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RESUMO 

 

PINTO, M.S.. Avaliação farmacognóstica de nó-de-cachorro (rizomas  de 
Vernonia cognata  Less. - Asteraceae) 2012. 75f. Dissertação de Mestrado – 
Programa de Mestrado Profissional em Farmácia, Universidade Bandeirante do 
Brasil, São Paulo, 2012. 

Pelo nome popular nó-de-cachorro a literatura se refere a várias espécies, 

principalmente as raízes de Heteropteris aphrodisíaca, usadas no tratamento de 

desgastes físicos e mentais, considerada por muitos como um afrodisíaco. Na 

maioria dos estabelecimentos especializados e ambulantes da cidade de São 

Paulo, a espécie vendida como nó-de-cachorro é a Vernonia cognata Less. 

(família Asteraceae), da qual não se tem estudos sobre as características 

farmacognósticas nem possíveis atividades biológicas. Por isso este estudo 

objetiva a caracterização farmacognóstica e avaliação biológica dos rizomas da 

espécie V. cognata, auxiliando assim sua identificação e conhecimento dos efeitos 

biológicos. A metodologia envolveu a avaliação farmacobotânica, testes de pureza 

(perda por dessecação, cinzas totais, cinzas insolúveis), teor de extrativos, 

screening fitoquímico e determinação quantitativa de alguns grupos. Em termos de 

atividade biológica realizou-se a atividade antimicrobiana, através do método de 

difusão em disco, a atividade antioxidante através do método do DPPH, atividade 

anticolinesterásica in vitro e screening farmacológico hipocrático. Os resultados 

confirmam a diferença entre as espécies, em vários aspectos como 

macroscópicos, microscópicos e fitoquímicos. Os dados da atividade antioxidante 

das amostras demonstraram que a planta possui um potencial à ser explorado e 

os testes antimicrobianos apresentaram resultados divergentes quando se altera a 

concentração do extrato, devendo assim, ser objetivo de estudos futuros para se 

determinar a concentração mínima de atividade anti-microbiana. O screening 

farmacológico hipocrático mostrou que a droga possui uma DL50 alta, portanto, não 

oferecendo riscos imediatos ao consumidor. 

 

 
Palavra-chave: Vernonia cognata Less., controle de qualidade farmacognóstico, 
atividade antimicrobiana 



 

 

ABSTRACT 

PINTO, M.S.. Pharmacognostic evaluation of “Nó-de-cachorro”  (rhizomes of 
Vernonia cognata Less. - Asteraceae)  2012. 75f. Master's dissertation 75f. – 
master's Program Professional Pharmacy, Bandeirante University of Brazil , 
São Paulo, 2012. 
 
The popular name “nó de cachorro” refers in the literature to several different species of 

plants, and in particular to the roots of Heteropteris aphrodisiaca, used to treat mental 

and physical fatigue and popularly considered an aphrodisiac.  The species that most 

specialized stores and street vendors in the city of São Paulo sell as “nó de cachorro” is 

Vernonia cognata Less.  (Asteraceae family), whose pharmacognostic characteristics 

and possible biological activity have not been studied.  This paper therefore proposes a 

pharmacognostic characterization and biological evaluation of the rhizomes of the 

species V. cognate, to help identify and understand their biological effects.  The 

methodology involved pharmacobotanic assessment, purity tests (loss on drying, total 

ash, acid-insoluble ash), extract content, phytochemical screening and quantitative 

determination of some groups.   In terms of biological activity, the following took place: 

antimicrobial activity through disk diffusion testing, antioxidant activity through  DPPH 

assay, anticholinesterase activity in vitro and Hippocratic pharmacological screening. 

The results confirm the various macroscopic, microscopic and phytochemical 

differences among the species.  The data from the antioxidant activity in the samples 

show that the plant has potential use.  The antimicrobial tests presented diverging results 

as the concentration of the extract was altered. Future studies could be pursued to 

determine the minimum concentration of anti-microbial activity. The hippocratic 

pharmacological screening showed that the drug has low LD50, and hence does not pose 

immediate risks to the consumer. 

 
 

 

 

 

Key-words: Vernonia cognata Less., quality control, antimicrobial activity , 

antioxidant activity. 
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1. INTRODUÇÃO 

Por longos períodos na história, o uso de plantas medicinais esteve 

presente não só devido ao seu caráter alimentar, mas também às suas 

propriedades de cura, sejam elas reais ou ritualísticas. Entretanto, após a 

metade do século XX, o uso de medicamentos de origem sintética tornou-se 

mais amplo que o uso de plantas medicinais, principalmente na sociedade 

ocidental, com destaque para os países desenvolvidos. Já, os considerados em 

desenvolvimento, permaneceram fazendo uso das propriedades curativas das 

plantas, certamente devido às difíceis condições econômicas de aquisição dos 

medicamentos sintéticos (KOROLKOVAS, 1996; FOGLIO et al., 2007; RATES, 

2001; SPRINGFIELD et al., 2005; GUPTA et al., 2008). A Organização Mundial 

da Saúde (OMS) estimou que 80% da população depende da medicina 

tradicional (SPRINGFIELD et al., 2005). 

