus sistemas de recaptação), também foi inibida de modo 

dependente da dose pelo extracto LI-160 (Neary e Bu 1999). Os dois sistemas 

transportadores foram afectados de forma diferente: para a 5-HT o principal 

efeito foi uma diminuição de 50% da taxa de transporte máximo, enquanto que 

para a NA, foi uma redução de 4,5 vezes na afinidade aparente da NA para os 

seus locais de recaptação. Após remoção do extracto a recaptação retomou os 

valores normais indicando que a inibição verificada não era devida a um efeito 

tóxico (Neary e Bu 1999). Com um outro extracto hidroalcoólico de H. perforatum 

L. foi também verificada uma inibição da acumulação de [3H]5-HT em 

sinaptosomas do córtex de rato, com um IC50 de 7,9 µg/ml (Gobbi et al., 1999). 

Neste caso, o IC50 determinado para a hiperforina pura foi de 1,8 µg/ml, pelo que 

se pode concluir que a actividade do extracto não podia estar relacionada apenas 

com o conteúdo de hiperforina (< 5%). Contudo, usando o citalopram (um 

inibidor selectivo da recaptação da 5-HT) como ligando competitivo, concluiu-se 

que o efeito inibitório não podia ser devido a uma interacção directa e bloqueio 

dos transportadores de 5-HT pois o extracto, tal como a hiperforina, não inibiu a 

ligação do citalopram. Ainda, foi também demonstrado que 3-10 µg/ml do 

extracto e 0,3-1 µg/ml de hiperforina, induziam uma libertação de trítio 

significativa em sinaptosomas previamente “carregados” com [3H]5-HT. Este 

efeito assemelhava-se ao de um composto do tipo reserpínico (Ro-04-1284), isto 

é, era ligeiramente atrasado e independente do transportador de 5-HT e do 

cálcio. Os autores sugeriram que o extracto origina uma depleção dos grânulos de 
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armazenamento, aumentando a concentração citoplásmica de 5-HT e este 

aumento é, presumivelmente, responsável pela aparente inibição da captação de 

[3H]5-HT. No entanto, as concentrações necessárias para originar este efeito do 

tipo reserpínico (> 3 µg/ml de extracto), não parecem ser atingidas no cérebro 

após doses farmacologicamente activas do extracto, tal como indicado pelo facto 

de não terem sido encontradas alterações significativas nos níveis cerebrais de 5-

HT e ácido 5-hidroxindoleacético (5-HIAA), após um esquema de tratamento (3 x 

300 mg/kg/dia) activo num modelo preditivo da actividade antidepressiva (Gobbi 

et al., 1999).  

A possibilidade dos extractos de H. perforatum L. interferirem com o 

armazenamento da 5-HT nas vesículas pré-sinápticas, inibibindo a recaptação de 

serotonina, foi também confirmada subsequentemente por Roz et al. (2003). Por 

último, foi também sugerido que o mecanismo de inibição da recaptação de 

neurotransmissores estará associado a uma elevação da concentração intracelular 

de sódio, provavelmente como consequência da activação do trocador Na+/H+ 

devido a uma diminuição do pH intracelular (Wonnemann et al., 2000).  

Independentemente de não ser ainda consensual a relevância da inibição 

inespecífica da recaptação de 5-HT, DA, NA, GABA e L-glutamato, para a 

actividade antidepressiva dos extractos, acredita-se que esta actividade está 

dependente da presença de hiperforina e envolve mudanças da concentração 

intracelular de sódio e/ou do armazenamento de 5-HT nas vesículas pré-

sinápticas. 

Assim, considerando, a aparente importância da hiperforina na recaptação de 5-

HT, DA, NA, GABA e L-glutamato (Müller et al., 1998), foi também estudado o 

efeito desta substância sobre vários mecanismos de condutância iónica em 

neurónios isolados do hipocampo de rato, com vista a determinar o tipo de 

interacção com os transportadores membranares (Chatterjee et al., 1999). Na 

concentração de 1µM a hiperforina inibiu virtualmente todas condutâncias 

testadas e os efeitos não eram revertidos após a sua remoção. Apesar da 
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corrente induzida pelo propionato de α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol 

(AMPA) ser inibida pela hiperforina de uma forma competitiva, estas respostas 

não eram completamente bloqueadas por concentrações elevadas desta 

substância. Pelo contrário, a conductância iónica activada pelo receptor N-metil-

D-aspartato (NMDA) era completamente inibida pela hiperforina de um modo não 

competitivo. A hiperforina aparece assim como um potente modulador dos 

mecanismos envolvidos na condutância iónica neuronal. No entanto, vários dos 

efeitos observados para a hiperforina não parecem ser mediados por um 

mecanismo molecular único (Chatterjee et al., 1999). 

Foi também sugerido que os efeitos inespecíficos observados in vitro poderiam 

ser devidos à lipossolubilidade da hiperforina ou à elevada reactividade química 

desta substância. Assim, foram estudados os efeitos da hiperforina na fluidez de 

membranas cerebrais tendo-se verificado existirem interacções físico-químicas 

com estruturas membranares específicas, com alteração das propriedades das 

membranas, para a mesma gama de concentrações em que a hiperforina inibe a 

recaptação de vários neurotransmissores, podendo este efeito ser relevante para 

a actividade farmacológica evidenciada (Eckert e Müller, 2001; Eckert et al., 

2004). 

Estando demonstrada a interferência com a recaptação de diferentes 

neurotransmissores, foram também estudados os efeitos da administração aguda 

de dois extractos de Hypericum perforatum L., com diferentes teores de 

flavonóides, nos níveis de 5-HT, NA e DA no cortex, diencéfalo e tronco cerebral 

no cérebro de rato (Calapai et al., 1999). O extracto LI-160 e o extracto Ph-50 

(0,3% de hipericina, 4,5% de hiperforina e 50% de flavonóides), bem como a 

fluoxetina, induziram um significativo aumento no conteúdo de 5-HT no cortex. 

No diencéfalo, apenas o extracto Ph-50 induziu um aumento do teor de 5-HT e 

ácido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA). Ambos os extractos aumentaram os níveis 

de DA e NA no diencéfalo. No tronco cerebral o LI-160 não alterou os níveis de 

neurotransmissores enquanto que o Ph-50 e a fluoxetina originaram um aumento 
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dos níveis de 5-HT. O extracto Ph-50 também aumentou os níveis de NA no 

tronco cerebral. Estes dados confirmaram que a administração aguda de um 

extracto de H. perforatum L. pode modificar os níveis cerebrais de 

neurotransmissores envolvidos na patofisiologia da depressão e são consistentes 

com os estudos in vitro que demonstram a interferência do extracto LI-160 na 

recaptação de 5-HT, NA e DA em sinaptosomas de rato (Müller et al. 1998). 

Curiosamente, quando os extractos apresentam uma maior concentração de 

flavonóides os efeitos são mais disseminados e envolvem regiões do cérebro tais 

como o diencéfalo e o tronco cerebral que estão envolvidos na depressão.  

Num outro estudo, verificou-se também um aumento dos níveis de 5-HIAA no 

córtex cerebral, hipotálamo, hipocampo e núcleo caudato de murganho e de 5-HT 

no hipotálamo e hipocampo, após tratamento agudo com uma dose baixa (10 

mg/kg) de LI-160 (Yu, 2000). Após tratamento crónico, os níveis de 5-HIAA não 

se alteraram para além dos níveis induzidos pelo tratamento agudo. Ainda, o 

extracto produziu uma diminuição significativa dos níveis plasmáticos de 

triptofano, o percursor da 5-HT. Segundo o autor, os efeitos do extracto nos 

níveis de 5-HIAA e 5-HT são, aparentemente, diferentes daqueles verificados com 

os bloqueadores da recaptação de 5-HT clássicos (Yu, 2000). Não obstante os 

resultados destes estudos que verificaram alterações dos níveis cerebrais de 5-HT 

e do seu metabolito 5-HIAA, após tratamento agudo com extractos de H. 

perforatum L., outros autores não encontaram alterações significativas nos níveis 

destes compostos (Gobbi et al., 1999; Serdarevic et al., 2001), pelo que não 

sabemos ainda como é que as alterações na transmissão serotoninérgica estão 

relacionadas com a actividade antidepressiva (Mennini e Gobbi, 2004) 

Paralelamente, dada a aparente relevância da hiperforina para a actividade dos 

extractos, foi já demonstrado que esta, apesar de ser relativamente instável, é 

rápidamente biodisponível e atravessa a barreira hemato-encefálica (Ostrowski, 

1988). Por outro lado, foi também testada a actividade da hiperforina no modelo 

de desespero comportamental da depressão e num modelo etológico da 
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ansiedade, verificando-se que no labirinto elevado em cruz, esta substância 

mostrou actividade apenas com doses baixas 1h após a administração, enquanto 

que, pelo contrário, a actividade no teste do desespero comportamental era 

observada após administração repetida de doses elevadas (Bhattacharya et al. 

1998; Chatterjee et al. 1998). Estes autores sugeriram que o efeito central 

imediato desta substância seria similar ao dos ansiolíticos e que a actividade 

antidepressiva surjiria apenas após o desaparecimento dos efeitos agudos. Ainda, 

também concluíram que, apesar da actividade dos extractos poder ser 

correlacionada com o teor de hiperforina em muitos estudos farmacológicos, não 

seria possível prever a eficácia dos extractos baseado apenas no teor deste 

composto, sugerindo assim a existência de outros compostos que podem 

contribuir para a sua eficácia clínica (Chatterjee et al. 1998). Esta observação é 

consistente, por exemplo, com os resultados de Butterweck et al. (1997) que 

demonstraram a actividade das hipericinas e alguns flavonóides, isolados do 

extracto de H. perforatum L., em modelos comportamentais de depressão. 

Especificamente, três derivados da quercetina 3-O-glicósido, nomeadamente o 

galactósido (hiperósido), o glucósido (isoquercitrina) e o glucorónido 

(miquelianina) evidenciaram actividade no teste da natação forçada, enquanto 

que o ramnósido (quercitrina) e a genina (quercitina) não exibiram qualquer 

actividade (Butterweck et al., 2000). 

 

Os dados de Simmen et al. (1998) também suportam a hipótese dos vários 

constituintes do H. perforatum L. actuarem por diferentes mecanismos, de um 

modo sinergético, contribuindo para o seu efeito antidepressivo no SNC. Estes 

autores estudaram a ligação de extractos, fracções e constituintes de H. 

perforatum L. com vários ligandos de receptores recombinantes do SNC e 

verificaram que o extracto lipofílico revelou uma actividade relativamente potente 

na inibição da ligação aos receptores opióides (µ, δ, κ), que estão implicados na 

modulação de comportamentos afectivos (Raynor et al., 1993), bem como nos 

 170



 

receptores serotoninérgicos 5-HT6 e 5-HT7, e uma inibição menos potente da 

ligação do receptor NK-1. A hipericina, pseudohipericina e hiperforina inibiram a 

ligação nos receptores opióides e serotoninérgicos com concentrações < 1µM. A 

ligação de estrogénios foi inibida pela I3, II8 – biapigenina com concentrações na 

ordem de grandeza µM.  

 

Diversos outros mecanismos têm sido propostos, entre os quais a elevada 

afinidade específica dos extractos para os receptores GABAA e GABAB (Ki (µg/ml) 

= 0,06 e 0,009 respectivamente) (Cott, 1997). A hipótese do possível 

envolvimento dos receptores benzodiazepínicos na actividade antidepressiva dos 

extractos foi também sugerida por Baureithel et al. (1997). Estes autores 

demonstraram, in vitro, a capacidade dos extractos de H. perforatum L. em inibir 

a ligação de [3H]-flumazenil ao receptor benzodiazepínico (BZD-R) com um IC50 

de 6,83 µg/ml. Esta actividade dos extractos foi correlacionada com os teores de 

amentoflavona presente no extracto, tendo esta substância isolada mostrado uma 

inibição significativa da ligação de [3H]-flumazenil com um IC50 de 14,9 nM. Estes 

autores não encontraram qualquer actividade (IC50 > 1µM) para a hipericina nem 

para os restantes flavonóides testados (luteolina, quercetina, quercitrina, rutina, 

I3,II8-biapigenina), mas foi também sugerida a possibilidade de existirem no 

extracto outros compostos que exercem uma acção sinergética com a 

amentoflavona, apesar de dados anteriores sugerirem que este composto não 

inibe a ligação de flunitrazepam in vivo (Nielsen et al., 1988).No entanto, a 

possível importância da ligação ao receptor GABA dos extractos de H. perforatum 

L. não foi confirmada, entretanto, por outros autores que verificaram um IC50 > 3 

µg/ml nos estudos de ligação com o receptor GABAA (Gobbi et al., 1999; Simmen 

et al., 1998). Vandenbogaerde et al. (2000) estudaram os efeitos do extracto 

total e de alguns compostos isolados de H. perforatum L. (protohipericina, 

pseudohipericina, hipericina), sobre o comportamento exploratório de ratos e a 

sua actividade na caixa claro/escuro. Estes autores demonstraram, para o 

 171



extracto total, um aumento da actividade locomotora em campo aberto e uma 

actividade do tipo ansiolítico na caixa claro/escuro, enquanto que os constituintes 

isolados não evidenciaram qualquer actividade. Curiosamente, este efeito foi 

bloqueado com um pré-tratamento com flumazenil sugerindo, portanto, a 

implicação na actividade ansiolítica de uma activação do receptor 

benzodiazepínico, consistente com a hipótese do envolvimento destes receptores 

na actividade antidepressiva dos extractos. 

 

Relativamente à hipótese de um possível envolvimento dopaminérgico no 

mecanismo de acção dos extractos de Hypericum perforatum L. também surgiram 

alguns dados que parecem confirmar as suposições iniciais de Winterhof et al. 

(1995). Assim, Kleber et al. (1999) demonstraram a inibição da hidroxilase em β 

da dopamina por um extracto de Hypericum perforatum L. com um IC50 de 0,1µM 

(doseado em hipericina). Esta actividade não parece ser devida à hipericina, que 

apresentou um IC50 de 21µM, e a actividade de enzimas envolvidas na síntese de 

DA, nomeadamente a tirosinase e a tirosina descarboxilase, também não foram 

influenciadas pela hipericina. Por outro lado, Butterweck et al. (1998) 

demonstraram a actividade de uma fracção contendo hipericina e 

pseudohipericina (solubilizadas através da procianidina B2) no teste da natação 

forçada. Esta actividade parece estar relacionada com uma interferência com os 

receptores dopaminérgicos (D2 e D3) pois é antagonizada pelo sulpiride. Franklin 

et al. (1999) obtiveram alguns dados neuroendócrinos que também sugerem 

actividade dopaminérgica. Estes autores estudaram os efeitos de uma dose única 

elevada de LI-160 sobre as concentrações plasmáticas de hormona de 

crescimento (GH), prolactina (PRL) e cortisol (CORT) em 12 voluntários saudáveis 

e verificaram um aumento nos níveis plasmáticos de GH, uma diminuição 

significativa de PRL e a manutenção dos níveis de CORT, o que, segundo os 

autores, sugeriria um aumento de alguns aspectos da função dopaminérgica no 
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cérebro. A relação entre estes efeitos e a actividade antidepressiva dos extractos 

não é ainda conhecida. 

 

A hipericina também demonstrou capacidade de inibir a ligação com receptores 

muscarínicos da acetilcolina (mAChR) e receptores sigma (σ) (Raffa, 1998). A 

actividade nos receptores muscarínicos colinérgicos está de acordo com os 

resultados de Müller e Schäfer (1996), que obtiveram 89% de inibição com 0,01 

mmol/L. A actividade da hipericina nos receptores σ é um outro dado 

interessante, uma vez que os ligandos para estes receptores têm vindo a ser 

estudados pelo seu potencial como antidepressivos com inicio de acção rápido 

dado que produzem uma rápida modulação do sistema serotoninérgico no núcleo 

dorsal de Raphe e da transmissão glutamatérgica no hipocampo (Bermack e 

Debonnel, 2005). Panocka et al. (2000) estudaram os possíveis mecanismos 

neuroquímicos envolvidos na actividade dos extractos de Hypericum perforatum 

L. no teste de desespero comportamental, sugerindo que esta actividade pode ser 

mediada por interacção com os receptores σ e, de algum modo, pelo aumento da 

actividade serotonérgica. 

 

Fiebich et al. (2001) verificaram que os extractos de H. perforatum L. inibem a 

síntese de Substância P (SP) induzida pela IL-6 e que a hiperforina era o 

composto do extracto mais eficaz nesta inibição. In vivo a SP induz a expressão 

de citoquinas pro-inflamatórias como a IL-6 e os seus antagonistas têm sido 

descritos como tendo eficácia antidepressiva e ansiolítica. Também, Gobbi et al. 

(2000), demonstraram a interacção da hiperforina com os receptores NK-1, 

indiciado pelo aumento significativo do binding de SP induzido por baixas 

concentrações deste composto (10-100 ng/ml). 

 

Não obstante a diversidade de constituintes eventualmente implicados na 

actividade farmacológica dos extractos de H. perforatum L. e a diversidade, 
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porventura ainda maior, dos mecanismos envolvidos nessa actividade, a maioria 

dos estudos mais recentes sobre os mecanismos moleculares da actividade 

antidepressiva desta planta têm incidido sobre a hiperforina que, actualmente, se 

julga poder afectar vários sistemas de neurotransmissores no cérebro, 

putativamente por modulação do estado físico das membranas neuronais, 

relacionada com a sua capacidade para dissipar o gradiente de pH através da 

membrana das vesículas sinápticas (Eckert et al., 2004; Roz e Rehavi, 2003). 

Yoshitake et al. (2004) sugeriram um mecanismo mais complexo para a inibição 

da recaptação de monoaminas, demonstrando para os extractos de H. perforatum 

L. um aumento preferencial da dopamina extracelular no córtex pré-frontal do 

rato. Bucholzer et al. (2002) mostraram uma modulação dual da libertação de 

acetilcolina no estriado pela hiperforina, com concentrações mais baixas a 

aumentar a libertação de acetilcolina que é inibida por doses mais elevadas, e 

Kiewert et al. (2004) demonstraram que esta libertação de acetilcolina era 

dependente de cálcio. Por outro lado, Gobbi et al. (2004) confirmaram o 

envolvimento da hiperforina na inibição da libertação de substância P induzida 

pela IL-6 tal como já havia sido demonstrado por Fiebich et al. (2000). Por outro 

lado, continuaram a surgir referências sobre o possível envolvimento de outros 

compostos na actividade antidepressiva, nomeadamente dos flavonóides, tendo 

sido demonstrado que estes compostos podem inibir a função hipotalâmica-

pituitária-adrenérgica (HPA), normalmente activada em doentes deprimidos, 

reduzindo a hipersecreção de cortisol e hormona adrenocorticotropica (ACTH) 

(Butterweck et al., 2004). Apesar da maioria dos estudos relativos à farmacologia 

da hipericina incidirem actualmente sobre as eventuais propriedades anti-

tumorais ou anti-virais desta interessante molécula, Kubin et al. (2005) 

reportaram que esta substância também pode afectar a regulação dos genes 

envolvidos no controlo da função HPA. Simbrey et al. (2004) também 

demonstraram a capacidade da hipericina para regular inversamente 
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(downregulate) a ligação beta-adrenergica no córtex frontal do rato, propriedade 

já demonstrada para o extracto total. 

 

De grande relevância biológica e clínica foram as descobertas recentes sobre a 

activação do receptor pregnano X (PXR) pelos extractos de H. perforatum L., que 

se traduz na indução da isoenzima 3A4 do citocromo P450 (CYP450). Este efeito 

traduz-se na aceleração do metabolismo hepático de diversos fármacos que, 

quando administrados concomitantemente, poderão não atingir as concentrações 

plasmáticas necessárias para a sua actividade terapêutica. Foram já reportados 

vários casos de interacções que resultaram em diminuição da concentração 

plasmática de vários fármacos, nomeadamente com a ciclosporina, indinavir, 

amitriptilina, digoxina, verapamil, omeprazole, contraceptivos orais e 

simvastatina (Haller, 2004).  

 

Como conclusão poder-se-á dizer que apesar dos estudos clínicos terem já 

correlacionado a eficácia terapêutica dos extractos de Hypericum perforatum L. 

com o seu conteúdo em hiperforina (Zanoli, 2004) e da inibição inespecífica da 

recaptação da 5-HT, NA, DA e GABA desencadeada por esta substância ser um 

dos mecanismos, eventualmente o principal, envolvido na actividade 

antidepressiva desses mesmos extractos, a relevância dos restantes mecanismos 

acima referidos não está ainda completamente esclarecida. Não obstante, a 

hiperforina é agora aceite como um dos constituintes mais importantes 

envolvidos na actividade dos extractos, sugerindo-se também que os flavonóides 

e a hipericina desempenhem um papel importante. 
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2.2. Melissa officinalis L. 

