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RESUMO: calendula officinalis L. (Asteraceae) é uma herbacea anual originada da area do Mediterraneo e
adaptada ao Brasil. Muitos fatores relacionados ao cultivo podem afetar de diferentes de forma qualidade e
guantidade dos principios ativos produzidos pela planta. Nesse trabalho, foi realizada uma avaliagao
farmacognéstica das flores da C. officinalis do Brasil (Parana) como controle de qualidade do material botanico. A
planta, conhecida hd muito tempo, apresenta atividades antiinflamatorias e cicatrizante, entre outras, e esta
presente em muitas formulacdes terapéuticas comercializadas. Nesse trabalho, foi obtido um extrato etandlico das
flores da C. officinalis (EEC) cultivadas no Brasil e realizou-se uma avaliacdo do efeito do EEC no sistema
imunolégico, verificando se o extrato obtido também apresentaria atividade imunomoduladora relatada para
fracdes isoladas da planta cultivada na Europa e Asia.

ABSTRACT: Calendula officinalis L. (Asteraceae) is an annual herbaceous from Mediterranean area and it was
adapted in Brazil. Lots of factors related to cultivation, can affect in a significant way the quality and the quantity of
the active principles produced by the plants. In this work, pharmacognostic evaluation of the flowers of C. officinalis
from Brazil (Parana), was accomplish for the quality control of the botanical material. The plant, well known a long
time ago, has anti-inflammatory and healing activities and several other effects. It is present in many
commercialized therapeutic formulations. In this work, an ethanolic extract of the flowers of the cultivated C.
officinalis (EEC) in Brazil was gotten and was become an evaluation of the effect of the EEC in the immunologic
system, verifying if the extract also gotten it would present the same immunomodulatory activity for isolated
fractions of the plant cultivated in the Europe and Asia.
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INTRODUCAO

A Calendula officinalis L. (C. officinalis) pertence a familia Asteracea (Compositae). E uma herbacea
anual com cerca de 50cm de altura com folhas grossas, verdes, inteiras e pilosas (SILVA et al, 1995). Apresenta
flores dispostas em capitulos com 3 a 7cm, liguladas na periferia, com corolas amareladas ou alaranjadas
(FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 2001).

As flores liguladas da C. officinalis sdo usadas em formas terapéuticas e em cosméticos, as quais
apresentam principalmente: saponinas, triterpenos, triterpenos alcéois e ésteres de acidos graxos, carotenodides,
flavondides, cumarinas, 6leos essenciais, hidrocarbonetos e acidos graxos (HAMBURGUER et al, 2003). A
descricao detalhada dos componentes quimicos da C. officinalis foi feita por ALONSO (1998). Os 6leos essenciais
apresentam uma grande quantidade de mono e sesquiterpenos oxigenados, compostos principalmente por:
carvona, geranilacetona, mentona, isomentona, cariofileno, a. e p-iononas, penduculatina e dihidroactinidiélido. Os
carotendides, compostos relativamente estaveis, sollveis em gordura e insollveis em agua, apresentaram
calendulina, caroteno, licopeno, rubixantina, violaxantina, zeina entre outros. As saponinas sao calendulosidios A,
D, D,, F. Os flavonéides encontrados foram os derivados do quercetol (quercetin-3-o-glicidio) e do isorramnetol.
Os Alcoois triterpenos pentaciclicos apresentaram principalmente: arnidiol, faradiol, acido faradiol-3-miristico,
lupeol, taraxasterol e acido faradiol-3- palmitico. Outros componentes foram encontrados, como: acido malico,
mucilagem, resina, goma (calendulina), substancia amarga (calendeno e calendina), tanino, poliacetilenos,
esterdis sitoesterois, estigmasterol, isofucosterol, campesterol, metil-(enecolesterol e colesterol), acido salicilico e
inulina (raiz) (ALONSO,1998).

O uso medicinal da planta remonta a época da antiguidade (ALONSO, 1998). Muitas propriedades
medicinais vém sendo atribuidas as flores da planta, dentre elas: colerética, antiinflamatéria, analgésica,
antitumoral, bactericida, diurética, cicatrizante, sedativa e imunomoduladora (FRANCO,1996; BROWN &
DATTNER, 1998; RAMOS et al, 1998).

A fracdo polissacaridea da C. officinalis, derivada do grupo dos heteroglocanos, apresentou atividade
imunomoduladora in viro (ALONSO, 1998). Trés polissacarideos foram isolados através do fracionamento em
etanol e filtragcdo em gel. Essa porcéo polissacaridea da planta apresentou atividade antitumoral (MANOLOV apud
VARLJEN et al, 1989). Acredita-se que a planta estimule a granulacdo e aumente o metabolismo das
glicoproteinas e do colageno no local do ferimento (BROWN & DATTNER, 1998).