 

 A cultura do uso de plantas e outras fontes naturais, com propriedades 

terapêuticas, vem sendo valorizada pela sociedade do mundo inteiro, e 

retornou ao status de uma  fonte de produtos medicinais devido à busca por 

hábitos mais saudáveis de vida, ao difícil tratamento de certas doenças e à 

resistência microbiana (DE SMET, 2004; GIVEON et al., 2004; ROCHA et al., 

2004; BUGNO et al., 2005). 

 

A fitoterapia tem ressurgido como uma opção medicamentosa bem 

aceita e acessível à população mundial, e no caso do Brasil é adequada para 

as necessidades locais de centenas de municípios brasileiros no atendimento 

primário à saúde (ELDIN; DUNFORD, 2001). 

 

O Brasil possui um conhecimento  popular muito diverso em plantas 

medicinais, resultado de uma miscigenação cultural envolvendo africanos, 

europeus, indígenas, com introdução de espécies exóticas pelos colonizadores 

e escravos. Além disso, o país possui a maior diversidade vegetal do planeta, 

constituída de aproximadamente 55 mil espécies de plantas superiores (ELDIN; 

DUNFORD 2001).  

Devido a grande demanda por produtos à base de plantas medicinais, 

consequência do significativo aumento do interesse do público brasileiro por 
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“terapias integrativas”, se faz necessário investigar como esses produtos estão 

sendo oferecidos ao consumidor, de acordo com a legislação especifica e 

critérios estabelecidos cientificamente. 

 

A eficácia das palntas medicinais é dada pela comprovação, por meio de 

ensaios farmacológicos pré-clínicos e clínicos, dos efeitos biológicos 

preconizados para esses recursos terapêuticos, e a segurança é determinada 

pelos ensaios que comprovam a ausência de efeitos tóxicos. No entanto, a má 

qualidade de um produto fitoterápico ou droga vegetal pode vir a anular a sua 

eficácia e trazer riscos à saúde do consumidor. Melo e colaboradores (2004) 

enfatizam que a fraude e a má qualidade dos fitoterápicos são motivo de 

preocupação, pois interferem na eficácia e segurança do produto. 

 

A própria Organização Mundial da Saúde reconhece no conhecimento 

tradicional sobre produtos da biodiversidade, um importante instrumento no 

desenvolvimento de novos produtos farmacêuticos para o combate de doenças 

que assolam as populações dos países em desenvolvimento (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2002). 

 

O uso de medicamentos à base de ervas quase quadriplicou nos 

Estados Unidos entre 1990 e 1997, enquanto que estudo realizado com a 

população alemã mostra que 70% das pessoas declaram recorrer à “medicina 

natural” como primeira escolha no tratamento de doenças menos graves ou 

pequenas disfunções (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998). 

 

A  escassa inovação tecnológica em pesquisa e exploração de produtos 

naturais é uma das características marcantes de países em desenvolvimento. 

 

No Brasil, as inovações têm sido de baixa ou média intensidade, sendo 

que os fitoterápicos mais vendidos no mercado brasileiro são produzidos a 

partir de espécies estrangeiras (ELDIN; DUNFORD, 1998). Podemos verificar 

este comportamento ainda nos dias de hoje. 

A primeira descrição sobre a espécie vegetal conhecida popularmente 

por "nó-de-cachorro" foi realizada em 1920 por Hoehne, com a afirmação: " 
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Este material goza da fama de ser altamente estimulante e afrodisíaco, razão 

pela qual o vendem em doses verdadeiramente homeopáticas e por preço 

elevado". Na época, em termos de identificação botânica, havia a sugestão que 

tal espécie pudesse ser Davilla rugosa Poir., da família Dilleniaceae. Hoehne  

relatava ainda: "Para os mesmos fins e com idêntico nome vulgar usam, em 

Mato Grosso, o caule e as raízes de uma Malpighiaceae" (MARQUES et al. 

2007).  

A partir de 1929, o professor Othon Machado trabalhou na identificação 

botânica do " nó-de-cachorro", conseguindo obter amostras floridas somente 

em 1948, originárias do estado do Mato Grosso. Machado (1948-1949) 

observou que esta pertencia ao gênero Heteropteris Kunth (Malpighiaceae) e 

concluiu tratar-se de uma espécie nova, classificando-a como H. aphrodisiaca 

O. Mach. e a definindo como "planta medicinal, útil principalmente como 

afrodisíaco e contra o esgotamento nervoso". Segundo Corrêa (1984), as 

espécies do gênero Heteropteris podem ser encontradas nos estados de Mato 

Grosso, Goiás e São Paulo (MARQUES et al. 2007).  

As raízes de H. aphrodisiaca são irregulares com partes engrossadas e 

constrições, de onde advém seu nome popular, por semelhança ao pênis 

canino. São utilizadas, na medicina popular, como afrodisíaco na forma de 

garrafadas (maceradas na cachaça) e no tratamento da debilidade nervosa, 

como depurativo e para o tratamento de disenterias e diabetes (RIZZINI; 

MORS, 1976; MACEDO; FERREIRA, 2004).  