 

O uso medicinal da Melissa officinalis L., vulgarmente conhecida em Portugal pelo 

nome vernáculo de Erva-Cidreira, encontra-se referenciado pelo menos desde o 

século I da nossa era, tendo sido descrita por Dioscórides na sua obra “De 

Matéria Medica”. O seu uso tornou-se popular na Europa durante a Idade-Média 

(Koch-Heitzmann e Schultze, 1988), sendo referenciado para as suas infusões um 

efeito benéfico para o cérebro (Coghan, 1584; Evelyn, 1699) e, portanto, o seu 

uso indicado em todas as afecções supostamente originadas por um “desarranjo 

do sistema nervoso” (Grieve, 1931). 

Em Portugal, é ainda actualmente uma planta muito utilizada para a preparação 

de infusões às quais são vulgarmente atribuídas propriedades calmantes e 

gastro-protectoras. O seu uso nos sistemas de medicina tradicional também é 

comum no nosso país onde pesquisas recentes fazem referência à sua utilização. 

(Salgueiro, 2004; Novais, 2004). 

A Farmacopeia Portuguesa VII inclui uma monografia da Melissa, Folha (Melissae 

folium) e diversas outras publicações de referência incluem também monografias 

desta planta:  

• British Herbal Pharmacopoeia (1996) 

• British Pharmacopoeia (2002) 

• The Complete German Commission E Monographs (1998) 

• The European Scientific Cooperative on Phytotherapy (ESCOP) 

Monographs (1996) 

• Martindale, 33rd Ed. (2002) 

• European Pharmacopoeia, 4th Ed. (2004) 

• World Health Organization – Monographs on selected medicinal plants 

(2002) 

O uso desta planta está indicado, segundo a monografia da Comissão E (1998), 

nos distúrbios de sono com origem nervosa e espasmos gastrointestinais dada a 

sua actividade sedativa e carminativa, respectivamente. Não são conhecidas 
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contra-indicações para esta planta nem estão descritos efeitos secundários 

adversos (Wong et al., 1998) embora a ingestão exagerada do óleo essencial 

possa provocar sonolência, bradicardia, bradipneia e hipotensão (Proença da 

Cunha et al., 2003). 

Para além do simples uso das folhas de Melissa officinalis L. na preparação de 

infusões, encontram-se também no mercado diversas formulações de produtos de 

saúde contendo extractos desta planta. Nessas formulações a Melissa officinalis L. 

aparece normalmente associada a outras plantas com putativa acção ansiolítica 

ou sedativa. Na Alemanha, o catálogo de produtos da indústria farmacêutica 

(Rote List, 2001) incluía 49 produtos contendo Melissa officinalis L., nos quais a 

associação mais comum é feita com a Valeriana officinalis L., tendo já sido 

publicados estudos em humanos que sugerem que esta associação poderá 

melhorar significativamente a qualidade do sono em pessoas com distúrbios de 

sono (Dressing et al, 1992; Cerny e Schmid, 1999). Em Portugal não existe 

semelhante registo pelo que não é possível saber quantas nem quais as 

preparações existentes. 

Para além deste uso oficialmente reconhecido, encontramos nos modernos 

compêndios de fitoterapia inúmeras outras indicações baseadas no seu uso 

tradicional, como sejam gastrites, ansiedade, hipertensão ou taquicardia, entre 

outras que podem, de alguma forma, estar relacionados com a sua potencial 

actividade ansiolítica (Proença da Cunha et al., 2003).  

A indicação tradicional desta planta para a recuperação de funções mentais 

(Culpeper, 1652; Gerard, 1636) e do seu efeito benéfico sobre a memória, deu 

origem, mais recentemente, à pesquisa sobre a eventual acção sobre os 

receptores da acetilcolina (Wake et al., 2000) e ao estudo da sua potencial 

utilização no tratamento da doença de Alzheimer (Kennedy et al., 2003). 

Apesar da longa história de utilização desta planta e das diversas acções que lhe 

são atribuídas não está cabalmente estabelecido qual o perfil farmacológico das 

suas infusões ou extractos. Por outro lado, não são conhecidos quais os 
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constituintes eventualmente envolvidos nas actividades farmacológicas descritas 

ou os mecanismos pelos quais estes exercem a sua actividade, não obstante o 

facto de desde à bastante tempo serem conhecidas propriedades farmacológicas 

relevantes de alguns dos principais constituintes (Koch-Heitzmann e Schultze, 

1984; Wagner e Sprinkmeyer, 1973). Torna-se, portanto, necessário proceder a 

uma revisão dos estudos farmacológicos e fitoquímicos para enquadrar o estudo 

da actividade ansiolítica / sedativa das infusões obtidas com a folha desta planta.  

 

2.2.1. Actividades farmacológicas descritas e mecanismos propostos 

A actividade antimicrobiana do óleo essencial (Larrondo et al., 1995), bem como 

a actividade antiviral (Wölbli e Leonhardt, 1994; Koytchev et al., 1999; Dimitrova 

et al., 1993) e acção antioxidante (Herodez et al., 2003) dos extractos aquosos 

foram já objecto de inúmeros estudos nesta espécie mas não nos parece existir 

uma relação entre estas actividades farmacológicas e o uso tradicional desta 

planta como ansiolítico ou sedativo. Analisaremos em maior detalhe o estudo 

daquelas actividades farmacológicas, potencialmente mais correlacionadas com 

este uso tradicional. 

 

Estudos neurofarmacológicos - o estudo in vivo das alterações 

comportamentais após a inalação do óleo essencial por ratos, revelou que este 

possui um ligeiro efeito sedativo (Buchbauer et al., 1993). A administração do 

óleo essencial bem como dos seus principais terpenóides isoladamente, originou 

uma diminuição da actividade motora em ratos, sugerindo também um efeito do 

tipo sedativo (Wagner et al., 1984). Parecendo claro que o óleo essencial 

desempenhará um papel no eventual efeito sedativo desta espécie, não é contudo 

evidente qual o mecanismo pelo qual este exercerá a sua acção ou quais os 

constituintes envolvidos, não obstante o estudo preliminar de Elliot et al. (2006) 

com os radioligandos, [3H]-cetanserina, [3H]-8-hidroxi-2-(di-n-
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propilamino)tertralina) (8-OH-DPAT) e [3H]-pirenzepina sugerir o envolvimento 

dos receptores 5-HT2A, 5-HT1A e receptores M1, respectivamente.  

Os efeitos comportamentais da inalação do óleo essencial de Melissa officinalis L. 

foram também já estudados em humanos (Ballard et al., 2002) num ensaio 

duplamente cego com 71 doentes sofrendo de demência severa. Após 4 semanas 

de tratamento os índices de agitação e qualidade de vida do grupo sujeito a 

tratamento apresentava-se, por comparação com o grupo tratado com placebo, 

menos agitado, mais socialmente activo e dispensava mais tempo em actividades 

construtivas, reforçando assim a possibilidade de o óleo essencial exercer per se 

uma actividade neurofarmacológica.  

O extracto hidroalcoólico liofilizado de Melissa officinalis L. também evidenciou 

uma actividade do tipo sedativo em murganhos ao reduzir os parâmetros 

comportamentais avaliados num ensaio de ambiente não-familiar (teste das 

escadas) e num ensaio de ambiente familiar (caixa de dois compartimentos), 

para além de potenciar o sono barbitúrico (Soulimani et al., 1991). Contudo, 

estes mesmos autores não verificaram qualquer actividade sedativa para o óleo 

essencial desta mesma planta.  

O estudo do efeito sedativo agudo da administração de um extracto hidroalcoólico 

de Melissa officinalis L. num ensaio randomizado e duplamente cego, com 12 

voluntários saudáveis previamente tratados com 100mg de cafeína, não revelou 

um efeito significativamente diferente do placebo (Schulz et al., 1998). No 

entanto, encontram-se na literatura diversos ensaios clínicos de formulações 

contendo extractos de Melissa officinalis L. em associação com outras plantas, 

que sugerem uma actividade ansiolítica / sedativa destas formulações.  

Uma das associações mais comuns encontradas é com Valeriana officinalis L. e 

um dos estudos clínicos foi realizado com uma formulação de comprimidos com 

120mg de um extracto de Valeriana officinalis L. e 80mg de Melissa officinalis L. 

(Cerny e Schmid, 1999) (também disponível nas farmácias Portuguesas). Os 

resultados deste ensaio duplamento cego, com 98 voluntários saudáveis dos 
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quais 32 foram incluídos no grupo administrado com placebo, evidenciaram que 

uma percentagem significativamente superior dos doentes do grupo de 

tratamento descreveu melhorias significativas na qualidade do seu sono, com 

uma eficácia comparável ao triazolam, mas a análise da pontuação na escala 

visual análoga não revelou dierenças significativas entre os dois grupos.  

Num outro ensaio duplamente cego, desta feita envolvendo doentes com insónia 

e testando uma formulação semelhante (+40mg de extracto de Valeriana 

officinalis L.), com duas tomas diárias durante duas semanas, verificou-se 

igualmente que o grupo de tratamento referiu uma melhoria significativa da 

qualidade e eficiência do seu sono (Dressing et al., 1992 e 1996). Encontram-se 

também na literatura estudos clínicos com formulações ainda mais complexas 

contendo, por exemplo, uma associação de Valeriana officinalis L., Humulus 

lupulus L. e Melissa officinalis L. (Orth-Wagner, 1995), e para a qual foram 

igualmente verificadas melhorias significativas na qualidade de sono dos grupos 

em tratamento mas, contudo, a complexidade da formulação não permite aferir 

em que medida o extracto de Melissa officinalis L. seria relevante para a 

actividade verificada.  

 

Actividade colinérgica e doença de Alzheimer – as referências históricas 

sobre os efeitos benéficos da Melissa officinalis L. nos casos de perda de memória 

levaram alguns autores a sugerir o potencial interesse desta planta no tratamento 

da doença de Alzheimer (Perry et al., 1999). De facto, a investigação neste 

domínio tem demonstrado que diversos extractos de Melissa officinalis L. 

possuem actividade no sistema nervoso central ao nível dos receptores da 

acetilcolina, tendo sido demonstrada a sua capacidade de ligação aos receptores 

nicotínicos (Perry et al., 1996; Wake et al., 2000) e muscarínicos (Wake et al., 

2000). Os estudos de Perry et al. (1996) demonstraram ainda que o extracto da 

folha fresca, mas não da folha seca, possuía uma ligeira actividade inibidora da 

acetilcolinesterase em cérebro humano. Esta última actividade não foi confirmada 
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por Kennedy et al (2003) que, no entanto, relativamente à afinidade para os 

receptores muscarínicos e nicotínicos, verificaram existirem diferenças entre 

extractos desta mesma planta, podendo essas diferenças estar na origem de 

alguns resultados aparentemente inconsistentes (Kennedy et al., 2002). 

Assim, os resultados dos estudos citados que envolvem doentes com doença de 

Alzheimer estão, pelo menos parcialmente, em linha com o uso tradicional da 

planta pelas suas propriedades sedativas, uma vez que caracteristicamente estes 

doentes podem apresentar-se com alguma agitação. Por outro lado a actividade 

colinérgica poderá ser um elemento adicional para corrigir o défice colinérgico 

também característico desta doença. Ainda, foi também sugerido que a actividade 

antioxidante já demonstrada para os extractos desta planta (Hohmann et al., 

1999; Mantle et al., 2000) poderá conferir alguma protecção contra os efeitos 

nocivos dos radicais livres de oxigénio nas situações de demência. 

 

Actividade antiespasmódica – Parece não existirem dúvidas sobre a actividade 

antiespasmódica do óleo essencial de Melissa officinalis L. verificada em diversos 

modelos in vitro e admite-se que essa actividade possa estar relacionada com o 

teor de citral presente no óleo essencial (Sadraei et al., 2003). O óleo essencial 

inibiu as contracções induzidas em íleo de porco-da-guiné, duodeno e canais 

deferentes de rato e jejuno e aorta de coelho in vitro (Wagner e Sprinkmeyer, 

1973; Debelmas e Rochat, 1967). O óleo essencial exibiu igualmente actividade 

relaxante sobre o músculo da traqueia de porco-da-guiné e sobre uma outra 

preparação de músculo liso (Reiter e Brandt, 1985). Contudo, o estudo desta 

actividade em extractos aquosos ou etanólicos tem produzido resultados menos 

evidentes. Um extracto etanólico obtido a partir das folhas inibiu as contracções 

induzidas em íleo de porco-da-guiné pela histamina ou bário (200mg/ml) mas 

esta actividade não se verificou com o extracto aquoso (Itokawa et al., 1983) e, 

um outro extracto etanólico a 30%, não inibiu as contracções induzidas pela 

histamina ou acetilcolina no mesmo modelo farmacológico (Forster et al., 1980).  
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2.3 Tilia x europaea L. 

 

Às infusões preparadas com as inflorescências Tilia x europaea L., mas também 

de outras como a T. tomentosa, T. argentea e T. americana, são atribuídas 

propriedades sedativas, anti-espasmódicas, diaforéticas, diuréticas e suavemente 

adstringentes. O seu uso tradicional é reportado para casos de ansiedade, 

insónia, estados gripais, tosse irritativa, más digestões, cólicas gastrointestinais, 

enxaqueca, histerismo, hipertensão associada a arteriosclerose ou tensão nervosa 

(Proença da Cunha, 2003). A Comissão E aprovou o uso de preparações desta 

planta na Alemanha para a gripe, tosse e bronquite. Em Portugal, as infusões de 

Tilia são bastante populares e as referências da literatura sobre o seu uso 

tradicional, mencionam a utilização desta planta em diversos distúrbios 

relacionados com a ansiedade mas também em resfriados e estados febris 

(Fontes-Ribeiro, 2000). 

 

2.3.1. Actividades farmacológicas descritas e mecanismos propostos 

Apesar do generalizado uso tradicional de diversas plantas deste género, o 

número de estudos dedicados à avaliação científica da sua utilização terapêutica é 

bastante limitado. Assim, não só não está validada a sua utilização nos distúrbios 

relacionados com ansiedade como também não são conhecidos os mecanismos 

implicados na eventual actividade terapêutica. Não obstante, alguns estudos 

relacionaram a actividade farmacológica in vitro e in vivo das infusões desta 

planta com a sua utilização tradicional em situações de algum modo relacionadas 

com a ansiedade. Cavadas et al. (1997) estudaram a interacção in vitro das 

infusões obtidas a partir das inflorescências de Tilia x europaea L. com o 

complexo-receptor GABAA usando [3H]-muscimol e [3H]-flunitrazepam e, ainda, a 

captação de 36Cl- em sinaptoneurosomas do córtex de rato. Os autores concluíram 

que estes extractos possuíam uma quantidade significativa de GABA que poderia 

justificar, ainda que parcialmente, os resultados obtidos, mas, adiantaram 
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também a possibilidade de o extracto conter outras substâncias do tipo 

benzodiazepínico que deslocassem o [3H]-flunitrazepam, contrariando assim a 

ligação de [3H]-flunitrazepam induzida pelo GABA. Recorrendo igualmente a 

ensaios de ligação para os receptores benzodiazepínicos foi também possível ao 

grupo de Viola et al. (1994) isolar, a partir da Tilia argentea, uma fracção de 

flavonóides que apresentou uma significativa actividade do tipo ansiolítico, nos 

ensaios do labirinto elevado em cruz e da curiosidade, não obstante a afinidade 

específica de um dos ligandos gabaérgicos identificados (caempferol) ser 

demasiado baixa para poder justificar a actividade evidenciada. 

 

 

2.4. Passiflora edulis Sims 

 

A Passiflora edulis Sims é referida pelo seu uso na medicina popular Brasileira 

como “relaxante”, sendo este uso provavelmente originário das populações 

nativas da bacia amazónica (Maluf et al., 1991; Vale e Leite, 1983). Ao longo do 

tempo, são inúmeras as referências ao uso terapêutico do infuso das folhas de 

diversas espécies de Passiflora na medicina popular para o tratamento de 

distúrbios relacionados com o sistema nervoso (Dhawan et al., 2004). Existem 

também referências ao seu uso na prática clínica convencional embora uma 

revisão recente dos ensaios clínicos realizados tenha concluído da necessidade de 

realizar estudos mais detalhados para provar o benefício do uso de extractos de 

Passiflora no tratamento da ansiedade (Miyasaka et al., 2007).  

A Passiflora incarnata L. é de entre as Passifloraceae aquela que é mais 

vulgarmente utilizada na Europa, onde se encontra referenciada como uma 

espécie medicinal pelas suas propriedades ansiolíticas / sedativas, em diferentes 

publicações oficiais (ESCOP, German Commission E Monographs). Apesar deste 

facto, tem havido ao longo dos anos várias referências sobre a actividade 

ansiolítica / sedativa de várias outras espécies do género Passiflora, 
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nomeadamente P. edulis Sims (Petry et al., 2001), P. coerulea L. (Wolfman et al., 

1994) ou P. alata Curtis (Oga et al., 1984). Estes estudos, geralmente realizados 

com diferentes modelos animais evidenciam uma insuficiente caracterização dos 

extractos e / ou do material vegetal utilizado e este dado tem gerado alguma 

controvérsia sobre quais as espécies deste género que possuem actividade 

neurofarmacológica e quais os constituintes envolvidos nessa actividade (Dhawan 

et al., 2004).  

 

2.4.1. Actividade farmacológica e mecanismos de acção propostos 

A principal actividade farmacológica atribuída a várias espécies de Passiflora, tem 

sido a acção ansiolítica ou sedativa do infuso das suas folhas (Aoagy et al., 1974; 

Lutomski e Malek, 1975; Vale e Leite, 1983; Oga et al., 1984; Duraffourd e Pratz, 

1990; Maluf et al., 1991; Petry et al., 2001; Dhawan et al., 2001 a e b; 

Shinomiya et al., 2005; Santos et al., 2005; Reginatto et al., 2006; Lolli et al., 

2007; de Castro et al., 2007; Nassiri et al., 2007). Comparativamente, poucos 

destes estudos abordam a actividade da Passiflora edulis Sims. No entanto, foi já 

demonstrado que os extractos aquosos desta planta possuem uma acção 

depressora inespecífica sobre o sistema nervoso central (Maluf et al., 1991) e, 

num ensaio comparativo, os extractos hidro-alcoólicos desta espécie exibiram 

uma actividade do tipo ansiolítico no labirinto elevado em cruz, significativamente 

superior à Passiflora alata (incluída na Farmacopeia Brasileira, 1977) (Petry et al., 

2001). 

Não se encontram descritos quais os prováveis mecanismos de acção desta 

planta embora nos estudos mais recentes com outras espécies do mesmo género 

(P. actinia e P. incarnata L.) se sugira um possível envolvimento dos receptores 

benzodiazepínicos (Lolli et al., 2007 e Dhawan et al., 2004). 
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 Estudo bioguiado 

 

3.1 Introdução 

 

Antes da apresentação e análise dos resultados obtidos na avaliação da 

actividade neurofarmacológica das diferentes plantas e dos compostos isolados, é 

necessário fazer algumas considerações sobre a estratégia adoptada na pesquisa 

e sobre algumas questões conceptuais relacionadas com o tipo de ensaios 

realizados. 

 

Quando está em causa a análise de uma dada actividade farmacológica num 

número elevado de amostras de material vegetal ou de compostos isolados, a 

estratégia de pesquisa normalmente adoptada começa pelo estudo in vitro da sua 

interacção com um ou mais sistemas biológicos (proteína, célula, membranas), 

que sirvam de modelo para uma determinada via biomolecular associada com a 

actividade farmacológica em estudo. A evolução da robótica, dos detectores e dos 

sistemas de software para gerir a integração e funcionamento de equipamentos 

complexos, permitiu o advento do “high-throughput screening”, possibilitou a 

análise de muitos milhares de amostras num reduzido espaço de tempo 

(Castagné et al., 2006). Este é o tipo de “screening” levado a cabo pela indústria 

farmacêutica como ponto de partida na busca de novas moléculas com actividade 

terapêutica. Neste caso, o recurso aos ensaios com modelos animais in vivo 

aparece apenas numa segunda fase, já com vista à confirmação dos resultados 

do estudo farmacológico in vitro.  

Quando a actividade farmacológica em estudo é a ansiedade, não podemos 

esquecer que esta caracteriza uma emoção descrita apenas em mamíferos 

superiores e humanos. Como consequência não estão disponíveis modelos de 

ansiedade in vitro ou in silico (Schmidt e Müller, 2006), não obstante, em face do 
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conhecimento actual sobre os mecanismos neurobiológicos da ansiedade, ser 

possível identificar um conjunto de ensaios in vitro que constituem uma 

ferramenta fundamental na pesquisa de novas moléculas com capacidade de 

interagirem especificamente com um determinado complexo/receptor/proteína 

(os estudos in vitro são abordados no Cap. II, secções 3.4, 4.5 e 5.3). 

Quando no estudo de um determinado material vegetal seguimos uma indicação 

de uso tradicional bem estabelecida e minimamente consolidada (por exemplo, 

com estudos de outros autores), partimos já do princípio que algum ou alguns 

dos constituintes desse material possuirão actividade farmacológica, como foi o 

caso das plantas seleccionadas para o nosso estudo. Nestes casos, um problema 

comum às plantas seleccionadas, bem como à maioria das plantas usadas com 

fins terapêuticos, é não só o desconhecimento dos constituintes envolvidos nessa 

actividade, como também o mecanismo de acção envolvido. Assim, quando o 

objectivo é identificar qual ou quais os constituintes envolvidos numa actividade 

farmacológica que é exercida através de um mecanismo desconhecido, pareceu-

nos evidente a necessidade de, pelo menos numa primeira fase, recorrer a 

modelos animais válidos para o estudo da actividade em questão, de modo a 

avaliar o potencial envolvimento dos diferentes grupos de compostos presentes 

na planta.  