A C. officinalis € uma espécie originaria do Mediterraneo, domesticada e adaptada ao Brasil. No processo
de cultivo, alguns fatores podem afetar de forma significativa a qualidade e a quantidade de principios ativos
produzidos pelas plantas, pois rotas metabdlicas podem ser ativadas e/ou inativadas, levando a producgdo de
diversos produtos do metabolismo secundario em cada situagéo (SILVA et al,1995).

Este trabalho realizou uma avaliacdo farmacognéstica das flores pulverizadas da planta cultivada no Brasil
(Parana), para realizar um controle de qualidade do material botanico. Foi obtido o extrato etandlico das flores da
C. officinalis (EEC) e realizou-se uma avaliagao do efeito do EEC no sistema imunoldgico, verificando se o extrato
obtido também apresentaria atividade imunomoduladora relatada para fragGes isoladas da planta cultivada na
Europa e Asia.

METODOS
Material botanico

Flores pulverizadas da C.officinalis foram adquiridas da Empresa Clorophila, sediada em Goiania, Goias.
Avaliacdo Farmacognéstica

Propriedades organolépticas
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Foram observados a coloracdo e o odor das flores pulverizadas da C. officinalis (FARMACOPEIA
BRASILEIRA IV, 2001).

Descrigdo microscépica

A avaliacdo microscépica das flores pulverizadas da C. officinalis foi realizada com o reagente de
Steinmetz (COSTA, 1982) e de Etzold (ETZOLD & KONtTRATEICHE, 1983).

Cromatografia em camada delgada

A identificacdo das flores pulverizadas foi realizada através da Cromatografia em camada delgada. O teor
de flavondides totais foi expresso em hiperosideo de acordo com técnica da FARMACOPEIA BRASILEIRA IV
(2001).

Teor de cinzas totais
O teor de cinzas totais foi determinado em triplicata por incineragdo das cinzas a 450° C (COSTA, 1982;
PREGNOLATTO & PREGNOLATTO, 1985).

Producéo do Extrato Etandlico das flores da C. officinalis (EEC)

O extrato etandlico das flores da C. officinalis foi produzido por maceracdo & frio e concentrado em
evaporador rotativo.

Avaliacdo do Efeito do EEC no Sistema Imunoldgico

Animais

Camundongos machos albinos-Swiss (20-30g), fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal
de Goiés, foram usados nos experimentos.

Teste Geral de Atividade Farmacoldégica em camundongos

Grupos de camundongos (n=5) foram tratados pelas vias oral, intraperitoneal e subcutanea com EEC nas
doses de 0,1, 0,3 e 1g/kg. O grupo controle foi tratado com agua destilada, utilizada na diluicdo do EEC, em
volume proporcional as doses utilizadas. Os efeitos observados foram registrados em ficha padrdo de triagem
farmacoldgica (MALONE, 1977).

Gaiolas metabdlicas

Grupos de animais (n=10) foram colocados individualmente em gaiolas metabdlicas, tratados diariamente
por via oral (gavagem), nas doses de 0,1, 0,3 e 1,0 g/Kg de EEC e com o veiculo da diluicdo do EEC (agua
destilada), durante um periodo de quatro semanas. Diariamente foram registrados para cada animal: o volume de
agua ingerida, o peso da racdo consumida, o volume de urina excretada e o peso das fezes produzidas. Em
intervalos de sete dias, os animais foram pesados para a determinacao da evolucdo de peso corporal durante o
periodo experimental. Os animais foram sacrificados através de puncao cardiaca no 29° dia. Coletou-se sangue
para realizacdo de exames hematoldgicos que constaram do hemograma completo.

Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como médias+ erro padrdo das médias, submetidos a analise de variancia
(ANOVA). O teste “t” de Student permitiu comparar as médias dos grupos experimentais com o grupo controle.
Foram considerados significativos valores de p < 0,05 (CRESPO, 2001).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo farmacognostica, observou-se que as flores pulverizadas da C. officinalis apresentaram uma
coloracéo amarelada e um odor suave e levemente aromatico. As laminas do pé das flores da planta coradas com
0s reagentes de Steinmetz e de Etzold permitiram identificacdo de: tricoma multicelular bisseriado do tubo da
corola da flor ligulada; epiderme da ligula com cuticula estriada; parénquima da ligula contendo gotas de material
lipidica; graos do pdlen. Na cromatografia em camada delgada usou-se uma mistura padrao de rutina (Rf — 0,43)
de quercetina e acido cafeico (Rf — 0,88). Na amostra observou-se: mancha correspondente a rutina (Rf — 0,47),
mancha amarelada correspondente a flavondides (Rf — 0,29), mancha com fluorescéncia azul (Rf — 0,8) e mancha
amarelada correspondente a agliconas de flavondides (Rf — 0,92). O teor de flavondides totais das flores
pulverizadas foi de 0,77% e no EEC foi de 1,29%. O teor de cinzas totais foi de 8,47%.