Rizzini (1983) menciona as raízes de H. aphrodisiaca em estudos 

etnobotânicos, sendo uma das 65 espécies vegetais psicoativas observadas no 

Brasil, classificada como estimulante, cujo uso se assemelha ao das plantas 

adaptógenas ou resistógenas. 

Em relação ao conhecimento científico desta espécie, citam-se os 

trabalhos de Galvão e colaboradores (1996, 2002), que avaliaram os efeitos do 

extrato da droga (extrato liofilizado BST-0298 - Patente requerida #PI9803518-

5) sobre a aprendizagem e memória de ratos jovens e idosos, obtendo-se uma 

melhora significativa dos animais tratados avaliados nos modelos de esquiva 
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passiva e labirinto em " T" (discriminação direita-esquerda) (GALVÃO et al., 

2002). 

Roman-Júnior e colaboradores (2005) isolaram um nitrocomposto 

[2,3,4,6-tetra-O-(3-nitropropanoíla)-O-D-glucopiranosídeo] das raízes de H. 

aphrodisiaca, com comprovada atividade antibacteriana. Esta mesma 

substância demonstrou ter moderada atividade antiviral contra poliovírus tipo 1 

e herpes vírus bovino tipo 1 (MELO et al., 2006). 

O gênero Vernonia (Asteraceae), compreende aproximadamente 1000 

espécies dispersas ao longo de todas as áreas tropicais e subtropicais do 

mundo. Inúmeras plantas deste gênero são reconhecidas por sua importancia 

medicinal no Nordeste do Brasil (PESSOA et al., 2011). 

 

Estudos fitoquímicos envolvendo plantas deste gênero resultou no 

isolamento de esteróides, terpenóides, flavonóides e lactonas sesquiterpênicas, 

esta última classe considerada marcador quimiotaxonômico. Os óleos 

essencias de plantas do gênero Vernonia tambem tem sido investigados 

(PESSOA et al., 2011). 

 

Em termos de controle de qualidade farmacognóstico, Marques e 

colaboradores (1996) verificaram, principalmente em atacadistas e ambulantes 

da cidade de São Paulo, a ocorrência da troca das raízes de H. aphrodisiaca 

por rizomas da espécie daninha Vernonia cognata Less., da família Asteraceae 

(Compositae).  

 

Devido a inúmeras espécies de plantas medicinais comercializadas no 

Brasil e a grande dificuldade em obter informações farmacognósticas para o 

controle de qualidade destes produtos,  este trabalho objetiva caracterizar a 

droga vegetal Vernonia cognata Less. (Asteraceae). Esta planta é muito 

utilizada popularmente como nome “nó de cachorro”, determinando suas 

características físico quimicas, botânicas e atividade biológica, fornecendo 

assim, referências para o devido controle de qualidade e estudos futuros da 

sua funcionalidade terapêutica. 
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2 Objetivos   

 
 

2.1 Objetivos gerais  

 Desenvolver as especificações farmacognósticas que permitam avaliar a 

qualidade de amostras comerciais de drogas vegetais de V. cognata, por meio 

de métodos botânico, químico e físico-químico, bem como as suas atividades 

biológicas.  

 

2.2  Objetivos específicos  

 

·  Confirmar a identidade botânica da espécie fornecedora da droga 

vegetal em avaliação; 

·  Realizar a caracterização farmacobotânica dos rizomas de V. cognata; 

·  Determinar o teor de cinzas totais e insolúveis em amostras comerciais 

de V. cognata na forma de droga vegetal; 

·  Determinar a perda por dessecação em amostras comerciais de V. 

cognata na forma de droga vegetal; 

·  Realizar screening fitoquímico;  

·  Determinar o teor de polifenóis, polifenóis não adsorventes e taninos 

totais nas amostras de droga vegetal;  

·  Avaliar a atividade antioxidante das amostras de droga vegetal 

empregando-se o método do DPPH;  

·  Avaliar a atividade antimicrobiana, por meio do teste de difusão em disco 

(halo de inibição); 

·  Avaliar a atividade anticolinesterásica in vitro; 

·  Realizar um screening farmacológico hipocrático. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 
 

3.1 Aspectos gerais   

 
No Brasil, especialmente no Nordeste e região Amazônica, embora 

existam inúmeros fitoterápicos produzidos industrialmente, a maioria das 

plantas medicinais é utilizada na forma de planta fresca colhida pelo próprio 

consumidor, ou como plantas secas empacotadas ou ainda adquiridas a granel 

no comércio (BRANDÃO et al., 2002). 

No caso de plantas frescas o controle de qualidade depende das 

condições de cultivo em comunidades, enquanto as plantas secas que são 

utilizadas em maior escala podem ser adquiridas em feiras e mercados. Neste 

caso a qualidade do material só pode ser garantida com base no conhecimento 

do vendedor. A melhor forma para efetuar o controle de qualidade dos produtos 

usados pela população, é assegurar um controle da sequencia de operações 

desde o plantio até o produto final que chega ao consumidor (BRANDÃO et al., 

2002). 

Embora haja no país uma legislação que estabeleça critérios para a 

qualidade, e normas para produção e comercialização de drogas vegetais, 

estas ainda tem sido comercializadas fora dos padrões estabelecidos, sem 

garantia de eficiência  terapêutica desejada ou da ausência de riscos a saúde 

do consumidor. Soma-se a isto, ainda, a venda de produtos à base de plantas 

medicinais sem nenhuma comprovação pré-clínica nem clínica de sua eficácia 

e segurança e a ausência de farmacovigilância (BRANDÃO et al., 2002).  