 

3.2 Ensaios “in vivo”: Algumas questões conceptuais 

Para melhor perceber a natureza dos ensaios realizados para aferir a actividade 

ansiolítica dos extractos e compostos em estudo, é fundamental considerar 

primeiro o que é a ansiedade:  

 

A ansiedade é um estado psicológico, fisiológico e comportamental, induzido em 

humanos e animais por uma ameaça, real ou potencial, à sua sobrevivência ou 

bem-estar. É caracterizada por um aumento da excitação e expectativa, por uma 
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activação autonómica e neuroendócrina e por padrões comportamentais 

específicos. A função destas alterações é preparar o organismo para enfrentar 

situações adversas ou inesperadas e pode ser desencadeado como resposta a 

estímulos exteriores visuais, auditivos, olfactivos ou somatosensoriais, ou a 

estímulos interoceptivos através das vísceras e dos sistemas nervoso autónomo e 

endócrino. A ansiedade também pode ser produzida através de processos 

cognitivos mediando a antecipação, interpretação ou recordação de ameaças 

percebidas (Charney e Drevets, 2002). 

A ansiedade patológica interfere com a capacidade do organismo de enfrentar os 

desafios quotidianos (Steimer, 2002) e, sumariamente, uma classificação dos 

seus distúrbios primários incluirá a ansiedade generalizada, pânico, ansiedade 

social e de separação, agorafobia, stress pós-traumático e perturbações 

obsessivo-compulsivas (Klein, 2002; Nutt, 2001). 

 

Em face da definição já referida, qual a distinção entre medo e ansiedade?  

A ansiedade é um conceito complexo. Uma das razões para alguma confusão em 

torno da ansiedade é a sua semelhança com o medo. Ambos os estados 

emocionais envolvem uma sensação de apreensão e o medo, definido pelos 

etologistas como um estado motivacional despoletado por estímulos específicos 

que originam comportamentos defensivos ou fuga (Steimer, 2002), pode ser 

sentido como “parte” da ansiedade embora, ao contrário do medo que é 

fortemente dependente do seu objecto, a ansiedade possa ser definida como uma 

resposta generalizada a uma ameaça desconhecida ou um estímulo interno. 

Aparentemente os etologistas não utilizam o conceito de ansiedade, 

provavelmente porque a definição de medo que empregam compreende os 

principais aspectos biológicos da ansiedade. Assim, tem sido sugerido que a 

ansiedade só pode ser compreendida se forem considerados alguns dos seus 

aspectos cognitivos, particularmente porque um dos aspectos fundamentais da 
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ansiedade parece ser o factor incerteza (Steimer, 2002). Porque ambos os 

estados partilham um conjunto de características é por vezes difícil a sua 

distinção, levando alguns autores a sugerir que se tratam de situações indistintas 

enquanto outros, argumentando diferenças na sua etiologia, padrões de resposta, 

duração e intensidade, defendem tratarem-se de fenómenos claramente distintos 

e separados (Craig et al., 2000).  

O facto de a ansiedade e o medo serem provavelmente estados emocionais 

distintos não exclui alguma sobreposição dos mecanismos cerebrais e 

comportamentais subjacentes. De facto, a ansiedade pode ser uma forma mais 

elaborada de medo que “fornece” ao indivíduo uma melhor capacidade para se 

adaptar e planear o seu futuro (Barlow, 2000). 

No seu trabalho sobre “A expressão das emoções no homem e nos animais” 

(1872) Charles Darwin lançou as fundações para que os padrões defensivos de 

outras espécies fossem vistos como percursores essenciais das reacções humanas 

de medo e ansiedade. Mais recentemente, diversos ensaios clínicos 

conceptualizaram as perturbações de ansiedade em humanos como alterações do 

sistema de defesa em que a característica fundamental é uma activação 

desadequada do comportamento defensivo como consequência de uma avaliação 

errónea do perigo (Rodgers et al., 1997). O trabalho de Blanchard e 

colaboradores enfatizou esta visão Darwiniana e demonstrou claramente o 

paralelismo entre os comportamentos defensivos humanos em face de ameaças 

potenciais e os padrões de comportamento relacionados com a ansiedade em 

mamíferos não humanos (Blanchard et al., 2001). 

 

Fazemos aqui esta breve referência aos aspectos evolutivos e à relação entre 

medo e ansiedade pois muitos dos modelos animais que constituem a espinha 

dorsal do estudo pré-clínico dos distúrbios afectivos relacionados com a 

ansiedade (Kalueff et al., 2007), são modelos comportamentais que reproduzem 
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alguns dos sintomas observados em humanos (Hamon, 1994; Sanger, 1991). 

Está hoje bem estabelecido que a ansiedade é um comportamento altamente 

conservado em todas as espécies e que o seu estudo pode ser realizado de modo 

fiável e satisfatório com roedores usando paradigmas do comportamento 

específicos e padronizados (Ohl, 2003). 

 

Mas, em face do exposto, quais serão então os requisitos necessários para o uso 

de modelos animais no estudo da ansiedade e em que medida estes testes 

poderão servir como modelo de um estado emocional complexo e com 

componentes cognitivos? 

Idealmente, qualquer modelo animal deverá mimetizar a condição humana em 

questão, com respeito à sua etiologia, sintomatologia e tratamento (Geyer e 

Markou, 1995). Os modelos animais de ansiedade não são excepção, pelo que em 

princípio deverão possuir validade preditiva, facial e teórica. Na farmacologia 

experimental o termo validade descreve a relação entre os resultados de um 

modelo comportamental experimental e as observações clínicas do distúrbio 

modelado (Green e Hodges, 1991). A validade preditiva refere-se à sensibilidade 

do modelo aos ansiolíticos conhecidos mas não a outros tipos de agentes 

psicoactivos (Rodgers e Cole, 1994). A validade facial implica que a resposta 

comportamental do animal em face da ameaça ou do estímulo causador da 

aversão é semelhante ao comportamento conhecido em humanos. Para cumprir o 

requisito da validade teórica os mecanismos subjacentes à ansiedade, bem como 

as suas causas psicológicas devem ser idênticos (Ohl, 2005). Infelizmente, apesar 

de muitos modelos possuírem um razoável grau de validade facial, todos 

apresentam insuficiências em termos de validade preditiva e teórica (Rodgers e 

Cole, 1994). Em todos os modelos conhecidos são detectados falsos positivos ou 

negativos e a validação teórica é comprometida pelo nosso conhecimento 

incompleto da ansiedade humana (Lister, 1990). De facto, no contexto de 
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doenças psiquiátricas complexas, em que a presença de alguns dos seus 

elementos caracterizadores (por exemplo, ansiedade antecipatória, sentimentos 

de culpa ou impotência, ideação suicidária) é definida através de uma 

verbalização subjectiva, é impossível que um modelo animal possa preencher os 

requisitos enunciados (Schmidt e Müller, 2006). No entanto, uma vez que a 

resposta fisiológica e comportamental a estímulos ameaçadores ou causadores de 

aversão é semelhante em humanos e animais, podemos assumir que os modelos 

animais podem servir para pelo menos dois fins distintos: 1) como testes 

comportamentais para a pesquisa de fármacos ansiolíticos e 2) como ferramentas 

para o estudo de aspectos específicos de sintomas relacionados com distúrbios da 

ansiedade (Ohl, 2005). 

Por vezes os termos “modelos” e “testes” são empregues indistintamente mas a 

diferença entre a evocação da patologia e a medida das respostas deve ser 

reconhecida. Por exemplo, alguns autores indicam que o “campo-aberto” não é 

um teste e a “suspensão pela cauda” não é um modelo, enquanto outros usam 

ambos os termos como sinónimos. De facto, o teste da natação forçada não induz 

depressão (não é portanto um modelo do comportamento depressivo) mas pode 

detectar efeitos antidepressivos (como um teste), enquanto que, após repetidos 

ensaios pode induzir depressão tornando-se um modelo. O “campo-aberto” induz 

ansiedade (como um modelo) é sensível a fármacos ansiolíticos (como um teste) 

e também detecta efeitos antidepressivos em animais deprimidos (novamente 

como um teste). Assim, cabe ao investigador definir claramente o papel dos 

ensaios no contexto específico em que são empregues (Kalueff et al., 2007; 

Staay, 2006). No nosso caso os ensaios com animais foram genericamente 

empregues como testes embora, por vezes, na análise dos resultados nos 

refiramos a alguns ensaios como modelos (por exemplo, o labirinto elevado em 

cruz) pois, de facto, se considera que induzem no animal um estado de 

ansiedade. 
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3.3. Ensaios “in vivo” 

3.3.1. Labirinto elevado em cruz – de entre os ensaios “in vivo” com animais 

actualmente em uso, o labirinto elevado em cruz será seguramente um dos mais 

populares (Carobrez e Bertoglio, 2005). O seu desenvolvimento resultou do 

trabalho de Montgomery (1955) sobre a relação entre o medo e o impulso 

exploratório em ratos, cuja premissa básica assentava no despoletar simultâneo 

de medo e curiosidade suscitados pela introdução do rato num novo ambiente, 

assim criando um conflito típico entre aproximação/ afastamento. Usando a 

exploração a partir da gaiola de manutenção, Montgomery verificou que os ratos 

apresentavam maiores níveis de exploração de áreas fechadas do que áreas 

abertas e, quando confrontados com a opção entre ambas num labirinto em 

forma de Y, consistentemente preferiam a zona fechada. Estes dados foram 

interpretados como indicação de que as zonas abertas induzem um nível mais 

elevado de medo o que origina uma maior aversão do animal para estas áreas 

(Rodger e Cole, 1994). Este trabalho foi posteriormente desenvolvido por Handley 

e Mithani (1984) para a criação de um potencial modelo animal de ansiedade. 

Estes autores usaram pela primeira vez um labirinto elevado 70cm acima do solo 

em forma de X, com dois braços opostos fechados e dois abertos e verificaram 

que ansiolíticos como o diazepam aumentavam a razão entre o número de 

entradas nos braços (zonas) abertos e o número total de entradas nos quatro 

diferentes braços (zonas), enquanto substâncias ansiogénicas como a picrotoxina 

diminuíam essa mesma razão. Deste período inicial de desenvolvimento do 

labirinto elevado em cruz, valerá ainda a pena citar o trabalho de Pellow et al. 

(1985), que procederam à sua validação farmacológica e analisaram a validade 

comportamental e fisiológica do modelo, tendo introduzido um índice adicional de 

ansiedade: razão entre o tempo na zona aberta e o tempo total do ensaio, bem 

como o de Lister (1987), que desenvolveu uma versão do mesmo labirinto para 
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murganhos e concluiu que os resultados obtidos eram comparáveis àqueles 

obtidos anteriormente com ratos. 

As medidas inicialmente validadas como índices de ansiedade foram, portanto, a 

% de entradas e a % de tempo que o animal permaneceu nas zonas abertas do 

labirinto, cuja expressão surge aumentada quando os animais estão sob a acção 

de fármacos ansiolíticos. Ao longo dos anos em que este ensaio tem estado em 

uso na pesquisa de fármacos e no estudo da ansiedade, foram introduzidas e 

validadas novas medidas não só relacionadas com a análise da localização do 

animal ao longo do tempo do ensaio, mas também resultantes de uma 

abordagem etológica, resultante de uma melhor compreensão do comportamento 

defensivo dos roedores. 

Apesar de o labirinto elevado em cruz se ter revelado bastante sensível a 

fármacos que exercem a sua acção ansiolítica através da modulação do 

complexo-receptor GABA, também se verificou que os resultados obtidos com 

fármacos cuja acção fosse exercida por outro mecanismo, nomeadamente 

serotoninérgico (por ex., buspirona), eram bastante mais variáveis (Rodgers e 

Cole, 1994; Griebel, 1995; Handley e McBlane, 1993; revistos recentemente por 

Pinheiro et al., 2007). O significado desta aparente inconsistência foi questionado 

dada a grande variabilidade de metodologias adoptadas pelos diferentes 

laboratórios (Hogg, 1996) e o início de acção demorado da buspirona (Rodgers, 

1997) mas, em todo o caso, a introdução da análise dos chamados 

comportamentos de avaliação do risco (Griebel et al., 1995), baseados no 

trabalho de Blanchard et al. (1991, 1994) sobre comportamentos defensivos, com 

a adopção de uma análise do tipo etológico do comportamento (ver Tabela 

3.3.1a, com etograma típico e descrição de cada parâmetro), melhorou a 

sensibilidade deste ensaio para fármacos como a buspirona (Cole e Rodgers, 

1994), tendo-se concluído que, em geral, as medidas dos comportamentos de 

avaliação de risco (retorno à zona fechada, mergulhos e “stretch approach 
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postures” - SAP) são mais sensíveis à acção de fármacos do que os índices 

tradicionais de ansiedade (Rodgers e Cole, 1994). Por outro lado, a introdução da 

análise destes parâmetros aumentou a validade ecológica deste ensaio, pela 

relação entre os comportamentos observados e o repertório defensivo dos 

murganhos (Rodgers e Dalvi, 1997).  

Tabela 3.3.1a 

Etograma de comportamentos dos murganhos registados no labirinto elevado em 

cruz (Adaptado de Espejo, 1997) 

Entrada na zona aberta* Movimentação da plataforma central com entrada 

(membros anteriores e posteriores) num dos braços 

abertos 

Entrada na zona fechada* Movimentação da plataforma central com entrada 

(membros anteriores e posteriores) num dos braços 

fechados 

Levantamentos Postura erecta apoiada nos membros posteriores 

com os membros anteriores movimentando-se no ar 

ou apoiados sobre uma das paredes do labirinto 

Comportamento de auto-

limpeza (“Grooming”) 

Murganho morde/lambe o pêlo, “lava” a face ou 

lambe os genitais 

Retorno ao braço fechado Saída de um dos braços fechados apenas com os 

membros anteriores seguida de regresso a essa 

mesma zona fechada 

“Stretched attention posture” 

(SAP) 

Elongação de cabeça e ombros para a frente seguido 

de retracção à posição original. Este parâmetro é 

subdividido em duas categorias consoante ocorra na 

zona fechada ou na plataforma central (SAP 

protegido) ou na zona aberta (SAP desprotegido) 

Mergulhos  Exploração sobre os bordos do labirinto em direcção 

ao chão. Este parâmetro é subdividido em duas 

categorias consoante ocorra na zona fechada ou na 

plataforma central (Mergulho protegido) ou na zona 

aberta (Mergulho desprotegido) 
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(* A % de entradas e de tempo na zona aberta do labirinto, são considerados as 

medidas espaciais e temporais clássicas) 

 

Adicionalmente, a análise factorial dos parâmetros etológicos e das medidas 

espaciais e temporais do comportamento dos murganhos no labirinto elevado em 

cruz, não só melhoraram a sensibilidade do ensaio, como já referido, mas 

também puseram em evidência as correlações entre os parâmetros espaciais e 

temporais clássicos (entradas/ tempo na zona aberta) e os diferentes 

comportamentos relacionados com o repertório defensivo, demonstrando a 

possibilidade de analisar neste ensaio diferentes dimensões comportamentais 

(Rodgers e Johnson, 1995). (Tabela 3.3.1b). 

 

Tabela 3.3.1b: Comportamentos registados na análise etológica do 

comportamento de murganhos no labirinto elevado em cruz, agrupados de acordo 

com a análise factorial (in Rodgers, 1997) 

Factor Interpretação Elementos comportamentais 

1 “Ansiedade” Nº total de entradas, nº entradas na zona aberta 

(ZA), % entradas ZA, % tempo ZA, % tempo na 

zona fechada (ZF) (-), % tempo zona central (-), nº 

de retornos à zona fechada (-), % de mergulhos 

protegidos (-), % de “stretch approach posture” 

(SAP) protegido (-), % de “sniffing” protegido (-) e % 

de “flat back approach” protegida (-)  

2 “Locomoção” Nº total de entradas, nº de entradas na zona 

fechada, total de “flat back approach” 

3 “Avaliação de 

risco” 

SAP total, “Sniffing” total 

4 “Tomada de 

decisões” 

Nº de retornos à zona fechada (-), “grooming” (-), % 

tempo na zona central, % tempo zona fechada (-) 
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5 “Actividade 

vertical” 

Nº total de entradas, nº de entradas na zona fechada, 

frequência de levantamentos, duração de 

levantamentos, “grooming” (-) 

6 “Exploração” Total de mergulhos, Total de SAP 

(Os níveis de correlação mais significativos (carga do factor > 0,4) são 

apresentados a negrito; A indicação (-) indica uma correlação negativa entre o 

parâmetro/comportamento e o factor considerado) 

 

A análise factorial revelou que as medidas espaciais e temporais classicamente 

associadas com a ansiedade (entradas e tempo na zona aberta) apresentavam 

correlações elevadas para o mesmo factor (1) que algumas das medidas 

etológicas como o retorno à zona fechada, mergulhos protegidos e SAP protegido 

(Rodgers e Johnson, 1995), já anteriormente interpretadas como indicadores de 

ansiedade (Rodgers et al, 1994). SAP é considerado um índice primário de 

avaliação de risco, parte do conjunto de comportamentos que se pensa estarem 

associados à aquisição de informação em ambientes potencialmente perigosos 

(Molewijk et al., 1995), enquanto o número total de mergulhos é um índice 

primário do comportamento exploratório (Lister, 1987). Uma diminuição da 

expressão destes comportamentos na sua versão protegida indicará, portanto, de 

acordo com a análise factorial, um efeito do tipo ansiolítico. Por outro lado, a 

análise da estrutura do comportamento recorrendo a cadeias de Markov e análise 

do componente principal, revelou a estreita relação entre os mergulhos 

protegidos e SAP protegido, sugerindo um significado comum, provavelmente o 

reflexo da relutância em sair da zona “segura” fechada do labirinto (Espejo, 

1997; Rodgers e Johnson, 1995). Neste contexto, foi sugerido que o número de 

entradas na zona aberta e mergulhos desprotegidos (directamente relacionados 

com o nível de ansiólise), bem como o SAP protegido e os mergulhos protegidos 

(que variam na relação inversa com a ansiólise) seriam os melhores indicadores 
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para aferir a ansiedade em murganhos sujeitos ao labirinto elevado em cruz 

(Espejo, 1997). 

Relativamente aos parâmetros mais directamente relacionados com a actividade 

motora, a análise factorial revelou que o número de entradas na zona fechada é 

uma medida mais fiável da actividade motora que o número total de entradas. 

Este último parâmetro apresenta uma correlação significativa com o factor 

ansiedade e, apesar de ter já sido erradamente usado como um indicador geral 

da actividade motora, não pode, portanto, ser visto independentemente do factor 

ansiedade (Rodgers e Cole, 1994; Rodgers e Johnson, 1995). Por outro lado, a 

correlação de ambos os parâmetros com o factor denominado “actividade 

vertical”, para o qual os parâmetros frequência e duração dos levantamentos 

apresentam a correlação mais elevada, sugere que estes parâmetros também 

poderão ser considerados como indicadores gerais da actividade motora do 

animal. Não obstante, mesmo adoptando uma análise do tipo etológico, é difícil 

avaliar a actividade motora no labirinto elevado em cruz sem a interferência do 

factor ansiedade (e vice-versa) (Weiss et al., 1998), pelo que associámos a este 

ensaio a análise do comportamento do murganho em campo-aberto, por forma a 

adquirir um maior número de dados sobre o comportamento do animal após a 

administração dos tratamentos e assim despistar eventuais falsos positivos ou 

negativos no labirinto elevado em cruz por interferência de alterações da 

actividade motora. 

 

3.3.2 Ensaio em campo-aberto 

Apesar de este ensaio ter sido inicialmente desenvolvido na área da psicologia 

comportamental para o estudo dos estados emocionais em ratos (Hall, 1934), o 

seu uso estendeu-se a outras disciplinas como a psicofarmacologia e diversas 

áreas das neurociências (Choleris et al., 2001). Nos estudos psicofarmacológicos 

os animais são colocados numa área nova, bem iluminada e delimitada por 
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paredes elevadas, monitorizando-se os efeitos de diversos agentes 

farmacológicos na duração e frequência de determinados comportamentos 

(movimentação entre as diferentes secções do campo aberto, levantamentos, 

grooming, imobilidade, etc.). Neste ensaio, que envolve normalmente uma 

confrontação forçada do animal com a situação, os roedores preferem 

espontaneamente as zonas próximas das paredes que delimitam a área do 

campo-aberto, movimentando-se junto das paredes. Um aumento do tempo 

dispendido nas zonas centrais, bem como da razão entre as movimentações 

efectuadas na zona central e o número de movimentações totais, são indicativos 

de um efeito do tipo ansiolítico, pelo que este ensaio é também usado no estudo 

de fármacos ansiolíticos, que reduzem a inibição do comportamento exploratório 

induzida pelo stress da situação em que o animal é colocado (Prut e Belzung, 

2003). Por outro lado, no estudo dos efeitos comportamentais de fármacos 

ansiolíticos, o ensaio em campo aberto é normalmente usado para avaliar efeitos 

“não específicos” ou secundários do fármaco em estudo (Schmitt e Hiemke, 

1998). Especificamente, a avaliação dos parâmetros como o número de 

movimentações totais, o número de levantamentos e o tempo de imobilidade, 

permite que este ensaio seja utilizado para avaliar se comportamentos não 

relacionados com a ansiedade, como sejam a locomoção e o sono, são afectados 

por fármacos que evidenciam efeitos do tipo ansiolítico em outros ensaios, como 

é o caso do labirinto elevado em cruz (Choleris et al., 2001; Carola et al., 2002). 