No teste geral de atividades farmacol6gicas foi observado, uma hora apés o tratamento, um 6bito na dose
de 1lg/kg do EEC administrado pela via intraperitoneal (i.p.). Ndo foram observadas altera¢bes quanto aos
parametros: sialorréia, diametro pupilar, fasciculagcées, tremor de cauda, dispnéia, alteracdes nas orelhas (palidez,
cianose e hiperemia), diarréia, contor¢des, agressividade, freqiiéncia urinaria, entre outros.

O tratamento com EEC na dose de 1g/Kg diminuiu significativamente o numero de linfécitos para 82,6
+ 5,2% em relacdo ao controle (80,4 + 2,3%) (Figura 1,Tabela 1). O tratamento com EEC na dose de 1g/Kg
aumentou significativamente o ndmero de neutréfilos totais para 190,2 + 24,5% em relagcao ao controle (16,3 +
11,8%) (Figura 2, Tabela 2).

OControle: 10 ml/Kg
OEEC: 0,1 g/Kg
OEEC: 0,3 g/Kg
BEEC: 1,0 g/Kg

110 - =

100 | —=< v .
2 5

n O

S E 704
5 S 60-
=S O 40 -
© 30 -
~— 20,
10 -
0,

Figura 1. Efeito do tratamento (28 dias) com extrato etandlico das flores da C. officinalis (EEC - 0,1, 0,3 ou 1g/Kg) no nimero
de linfocitos dos ratos. As barras verticais indicam as médias + erro padrdo das médias de 10 animais por grupo experimental,
expressas em porcentagem relativas ao grupo controle.

* Estatisticamente diferente do grupo controle (p < 0,05).

Tabela 1. Efeito do tratamento (28 dias) com EEC na taxa de linfocitos (%) em ratos (n=10).

Tratamento Dose e via Linfécitos (%) % diferenca
Controle 10mL/kg, v.o. 80,4+2,3 100,0+2,9
EEC 0,1 g/kg, v.o. 815+3,2 101,4+£4,2
0,3 g/kg, v.o. 87,4+1,9 108,7+£1,2

1,0 g/kg, v.0. 66,4 + 4,2* 82,6+5,2
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Os valores representam a média + e.p.m. da taxa de linfécitos (%) e a porcentagem da diferenca e
do aumento relativos ao grupo controle (n = 10).
*p< 0,05 quando comparado com o veiculo (ANOVA, Teste t de Student).

OControle: 10 ml/Kg
OEEC: 0,1 g/Kg
OEEC: 0,3 g/Kg

EEC: 1,0 g/K
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Figura 2. Efeito do tratamento (28 dias) com extrato etandlico das flores da C. officinalis (EEC - 0,1, 0,3 ou 1g/kg) no niumero
de neutrdfilos totais dos ratos. As barras verticais indicam as médias + erro padrdo das médias de 10 animais por grupo
experimental, expressas em porcentagem relativas ao grupo controle.

++* Estatisticamente diferente do grupo controle (p < 0,001).

Tabela 2. Efeito do tratamento (28 dias) com EEC na taxa de neutrdfilos totais (%) em ratos (n=10).

Tratamento Dose e via Neutréfilos % diferenga
totais (%)
Controle 10mL/kg, v.o. 16,3+ 11,8 100,0 £+ 11,7
EEC 0,1g/kg, v.o. 16,3+2,8 100,0+ 17,2
0,3g/kg, v.o. 89+1,3 546177
1,0g/kg, v.o. 31,0 £4,0 *** 190,2+ 24,5

Os valores representam a média + e.p.m. da taxa de neutrofilos totais (%) e a porcentagem da
diferenca e do aumento relativos ao grupo controle (n = 10).
*** n< 0,001 quando comparado com o veiculo (ANOVA, Teste t de Student).