A qualidade dos produtos a base de plantas medicinais, comercializados 

no Brasil, é cada vez mais preocupante. Para garantir esta qualidade no 

desenvolvimento de um produto é necessário o monitoramento da constituição 

química para assegurar a ação farmacológica, durante todo o processamento 

(BRANDÃO et al., 2002).  

No Brasil, a quinta edição da Farmacopéia (2010), junto com outras 

literaturas, como o livro organizado por Simões et al (2003), contêm parâmetros 

semelhantes aos da OMS para verificação da identidade e controle de 

qualidade de drogas vegetais. 
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O Decreto nº 5.813, de 22 de junho de 2006. Aprova a Politica Nacional 

de Plantas Medicinais e Fitoterápicos e dá outras providências (Brasil, 2006), 

tem como algumas de suas diretrizes garantir e promover a segurança, a 

eficácia e a qualidade no acesso a plantas medicinais e fitoterápicos. Promover 

e reconhecer as práticas populares de uso de plantas medicinais e remédios 

caseiros e, promover a adoção de boas práticas de cultivo e manipulação de 

plantas medicinais e de manipulação e produção de fitoterápicos, a partir de 

uma legislação especifica. 

Deve-se ter em mente que o uso de matéria vegetal falsificada pode 

ocorrer pela variedade de nomenclaturas populares para diferentes espécies. 

Desta forma, é importante o conhecimento da espécie correta pelo seu nome 

cientifico pelos coletores e distribuidores do material, além da existência de 

técnicas padrão que confirmem a identidade da amostra (ALVES et al., 2007). 

O primeiro passo de identificação de uma espécie vegetal pode ser feito pelas 

suas características morfo-histo-anatômicas, macro e microscopicamente 

(DUARTE; MENARIM, 2006). 

 

3.2- Vernonia cognata 

 

3.2.1 Aspectos botânicos  

A família Asteraceae (Compositae) compreende muitos gêneros de 

plantas, e por conseguinte, inúmeras espécies vegetais. Devido à sua grande 

abrangência, esta é a maior família das angiospermas: são 920 gêneros com 

aproximadamente 19.000 espécies (JOLY,1998).  

Este gênero de plantas recebeu a denominação de Vernonia em 

homenagem a Will Vernon, pesquisador botânico (CABRERA; KLEIN,1980). 

A maior parte das espécies desta família é composta por plantas de 

pequeno porte, ou seja, ervas, subarbustos, trepadeira ou excepcionalmente, 

árvores (JOLY,1998). 

As características morfológicas comuns entre as plantas pertencentes ao 

gênero Vernonia são: invólucro cilíndrico, campanulado ou hemisférico, com 

brácteas imbricadas em poucas ou muitas séries, as exteriores gradualmente 

mais curtas; receptáculo plano ou semiconvexo, flores isomorfas, 

hermafroditas, de quatro a mais; corola actinomorfa, tubulosa, com limbo 
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profundamente pentapartido; anteras auriculadas ou curtamente sagitadas na 

base; estilete com ramos lineares, agudos, densamente pilosos debaixo do 

ponto de bifurcação; pelos coletores agudos unicelulares (CABRERA; 

KLEIN,1980). 

No gênero Vernonia ocorrem ervas perenes, arbustos até arvores altas, 

com folhas geralmente alternas e capítulos dispostos em cincínios, panículas 

definidas de cima ou solitárias, ora nas axilas das folhas, ora terminais. As 

flores podem ser brancas, rosadas, violáceas ou purpúreas (CABRERA; 

KLEIN, 1980).  

A ocorrência de V. cognata em áreas de cerrado já havia sido observada 

por Leitão Filho (1972), sendo sua presença também sido notada em áreas 

abertas, como beiras de estradas e terrenos baldios, florescendo durante os 

meses de fevereiro a abril (LORENZI, 2008). 

A V. cognata é uma planta herbácea, perene, que se reproduz 

sexuadamente através de sementes (aquênios), produzidos em grande 

quantidade, e também por reprodução vegetativa, por meio de brotação de 

gemas quando ocorre a divisão do rizóforo, denominação dada  ao órgão 

subterrâneo (TERTULIANO; FIGUEIREDO-RIBEIRO,1993).  

 

Figura 1 – Rizomas de Vernonia cognata Less.  

Fonte: Revista Ciência Hoje,  1998 
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O gênero Vernonia apresenta grande importância medicinal e mais de 

20 espécies já estão documentadas como curativas no sistema etno-medicinal 

africano (TERTULIANO; FIGUEIREDO-RIBEIRO,1993). 

 

A Figura 2 mostra a foto de uma exsicata de V. cognata tirada no 

herbário de São Paulo. 