Assim, dependendo dos parâmetros registados, este ensaio é não só um modo 

conveniente de avaliar a actividade motora mas também uma das formas de 

aferir potenciais efeitos ansiolíticos ou sedativos, particularmente das 

benzodiazepinas clássicas ou dos agonistas do receptor 5-HT1A (Prut e Belzung, 

2003).  

Um aumento da locomoção, indiciado pelo aumento do número de 

movimentações entre as diferentes secções da área do campo aberto (sem 

subdivisão entre as zonas centrais e laterais), pode ser considerado como um 
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efeito estimulante enquanto que uma diminuição da actividade vertical (número 

total de levantamentos) e da locomoção está relacionado com a sedação. 

Juntamente com o tempo de imobilidade (também directamente relacionado com 

a sedação) estes foram os parâmetros que monitorizámos no nosso estudo para 

avaliação da actividade motora. 

 

3.3.3 Teste das esferas (Marble-burying test) 

Um dos comportamentos característicos dos roedores, quer no seu habitat natural 

quer nas condições de laboratório, é o chamado enterrar-defensivo (defensive-

burying) (Nicolas et al., 2006; Archer et al., 1987). Este enterrar-defensivo 

refere-se ao comportamento de deslocar o material que cobre a superfície da 

gaiola, com movimentos característicos das patas anteriores, de modo a cobrir (e, 

portanto, remover do campo visual) as fontes localizadas de estímulo aversivo ou 

perigo potencial. Este comportamento é exibido também na presença de objectos 

aparentemente inofensivos (Broekkamp et al., 1989; Poling et al., 1981; Njung’e 

e Handley, 1991), como é o caso dos berlindes usados no nosso ensaio, o que 

tem levado diversos autores a questionarem a natureza defensiva deste 

comportamento (Archer et al., 1987). Não obstante, a demonstração de que 

fármacos ansiolíticos clinicamente eficazes suprimem esta resposta de “active-

avoidance”, tornou a medida deste comportamento como um dos índices de 

ansiedade nos estudos pré-clínicos da neurobiologia e farmacologia desta emoção 

humana (Boer e Koolhas, 2003; Nicolas et al., 2006), muitas vezes usado em 

complementaridade com o labirinto elevado em cruz, que é um ensaio em que a 

medida do efeito ansiolítico nos é dada por parâmetros que resultam da “passive-

avoidance”, enquanto o resultado do teste das esferas é reflexo de um 

comportamento de “active-avoidance” (Boer e Koolhas, 2003).  

Em termos farmacológicos, os agonistas dos receptores benzodiazepínicos como o 

diazepam ou o clorodiazepóxido diminuem o número de berlindes enterrados 

(Archer et al., 1987, Broekkamp et al., 1986 e Gyertyan, 1995), enquanto a 
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inibição selectiva deste comportamento não foi verificada para fármacos 

ansiolíticos cuja acção está relacionada com o receptor 5-HT1A (buspirona, 

gepirona, ipsapirona, ritanserina) ou do antagonista 5-HT3 (ondansetron), 

contrariamente ao verificado com os inibidores selectivos da recaptação da 

serotonina (fluvoxamina, fluoxetina, zimelidina, indalpina e citalopram) (Boer e 

Koolhas, 2003) e trcíclicos antidepressivos (Broekkamp et al., 1986), que 

suprimiram este comportamento após tratamento agudo. Estes dados sugerem 

que este ensaio isoladamente tem uma validade preditiva limitada para a 

ansiedade, no entanto a introdução da medida de parâmetros adicionais torna 

possível a distinção entre as diferentes classes de fármacos referidas (Broekkamp 

et al., 1986; Nicolas et al., 2006) e a sua utilização em conjugação com outros 

ensaios pode fornecer informação adicional sobre o perfil farmacológico de um 

determinado fármaco potencialmente ansiolítico.  

 

3.3.4 Teste do arame e Teste da Chaminé 

O teste do arame (Boissier et al., 1961) e o teste da chaminé (Boissier et al., 

1960) são ensaios que foram desenvolvidos para a avaliação do efeito de 

fármacos sobre o relaxamento muscular e coordenação motora, respectivamente. 

A fiabilidade, rapidez e facilidade de execução fazem com que ainda hoje sejam 

ensaios bastante usados em diversos estudos farmacológicos (Adeyemi et al., 

2006; Luszczki et al., 2007a e b; Borowicz et al., 2007). 

No teste do arame, um fármaco que induza o relaxamento muscular limitará (ou 

impossibilitará) o murganho de segurar o arame com as suas patas posteriores. O 

relaxamento muscular pode aparecer associado a um efeito sedativo que, para 

algumas classes de fármacos (por ex., benzodiazepinas), sobrevém ao aumento 

das doses que evidenciam um efeito ansiolítico (Hui et al., 2002). O teste da 

chaminé é empregue como um ensaio complementar na avaliação de diferentes 

classes de fármacos com acção no sistema nervoso central, pois o aumento do 

 201



tempo necessário para cumprir a tarefa indicia uma perturbação da coordenação 

motora e, portanto, um eventual efeito indesejado do fármaco em estudo. 
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3.4 Estudos in vitro para avaliar a afinidade para os receptores 

benzodiazepínicos dos extractos e compostos testados in vivo 

 

Previamente à completa elucidação da estrutura dos seus constituintes, havíamos 

já verificado que a subfracção de flavonóides isolada da Passiflora edulis Sims (SF 

I), que exibiu actividade do tipo ansiolítico nos ensaios in vivo, era constituída por 

flavonas glicosiladas, nomeadamente derivados da luteolina.  

Desde a descoberta que certos tipos de flavonóides, mais particularmente 

flavonas, reconhecem especificamente os receptores benzodiazepínicos centrais 

(Nielsen et al., 1988; Medina et al., 1989) têm sido desenvolvidos esforços no 

sentido de identificar novos ligandos naturais dos locais de ligação das 

benzodiazepinas no complexo-receptor GABA (Marder e Paladini, 2002), para 

perceber a natureza da interacção destes com os referidos receptores (Huang et 

al., 2001; Dekermendjian et al., 1999; Marder et al., 2001; Hong e Hopfinger, 

2003) e para estabelecer a actividade no sistema nervoso central de diferentes 

flavonóides de origem natural (Medina et al., 1997) e sintética (Wang et al., 

2007; Griebel et al., 1999). Na literatura publicada encontramos diversas 

referências à actividade do tipo ansiolítico em modelos animais de diversos 

derivados flavonóides com uma estrutura base do tipo flavona, tais como a 

apigenina (Viola et al., 1994; Avallone et al., 2000), crisina (Wolfman et al., 

1994) e wogonina (Hui et al., 2002). Estes flavonóides com afinidade para os 

receptores benzodiazepínicos e/ou com actividade do tipo ansiolítico têm sido 

isolados de plantas medicinais usadas pela medicina tradicional pelas suas 

propriedades ansiolíticas / sedativas, tais como a Passiflora coerulea (Medina et 

al., 1990), Matricaria recutita (Viola et al., 1995), Jatropha cilliata (Okuyama et 

al., 1996), Salvia guaranitica (Marder et al., 1996), Tilia tormentosa (Viola et al., 

1994), Matricaria chamomilla (Avallone et al., 2000), Ziziphus jujuba (Peng et al., 

2000).  
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Assim, na sequência do isolamento da luteolina-7-O-[2-ramnosilglucosido] da 

Passiflora edulis Sims e da demonstração da sua actividade ansiolítica (Coleta et 

al., 2006), pareceu-nos fundamental verificar a afinidade deste composto para os 

locais de ligação das benzodiazepinas no complexo-receptor GABA.  

Por outro lado, um estudo exclusivamente focado nos mecanismos da actividade 

evidenciada pela luteolina-7-O-[2-ramnosilglucosido] estaria claramente fora do 

âmbito deste trabalho mas, na sequência do screening neurofarmacológico 

realizado com os extractos aquosos das diferentes plantas e da caracterização da 

actividade in vivo da fracção flavonóide total da Passiflora edulis Sims e de 

compostos isolados a partir desta, pensamos que o trabalho não estaria completo 

sem aferir o eventual envolvimento de um mecanismo Gabaérgico na actividade 

dos diversos extractos e compostos testados in vivo.  

 

Por último, após termos verificado que os constituintes da subfracção de 

derivados flavonóides que exibiu actividade ansiolítica, eram derivados 

glicosilados da luteolina, e na ausência de estudos sobre a actividade deste 

composto no sistema nervoso central, resolvemos avaliar também a actividade 

neurofarmacológica da luteolina (Coleta et al., in press). Este composto exibiu 

uma série de actividades nos diversos ensaios in vivo realizados, nomeadamente, 

potenciando o tempo de indução do sono barbitúrico, antagonizando a actividade 

cataléptica do haloperidol e induziu diversas alterações no comportamento 

avaliado no labirinto elevado em cruz e no teste da curiosidade, consistentes com 

um efeito do tipo ansiolítico, sem afectar a actividade motora e não protegendo 

os animais do electochoque (Coleta et al., in press). Assim, considerando a 

actividade evidenciada por este composto in vivo, bem como por diversos dos 

seus derivados glicosilados (Fernández et al., 2006; Okuyama et al., 1996), 

nomeadamente aqueles que isolámos no decurso deste trabalho (Coleta et al., 

2006), procedemos igualmente à determinação da afinidade da luteolina com os 

locais de ligação das benzodiazepinas no complexo-receptor GABA. 
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4. Material e Métodos 

 

4.1. Animais 

Os estudos desenvolvidos neste trabalho foram realizados em Portugal e no 

Brasil. Sendo que em Portugal foram usados murganhos machos adultos (25-

35G) estirpe Swiss adquiridos ao Instituto Gulbenkian de Ciência e nos ensaios 

realizados no Brasil foram usados animais da mesma estirpe do biotério central 

da Universidade Federal de Santa Catarina. Durante o período da realização dos 

ensaios estes animais foram mantidos no biotério local do laboratório em grupos 

de dez animais, com um ciclo de luz controlado de 12h, pellets de ração comercial 

e água ad libitum. Cada animal foi usado apenas uma vez e todas as experiências 

envolvendo animais foram conduzidas de acordo com os padrões internacionais 

de respeito pelo bem-estar animal e recomendados pela Sociedade Brasileira de 

Neurociências e Comportamento. Usámos o número de animais e a duração de 

observações estritamente necessária para obter dados consistentes e, no caso 

dos ensaios realizados na Universidade Federal de Santa Catarina, os protocolos 

experimentais foram também aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (#23080.001156/2001-50/UFSC).  

 

4.2. Procedimentos gerais 

No screening preliminar da actividade farmacológica das infusões de Passiflora 

edulis Sims, Tilia x europaea L., Hypericum perforatum L. e Melissa officinalis L. 

as soluções foram administradas por via intra peritoneal 30min antes dos ensaios 

e as soluções testadas foram preparadas retomando o liofilizado das infusões em 

soro fisiológico. Nos restantes ensaios, as soluções a testar foram preparadas 

com água destilada e os animais administrados 60min antes do ensaio por via 

oral usando uma sonda intra-gástrica. Em todos os ensaios usámos como 

controlo positivo o diazepam, preparado extemporaneamente por diluição de uma 
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formulação comercial (Valium® Roche/ 5mg), e como controlo negativo água 

destilada (administração oral) ou soro fisiológico (administração intra-peritoneal). 

O diazepam foi usado na dose de 0,8mg/kg (administração intra-peritoneal) e 

1mg/kg (administração oral). No caso da infusão de Passiflora edulis Sims e da 

sua fracção flavonóide total foi também aferida a actividade farmacológica 30, 60, 

90 e 120min após a sua administração por via oral. No dia da realização dos 

ensaios os animais foram colocados no laboratório uma hora antes do início do 

ensaio, que foi sempre conduzido entre as 09h00m e as 13h00m. Os liofilizados 

das infusões das diferentes plantas foram testados com doses entre os 5 e 

100mg/kg. No caso da Passiflora edulis Sims o liofilizado da infusão foi 

adicionalmente testado por administração oral com doses entre os 14,4mg/kg e 

os 230mg/kg. A fracção flavonóide total desta planta, bem como as subfracções a 

que deu origem e os compostos isolados, foram testados na dose correspondente 

à sua concentração no extracto que lhes deu origem e, complementarmente com 

doses entre 1 e 100mg/kg.  

 

4.3. Registo e análise dos resultados  

Os ensaios comportamentais foram registados em vídeo e analisados sem 

indicação do tratamento administrado a cada animal. Alternativamente, alguns 

ensaios foram realizados com monitorização dos parâmetros experimentais in situ 

por dois operadores treinados. Cada solução foi testada num mínimo de 10 

animais e a análise estatística dos resultados foi feita com software GraphPad 

Instat® usando análise de variância (ANOVA) seguido do teste post-hoc de Tukey 

ou o teste de Dunette, para comparação entre tratamentos e o teste exacto de 

Fisher para os testes do arame e da chaminé. As diferenças entre os grupos 

experimentais foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.  
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4.4. Ensaios farmacológicos in vivo 

 

4.4.1. Labirinto elevado em cruz (Elevated plus-maze) 

O labirinto usado foi uma ligeira modificação daquele descrito por Lister (1987). 

Basicamente, consistia em dois braços abertos (30x5x0,25cm) e dois braços 

fechados (30x5x15cm) cruzando-se numa plataforma central (5x5cm) e dispostos 

de modo a que os dois pares de braços idênticos se encontram em extremidades 

opostas. A base do labirinto é feita de Plexiglas preto e as paredes de Plexiglas 

transparente. No início de cada ensaio o animal foi colocado na plataforma central 

voltado para um dos braços fechados e deixado explorar o labirinto livremente 

durante 5min. Os ensaios decorreram ao abrigo da luz natural, com o mínimo 

possível de ruídos externos e com a iluminação de apenas uma lâmpada 

vermelha de 15W. Entre cada ensaio o labirinto foi cuidadosamente limpo com 

papel absorvente humedecido com etanol 10% e seco com papel absorvente. As 

medidas espaciais e temporais registadas foram o número de entradas na zona 

aberta e na zona fechada (usando como critério para entrada o posicionamento 

das quatro patas no braço em questão), expressos como percentagem do número 

total de entradas em cada uma das zonas, o tempo passado na zona aberta 

(expresso como percentagem do tempo total) e o tempo passado na plataforma 

central. As medidas etológicas registadas foram o “grooming” (comportamento de 

auto-limpeza), o número de levantamentos, o número de mergulhos e o número 

de “stretched attention postures” (protegidos e desprotegidos) (Rodgers e Dalvi, 

1997) 

Um aumento selectivo dos parâmetros espaciais e temporais directamente 

relacionados com a exploração dos braços abertos do labirinto é indicativo de um 

efeito do tipo ansiolítico. 
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4.4.2. Ensaio em campo aberto (Open-field test) 

Sobre uma superfície lisa de cor negra, onde previamente foi desenhado com 

marcador branco uma grelha de quadrados (10x10cm), delimitou-se uma área 

(60 x 60 cm) com paredes (50cm) de plexiglas (coberto com um plástico preto). 

Após a administração, cada animal foi colocado no centro do quadrado e a sua 

actividade motora monitorizada durante 5 minutos, registando-se o número de 

cruzamentos (número de vezes que o animal atravessou os quadrados da grelha 

desenhada na superfície), o número de levantamentos, o tempo de imobilidade e 

o tempo de “grooming” (Kelley, 1993).  

 

4.4.3. Teste das esferas (Marble burying test) 

Para este ensaio utilizou-se uma caixa construída em plexiglas branco (23 x 17 x 

14 cm) com uma tampa transparente perfurada. O fundo da caixa foi coberto por 

uma camada de serradura fina com cerca de 5 cm de altura. No centro da caixa 

colocaram-se, dispostas lado a lado, 25 esferas brilhantes de vidro. Os 

murganhos foram colocados no centro da caixa, sobre as esferas, explorando 

livremente o espaço durante 15 minutos e, findo este tempo, contabilizou-se o 

número de esferas que o animal cobriu com serradura (consideraram-se todas as 

esferas cobertas em mais de 2/3 com serradura). O ensaio foi sempre realizado 

directamente por baixo de uma luz fluorescente forte e entre cada experiência a 

serradura da caixa foi substituída. (Broekkamp et al., 1986; Treit et al., 1981) 

 

4.4.4. Avaliação da actividade motora 

A actividade miorrelaxante foi avaliada usando o teste do arame. Usando um fio 

de arame esticado a 20cm acima da superficie da bancada, o animal é suspendido 

no arame pelas patas anteriores e é registado o tempo necessário para que o 

animal se equilibre no arame com as patas posteriores e/ou cauda. Considerou-se 

que o animal falhava o teste quando levava mais do que 5 segundos para atingir 
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o equilíbrio sendo, portanto um sinónimo de relaxamento muscular (Boissier et 

al., 1961; Vogel e Vogel, 1997). 

 

A coordenação motora foi avaliada através do teste da chaminé. Neste ensaio o 

animal foi forçado a entrar dentro de um tubo de vidro transparente (25 cm de 

comprimento e 2,5 cm de diâmetro) colocado na posição horizontal. Quando o 

animal atinge a extremidade oposta, o tubo foi colocado na vertical sobre a mesa. 

A reacção natural do animal é recuar subindo o tubo. A performance do animal é 

avaliada pelo tempo que este leva para, após a inversão do tubo, atingir a 

extremidade mais distante com as patas posteriores. Considerou-se que a 

coordenação motora estava comprometida quando o animal se mostrou incapaz 

de subir o tubo em 30 segundos (Boissier et al., 1960).  

 

 

4.5. Ensaios farmacológicos in vitro 

 

4.5.1. Animais  

Foram usados ratos Wistar do sexo masculino com peso compreendido entre 250 

e 350g. Os animais foram mantidos em grupos de cinco com ciclos de luz de 12h 

e água e comida ad libitum. 

 

4.5.2. Isolamento do córtex cerebral de rato 

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical seguido de decapitação 

e os cérebros retirados rapidamente e imersos numa solução de sacarose (0,32M 

em HEPES-Tris, pH 7.4 10mM) à temperatura de 0-4ºC. Todo o processo de 

isolamento foi realizado a baixas temperaturas (0-4ºC). Desprezado o cerebelo, o 

cérebro foi dissecado longitudinalmente ao longo da cisura longitudinal e a 

substância cinzenta do córtex cerebral isolada, separando-a da substância branca 

e meninges. 
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4.5.3. Homogeneização 

Homogeneizou-se o córtex cerebral em solução de sacarose a 0-4ºC (10ml por 

cada córtex) num homogeneizador de vidro Potter-Elvejhem com pistão de teflon, 

a 500rpm/10 vezes (Heidolph RZR 2000). 

 

4.5.4. Isolamento das membranas do córtex cerebral de rato 

A fracção de membranas neuroniais de rato foi preparada de acordo com a 

técnica descrita por Cavadas et al. (1995). Após a obtenção do homogeneizado 

centrifugou-se a 1500g durante 10 min a 4ºC (Cryofuge 20-3, Heraeus-Christ) e 

desprezou-se o sedimento. O sobrenadante foi centrifugado a 9000g durante 20 

min, obtendo-se o sedimento mitocondrial rico em terminais nervosos pré- e pós-

sinápticos. (Uma vez que as nossas preparações não possuem ácido gama-

aminobutírico (GABA) não procedemos à lise osmótica deste sedimento com água 

destilada). O sedimento foi então ressuspenso em 10ml de tampão HEPES 40mM-

Tris (pH 7.4) a 0-4ºC, e centrifugado a 25000g durante 30min. Esta última 

operação foi repetida mais uma vez e o sedimento ressuspenso em 1ml do 

mesmo tampão e congelado a -80ºC. 

 

4.5.5. Determinação da concentração de proteína segundo o método 

colorimétrico do biureto 

A concentração de proteína foi determinada pelo método do biureto (Layne, 

1957), utilizando a albumina sérica bovina como padrão. Este método de 

determinação da concentração de proteína consiste numa reacção colorimétrica 

de formação de complexos violeta cupro-proteicos em meio básico. 