DISCUSSAO

A diagnose do material vegetal foi realizada através de procedimentos especificos descritos para a
identificacdo da C. officinalis. Flores pulverizadas da planta apresentaram uma coloragdo amarelada e um odor
suave e levemente aromatico. Essas propriedades organolépticas estdo de acordo com a descrigdo na literatura
(WHO, 2002). Na descricao microscépica do p0, as duas coloragfes, de Steinmetz e de Etzol, permitiram a
identificacdo das mesmas estruturas, as quais encontram-se descritas na Farmacopéia Brasileira IV (2001) para
essa espécie vegetal. Os resultados obtidos na cromatografia em camada delgada foram compativeis com a
descricdo da FARMACOPEIA BRASILEIRA IV (2001). O teor de flavonodides totais das flores pulverizadas foi de
0,77% e no EEC foi de 1,29%. Monografias da OMS (WHO, 2002) descrevem que a C. officinalis ndo deve
apresentar menos que 0,4% de flavonéides totais calculados como hiperosideo. Assim, os resultados obtidos
estdo de acordo com o descrito na literatura para esta matéria-prima vegetal. O teor de cinzas totais foi de 8,47%.
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Esse resultado esta de acordo com especificacbes que permitem até 10% de cinzas totais (FARMACOPEIA
BRASILEIRA 1V, 2001; WHO, 2002). Assim, o material botanico testado corresponde as flores pulverizadas da C.
officinalis.

A partir dos resultados obtidos no teste geral de atividade farmacoldgica geral optou-se pela utilizacéo da
via oral para a administracdo do EEC, nas doses de 0,1, 0,3 e 1g/Kg.

Os hemogramas realizados indicaram que o tratamento com EEC alterou o numero de neutréfilos totais e
de linfécitos. Os exames dos leucdcitos fazem parte do hemograma completo e incluem: determinacéo quantitativa
dos leucécitos, total e diferencial, e avaliacdo qualitativa de alteracdes morfoldgicas celulares. O tratamento com
EEC diminuiu o ndmero de linfécitos, podendo indicar um efeito imunodepressor do extrato. Por outro lado,
aumentou o nimero de neutrdfilos totais (granulocitose), indicando um efeito imunoestimulante, confirmando
relatos anteriores da literatura (WAGNER et al, 1985; PATRICK et al, 1996; KALVATCHEV et al, 1997; TESKE &
TRENTINI, 1997; ALONSO, 1998; BROWN & DATTNER, 1998; NEWALLI et al, 2002; P/EREZ-CARREO et al,
2002; GUTERRES & ZIEGLER, 2002). Esse efeito foi atribuido principalmente aos polissacarideos de alto peso
molecular e aos flavondides. Embora os mecanismos de acdo ndo estejam bem esclarecidos, acredita-se que a
planta atue aumentando a fagocitose (VARLJEN et al, 1989).

Os polissacarideos sé@o polimeros de alto peso molecular, formados a partir da condensacdo de um
grande numero de moléculas de aldoses e cetoses, ocorrendo em bactérias, fungos, algas e vegetais superiores.
Polissacarideos de origem vegetal podem apresentar produtos naturais bioativos com atividades antitumoral,
imunoestimulante, anticomplemento, antiinflamatéria, antiviral, hipoglicemiante e hipocolesterolemiante, como ja
relatado (Poser et al, 1999). Os flavondides sdo os compostos naturais mais disseminados em plantas, seja em
estado livre como em glicerideos. O emprego em terapéutica desses compostos € muito grande e vem sendo feito
de forma empirica. Algumas pesquisas sugerem que esses possam apresentar acao anticancerosa consideravel,
podendo atuar como antiviral e combatendo radicais livres (Robbers et al,1997; Zuanazzi et al, 1999).

Os efeitos aparentemente antagbnicos sobre o sistema imunolégico que foram observados nos
tratamentos dos animais com EEC, estdo de acordo com um estudo in vitro realizado por Amirghofran et al (2000),
gue testou o efeito imunomodulador do extrato etandlico (70%) de cinco plantas medicinais encontradas no Ira, e
entre elas a C. officinalis. Em um dos testes (“MRL Test”), o extrato da planta exerceu efeito estimulante na
proliferacéo de linfdcitos, seguido por um efeito inibitério, em altas concentragdes. Embora esses dados tenham
sido obtidos de um estudo in vitro, foram semelhantes aos obtidos neste estudo na avaliacdo do efeito
imunomodulador in vivo do EEC para os linfécitos.

Na presente investigacdo, o efeito imunoestimulante do EEC avaliado através do hemograma dos ratos
tratados diariamente ndo apresentou resultado como esperado para a espécie vegetal e relatado na literatura.
Pode-se sugerir que o EEC poderia ndo apresentar quantidades suficientes dos principios ativos responsaveis por
esse efeito, ou esses compostos poderiam ndo ocorrer ou ocorre em minimas propor¢cdes nas flores da planta
cultivada no Brasil.

CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos ndao permitem elucidar o efeito que o EEC exerceu sobre o sistema imunoldgico na
metodologia experimental adotada, sendo necessarias outras metodologias para esclarecer a questdo, como por
exemplo, o teste de esfregaco de granuldcitos e a depuracao (clerance) do carbono.
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