 

 

 

 

De acordo com Tertuliano (1993), a espécie V. cognata apresenta as 

seguintes características: Subarbusto de 1,0 m de altura, ramos tomentosos; 

folhas alternas sésseis medindo 2-9,5 x 0,7-3 cm, lanceoladas, de ápice agudo 

e margem inteira, base atenuada, face adaxial glandulosa; os capítulos são 

sésseis a subsésseis, brácteas com 0,5-1,0 cm comprimento, invólucro 5-6 mm 

de comprimento, campanulado; brácteas involucrais com 4-5 séries, oblongo-

lanceoladas, ápice apiculado; flores em número de 12-15, corola com 7-8 mm 

de comprimento, tubosas, liláses, com lobos gandulosos no ápice.  

Em visita ao herbário do Jardim Botânico de São Paulo verificou-se que 

a espécie ocorre em diversas partes do país, incluindo a capital de São Paulo e 

interior (Mogi das Cruzes, Pindamonhangaba, São Carlos, entre outras). 

 

 

 

Figura 2  Vernonia cognata – Foto  de uma 
exsicata, tirada no herbário do Instituto 

Botânico de São Paulo, 2011 
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3.2.2 Aspectos terapêuticos 

No Brasil, as folhas de plantas deste gênero são empregadas na 

medicina popular em casos de gripe, resfriados, tosse, bronquite, contusões, 

hemorróidas e infecções uterinas. Os rizomas são utilizados, na medicina 

popular, como afrodisíaco na forma de garrafadas (curtidas em cachaça) e no 

tratamento de debilidade nervosa, também como depurativo e para o 

tratamento de diarréias e diabetes (RIZZINI; MORS, 1976). 

 
 

3.2.3 – Aspectos químicos do gênero Vernonia  

 

3.2.3.1 Terpenos 

Os terpenos são uma grande família de metabólitos secundários 

naturais, originados das plantas superiores através da via biossintética do 

acetato-mevalonato a partir de unidades do isopreno, que vão se ligando entre 

si, orientados em sentido inverso (cabeça-cauda). Nas plantas superiores, a via 

convencional opera, principalmente, no citoplasma e mitocôndrias e sintetiza 

esteróides e sesquiterpenos, preferencialmente. Já a via não-mevalonato opera 

no plastídio sintetizando todas as outras classes de terpenos, incluindo 

carotenóides e clorofila (NIERO e MALHEIROS, 2007; SANTOS-OLIVEIRA, 

2009).   

Triterpenos constituem o grupo mais importante de terpenóides, 

apresentam diversas propriedades medicinais, destacando-se os efeitos anti-

inflamatórios, analgésicos, cardiovasculares e antitumorais (NEGRI, 2007; 

NIERO e MALHEIROS, 2007; SANTOS-OLIVEIRA,2009). 

 

3.2.3.2 Flavonóides 

Constituem uma classe de compostos polifenólicos de ampla distribuição 

no reino vegetal; são encontrados em plantas na forma de glicosídeos, são 

pigmentos amarelos, laranjas, azuis e vermelhos das flores, responsáveis 

também pela cor amarela das folhas no outono. São importantes para o 

crescimento normal, desenvolvimento e defesa das plantas. Atuam como 

atrativos visuais favorecendo a polinização, como um mecanismo de defesa 

diante do ataque de insetos e microorganismos e protetores da radiação 
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ultravioleta por suas propriedades antioxidantes (MUSCHIETTI; MARTINO, 

2007). 

Os flavonóides  de origem natural se caracterizam estruturalmente por 

serem polifenólicos derivados de C6-C3-C6, ligados na orientação cabeça-

cauda. Podem conter, como substituintes, hidroxilas ou seus derivados 

funcionais, tais como ésteres, metoxilas, além de glicosídeos, isoprênicos, 

presos em posições específicas dos anéis, presentes entre os metabólitos 

secundários de vegetais, ou seja, apresentam-se, freqüentemente, oxigenados 

e um grande número ocorre conjugado com açúcares (SIMÕES et al., 2003). 

 São compostos de baixo peso molecular, derivados de 

fenilbenzopironas, formados pela união de três anéis, dois deles aromáticos, 

sendo originados de reações de derivados do ácido chiquímico e derivados do 

acetato. Os flavonóides têm como precursores a fenilalanina e a acetil-CoA. Os 

flavonóides são divididos nas seguintes classes: flavonas, flavonóis, 

antocianinas e isoflavonóides, esta última restrita à família Fabaceae. Os 

compostos mais importantes encontrados nos vegetais, para cada uma das 

três primeiras classes são: flavonas – apigenina e luteolina; flavonóis – 

canferol, quercetina, miricetina e galangina (Figura 4); antocianinas – cianidina 

e  malvidina. Apresentam uma grande variedade de estruturas básicas que dão 

lugar a uma série de compostos que diferem em seu grau de oxidação e 

substituição (CARDOSO et al., 2001; MUSCHIETTI; MARTINO, 2007).  

Possuem numerosas atividades biológicas, porém existem três 

atividades principais pelas quais os flavonóides são bem reconhecidos, como 

atividade anti-oxidante, anti-proliferativa e antinflamatória (MUSCHIETTI e 

MARTINO, 2007).  
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Figura 3  Estruturas químicas de flavonóides agliconas. 
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A Figura 4 mostra a estrutura de dois tipos de  flavonóides heterosídeos:  
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Figura 4 Estruturas químicas de flavonóides heterosídeos. 