Soluções: 

Albumina bovina padrão 0,4% 

SDS (dodecilsulfato de sódio) 10% 
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Reagente do Biureto (CuSO4.5H2O a 0,15%; tartarato de sódio e potássio a 

0,6%) 

NaOH a 3% 

KI a 0,1% 

Procedimento: 

Os tubos com água, SDS, tampão, proteína (padrões e amostras) foram 

preparados de acordo com o indicado no quadro seguinte: 

Tubos com padrão Albumina (µl) Água (µl) SDS (µl) Tampão (µl) Biureto (ml) 

1 0 500 50 50 2 

2 100 400 50 50 2 

3 250 250 50 50 2 

4 500 0 50 50 2 

Amostras Amostra (µl) Água (µl) SDS (µl) - Biureto (ml) 

A1 50 500 50 - 2 

A2 50 500 50 - 2 

 

10-15min após a adição do reagente do biureto foi feita a leitura da absorvância 

de cada solução a λ = 540nm 

 

 

4.5.6. Ensaio de ligação do [3H]-flunitrazepam a membranas de córtex 

cerebral de rato 

 

Para a realização dos ensaios de ligação o sedimento obtido pelo processo de 

isolamento de membranas acima descrito foi ressuspenso em tampão HEPES 

40mM-Tris (pH 7.4), a 0-4ºC, de modo a obter uma concentração de proteína de 

0,3 a 0,4 mg/ml. A suspensão final foi homogeneizada por ultrassons durante 10 

segundos na posição 7 (Tissumizer, Teckmar TR-10) 
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A marcação directa do local de ligação das benzodiazepinas no receptor GABAA foi 

realizada pela técnica de filtração.  

A fracção membranar (200µl) foi incubada durante 30 minutos a 4ºC com [3H]-

flunitrazepam 0,5nM e concentrações apropriadas dos extractos e compostos a 

testar. 

A ligação não específica foi determinada na presença de diazepam 100µM. A 

ligação foi terminada pela técnica de filtração rápida usando filtros Whatman 

GF/B. Os filtros foram lavados com tampão TRIS-HCl 0,005M, para eliminar a 

radioactividade não ligada. A radioactividade que permaneceu nos filtros foi 

contada por espectrometria de cintilação líquida num contador de cintilações 

Packard Tri-Carb 2500 TR. Os filtros foram colocados em frascos próprios para o 

contador de cintilação β aos quais se adicionou 8ml de líquido de cintilação (1 litro 

de tolueno, 7,3g de 2,5-difeniloxazol (PPO, Sigma, USA); 167mg de p-bis[2(5-

feniloxazoil)]-benzeno (POPOP, Sigma, USA) e 250ml de Triton X-100 (Merck)). 

Paralelamente, calculámos a quantidade exacta de radioligando em 50µl. 
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5. Resultados e Discussão 

 

5.1. Screening neurofarmacológico das diferentes 

plantas em estudo 

 

5.1.1. Hypericum perforatum L. – No ensaio em campo aberto o número de 

cruzamentos (Fig. 5.1.1a) e levantamentos (Fig. 5.1.1b) foram significativamente 

diminuídos (p <0,01) para as doses de 25, 50 e 100 mg/kg e os tempos de 

imobilidade (Fig 5.1.1c) foram significativamente aumentados (p< 0,05) para 

estas mesmas doses. A diminuição do número total de cruzamentos, que 

representa uma medida da distância percorrida pelo animal, indica uma inibição 

do “drive” exploratório dos murganhos e sugere uma diminuição da actividade 

motora normal o que, conjuntamente 

com a diminuição do número de 

levantamentos e aumento dos tempos 

de imobilidade, é consistente com um 

efeito do tipo sedativo (Prut e Belzung, 

2003). A diminuição da actividade 

motora também foi evidente no 

labirinto elevado em cruz onde se verificou uma diminuição do número total de 

entradas (p <0,01) e também do número de entradas na zona fechada (p <0,01) 
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Fig. 5.1.1a: ANOVA – F5,51= 28.35 com p<0.0001 
Teste de Dunette - *p <0,05; **p <0,01 

Fig. 5.1.1b: ANOVA - F5,51= 27.96 com p<0.0001 
Teste de Dunette - **p <0,01 
 

Fig. 5.1.1c: ANOVA - F5,44= 49.5 com p<0.0001 
Teste de Dunette - **p <0,01 
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(Fig. 5.1.1d), que é um parâmetro directamente relacionado com a actividade 

motora (Rodgers e Cole, 1994).  

Por outro lado, para estas mesmas 

doses (25, 50 e 100 mg/kg), verificou-

se que a performance dos animais no 

teste do arame ficou também 

significativamente comprometida, 

indicando uma acção do tipo 

miorrelaxante (Boissier et al., 1961). 

No seu conjunto estes dados sugerem claramente uma acção do tipo sedativo 

para as doses de 25, 50 e 100 mg/kg. As alterações na actividade motora podem 

produzir variações significativas nos parâmetros clássicos do labirinto elevado em 

cruz (tempo e número de entradas na zona aberta) (Dawson e Tricklebank, 1995) 

comprometendo assim o valor interpretativo destes parâmetros enquanto 

indicadores dos níveis de ansiedade do animal. Assim, considerando os dados 

obtidos no ensaio em campo aberto para estas doses, podemos concluir que a 

alteração de um dos parâmetros 

clássicos medidos no labirinto 

elevado em cruz, nomeadamente 

a % de entradas na zona aberta, 

verificada para a dose de 25 

mg/kg (Fig. 5.1.1e), é 

consequência da sua acção 

sedativa e não de um efeito 

especificamente ansiolítico. Na análise dos parâmetros etológicos, como por 

exemplo o total de SAP (Fig. 5.1.1g) ou o número de mergulhos desprotegidos 

(Fig. 5.1.1h), também verificamos alterações significativas em algumas das doses 
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Fig. 5.1.1e: ANOVA - F5,41= 3.7 com p=0.0074 
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Fig. 5.1.1d: ANOVA - F5,43= 12.45 com p<0.0001 
Teste de Dunette - **p <0,01 
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mais elevadas, que foram condicionadas pela perturbação da actividade motora e 

do comportamento exploratório e não por um efeito ansiolítico.  
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 Fig. 5.1.1f: ANOVA - F5,41= 3.06 com p=0.023 
Teste de Dunette - *p <0.05 
 

Fig. 5.1.1g: ANOVA - F5,41= 5.387 com p=0.0009 
Teste de Dunette *p <0.05; **p <0,01  

Por outro lado, a dose de 5 mg/kg evidenciou efeitos diferentes daqueles 

descritos acima para as doses mais elevadas. Assim, no ensaio em campo aberto 

não se verificaram alterações significativas do número de cruzamentos, do 

número de levantamentos ou do 

tempo de imobilidade, indicando que 

a dose de 5 mg/kg não induziu 

alterações significativas na actividade 

motora. Este dado é consistente com 

a observação no labirinto elevado em 

cruz onde também não se verificou uma 

alteração significativa do número de 

entradas na zona fechada. No teste do arame também não se verificou que esta 

dose induzisse relaxamento muscular. Assim, os efeitos do tipo sedativo 

verificados nas doses mais elevadas não foram, portanto, verificados na dose de 

5 mg/kg. No entanto, esta dose produziu alterações significativas em alguns dos 

parâmetros avaliados no labirinto elevado em cruz. Relativamente às medidas 

espaciais e temporais, apesar de não ter havido uma alteração significativa do 

número de entradas nas zonas abertas do labirinto (Fig. 5.1.1e), destaca-se a 

observação de que o tratamento administrado aumentou significativamente o 
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Fig. 5.1.1h: ANOVA - F5,43= 8.564 com p<0.0001 
Teste de Dunette *p <0.05; **p <0,01 
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tempo de permanência nessas zonas (Fig. 5.1.1h). Não tendo havido alteração da 

actividade motora [situação em que o aumento do tempo de permanência nas 

zonas abertas poderia ser uma consequência da inibição do “drive” exploratório 

por sedação do animal (Dawson e Tricklebank, 1995), embora normalmente esta 

situação de imobilidade se verifique nas zonas fechadas (McBlane e Handley, 

1994], podemos tomar o aumento isolado do tempo de permanência nas zonas 

abertas do labirinto elevado em cruz como o resultado de um efeito do tipo 

ansiolítico (Pellow et al., 1985; Handley e McBlane, 1993). Por outro lado, esta 

interpretação é consistente com a observação de que houve uma diminuição do 

número total de SAP, que ocorreu particularmente como consequência da 

diminuição da expressão de SAP nas zonas abertas do labirinto (SAP 

desprotegido) (Rodgers e Cole, 1994). Considerando que o parâmetro SAP é um 

índice primário de avaliação de risco (Blanchard et al., 1994), este último dado 

poderá ser indiciador de um tipo de comportamento exploratório mais 

“distendido”. Ainda, verificou-se também um aumento da % de mergulhos 

desprotegidos, que é um parâmetro que varia directamente com a ansiólise 

(Rodgers e Cole, 1994).  

 

Após a administração de inúmeros fármacos pode ocorrer um efeito do tipo 

sedativo, seja por modulação de diferentes tipos de receptores (dopaminérgicos, 

histaminérgicos, opióides, por exemplo) ou por uma acção depressora 

inespecífica do sistema nervoso central (Laloux et al., 2007). Por outro lado, a 

sedação é um dos característicos efeitos secundários à acção de fármacos 

ansiolíticos do tipo benzodiazepínico, particularmente dos modeladores não 

selectivos do complexo-receptor GABA (como por exemplo o diazepam) 

actualmente em uso clínico, que exibem uma actividade ansiolítica em doses 

baixas ou moderadas e uma acção sedativa em doses elevadas (Mathiasen et al., 

2007). Inversamente, os ansiolíticos do tipo serotoninérgico não exibem 

 218



 

normalmente o mesmo tipo de actividade sedativa. As benzodiazepinas clássicas 

exercem os seus efeitos ansiolíticos, sedativos, hipnóticos, miorrelaxantes, 

anticonvulsivos e amnésicos através da potenciação da neurotransmissão nos 

receptores GABAA contendo as subunidades α1, α2, α3, ou α5 (Savic et al., 

2007). Quando o GABA se liga ao complexo-receptor este é activado fazendo com 

que o canal iónico permeável ao Cl- se abra, assim produzindo o influxo deste 

anião para o neurónio. Este influxo de Cl- resulta numa corrente post-sináptica 

inibitória que hiperpolariza o neurónio. A diminuição da actividade neuronal após 

a activação do complexo-receptor GABAA pode alterar rapidamente a função 

cerebral perturbando o estado de consciência e o controlo motor (Basile et al., 

2004). O diazepam interage com os receptores GABAA contendo as subunidades 

α1, α2, α3, ou α5, com afinidade e eficácia agonista equivalentes. (Fradley et al., 

2007). Foi já demonstrado que a acção sedativa deste fármaco é mediada através 

da subunidade α1 (Rudolph et al., 1999; McKernan et al., 2000), enquanto a 

actividade ansiolítica é mediada através da subunidade α2 do complexo receptor 

GABAA (Low et al., 2000). [o que tem motivado inúmeras pesquisas de novos 

fármacos que possam exibir selectividade para esta subunidade e que, 

teoricamente, poderão induzir um efeito ansiolítico sem o comprometimento da 

actividade motora e sedação (Rudolph e Möhler, 2006)] 

Embora os resultados obtidos não permitam estabelecer qual o mecanismo pelo 

qual se exercem os efeitos observados, poder-se-á afirmar que o perfil de 

actividade do extracto se assemelha mais com o dos fármacos do tipo 

benzodiazepínico do que com os ansiolíticos do tipo serotoninérgico. No caso de a 

actividade observada se dever a uma modulação do complexo-receptor GABAA 

não parece que esta modulação possa ser específica de uma das suas respectivas 

subunidades. Contudo, pelo facto de se tratar de um extracto bruto com 

inúmeros tipos de constituintes não podemos descartar a hipótese da presença no 
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extracto de compostos que exibam uma afinidade selectiva para os receptores 

benzodiazepínicos. 

A hiperforina é um dos principais constituintes do Hypericum perforatum L., tendo 

sido já demonstrada a sua capacidade para interagir com diversos tipos de 

receptores e o seu envolvimento na actividade antidepressiva dos extractos desta 

planta (Zanoli, 2004). Contudo, conjugando os resultados do estudo 

farmacológico acima apresentados com os dados relativos à caracterização 

química do extracto de Hypericum perforatum L., que revelaram a ausência de 

hiperforina, podemos concluir que a actividade farmacológica evidenciada não 

está relacionada com a presença deste constituinte. Assim, os nossos resultados 

apontam para a existência no extracto de outros constituintes que serão 

relevantes para a actividade farmacológica, porquanto têm capacidade de 

desencadear uma acção do tipo ansiolítico mesmo para doses relativamente 

baixas (5 mg/kg). Tratando-se de um extracto bruto com inúmeros constituintes 

(entre os quais flavonóides e hipericinas), não é possível identificar quais serão 

aqueles que estão envolvidos na actividade farmacológica evidenciada, embora os 

dados publicados por outros autores sugiram o envolvimento de diversos tipos de 

constituintes (Butterweck, 2003). 

 

5.1.2. Tilia x europaea L. – No ensaio em campo aberto, para as doses de 25, 

50 e 100 mg/kg verificou-se um aumento significativo do tempo de imobilidade 

(Fig. 5.1.2a). Com as doses de 50 e 100 mg/kg verificou-se adicionalmente uma 

diminuição do número de cruzamentos (Fig. 5.1.2b) e de levantamentos (Fig. 

5.1.2c).  
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Fig. 5.1.2a: ANOVA – F6,47= 32.61 com p<0.0001 
Teste de Dunette - **p <0,01 

Fig. 5.1.2b: ANOVA – F6,51= 11.00 com p<0.0001 
Teste de Dunette - **p <0,01 

 

Estes dados sugerem um efeito do tipo sedativo (Prut e Belzung, 2003) nas doses 

≥ que 25 mg/kg sendo particularmente evidente nas doses de 50 e 100 mg/kg. 

No labirinto elevado em cruz, estas mesmas doses induziram igualmente uma 

diminuição significativa do número 

total de entradas nas diferentes 

secções do labirinto, incluindo o 

número de entradas na zona 

fechada, o que está em linha com as 

observações no ensaio em campo 

aberto. No ensaio do arame o 

relaxamento muscular foi detectado para as doses ≥ a 25 mg/kg. As doses de 5 e 

10 mg/kg não induziram alterações significativas nos diferentes parâmetros 

medidos nos vários testes efectuados.  
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Fig. 5.1.2c: ANOVA – F6,51= 10.59 com p<0.0001    
Teste de Dunette - **p <0,01; *p <0.05 

Estes dados indicam que o extracto da Tilia x europaea L. em estudo evidenciou 

uma actividade do tipo sedativa e, tal como foi verificado para o Hypericum 

perforatum L., a perturbação da actividade motora levou à alteração significativa 

de alguns dos parâmetros clássicos (Figs. 5.1.2d/e) e etológicos (Figs. 5.1.2f/g) 

do labirinto elevado em cruz, particularmente após a administração da dose de 

100 mg/kg. 
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Fig. 5.1.2e: ANOVA – F6,41= 5.504 com p=0.0003    
Teste de Dunette - **p <0,01 
 

Fig. 5.1.2d: ANOVA – F6,41= 4.375 com p=0.0017    
Teste de Dunette - **p <0,01 
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Fig. 5.1.2f: ANOVA – F5,33= 3.448 com p=0.0129    
Teste de Dunette - **p <0,01 
 

Fig. 5.1.2g: ANOVA – F6,36= 4.150 com p=0.0029    
Teste de Dunette - *p <0.05 

 

Embora os resultados obtidos não permitam identificar o mecanismo pelo qual se 

exerce o efeito sedativo observado (que poderá ocorrer pela modulação de 

diferentes tipos de receptores), o perfil farmacológico deste extracto é diferente 

daquele evidenciado pelo Hypericum perforatum L., não tendo sido detectados 

efeitos do tipo ansiolítico nas doses inferiores aquelas que induziram sedação. 

Assim, pudemos confirmar que o extracto aquoso evidencia uma actividade 

sedativa, no entanto, a actividade do tipo ansiolítico sugerida por outros autores 

(Cavadas et al., 1995) não foi confirmada. 

 

 

5.1.3. Melissa officinalis L. – Apesar de, curiosamente, a monografia da 

German Commission E (1998) indicar o uso desta planta em situações de 

espasmos gastrointestinais, verificou-se que as doses de 5 e 25 mg/kg induziram 

nos animais fortes contracções abdominais comprometendo, portanto, o seu 

 222



 

comportamento nos testes realizados. No ensaio em campo aberto, mas também 

no labirinto elevado em cruz, as contracções abdominais eram bem visíveis e os 

parâmetros relacionados com a actividade motora foram significativamente 

diminuídos (Figs. 5.1.3c/d). 
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Fig. 5.1.3b: ANOVA – F5,37= 4.332 com p=0.0033    
Teste de Dunette - **p <0,01 
 

Fig. 5.1.3a: ANOVA – F5,37= 5.338 com p=0.0009    
Teste de Dunette - **p <0,01 
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Fig. 5.1.3c: ANOVA – F5,47= 9.609 com p<0.0001    
Teste de Dunette - **p <0,01 

Fig. 5.1.3d: ANOVA – F5,47= 6.741 com p<0.0001    
Teste de Dunette - **p <0,01 

 

As doses de 50 e 100 mg/kg não induziram as mesmas contracções abdominais e 

não alteraram significativamente a actividade motora dos animais mas, por outro 

lado, também não induziram alterações significativas nos parâmetros clássicos 

(Figs. 5.1.3a/b) ou etológicos (Figs. 5.1.3e/f) do labirinto elevado em cruz.  
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Fig. 5.1.3e: ANOVA – F5,32= 6.331 com p=0.0003    
Teste de Dunette - **p <0,01; *p <0.05 

Fig. 5.1.3f: ANOVA – F5,32= 2.858 com p=0.0316    
Teste de Dunette - **p <0,01 

 

As contracções abdominais observadas com as doses de 5 e 25 mg/kg poderão 

ter sido causadas por uma irritação inespecífica provocada pela administração do 

extracto por via i.p. e, por qualquer razão que desconhecemos, este efeito 

desaparece ou é mascarado nas doses mais elevadas.  

Contrariamente aos resultados apresentados por outros autores que verificaram 

um efeito sedativo após a administração de um extracto hidroalcoólico desta 

planta (Soulimani et al., 1991) ou do seu óleo essencial (Buchbauer et al., 1993; 

Elliot et al., 2006), as doses de 50 e 100 mg/kg do extracto aquoso de Melissa 

officinalis L. não evidenciaram qualquer actividade farmacológica nos ensaios 

realizados. Contudo, os dados obtidos com a Melissa officinalis L. são 

inconclusivos e, sem uma repetição dos ensaios, eventualmente testando 

também outra via de administração, não será possível confirmar as indicações 

bibliográficas sobre a actividade neurofarmacológica desta planta. 

 

5.1.4. Passiflora edulis Sims  

No ensaio em campo aberto não foram observadas alterações da actividade 

motora e vertical (Figs. 5.1.4a/b, respectivamente). 
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 Fig. 5.1.4b: ANOVA – F5,54= 2.049 com p=0.0863 

 

Fig. 5.1.4a: ANOVA – F5,55= 4.109 com p=0.0031
Teste de Dunette - *p <0.05 
 
 

da no campo aberto, verificámos na análise dos parâmetros etológicos que 

uve uma diminuição significativa comportamento de auto-limpeza (“grooming”) 

para todas as doses do extracto 

testadas (Fig. 5.1.4c). A redução da 

expressão deste comportamento, 

particularmente junto das paredes do 

campo aberto, aparece normalmente 

associada a um efeito do tipo 

mportamento em função da sua localização espacial não é possível com estes 

dos fazer essa interpretação. Contudo, o facto de o diazepam ter induzido 

almente uma redução do tempo de “grooming”, também sugere a 

ssibilidade deste efeito ser devido a uma acção do tipo ansiolítico. 

siolítico (Choleris et al., 2001). Uma vez que não registámos este 
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Fig. 5.1.4e: ANOVA – F5,44= 10.46 com p<0.0001 
Teste de Dunette - *p <0.05; **p <0,01 
 

Fig. 5.1.4d: ANOVA – F5,45= 9.809 com p<0.0001 
Teste de Dunette - *p <0.05; **p <0,01 
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Fig. 5.1.4c: ANOVA – F5,49= 5.876 com p=0.0002 
Teste de Dunette - **p <0.01 
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No labirinto elevado em cruz verificámos que a dose de 100 mg/kg incrementou 

os níveis de exploração da zona aberta, nomeadamente aumentando as 

percentagens do número de entradas e de tempo dispendido nesta zona (Figs. 

5.1.4d/e). Na análise dos parâmetros etológicos registados no labirinto elevado 

em cruz verificámos não haverem diferenças significativas na expressão do 

comportamento de SAP, tanto no seu número total (Fig. 5.1.4f) como na sua 

expressão diferencial nas diferentes zonas do labirinto (Figs. 5.1.4g/h). 

 

 

e salientar que em termos da expressão diferencial deste comportamento o 

diazepam não aumentou significativamente o SAP desprotegido, ao contrário do 

que seria de esperar (Rodgers e Cole, 1994). Este dado sugere que poderá ter 

havido um problema no registo deste comportamento que nem sempre é fácil de 

identificar. Por outro lado, verificamos que houve um aumento da percentagem 

de mergulhos desprotegidos (Fig. 5.1.4i) que varia directamente com a ansiólise 

e é um dos parâmetros mais sensíveis deste ensaio (Espejo, 1997).  

D
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Fig. 5.1.4g: ANOVA – F5,40= 0.7586 com p=0.5853 
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Fig. 5.1.4f: ANOVA – F5,40= 5.762 com p=0.0001 
Teste de Dunette - **p <0,01 
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No seu conjunto estes resultados sugerem que a dose de 100 mg/kg do extracto 

aquoso liofilizado de Passiflora edulis Sim do tipo

ericum 

erforatum L. apresentou um perfil farmacológico bastante interessante, 

te baix

s evidencia uma actividade  

ansiolítico. Para nenhuma das doses testadas se verificaram alterações 

significativas na actividade motora medida no ensaio em campo aberto ou na 

performance dos animais no teste do arame, pelo que se poderá concluir que a 

dose que evidenciou o efeito do tipo ansiolítico no labirinto elevado em cruz, não 

perturbou a actividade motora nem induziu relaxamento muscular. Já outros 

autores haviam verificado uma actividade do tipo ansiolítico para um extracto 

aquoso desta planta (Cotrim et al., 1995), embora os resultados não sejam 

comparáveis pois nesse estudo a dose não foi calculada em função do resíduo 

seco do infuso mas sim do volume de infusão administrado e, por outro lado, a 

via de administração usada foi diferente (no nosso caso com administração i.p.), 

o que poderá interferir com a actividade farmacológica dos extractos desta planta 

(Para uma discussão mais detalhada deste ponto ver secção 5.4, Cap. II). 

 

Assim, em face dos resultados apresentados verificamos que o Hyp

p

nomeadamente exibindo uma actividade do tipo ansiolítico para doses 

relativamen as, o que justificaria o aprofundamento do estudo deste 

extracto. Contudo, um aspecto prático que deve ser considerado é que, para além 

de esta ser uma das plantas mais estudadas do ponto de vista químico (o que 

Fig. 5.1.4h: ANOVA – F5,40= 1.240 com p=0.3111 
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Fig. 5.1.4i: ANOVA – F5,40= 6.701 com p=0.0002 
Teste de Dunette - *p <0.05; **p <0.01 
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relativiza o interesse do seu estudo num trabalho eminentemente fitoquímico), 

foram também surgindo ao longo do período inicial do trabalho inúmeros 

trabalhos dedicados ao estudo desta planta nas vertentes fitoquímica, 

farmacológica e clínica. Numa pesquisa através do PubMed encontrar-se-ão 123 

citações no período entre 1997-1999 e se incluirmos o ano de 2000 esse número 

passa a ser de 283 (incluindo mais de 40 revisões), enquanto que em período 

equivalente anterior a 1997 (1994-1996) o número de citações era de apenas 24. 

Não sendo exaustivos estes dados revelam bem o número de investigadores que 

nessa época se dedicou a este tema, mas também ilustram as limitações 

inerentes em termos do desenvolvimento de um trabalho original, numa planta 

que historicamente já havia sido bastante estudada. 

Relativamente à Tilia europea L. a questão da originalidade do seu estudo 

fitoquímico não se colocava, porquanto se trata de uma planta ainda pouco 

detectada qualquer actividade do tipo ansiolítico ou 

fectar a 

estudada, contudo, apesar de os resultados do screening evidenciarem uma forte 

acção no sistema nervoso central, não foi observada uma actividade 

especificamente ansiolítica. 

A Melissa officinalis L. foi excluída em função dos resultados do screening 

farmacológico onde não foi 

sedativo, pese embora a necessidade de clarificar os resultados obtidos. 

Das quatro plantas testadas a Passiflora edulis Sims foi aquela que apenas exibiu 

uma actividade ansiolítica sem induzir relaxamento muscular nem a

actividade motora. Não sabemos se aumentando as doses administradas estes 

efeitos poderiam vir a ser observados mas, em face dos dados obtidos, os efeitos 

observados parecem específicos e confirmam os dados de anteriores experiências 

(apesar das diferenças de dose em que foi observado este efeito). Por outro lado, 

é importante referir que esta é uma planta ainda pouco estudada do ponto de 

vista químico. 
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Assim, ponderados os aspectos acima referidos e ainda a nossa experiência 

anterior no estudo desta planta, seleccionámos a Passiflora edulis Sims para a 

fase subsequente do trabalho. 
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5.2 Avaliação neurofarmacológica dos 

putativos efeitos ansiolíticos da 

Passiflora edulis Sims e seus 

constituintes  

 

 

Tendo já verificado a actividade neurofarmacológica da infusão e de um extracto 

de flavonóides obtido a partir desta (Coleta, 1998) mas não havendo qualquer 

referência sobre o tempo necessário para que os constituintes activos desta 

planta produzam efeito, entendemos ser necessário aferir a eventual influência do 

tempo entre a administração do extracto ao animal e a realização do ensaio 

(Tabela 5.2a).  

 

30' 60' 90' 120' 
 

% EA % TA % EA % TA % EA % TA % EA % TA 

Branco 21,3±5,8 19,4±8,6 18,3±4,5 16,3±6,6 14,5±10,5 13,6±11,1 20,8±6,7 14,2±10,2 

Diazepam 25,5±13,4 30,3±16,5 49,9±14,7** 54,8±12,8** 44,8±17,6* 47,8±19,8* 33,9±16,8 43,2±15,0* 

TFF 22,5±16,4 14,6±9,3 43,4±16,5* 40,1±12,1** 39,4±12,2* 37,3±8,4** 29,6±12,4 34,3±14,4 

Infusão 30,3±9,5 23,4±7,5 36,9±9,3* 35,3±10,1* 29,8±4,3* 25,1±5,2 30,1±7,4 14,5±12,3 

 
Tabela 5.2a: Variação dos efeitos no labirinto elevado em cruz em função do tempo de administração - análise 
dos parâmetros espaciais e temporais no labirinto elevado em cruz 30, 60, 90 e 120 minutos após a 
administração do branco, diazepam, infusão liofilizada de Passiflora edulis Sims e TFF. %EA – razão entre o 
número de entradas nas zonas abertas e o número total de entradas nas diferentes areas; % TA – razão entre o 
tempo na zona aberta e o tempo total de ensaio. Os dados são apresentados como média±emp. Análise 
estatística, *p<0,05, **p<0,01 com ANOVA e teste de Tukey. 
 

Apenas foram observados efeitos significativos 60 minutos após administração 

oral da infusão e do extracto que, aparentemente, não são tão evidentes 120 

minutos após a administração. Assim, os resultados da avaliação 

neurofarmacológica dos constituintes da Passiflora edulis Sims que são 
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apresentados neste trabalho foram obtidos por ensaio dos animais 60 minutos 

após a sua administração. 

Fizemos a avaliação neurofarmacológica do extracto aquoso (infusão) liofilizado 

por administração oral de doses entre 5 e 230 mg/kg. Neste caso apenas a dose 

mais elevada produziu um aumento estatisticamente significativo nas 

percentagens de entradas e de tempo dispendido a explorar as zonas abertas do 

labirinto elevado em cruz (Fig. 5.2a).  
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Fig. 5.2a: Análise do comportamento dos murganhos no labirinto elevado em cruz. Os resultados são expressos 
como media (± SEM) da percentagem de entradas nas zonas abertas do labirinto e percentagem média do tempo 
dispendido nas zonas abertas do labirinto. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0.05 são significativamente diferentes do 
controlo (ANOVA; Teste de Tukey). O número de murganhos por grupo variou entre 9 e 16 animais.  
 

Também no teste das esferas verificámos uma diminuição significativa do reflexo 

de enterrar as esferas na dose de 230 mg/kg (Fig. 5.2b). No conjunto das doses 

testadas não detectámos qualquer alteração da performance dos animais nos 

testes do arame e da chaminé (Fig. 5.2c). 
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Fig. 5.2b: Comportamento dos murganhos no teste das esferas. Resultados expressos 
como média (± SEM) da percentagem de esferas escondidas. ***p<0,001; **p<0,01; 
*p<0.05 são significativamente diferentes do controlo (Branco) (ANOVA; Teste de 
Tukey). O número de animais por grupo variou entre 8 e 11.  
 
No caso da fracção flavonóide total (TFF) isolada a partir da infusão testámos 

doses entre 1 e 100 mg/kg. Na dose correspondente à dose activa da infusão 

(3,2 mg/kg) verificámos não existirem alterações significativas em nenhum dos 

testes realizados. Contudo, para a dose de 100 mg/kg verificou-se um aumento 

significativo nas percentagens de entradas e de tempo dispendido a explorar as 

zonas abertas do labirinto elevado em cruz (Fig. 5.2a). Nesta mesma dose 

verificou-se no teste do arame um efeito miorrelaxante (Fig.5.2c) e uma 

diminuição da coordenação motora no teste da chaminé.  
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Fig. 5.2c: Performance dos murganhos nos testes do arame e da chaminé. *p<0.01 é significativamente diferente 
do controlo (Teste de Fisher). O número de murganhos por cada grupo variou entre 11 e 16.  
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O efeito da TFF na performance dos animais no teste das esferas, nomeadamente 

a inibição do reflexo espontâneo de enterrar as esferas, foi verificado com as 

doses de 50 e 100 mg/kg (Fig 5.2b). 

Após separação dos flavonóides da TFF obtivemos 3 subfracções distintas (SF I, 

SF II, SF III) que foram testadas isoladamente. Para as doses aproximadamente 

correspondentes ao teor de cada uma destas subfracções na dose activa de TFF 

(100 mg/kg), não observámos quaisquer efeitos nos diferentes testes. Contudo, 

ao aumentar as doses testadas verificámos que a SF I aumentou 

significativamente o tempo dispendido (100 mg/kg) e o número de entradas (50 

e 100mg/kg) nas zonas abertas do labirinto (Fig. 5.2a) sem induzir relaxamento 

muscular ou descoordenação motora, tal como medidos pelos testes do arame e 

chaminé, respectivamente (Fig. 5.2c). Da análise dos parâmetros etológicos 

pudemos também verificar que as doses de 50 e 100 mg/kg aumentaram o 

número total de mergulhos e diminuíram a expressão do comportamento de SAP 

(Tabela 5.2b). As restantes subfracções (SF II e SF III) não induziram alterações 

significativas nos parâmetros dos testes realizados. 

 

 
% Mergulhos 
protegidos 

SAP (Stretched Attend Postures) 
(#) 

Branco (n=13) 72,1/6,7 16,2/3,8 

Diazepam (1 mg/kg) (n=11) 50,1/11,2** 6,8/2,1** 

SF I (100mg/kg) (n=10) 60,3/5,4* 6,4/2,5** 

SF I (50mg/kg) (n=9) 68,2/7,3 7,3/5,7* 

A (30 mg/kg) (n=9) 58,6/6,5* 17,3/8,0 

B (70 mg/kg) (n=10) 70,1/9,2 18,4/7,1 
 
 
Tabela 5.2b: Análise de parâmetros etológicos no labirinto elevado em cruz. Dados apresentados como media/SEM. 
*p<0,05, **p<0,01 significativamente diferentes do controlo (ANOVA com teste de Tukey). 
 
Partindo da SF I foi possível isolar dois dos seus constituintes, designados de 

composto A e composto B, que foram submetidos a uma avaliação 

neurofarmacológica detalhada. O composto B (0,7-100 mg/kg) não pareceu 

evidenciar qualquer actividade farmacológica nos diferentes ensaios realizados, 
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enquanto o composto A (0,3-30 mg/kg) aumentou significativamente a 

percentagem de tempo dispendido nas zonas abertas do labirinto para a dose de 

30 mg/kg, aumentando também o número total de mergulhos (Tabela 5.2b). 

 

O labirinto elevado em cruz é hoje largamente aceite enquanto ensaio para o 

estudo da ansiedade (Carobrez e Bertoglio, 2005). A razão entre o número de 

entradas nas zonas abertas do labirinto e o número total de entradas nas 

diferentes zonas do labirinto, bem como a razão entre o tempo dispendido nas 

zonas abertas e o tempo total do ensaio, são usadas como marcadores da 

aversão natural dos roedores para as zonas abertas e foi demonstrado que estes 

dois parâmetros são aumentados por acção de ansiolíticos clinicamente eficazes e 

diminuídos pela acção de substâncias ansiogénicas (Lister, 1987; Pellow et al., 

1985). O chamado enterrar-defensivo (defensive-burying) é um comportamento 

característico nos roedores que pode ser desencadeado em resposta a um 

estímulo aversivo e pode ser inibido pelo diazepam ou clordiazepóxido (Treit et 

al., 1981). Este comportamento também pode ser desencadeado em resposta á 

presença de objectos estranhos inofensivos como berlindes, sendo igualmente 

inibido pela acção de ansiolíticos clinicamente eficazes (Boer e Koolhas, 2003; 

Nicolas et al., 2006). Assim, os resultados evidenciados pela infusão de Passiflora 

edulis Sims no labirinto elevado em cruz e no teste das esferas são consistentes 

com um efeito do tipo ansiolítico sem interferência com a actividade motora. 

 A TFF também evidenciou uma actividade do tipo ansiolítico no labirinto elevado 

em cruz e no teste das esferas mas, contrariamente à infusão, os resultados nos 

testes do arame e da chaminé sugerem que esta actividade aparece 

acompanhada de relaxamento muscular e perturbação da coordenação motora. 

Não obstante, o número de entradas na zona fechada do labirinto elevado em 

cruz, que é um parâmetro directamente relacionado com a actividade motora 

(Rodgers e Cole, 1994), permaneceu inalterado, sugerindo que a locomoção não 

terá sido afectada. Uma vez que a TFF é constituída fundamentalmente por 
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flavonóides, não tendo sido detectada a presença de outros compostos 

possivelmente activos como taninos (Takahashi et al., 1986) ou alcalóides (Aoagy 

et al., 1974), concluímos que os flavonóides extraídos da P. edulis Sims poderiam 

estar envolvidos na actividade neurofarmacológica evidenciada pela infusão das 

folhas da planta. Contudo, não só as doses de TFF necessárias para induzir uma 

actividade do tipo ansiolítica (50 e 100 mg/kg) foram superiores ao seu teor na 

dose activa da infusão, como também o perfil farmacológico foi diferente com a 

TFF a evidenciar efeitos miorrelaxantes e perturbação da coordenação motora. 

Estes dados claramente sugerem o envolvimento directo ou indirecto de outros 

constituintes da infusão na sua actividade. 

Os parâmetros etológicos como os mergulhos protegidos ou o número de SAP 

analisados no labirinto elevado em cruz variam inversamente com a ansiólise e 

são tidos como indicadores mais sensíveis da acção de fármacos ansiolíticos do 

que os parâmetros clássicos (Rodgers e Cole, 1994). Assim, podemos concluir 

que o aumento dos índices de exploração das zonas abertas do labirinto, medido 

pelos parâmetros espaciais e temporais clássicos, a diminuição da percentagem 

de mergulhos protegidos e do número total de comportamentos de SAP, 

induzidos pelas doses de 50 e 100 mg/kg da SF I, são indicadores consistentes de 

um efeito do tipo ansiolítico, embora estas doses não correlacionem com o teor 

desta subfracção na dose activa da TFF, da qual foi obtida. Por outro lado, a SF I 

não induziu qualquer efeito no teste das esferas. Como já foi referido noutra 

secção, o teste das esferas é muitas vezes usado em associação com o labirinto 

elevado em cruz, pois este é um ensaio em que a medida do efeito ansiolítico nos 

é dada por parâmetros que resultam da “passive-avoidance”, enquanto o 

resultado do teste das esferas é reflexo de um comportamento de “active-

avoidance” (Boer e Koolhas, 2003). Os dois testes poderão assim estar 

relacionados com diferentes “tipos” de ansiedade (Andreatini e Bacelar, 2000) 

pelo que, naturalmente poderão exibir diferentes sensibilidades à acção de um 

dado fármaco como foi o nosso caso com a SF I. 

 236



 

Por último, a análise dos parâmetros espaciais e temporais clássicos e etológicos 

no labirinto elevado em cruz, indicam que o composto A possui uma actividade do 

tipo ansiolítico e a dose para a qual esta actividade foi verificada (30 mg/kg) 

correlaciona bem com o seu teor na dose activa de SF I (100 mg/kg). 
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5.3 Estudos in vitro para avaliar a afinidade para os receptores 

benzodiazepínicos dos extractos e compostos testados in vivo 

A determinação dos diferentes parâmetros considerados nesta avaliação foi feita 

por recurso às ferramentas estatísticas (regressão não linear) e às fórmulas 

incluídas no software Graphpad Prism v4.03 para determinação do IC50, constante 

de dissociação (Kd) e constante de inibição (Ki). 

 

5.3.1 Afinidade para os receptores benzodiazepínicos dos infusos 

liofilizados de Passiflora edulis Sims, Tilia x europaea L., Melissa 

officinalis L. e Hypericum perforatum L. 

No contexto da avaliação in vivo da actividade no sistema nervoso central dos 

liofilizados das infusões das diferentes plantas em estudo, procedemos 

igualmente à realização de um ensaio in vitro de competição desses mesmos 

extractos com a ligação de [3H]-flunitrazepam (Fig. 5.3.1a). Fundamentalmente, 

pretendemos verificar se a afinidade para os receptores benzodiazepínicos 

poderia de alguma forma justificar as actividades evidenciadas pelos diferentes 

extractos in vivo.  

 

 IC50 (mM) 
Passiflora edulis Sims 9.0 ± 1.64 

Hypericum perforatum L. 9.1 ± 1.49 

Melissa officinalis L. 1.4 ± 2.06 

Tilia x europaea L. 6.0 ± 3.58 

 

Fig. 5.3.1a: Ensaio de competição dos diversos extractos aquosos 
liofilizados com [3H]-flunitrazepam. Os resultados representam a 
média ± erro padrão de dois ensaios independentes com 6 
concentrações dos respectivos extractos testadas em triplicado. 
Para facilitar a comparação entre a afinidade evidenciada por todos 
os extractos ou compostos isolados em estudo, convertemos a 
concentração dos extractos em mM equivalentes de orientina. 
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Os resultados obtidos, com um IC50 na ordem de grandeza mM, indicam que os 

extractos em estudo não possuem uma significativa afinidade para os locais de 

ligação das benzodiazepinas no complexo-receptor GABA, sugerindo que a 

interacção com este receptor não parece justificar as actividades farmacológicas 

observadas in vivo para nenhuma das infusões liofilizadas.  

Estes resultados são, de alguma forma, surpreendentes porquanto existem na 

literatura diversas referências à capacidade de interacção com este receptor de 

extractos de Hypericum perforatum L. (Gobbi et al., 2001; Vandenbogaerde et 

al., 2000; Cott, 1997), da Tilia x europaea L. (Cavadas et al. 1997), mas também 

de outras espécies do género Passiflora (Lolli et al., 2007) ou de compostos 

isolados a partir de plantas do mesmo género (Wolfman et al., 1994). Contudo, 

como frequentemente acontece quando está em causa a avaliação farmacológica 

de extractos brutos de plantas, será difícil retirar conclusões da comparação dos 

resultados, uma vez que nos diversos exemplos citados a caracterização química 

dos extractos testados é insuficiente. 

 

5.3.2 Afinidade para os receptores benzodiazepínicos da Passiflora edulis 

Sims e respectivos extractos flavonóidicos 

Seguindo a lógica já enunciada para a caracterização fitoquímica e isolamento de 

constituintes da Passiflora edulis Sims concentrámos o estudos in vitro também 

nesta planta, que foi sujeita a um fraccionamento bioguiado pelos resultados dos 

estudos in vivo, e realizámos igualmente um ensaio de ligação competitiva com o 

[3H]-flunitrazepam para a fracção flavonóide total e para a SF I obtida a partir 

desta, uma vez que ambas exibiram actividade do tipo ansiolítico (Fig. 5.3.2a). 
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Fig. 5.3.2b: Ensaio de competição com
diazepam e [3H]-flunitrazepam

 
Cada ponto representa a média ± erro padrão de duas experiências independentes realizadas em triplicado. 