 
 
3.2.3.3 Taninos 

Os taninos (do francês tanin) são compostos polifenólicos de origem 

vegetal quimicamente complexos que ocorrem como misturas, com pesos 

moleculares geralmente entre 500 e 3000 Daltons. Estão distribuídos em 

plantas superiores, ocorrendo aproximadamente em 30% das famílias 

(SANTOS, 1997; MAKKAR; BECKER, 1998; PANSERA, 2003; SIMÕES et al., 

2003;  BIAVATTI, 2007; CAINELLI, 2011). 

Nos vegetais encontram-se quantidades relativamente significantes 

destes compostos fenólicos. Seu papel é essencialmente proteger os tecidos 

contra o ataque dos insetos, fungos ou de bactérias. É considerado um sistema 

de defesa passiva relativamente eficaz. Estes compostos são importantes 

componentes gustativos, sendo responsáveis pela adstringência de muitos 

frutos e produtos vegetais. As plantas podem igualmente produzir grandes 

quantidades de fenóis a partir de uma alteração na superfície das células vivas: 

é a defesa ativa. O melhor exemplo é dado pela picada dos insetos nas folhas 

que são a origem da formação das galhas (SIMÕES et al., 2003; CAINELLI, 

2011). 

Dividem-se em duas categorias derivadas de esqueletos (C6-C1)n, 

chamados de taninos hidrolisáveis e derivados de esqueletos (C6-C3-C6)n, 

chamados de taninos condensados ou proantocianidinas, ocorrem amplamente 

em Gymnospermae e Angiospermae, amplamente distribuídos em plantas 

lenhosas (SIMÕES et al., 2003). 
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As atividades farmacológicas dos taninos são devidas, pelo menos em 

parte, a três características gerais que são comuns em maior ou menor grau 

aos dois grupos de taninos, condensados e hidrolisáveis: complexação com 

íons metálicos (ferro, manganês, vanádio, cobre, alumínio, cálcio, entre outros), 

atividade antioxidante e seqüestradora de radicais livres e a habilidade de 

complexar com outras moléculas, incluindo macromoléculas tais como 

proteínas e polissacarídeos (SIMÕES et al., 2003).  

 

a) Taninos condensados  

Os taninos condensados (Figura 5) são biossintetizados pelas 

condensações de derivados de ácido chiquímico e unidades de malonil-CoA, 

levando à formação das catequinas. São polímeros flavonóides das catequinas, 

que produzem antocianidinas sob hidrólise ácida (MUELLER-HARVEY e 

MCALLAN, 1992). 

 

Figura 5  Estrutura química de um tanino condensado (procianidina) 
Rev. Árvore vol.26 no.4 Viçosa July/Aug. 2002 

 
Taninos condensados podem conter de duas a cinquenta unidades 

flavonóides. Podem ser divididos em subclasses como: flavonóis, flavonas, 

flavanonas (FARIA, 2005). Apresentam estrutura complexa e são resistentes à 

hidrólise, mas podem ser solúveis em solventes orgânicos aquosos, 

dependendo de sua estrutura (PINTO, 2000; BATENSTIN, 2007). 
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b)Taninos hidrolisáveis 

Os taninos hidrolisáveis (Figura 6) são caracterizados por um poliol 

central, geralmente � –D-glicose, cujas funções hidroxilas são esterificadas com 

o ácido gálico, ou seja, são poliésteres de ácido gálico e outros ácidos fenólicos 

derivados desses, os quais são facilmente hidrolizáveis por ácidos, sendo 

classificados em galotaninos e elagitaninos. O composto � -1,2,3,4,6-

pentagaloiol-D-glicose, é considerado o precursor imediato para ambas as 

classes de taninos hidrolisáveis (MUELLER-HARVEY; MCALLAN, 1992;  

MELLO; SANTOS,1999; PINTO, 2000; SIMÕES et al., 2003). 

 
 

Figura 6 Taninos hidrolisáveis  
(Rev. Árvore vol.26 no.4 Viçosa July/Aug. 2002) 

 

 

Os galotaninos resultam da união entre unidades de ácido gálico por 

ligações meta-depsídicas (MELLO; SANTOS, 1999), produzem ácido gálico e 

em elagitaninos, que produzem ácido elágico, ambos após hidrólise 

(NASCIMENTO; MORAIS, 1996; QUEIROZ, 2002).  

Os elagitaninos são muito mais frequentes que os gálicos, e é provável 

que o sistema bifenílico do ácido hexaidroxidifenílico seja resultante da ligação 

oxidativa entre dois ácidos gálicos. Os taninos hidrolisáveis consistem de 

ésteres de ácidos gálicos e ácidos elágicos glicosilados, formados a partir do 
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chiquimato, onde os grupos hidroxila do açúcar são esterificados com os ácidos 

fenólicos (MONTERO et al., 2006). 

 

c) Complexação entre taninos e proteínas 

Os taninos possuem a capacidade de combinar-se com as proteínas e 

outros polímeros como os polissacarídeos. Esta característica explica sua 

adstringência causada pelas precipitações das proteínas e das glicoproteínas 

da saliva (CAINELLI, 2011). 