 

Neste caso o infuso (não liofilizado) exibiu inclusive uma menor afinidade para os 

receptores benzodiazepínicos (IC50 = 25.2 mM) do que o respectivo liofilizado, 

podendo este facto estar simplesmente relacionado com o maior grau de 

hidratação do resíduo seco por comparação com o resíduo liofilizado ou mesmo 

por alterações na composição química originadas durante o processo de secagem 

do resíduo. Mais significativa foi, por outro lado, a afinidade evidenciada para 

estes receptores pela Fracção Flavonóide Total (IC50 = 0,06 mM). Apesar de per 

se este dado não constituir justificação para a actividade evidenciada in vivo, 

trata-se de um valor bastante superior aquele observado para a infusão 

(liofilizada ou não) (F2,45= 48.43; p<0.0001) sugerindo que de entre os 

flavonóides contidos nesta fracção alguns poderão exibir alguma afinidade para 

os receptores benzodiazepínicos. Curiosamente, com a SF I, isolada a partir da 

Fracção Flavonóide Total, e a única das subfracções que evidenciou actividade in 

vivo, não verificámos que existisse uma afinidade da mesma ordem de grandeza 

(IC50 = 4,5mM). Enquanto no caso da Fracção Flavonóide Total os resultados 

sugerem um possível envolvimento Gabaergico na actividade do tipo ansiolítico 

evidenciada in vivo pela Passiflora edulis Sims, analisando conjuntamente os 

resultados obtidos com a infusão e com a SF I, e cruzando a informação com os 
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dados do estudo in vivo, facilmente se concluirá que o mecanismo de acção 

poderá ser mais complexo e envolver outros locais de ligação para além dos 

locais de ligação das benzodiazepinas nos receptores GABA e, por outro lado, 

poderão existir, para além dos constituintes da subfracção I, outros flavonóides 

das subfracções II e III que poderão ser importantes para a actividade 

farmacológica observada in vivo com a fracção flavonóide total. 

 

5.3.3 Avaliação da afinidade de SF Ia, SF Ib e SF IIIb para o local de 

ligação das benzodiazepinas no complexo-receptor GABA. 

 Apesar de a subfracção I (SF I), a partir do qual os compostos SF Ia e SF Ib 

foram isolados, não ter exibido uma afinidade significativa para os receptores 

benzodiazepínicos (IC50 = 4,5mM) um dos seus constituintes (SF Ia) evidenciou 

actividade do tipo ansiolítico nos ensaios in vivo realizados. Assim, testámos 

também a capacidade dos dois constituintes desta subfracção para, isoladamente, 

deslocarem a ligação do [3H]-flunitrazepam. Considerando a diferença 

significativa entre a afinidade relativamente elevada da fracção flavonóide total e 

a baixa afinidade da SF I, incluímos também neste ensaio um terceiro composto, 

isolado de uma das restantes subfracções (SF III) da fracção flavonóide total (Fig. 

5.3.3a). 
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Tabela 5.3.3a: Constantes de inibição (Ki) da 
ligação do [3H]flunitrazepam aos sinaptosomas 
do córtex cerebral de rato 
 

 
Ki

(mM orientina) 

SF Ia 
(luteolina-7-O-[2-

ramnosilglucosido]) 
0.4 

SF Ib 
(8-C-glucosilluteolina-2''-

ramnosido ) 
2.7 

SF IIIb 1.5 
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SF IIIb
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Fig. 5.3.3a: Curvas de inibição competitiva da ligação do [3H]flunitrazepam
aos sinaptosomas do cortex cerebral de rato

Cada ponto representa a média ± erro padrão de duas experiências independentes realizadas em triplicado.  

 

Tal como esperado, na sequência dos resultados obtidos com a SF I, os 

compostos isolados SF Ia e Ib não mostraram uma afinidade para os receptores 

benzodiazepínicos nas membranas de córtex cerebral de rato que justificasse a 

actividade in vivo. Contudo, o composto SF Ia, que contrariamente a SF Ib exibiu 

actividade nos ensaios in vivo, também mostrou uma afinidade superior para 

aquele receptor (F4,74= 6.006; p= 0.0003) (Tabela 5.3.3a). 

 

5.3.4 Avaliação da afinidade da luteolina para o local de ligação das 

benzodiazepinas no complexo-receptor GABA 

Dos ensaios de saturação com [3H]flunitrazepam a constante de dissociação (Kd) 

determinada foi 13.9 ± 3.3 nM. Nos ensaios de ligação competitiva realizados na 

presença de [3H]flunitrazepam (5nM), a luteolina inibiu a ligação deste composto 

com as membranas do córtex cerebral de rato (Fig. 5.3.4a) com uma constante 

de inibição (Ki) de 60,1 µM e um coeficiente de Hill de -0,91.  
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Cada ponto representa a média ± erro padrão de duas experiências independentes realizadas em triplicado.  

Já anteriormente havia sido reportado que a luteolina não possuía capacidade de 

deslocar a ligação de [3H]flunitrazepam dos receptores benzodiazepínicos (IC50 > 

100 µM) (Viola et al., 1994). Não obstante, nestes ensaios verificámos que a 

luteolina possui, de facto, alguma capacidade para deslocar a ligação de [3H]-

flunitrazepam, apesar de exibir uma afinidade para estes receptores 

relativamente baixa. Para estabelecer mais um ponto de comparação entre os 

ensaios realizados e os dados disponíveis na literatura incluímos ainda nestes 

ensaios de ligação a crisina. Segundo Wolfman et al. (1994) este composto 

possui actividade to tipo ansiolítico e uma elevada afinidade para os receptores 

benzodiazepínicos, com uma Ki de 3 nM. Contudo nos ensaios com crisina não 

confirmámos este dado e o IC50 determinado foi de 0.3 mM. 

Apesar da necessidade de analisar em maior detalhe a interacção da luteolina (e 

também da crisina) com os receptores benzodiazepínicos, estes resultados 

sugerem que per se a interacção com estes receptores não parece explicar 

completamente os resultados observados in vivo, suscitando assim renovado 

interesse no estudo da interacção da luteolina com outros tipos de receptores. Na 

verdade, convirá referir que o estudo da actividade ansiolítica de compostos com 

uma estrutura do tipo das flavonas tem estado focada na capacidade destas 
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moléculas de interagirem com os locais de ligação das benzodiazepinas no 

complexo-receptor GABAA (revisões por Wang et al., 2005; Marder e Paladini, 

2002) mas, no entanto, estes compostos possuem um largo espectro de 

actividades biológicas interagindo com diversos tipos de receptores (Middleton et 

al., 2000). No caso específico da luteolina foi, por exemplo, já demonstrada a sua 

actividade anti-oxidante (Shimoi et al., 1994), anti-tumoral (Yasukawa et al., 

1989), anti-inflamatória e anti-alérgica (Ziyan et al., 2007; Yamamoto et al., 

1989) bem como a inibição da proteína quinase C (Ferriola et al., 1989) e a lipo-

oxigenase (Yamamoto et al., 1989).  
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5.4 Algumas considerações sobre o metabolismo das flavonas 

Outra questão que nos foi suscitada pela aparente discrepância entre as 

afinidades genericamente baixas para os receptores benzodiazepínicos dos 

extractos flavonóidicos e respectivos compostos isolados e as actividades 

evidenciadas por estes in vivo, tem que ver com a metabolização destes 

compostos. Na verdade, no ensaio in vitro, quando testamos a capacidade da 

luteolina-7-O-[2-ramnosilglucosido], da 8-C-glucosilluteolina-2''-ramnosido, ou 

dos extractos flavonóidicos, para deslocar competitivamente o [3H]-flunitrazepam 

da ligação às membranas do córtex cerebral de rato, não estamos, muito 

provavelmente, a colocar em competição com o radioligando o(s) composto(s) 

que in vivo entram em contacto com o receptor e o mesmo acontecerá com a 

genina destes compostos. Isto acontece porque para serem absorvidos estes 

compostos têm que ser metabolizados e o resultado dessa metabolização poderá 

alterar significativamente a sua capacidade para interagirem com os locais de 

ligação das benzodiazepinas no receptor GABA. 

Justifica-se assim uma análise mais detalhada do eventual processo de 

metabolização sofrido por estes compostos.  

Durante muito tempo considerou-se que a absorção dos flavonóides seria muito 

baixa dada a sua presença normalmente na forma glicosilada. Considerava-se 

que apenas os flavonóides livres (geninas) seriam capazes de atravessar a 

mucosa intestinal e chegar à circulação sistémica (Hollman e Katan, 1997). 

Pensava-se que a hidrólise ocorria apenas no cólon por acção de microorganismos 

que, ao mesmo tempo, degradariam extensivamente os flavonóides por clivagem 

do anel heterocíclico C (Kühnau, 1976), sendo portanto de esperar apenas uma 

absorção marginal dos flavonóides administrados na dieta. Contudo, apesar de 

Gugler et al. (1975) terem demonstrado que a quercetina livre era fracamente 

absorvida (<1%) após administração oral em humanos, Hollman et al. (1995) 

verificaram que a absorção de quercetina quando administrada a indivíduos 
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ileostomizados na forma glicosilada (tal como existe naturalmente na cebola ou 

como rutinósido puro) pode atingir valores elevados (52% e 17%), demonstrando 

assim a possibilidade de absorção destes compostos glicosilados no intestino 

delgado. 

 

Numa revisão relativamente recente Manach e Donovan (2004) contabilizaram 

cerca de 100 estudos em que foi reportada a farmacocinética de flavonóides 

individuais em voluntários saudáveis. Os dados disponíveis apontam para 

diferenças consideráveis entre os diferentes tipos de flavonóides presentes na 

dieta. A absorção no intestino delgado varia entre 0 e 60% da dose administrada 

e a semi-vida de eliminação entre 2 a 28h. Os flavonóides absorvidos são sujeitos 

a intenso metabolismo de “first-pass” de fase II nas células epiteliais do intestino 

e no fígado, sendo as formas predominantes no plasma metabolitos conjugados 

com grupos metilo, sulfato e glucoronato. Németh et al. (2003) identificaram 

apenas duas das β-glicosidases presentes no intestino delgado como sendo 

capazes de hidrolizar os glicósido de flavonóides. Tratam-se da “lactase phlorizin 

hydrolase” (LPH) e da “cytosolic beta-glucosidase” (CBH). Curiosamente, a 

actividade de ambas as enzimas está sujeita a grande variação inter-individual e, 

em ambos os casos, são conhecidos os seus polimorfismos genéticos (Cheetham 

et al., 1978; Harvey et al., 1995), que poderão de alguma forma ter um 

significativo impacto na capacidade individual de absorver e metabolizar estes 

compostos, quer sejam provenientes da dieta ou de administração terapêutica.  
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Fig. 5.4a: Vias para o transporte e metabolismo dos glicósidos de flavonóides 
(FG) e das correspondentes geninas (F), no lúmen e enterócitos do tracto 
digestivo. O Transportados de glucose sódio-dependente (SGLT1) e as proteínas 
multirresistentes 2 e 3 (MRP2 e MRP3) são transportadores membranares. BSβG, 
β-glucosidase “broad-specific”; LPH, “lactase phloridzin hydrolase”; Bact, enzimas 
bacterianas; UGT, UDP-glucoroniltransferase; SULT, sulfotransferase; Fg, 
glucorónido de flavonóide; Fs, sulfato de flavonóide (Adaptado de Walle, 2004) 

 
 

Foi também demonstrado que os derivados glucosilados da quercetina podem ser 

hidrolizados na saliva humana em poucos minutos (apesar de existirem grandes 

diferenças inter-individuais) enquanto que flavonóides combinados com outros 

açucares (rutina, quercitrina) não são hidrolizados nesse meio (Walle et al., 

2005). 

Nos diversos estudos disponíveis dedicados à absorção e metabolismo de 

glicósidos de flavonóides derivados da flavona os compostos estudados foram 

apenas derivados O-glicosilados pelo que a informação disponível para as 

flavonas C-glicosiladas é bastante escassa ou inexistente. 

 

Absorção e metabolismo de derivados glicosilados de luteolina 

Num modelo experimental em que foi usada uma secção de intestino de rato foi 

demonstrado que a luteolina 7-O-β-glucósido practicamente não era absorvida, 
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mas foram detectados glucorónidos de luteolina após absorção intestinal, 

sugerindo que a conversão de luteolina nos seus derivados glucoronidos ocorre na 

passagem através da mucosa intestinal (Shimoi et al., 1998). Apesar de se 

considerar que é no fígado que existe grande capacidade para a 

glucoronoconjugação (Hollman e Katan, 1998) e que, genéricamente, esse seria o 

local onde se concretizaria a glucoronoconjugação de flavonóides foi demonstrado 

que esta ocorre rápidamente, por acção da UDP-glucoronosiltransferase na 

mucosa intestinal (Shimoi et al., 1998). Ainda, a luteolina 7-O-β-glucósido não foi 

detectada no plasma de rato após administração oral. Os resultados obtidos por 

estes autores sugerem que a luteolina 7-O-β-glucósido deve primeiro ser 

hidrolizada pelas microbactérias da flora intestinal, originando luteolina que é em 

seguida absorvida (Shimoi, 2001). 

Por outro lado, os mesmos autores, demonstraram que a 4G-α-D-

glucopiranosilrutina (bastante hidrossolúvel) é rápidamente absorvida na 

circulação e o metabolito presente no plasma encontra-se na sua forma 

glicosilada. É, portanto, sugerido que a absorção ou não dos heterósidos 

flavonóides pode depender do tipo de glicosilação, sendo que os flavonóides 

glicosilados hidrossolúveis podem ser absorvidos sem serem submetidos a 

hidrólise pelas bactérias intestinais. 

 

Após administração oral de luteolina foram detectados no plasma do rato 

luteolina livre, derivados sulfatados e glucorónidos de luteolina e de O-metil-

luteolina, indicando que alguma luteolina consegue “escapar” à conjugação 

intestinal e sulfatação/metilação hepática, confirmando os dados apresentados 

por Hollman e Katan (1998) para flavanonas, que sugeriam que a dose 

administrada condiciona grandemente os metabolitos formados. A análise por 

LC/MS demonstrou que o principal metabolito é um monoglucorónido não tendo 

sido determinado em qual dos –OH disponíveis ocorre a glucoronidação. 
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Assim, na falta de estudos específicos que elucidem os mecanismos da sua 

absorção e metabolismo do derivado flavonóide que isolámos do extracto aquoso 

de Passiflora edulis Sims, cuja estrutura identificámos como sendo luteolina-7-O-

[2-ramnosilglucósido] e cuja actividade ansiolítica foi demonstrada in vivo, 

podemos especular, em face da informação bibliográfica disponível, que a 

actividade farmacológica verificada não é exercida pelo composto tal como é 

encontrado na natureza. A absorção deste composto processar-se-á muito 

provavelmente na forma glicosilada mas a passagem para a circulação sistémica 

e consequentemente para os tecidos onde exercerá a sua actividade, ocorrerá já 

na forma dos seus metabolitos monoglucorónidos, sulfatados e/ou o-metilados e 

sem os glicósidos originalmente presentes, tal como acontece com outros 

glicósidos da luteolina (Shimoi et al., 1998; Németh et al., 2003).  

Eventualmente, a diferença de actividade in vivo verificada para os dois 

compostos isolados e identificados (luteolina-7-O-[2-ramnosilglucósido] e 8-C-

glucosilluteolina-2''-ramnosido) poderá estar relacionada com a diferente 

absorção destes compostos pois no caso da 8-C-glucosilluteolina-2''-ramnosido a 

biodisponibilidade dos seus metabolitos deverá ser bastante mais baixa pois, 

previsivelmente, a sua absorção é dificultada pela glucose na posição 8, logo o 

seu tempo de permanência no lúmen intestinal será maior (não é tão fácilmente 

transportado e hidrolizado pelas células epiteliais) e estará mais sujeito à acção 

degradativa da microflora intestinal. 
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Conclusões 

 

Analisando os resultados apresentados nos dois capítulos precedentes podem-se 

inferir as seguintes conclusões: 

 

• Não é possível conhecer com precisão o número de plantas e formulações 

existentes no mercado Português. Estas são disponibilizadas através de 

diferentes tipos de estabelecimentos comerciais, incluindo herbanárias, 

lojas especializadas em diferentes tipos de produtos ditos naturais, 

parafarmácias, grandes superfícies comerciais, mercados tradicionais de 

produtos agrícolas, ou farmácias e são apresentadas com indicações para 

o uso em diversos distúrbios relacionados com ansiedade. Contudo, da 

análise da literatura disponível podemos concluir que o número de plantas 

para as quais existe esse tipo de indicação é bastante elevado e, de entre 

estas, aquelas usadas mais frequentemente em Portugal ascenderão no 

mínimo a mais de uma dezena. 

 

• São inúmeras as plantas referidas na literatura pelas suas propriedades 

ansiolíticas e/ou sedativas, sendo que algumas são espontâneas da flora 

Portuguesa (H. perforatum L.), enquanto outras foram introduzidas, 

nomeadamente após a chegada de navegadores Portugueses à América do 

Sul (Passiflora spp.) e são actualmente cultivadas pelo interesse comercial 

dos seus frutos, ou como plantas ornamentais, ou ainda pelas suas 

propriedades medicinais e, muitas outras ainda, não se encontram 

normalmente no nosso país (Rauwolfia serpentina Benth. ex Kurz). Dado o 

enfoque do nosso trabalho, estas últimas foram excluídas do nosso estudo 

logo à partida e, da análise inicial da literatura relativa às restantes, 

 253



nomeadamente aquelas plantas mais comuns, pudemos extrair algumas 

conclusões preliminares: 

 

Muito sucintamente, poder-se á afirmar que, de todas as plantas 

analisadas o Hypericum perforatum L. será aquela que já foi mais 

extensivamente estudada. Esta planta aparece referenciada, na literatura 

científica, fundamentalmente pela sua acção anti-depressiva. São 

inúmeros os estudos farmacológicos já realizados e incluem vários ensaios 

clínicos de larga escala. Apresenta vários constituintes com actividades 

farmacológicas descritas, não estando ainda determinado qual o principal 

responsável pela actividade antidepressiva da planta. Relativamente às 

restantes plantas, nomeadamente a Melissa officinalis L., Passiflora edulis 

Sims e Tilia x europaea L., pudemos concluir que, de um modo geral, 

todas elas apresentam insuficiente caracterização fitoquímica e 

neurofarmacológica, não sendo conhecidos quais os compostos ou os 

mecanismos envolvidos na sua eventual actividade no SNC e também não 

existem dados clínicos suficientes que sustentem o seu uso na prática 

clínica convencional. 

 

• A metodologia adoptada para a análise das infusões das diferentes plantas 

estudadas, permitiu estabelecer um perfil cromatográfico de referência 

para cada uma delas e verificar que a composição qualitativa e 

quantitativa das diferentes infusões preparadas durante o período em que 

foi realizado o screening neurofarmacológico não variou 

significativamente, bem como não foram detectadas diferenças 

significativas entre a composição das infusões e respectivos liofilizados, 

pelo que podemos concluir que não houve interferência deste factor nos 

resultados obtidos no estudo farmacológico. Por outro lado, o perfil 
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cromatográfico estabelecido permitirá, no futuro, a comparação dos 

resultados obtidos neste estudo com os de outros autores. 

 

• Em face dos resultados obtidos no screening neurofarmacológico das 

diferentes plantas, podemos concluir que o Hypericum perforatum L. 

apresenta uma acção sedativa com doses elevadas (> 25 mg/kg) e 

evidenciou um efeito do tipo ansiolítico para doses mais baixas (5 mg/kg). 

Este efeito não está relacionado com a presença de hiperforina, pelo que 

podemos concluir com segurança que existem outros constituintes da 

planta que estarão envolvidos na sua actividade neurofarmacológica. 

• A Tilia x europaea L. também exibiu uma acção sedativa com doses mais 

elevadas (> 25 mg/kg) mas, contrariamente ao H. perforatum L., não se 

verificou qualquer actividade quando foram testadas doses mais baixas. 

• A caracterização da actividade neurofarmacológica da Melissa officinalis L. 

foi comprometida pelo facto de os animais apresentarem contracções 

abdominais para as doses mais baixas que administrámos (5 e 25 mg/kg), 

provavelmente originadas pela via de administração seleccionada. 

Contudo, também para as concentrações mais elevadas que testámos não 

se verificou que esta planta induzisse actividade neurfarmacológica 

significativa. 

• A Passiflora edulis Sims evidenciou uma actividade do tipo ansiolítico para 

a dose mais elevada (100 mg/kg). 

 

Relativamente aos estudos fitoquímicos com o H. perforatum L. podemos retirar 

as seguintes conclusões: 

• Não foram identificados constituintes para além daqueles cuja presença 

nesta planta já era conhecida e os principais constituintes que detectámos 
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e identificámos na planta foram: ácido clorogénico, rutina, hiperósido, 

quercitrina, isoquercitrina, quercetina, I3, II8-biapigenina, amentoflavona, 

hipericina, pseudohipericina e hiperforina. 

• Os dados relativos à distribuição e acumulação dos principais constituintes 

nas diferentes partes da planta e ao longo do seu ciclo de vida, estão em 

linha com os resultados mais recentes de outros autores e, nalguns casos, 

contrariam algumas das referências mais antigas.  

• O teor global de flavonóides varia significativamente em termos 

qualitativos e quantitativos, ao longo do ciclo de vida da planta, atingindo 

valores mais elevados no período imediatamente anterior à floração. Esses 

teores globais são mantidos durante as fases iniciais da floração embora 

se registem nesse período alterações qualitativas significativas, também 

na distribuição dos principais derivados de flavonóides pelas diferentes 

partes da planta.  

• As biflavonas, nomeadamente a I3, II8 – biapigenina e amentoflavona, 

foram detectadas apenas durante o período de floração, acumulando-se 

exclusivamente nas flores. 

• Os ácidos fenólicos atingem valores mais elevados durante a floração, 

acumulando-se principalmente nas folhas e flores. 

• A hipericina aparece desde as primeiras fases de desenvolvimento da 

planta e atinge os valores máximos durante a floração. A 

pseudohipericina, por outro lado, também aparece desde as primeiras 

fases de desenvolvimento da planta mas o seu teor máximo parece ser 

atingido ainda antes da floração. 

• A hiperforina e adhiperforina estão também presentes desde as primeiras 

fases de desenvolvimento da planta, mas só atingem os teores mais 

elevados durante a floração. Confirmou-se, por outro lado, que, para além 
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das flores, estes compostos estão presentes também nas folhas. Nas 

condições experimentais descritas foi possível isolar e dosear a hiperforina 

e concluímos que esta apresenta uma crescente instabilidade quando 

consideramos sucessivamente o material vegetal, extractos etanólicos, 

extractos com n-heptano e compostos isolados, o que sugere que existem 

na planta compostos, possivelmente de natureza fenólica, que contribuirão 

para a sua estabilidade. 

• Assim, a definição do momento da colheita é extremamente importante na 

determinação do teor dos principais constituintes presentes no material 

vegetal e os resultados obtidos confirmam que, em termos dos principais 

constituintes bioactivos, faz sentido que a colheita se processe durante o 

período da floração. Por outro lado, factores como o processamento do 

material vegetal após a colheita (temperatura, luz), no caso dos 

floroglucinóis, ou a proporção das diferentes partes da planta, no caso da 

maioria dos compostos, também afectarão decisivamente o teor dos 

constituintes bioactivos. 

 

Relativamente aos estudos fitoquímicos e neurofarmacológicos realizados com a 

Passiflora edulis Sims podemos retirar as seguintes conclusões: 

• Os resultados obtidos pela análise da actividade farmacológica das 

infusões desta planta nos diferentes ensaios demonstram que esta possui 

um efeito do tipo ansiolítico. Uma vez que não se verificaram alterações 

nos parâmetros relacionados com a actividade motora concluímos que este 

efeito não é acompanhado de outros efeitos sobre a actividade motora. 

Acreditamos também, que os nossos resultados permitem afastar uma 

hipótese levantada por outros autores, segundo a qual os efeitos 

farmacológicos atribuídos à Passiflora edulis Sims resultavam de uma 

deficiente identificação do material vegetal. 
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• A fracção flavonóide total (TFF) isolada a partir das infusões evidenciou, 

igualmente, um efeito do tipo ansiolítico mas, contrariamente ao verificado 

com a infusão, para além do efeito ansiolítico, verificou-se que esta 

induzia relaxamento muscular e descoordenação da actividade motora. 

Contudo, as doses necessárias de TFF para induzir actividade 

neurofarmacológica são bastante superiores ao teor desta fracção nas 

doses activas da infusão, sugerindo que poderão existir compostos de 

outros grupos químicos envolvidos na actividade farmacológica e / ou 

sinergias que potenciam a actividade evidenciada pelos derivados de 

flavonóides. 

• A Subfracção I (SF I) isolada a partir da fracção flavonóide total também 

exibiu uma actividade do tipo ansiolítico sem alteração da actividade 

motora e, também neste caso, as doses em que evidenciou actividade 

farmacológica foram bastante superiores ao seu teor na dose activa da TFF 

da qual foi extraída, assim sugerindo o possível envolvimento, directo ou 

indirecto, de outros derivados de flavonóides presentes em TFF. 

• Foram isolados e identificados dois compostos de SF I: 

SF IA - luteolina-7-O-[2-ramnosilglucósido] 

SF IB - 8-C-glucosilluteolina-2''-ramnósido 

Destes dois compostos apenas o SF IA exibiu uma actividade do tipo 

ansiolítico e a dose necessária para induzir esse efeito correlacionava bem 

com o seu teor na dose activa de SF I, sugerindo que este será o único 

composto activo desta subfracção. Por outro lado, os resultados obtidos 

parecem sugerir que a presença de uma ligação não hidrolisável na 

posição 8, afecta negativamente a actividade farmacológica deste tipo de 

compostos, por comparação com a presença de uma ligação hidrolisável 

na posição 7. 

 258



 

 

• Por outro lado, os resultados do estudo in vitro com sinaptosomas de 

córtex cerebral de rato e o radioligando [3H]-flunitrazepam, permitiram 

concluir que não há uma relação entre a afinidade das infusões liofilizadas 

das diferentes plantas para o local de ligação das benzodiazepinas no 

complexo-receptor GABA e a actividade neurofarmacológica evidenciada 

por estas in vivo. Já no caso da fracção flavonóide total (TFF) isolada a 

partir da infusão de Passiflora edulis Sims parece haver um envolvimento 

Gabaérgico na actividade evidenciada in vivo. No entanto, no caso da SF I 

isolada a partir da TFF, também não parece existir correlação entre a 

actividade in vivo e a sua afinidade in vitro para o local de ligação das 

benzodiazepinas no complexo-receptor GABA, sugerindo a presença na 

TFF de outros derivados de flavonóides com maior afinidade para este 

receptor e, portanto, com envolvimento na actividade neurofarmacológica.  

• Da afinidade dos compostos isolados (SF IA: luteolina-7-O-[2-

ramnosilglucósido] e SF IB: 8-C-glucosilluteolina-2''-ramnósido) para o 

local de ligação das benzodiazepinas no complexo-receptor GABA também 

podemos concluir que esta não justifica a actividade evidenciada por SF IA 

in vivo. 

• Estes dados sugerem duas possibilidades distintas, mas não mutuamente 

exclusivas, para justificar as actividades evidenciadas in vivo: 

- a primeira será a possibilidade de, para além de um envolvimento 

Gabaérgico, poder existir uma interação com outros tipos de receptores, 

que não o local de ligação das benzodiazepinas no complexo-receptor 

GABA; 

- a segunda tem que ver com a transformação dos derivados de 

flavonóides durante o processo de absorção e metabolização, que poderá 
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transformar alguns destes derivados de flavonóides em espécies químicas 

com uma maior afinidade para o complexo-receptor GABA. Se 

considerarmos, a título de exemplo, os dois compostos isolados, SF IA e 

SF IB, podemos especular, em face da informação bibliográfica disponível 

(secção 5.4, Cap. 2), que o facto de SF IA possuir uma ligação glicosídica 

hidrolisável favorecerá a sua absorção e, desse processo, surgirá uma 

espécie química com maior actividade Gabaérgica, o que justificaria a 

aparente discrepância entre os resultados observados in vivo e in vitro. 
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Resumo 

 

Neste trabalho identificámos um conjunto de quatro plantas, nomeadamente o 

Hypericum perforatum L., a Melissa officinalis L., a Passiflora edulis Sims e a Tilia 

x europaea L., que são espontâneas da flora nacional ou que se encontram 

actualmente cultivadas no nosso país, e para as quais o seu uso tradicional indica 

uma potencial actividade sedativa ou ansiolítica. Os extractos destas plantas 

foram sumariamente caracterizados e submetidos a um screening 

neurofarmacológico in vivo. 

 

Baseados nos dados disponíveis na literatura e nos resultados obtidos no 

screening neurofarmacológico focámos a nossa atenção na análise dos principais 

constituintes activos no Hypericum perforatum L. e no fraccionamento bioguiado 

dos derivados de flavonóides presentes na Passiflora edulis Sims. Com os 

compostos isolados da Passiflora edulis Sims, bem como com a respectiva genina 

(luteolina), tentámos estabelecer uma possível relação entre a actividade 

evidenciada in vivo e a interacção com o local de ligação das benzodiazepinas no 

receptor GABAA. 

 

A infusão do Hypericum perforatum L. apresentou uma acção sedativa com doses 

elevadas (> 25 mg/kg) e evidenciou um efeito do tipo ansiolítico para doses mais 

baixas (5 mg/kg). A análise da composição do extracto revelou que o efeito 

observado não estava relacionado com a hiperforina, uma vez que esta 

substância não se encontrava presente. A Tilia x europaea L. também exibiu uma 

acção sedativa com doses mais elevadas (> 25 mg/kg) mas, contrariamente ao 

H. perforatum L., não se verificou qualquer actividade quando foram testadas 

doses mais baixas. No caso da Melissa officinalis L. não foram detectados efeitos 

neurofarmacológicos significativos enquanto que a Passiflora edulis Sims 
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evidenciou uma actividade do tipo ansiolítico para a dose mais elevada (100 

mg/kg). 

 

Relativamente aos estudos fitoquímicos com o H. perforatum L., realizados ao 

longo do ciclo de vida da planta e nas diferentes partes da planta, verificámos 

diferenças qualitativas e quantitativas significativas, concluindo-se que a definição 

do momento da colheita, o processamento do material vegetal após a colheita 

(temperatura, luz) e a proporção das diferentes partes da planta afectarão 

decisivamente o teor de diversos constituintes bioactivos nos extractos desta 

planta. 

 

Relativamente aos estudos fitoquímicos e neurofarmacológicos realizados com a 

Passiflora edulis Sims pudemos concluir que as infusões desta planta possuem 

um efeito do tipo ansiolítico sem induzir relaxamento muscular ou efeitos 

sedativos. Por outro lado, a fracção flavonóide total (TFF) isolada a partir das 

infusões, evidenciou, igualmente, um efeito do tipo ansiolítico mas, 

contrariamente ao verificado com a infusão, para além do efeito ansiolítico, 

verificou-se que esta induzia relaxamento muscular e descoordenação da 

actividade motora. Contudo, as doses necessárias de TFF para induzir actividade 

neurofarmacológica são bastante superiores ao teor desta fracção nas doses 

activas da infusão, sugerindo que poderão existir compostos de outros grupos 

químicos envolvidos na actividade farmacológica e / ou sinergias que potenciam a 

actividade evidenciada pelos derivados de flavonóides. A Subfracção I (SF I) 

isolada a partir de TFF também exibiu uma actividade do tipo ansiolítico sem 

alteração da actividade motora e, também neste caso, as doses em que 

evidenciou actividade farmacológica foram bastante superiores ao seu teor na 

dose activa da TFF da qual foi extraída, assim sugerindo o possível envolvimento, 

directo ou indirecto, de outros derivados de flavonóides presentes. Da SF I foram 
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isolados dois compostos cuja estrutura foi determinada recorrendo a diversas 

técnicas de RMN (1H-RMN, 13C-RMN, COSY 1H-1H e HMBC) e identificados como 

sendo a luteolina-7-O-[2-ramnosilglucósido] (SF IA) e a 8-C-glucosilluteolina-2''-

ramnósido (SF IB). Destes dois compostos apenas o SF IA exibiu uma actividade 

do tipo ansiolítico e a dose necessária para induzir esse efeito correlacionava bem 

com o seu teor na dose activa de SF I. 

 

Adicionalmente, os resultados dos estudos in vitro, permitiram concluir que não 

há uma relação entre a afinidade das infusões liofilizadas das diferentes plantas 

para o local de ligação das benzodiazepinas no receptor GABAA e a actividade 

neurofarmacológica evidenciada por estas in vivo. Já no caso da TFF parece haver 

um envolvimento Gabaérgico na actividade evidenciada in vivo. No entanto, no 

caso da SF I, também não parece existir correlação entre a actividade in vivo e a 

sua afinidade in vitro para o local de ligação das benzodiazepinas no receptor 

GABAA. Estas observações sugerem duas possibilidades distintas embora não 

mutuamente exclusivas. Uma é a possibilidade de, para além da modulação 

Gabaérgica, existirem outros mecanismos envolvidos na actividade 

neurofarmacológica dos flavonóides encontrados na Passiflora edulis Sims. A 

outra tem que ver com a transformação dos derivados de flavonóides durante o 

processo de absorção e metabolização, que poderá originar espécies químicas 

com uma maior afinidade para o receptor GABAA. Em ambos os casos estas 

hipóteses carecem de um estudo mais aprofundado. 

 

 265



 266



 

Abstract 

 

In this study we have identified a batch of 4 plants, namely Hypericum 

perforatum L., Melissa officinalis L., Passiflora edulis Sims and Tilia x europaea L., 

spontaneous or currently cultivated in our country, for which its traditional use 

indicates a potential sedative or anxiolytic-like activity. We have submitted the 

extracts of these plants to a preliminary neuropharmacological screening in vivo 

and briefly characterized its chemical composition. 

 

Based on the literature data available and on the results obtained in the 

neuropharmacological screening we’ve focused on the analysis of the main active 

constituents in Hypericum perforatum L. and on the bioguided fractionation of 

Passiflora edulis Sims flavonoid constituents. With the compounds isolated from 

Passiflora edulis Sims and its respective aglycon (luteolin) we’ve attempted to 

establish a possible relation between the observed activity in vivo and the 

interaction with benzodiazepine binding site at the GABAA receptor. 

 

 

Hypericum perforatum L. lyophilized aqueous infusion exhibited sedative activity 

in vivo with the higher doses tested (> 25 mg/kg) whereas with the lower doses 

(5 mg/kg) it evidenced an anxiolytic-like effect. Analysis of the extract 

composition revealed that the observed effect was not related with hyperforin, as 

this substance was not found in the extract. Tilia x europaea L. lyophilized 

aqueous infusion also exhibited sedative effects for the higher doses tested (> 25 

mg/kg) but unlike H. perforatum L. did not elicit any anxiolytic-like effects when 

lower doses were tested. The characterization of Melissa officinalis L. activity was 

compromised by the fact that the animals tested presented abdominal 

contractions with the lower doses tested (5 and  25 mg/kg) but, nevertheless, for 
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the higher doses tested we did not detect any neuropharmacological effects. 

Passiflora edulis Sims lyophilized aqueous infusion evidenced an anxiolytic-like 

effect for the higher dose tested (100 mg/kg). 

 

In the phytochemical studies with H. perforatum L. plants, carried out during 

different development stages of the plant and also with the different plant parts, 

we’ve detected significant variations of the main constituents. We’ve concluded 

that the time of harvest, processing of the plant material and the proportion of 

the different plant parts, can significantly alter the level of several bioactive 

constituents of this plant. 

 

As for the phytochemical and neuropharmacological studies performed with 

Passiflora edulis Sims we have concluded that the infusion of this plant presents 

an anxiolytic-like effect devoid of muscle relaxant or other sedative activity. Also, 

the total flavonoid fraction evidenced an anxiolytic-like effect but, unlike it was 

observed with the lyophilized aqueous infusion, it also induced muscle relaxation 

and motor impairment. However, the doses of the total flavonoid fraction 

necessary to induce any neuropharmacological effect are much higher that the 

flavonoid content in the active doses of the lyophilized aqueous infusion, 

suggesting that other compounds besides the flavonoids might be involved 

directly or indirectly in the neuropharmacological effects of the extracts. The 

subfraction I (SF I) isolated from the total flavonoid fraction also exhibited an 

anxiolytic-like activity but, as it was observed with the lyophilized aqueous 

infusion, it did not elicit any sedative effects. Again, the effective doses were 

much higher than the active dose of the extract that originated it (total flavonoid 

fraction) thus suggesting a possible involvement of other flavonoids present. 

From SF I we were able to isolate two compounds, whose structure was 

characterized and determined to be luteolin-7-O-[2-rhamnosylglucoside] (SF IA) 
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and 8-C-glucosylluteolin-2''-rhamnoside (SF IB). Of these two compounds only SF 

IA exhibited an anxiolytic-like activity in a dose that correlated well with its 

content in SF I. 

 

Additionally, the results of the in vitro studies with synaptosomes from rat 

cerebral cortex and the radioligand [3H]-flunitrazepam showed there was no 

relation between the affinities of the lyophilized aqueous infusions of the different 

plants towards the benzodiazepine binding site in the GABAA receptor and the 

neuropharmacological activity evidenced by this same extracts in vivo. However 

in the case of the total flavonoid fraction isolated from Passiflora edulis Sims 

there seems to be a Gabaergic mechanism for the activity evidenced in vivo, but 

this was not observed for the active subfraction (SF I) it originated nor for any of 

the isolated compounds. These data suggest two different possibilities that are 

not mutually exclusive. One is the possibility of having other mechanisms besides 

Gabaergic modulation involved in the neuropharmacological effects of Passiflora 

edulis Sims flavonoids. The other concerns the biotransformation of the different 

flavonoids during the absorption and metabolization processes that can yield 

metabolites with a greater affinity for the GABA complex-receptor. In both cases 

these possibilities need to be further analysed. 
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Lista de siglas, abreviaturas e termos ou expressões não traduzidos 

 
13C-RMN – Ressonância magnética nuclear de carbono 
1H-RMN – Ressonância magnética nuclear de protão 

5-HT – 5-hidroxitriptamina = serotonina 

5-HTx – receptor x (1A, 2, 3, etc.) da serotonina 

8-OH-DPAT - 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)tertralina 

Active-avoidance – acto de evitar activamente 

ACTH - hormona adrenocorticotropica 

AHP – American Herbal Pharmacopoeia 

AMPA - α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol 

ANOVA - análise de variância 

BAW - n-butanol/ácido acético/água (4/1/5) 

BMAA - β-metilamina-1-alanina 

BZD-R - receptor benzodiazepínico 

CBH - “cytosolic beta-glucosidase” 

COMT – Catecol-O-metiltransferase  

CORT – cortisol 

COSY – “homonuclear correlation spectroscopy” 

CYP450 - citocromo P450 

DA – dopamina 

Defensive burying – comportamento característico dos murganhos que consiste 

em enterrar objectos estranhos que sejam colocados na gaiola em que se 

encontram 

DHD – doses diárias definidas por 1000 habitantes/dia 

DMSO – dimetil-sulfóxido 

DOP – denominação de origem protegida 

EMEA – Agência Europeia do Medicamento 

ESCOP – European Scientific Cooperative on Phytotherapy 

FDA – Food and Drug Administration 

First-pass – empregue em relação a um fármaco e refere-se ao metabolismo que 

ocorre após a absorção e previamente à entrada em circulação 

Flat-back-approach – forma de locomoção do murganho quando este se estica a 

todo o comprimento do seu corpo e se move cautelosamente para a frente 

FP VIII - Farmacopeia Portuguesa VIII 

GABA – Ácido γ-amino-butírico 

GH - hormona de crescimento 

Grooming - gomportamento de auto-limpeza 
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High throughput screening – screening de elevado rendimento 

HMBC – “heteronuclear multiple bond correlation” 

HMPC – Herbal Medicinal Products Committee 

HMPWG – Working Group on Herbal Medicinal Products 

HPA - função hipotalâmica-pituitária-adrenérgica 

HPLC – “High performance liquid chromatography” ou cromatografia líquida de 

alta resolução 

i.p. – intra-peritoneal 

IC50 – concentração (dose) inibitória a 50% 

ICH – International Conference of Harmonization 

I&D – investigação e desenvolvimento 

IL-6 – interleucina-6 

INCB – International Narcotics Control Board 

INFARMED – Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saúde, I.P. 

Kd - constante de dissociação  

Ki - constante de inibição  

LPH - “lactase phlorizin hydrolase”  

mAChR - receptor muscarínico da acetilcolina 

MAO – monoaminoxidase 

NA – noradrenalina 

NEQ’s – novas entidades químicas 

NEU – solução metanólica a 1% em difenilborato de aminoetanol  

NMDA - N-metil-D-aspartato 

OMS – Organização Mundial de Saúde 

Passive-avoidance – acto de evitar passivamente  

PEG - solução metanólica a 5% em polietilenoglicol 400 

PRL - prolactina  

Pubmed – motor de busca do US National Library of Medicine: www.pubmed.gov

PXR - receptor pregnano X 

Rf – factor de retenção 

RMN – ressonância magnética nuclear 

SAP - “stretched attention (também referida como approach ou attended) 

posture”  = comportamento do murganho que envolve a elongação de cabeça e 

ombros para a frente seguido de retracção à posição original, mantendo os 

membros anteriores e posteriores fixos na mesma posição. Este parâmetro é 

subdividido em duas categorias consoante ocorra na zona fechada ou na 

plataforma central (SAP protegido) ou na zona aberta (SAP desprotegido) 
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Screening – empregue com o sentido de uma análise prospectiva de uma 

determinada actividade farmacológica 

Sh – Sholder = ombro 

Steady state – estado ou condição de um sistema ou processo que não se altera 

com o tempo 

SEM – erro médio padrão 

SF – subfracção 

SF IA – composto A isolado da subfracção I  

SF IB – composto B isolado da subfracção I 

SF IIIB - composto B isolado da subfracção III 

SNC – sistema nervoso central 

Sniffing – farejamento característico do murganho  

SP - substância P 

SSRI’s – Inibidores selectivos da recaptação de serotonina 

Stress – estado de tensão (emocional) que resulta de factores que tendem a 

alterar um equilibrio existente 

TBA - t-butanol/ácido acético/água (3/1/1) 

TCA’s – tricíclicos antidepressivos 

TFF – fracção flavonóide total 

TLC – Thin Layer Chromatography = Cromatografia em Camada Fina (CCF)  

TMS – tetrametilsilano 

tR - Tempo de retenção 

USDA - United States Department of Agriculture 

WHO – World Health Organization = Organização Mundial de Saúde
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