As propriedades dos taninos estão ligadas à sua capacidade de formar 

complexos com as proteínas que participam, neste caso, da proteção dos 

tecidos em relação às agressões microbiológicas e apresentam propriedades 

gustativas reunidas sob o termo adstringência. Além disso têm capacidade de 

consumir oxigênio dissolvido, isto é, tem propriedades antioxidantes 

interessantes à ação farmacológica (CAINELLI, 2011). 

Os complexos formados entre taninos e proteínas podem ser reversíveis 

quando estabelecidos via ponte de hidrogênio, ou irreversíveis, quando 

ocorrem em condições oxidativas, via ligações covalentes (SIMÕES et, al., 

2003). As interações proteína-tanino podem envolver, sobretudo interações 

hidrofóbicas e ligações de hidrogênio, sendo as ligações iônicas menos 

importantes, dado que os polifenóis são ácidos fracos, com pKa de 9-10 e 

praticamente não apresentam grupos carregados em pH neutro e ácido 

(CARVALHO, 2007). 

Na presença de água, as regiões apolares de proteínas e polifenóis 

tendem a associar-se através de interações Van Der Waals, diminuindo assim 

a superfície de zonas apolares expostas à água. As moléculas de água que 

estavam associadas às zonas apolares de uma forma ordenada ficam livres 

para se juntarem ao solvente, dando assim origem ao chamado efeito 

hidrofóbico (CARVALHO, 2007). 

As ligações de hidrogênio são forças que no seu conjunto são 

importantes para a estabilização do complexo proteína-tanino. Por outro lado, a 

presença de grupos capazes de fazer ligações de hidrogênio com o solvente 

(solução aquosa), são grupos solubilizadores do soluto. Por isso, a formação 

de agregados proteína-tanino em sistemas aquosos depende da redução do 

número de ligações de hidrogênio com o solvente. A energia da interação entre 
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proteínas e taninos depende assim do balanço energético entre as novas 

ligações que se formam e as ligações quebradas (CARVALHO, 2007). 

O núcleo polifenólico de taninos tem uma estrutura molecular favorável à 

interação com proteínas, pois apresenta zonas apolares, como o anel 

benzênico, que pode interagir com zonas apolares das proteínas, tais como as 

cadeias laterais de aminoácidos como a alanina, leucina, isoleucina, prolina, 

etc. também possuem zonas hidrofílicas, como os grupos hidroxila, que podem 

participar de ligações de hidrogênio com os grupos carbonila e amina das 

proteínas (CARVALHO, 2007). 

Os complexos irreversíveis entre taninos e proteínas ocorrem na planta 

quando seus tecidos são danificados, por auto-oxidação ou oxidação catalisada 

por enzimas. Oxidações similares também acontecem in vitro quando os 

complexos reversíveis de tanino-proteína são expostos ao ar ou são mantidos 

em soluções de pH alto, sendo que, em ambos os casos, os fenóis são 

transformados em quinonas que reagem com grupos nucleofílicos na proteína 

formando, então, ligações covalentes (SIMÕES et al., 2003). 

A complexação entre polifenóis e proteínas pode levar à formação de 

agregados e eventualmente à precipitação, dependendo das concentrações 

relativas de proteína e tanino (CARVALHO, 2007).  

 

3.3 Controle de qualidade 

 

Os ensaios de qualidade objetivam a verificação da identidade botânica, 

da pureza do material e a caracterização dos constituintes químicos da 

espécie, especialmente daqueles envolvidos na atividade terapêutica, bem 

como o doseamento destes. Nas análises de matérias-primas se realizam 

todos os ensaios em triplicata, calculando-se a média e o coeficiente de 

variação (SIMÕES et al., 2003).  

A análise sensorial ou organoléptica é o meio mais simples e rápido de 

verificar a qualidade, principalmente de identidade e pureza. A droga só é 

reprovada em relação à identidade, se na análise apresentar coloração, 

consistência, sabor ou odor significativamente diferentes (SIMÕES et al., 

2003).  
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A identificação de drogas, baseada em processos diretos, pode ser 

considerada segundo quatro aspectos: visão, tato, degustação ou sabor e 

olfato. 

A verificação da autenticidade é dada pelos parâmetros de identidade 

botânica através de ensaios macro e microscópicos, bem como pela presença 

dos constituintes químicos ativos e/ou característicos da espécie. Já, as 

características organolépticas, auxiliam na identificação e nos ensaios de 

pureza, sendo, portanto, uma análise rápida de custo reduzido, verificando sua 

identidade ou reconhecendo a presença de possíveis fraudes ou 

contaminações. Para isso, é necessária uma descrição completa documentada 

em literaturas especializadas da área de botânica, demonstrando diferentes 

partes da planta, como, flores, frutos, folhas e caules. Para as plantas 

medicinais, faz-se necessária a utilização de literaturas mais específicas, em 

que são encontradas as descrições das partes das plantas empregadas 

farmaceuticamente (OLIVEIRA, 1998; SIMÕES et al., 2003). 

A determinação de cinzas totais destina-se a estabelecer a quantidade e 

verifica as impurezas inorgânicas de substâncias residuais não voláteis no 

processo de incineração especificado. As cinzas totais incluem as derivadas de 

tecido vegetal (cinzas fisiológicas) e de materiais estranhos, especialmente 

areia e terra aderente à superfície da droga (cinzas não-fisiológicas) (SIMÕES 

et al., 2003). 

Pode-se também verificar a presença de contaminantes como, resíduos 

de terra, areia em raízes ou alguns outros constituintes do solo presentes na 

droga vegetal (COSTA, 2000; SIMÕES et al., 2003). Este ensaio tem particular 

valor na análise de substâncias resinosas, pois a sua presença pode revelar 

uma fraude (COSTA, 2000). 

Em relação ao teor de umidade e outros voláteis, as drogas vegetais 

contêm, naturalmente, certa quantidade de água que existe desde a secagem 

das plantas. Porém, o teor de água na droga é muito importante para sua 

conservação (OLIVEIRA, 1998; COSTA, 2000; SIMÕES, 2003). 

 Em relação às espécies chamadas de nó-de-cachorro, não há 

referências farmacopeicas, por isso só é possível encontrar dados em 

trabalhos científicos e que se referem a Heteropterys aphrodisiaca O. Mach., 

30 



 

porém não se tem dados referentes à Vernonia cognata Less., que é objetivo 

deste estudo. 

Frente a essa constatação, o estudo objetiva a caracterização 

morfológica, físico química e sreening farmacológico dos rizomas da V. 

cognata, dando assim referências para a comparação entre as espécies e 

afirmar se possuem as mesmas caracterísitcas. 

Este estudo visa criar uma especificação para a planta V. cognata, 

subsidiando futuros estudos de controle de qualidade, realizando-se assim a 

distinção entre as duas espécias popularmente comercializadas como nó-de- 

cachorro. Sem estas especificações, é impossível realizar um controle de 

qualidade adequado, gerando confusões e descrições errôneas das drogas 

vegetais. 
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4 Parte experimental 

4.1 Reagentes e equipamentos  

Foram empregados materiais e equipamentos diversos, disponíveis nos 

laboratórios do Programa de Mestrado Profissional em Farmácia da Uniban. 

 

Tabela 1 Alguns reagentes e equipamentos utilizados nas análises. 

Item Reagentes Marca 
1 Carbonato de sódio Dinâmica 
2 Cloreto férrico Sigma 
3 Hidróxido de amônio PA Merck 
4 Etanol Sinth 
5 DPPH (Radical difenilpicrilidrazila) Sigma, St.Louis, USA 
6 Pó-de-pele R (levemente cromado) Freiberg 
7 Metanol PA Merck 
8 Ágar Müeller-Hinton Difco 
9 Reagente de Folin-Ciocalteau Merck 

 Materiais/Equipamentos Marca/Modelo 
1 Balança analítica  OHAUS 
2 Balança semi - analítica QUIMIS Scientech 
3 Espectrofotômetro VARIAN Cary 50 Probe 
4 Câmara com luz ultravioleta para 

revelação de placas cromatográficas 
Spectroline 
 

5 Estufa de secagem e esterilização OdontoBras EL-1-4 
6 Estufa de cultura Fanem 502 
7 Forno mufla Fanem 
8 Mesa agitadora Tecnal TE-420 
9 Microscópio eletrônico Zeiss Axioskop 40 
10 Mufla  Quimis 
 Cepas  
01 Pseudômonas auriginosa  
02 Escherichia coli  
03 Cândida albicans  
04 Staphylococus aureos  
05 Staphilococus epidermidis  
  

4.2 Amostras 

As amostras comerciais de V. cognata (nó-de-cachorro) foram 

adquiridas de fontes diversas já no estado seco, sendo posteriormente 

trituradas e estocadas. Na Figura 7 são apresentadas fotografias das 

embalagens originais das drogas, adquiridas no mercado. 
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Tabela 2- Fornecedores comerciais de nó-de-cachorro na forma farmacêutica 
de droga vegetal. 

Amostra Marca/Origem 

1 Rei dos temperos 
2 Flor do campo 
3 Farmácia A Natureza 
4 Ambulantes 

Figura 7   Fotos das amostras comerciais, tiradas no laboratório da Uniban 
(fonte: acervo pessoal) 

A amostra fresca foi coletada no local para identificação botânica, 

herborização, análise microscópica ecromatográfica. Esta amostra foi 

encontrada na Rua do Matão, altura do número 321, no morro do 

estacionamento do Instituto de Ciências Biológicas, no campus da 

Universidade de São Paulo, em São Paulo (latitude = -23.558745 e longitude = 

-46.731859). 
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Figura 8   Fotos do local da coleta em campo da amostra fresca. 

4.3 Procedimentos experimentais 

Os lotes comerciais de nó-de-cachorro foram triturados em moedor 

manual, misturados entre si, e armazenados em frasco de vidro, formando uma 

única amostra para o estudo. 

 

 

4.3.1  Identificação macroscópica  

 

A identificação macroscópica das drogas, quando inteiras, foi baseada 

na forma, tamanho, cor, superfície, textura, fratura e aparência da superfície de 

fratura (FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 2010). 

Foram analisados: 

·  Tamanho: rizomas pequenos exigem uma amostra igual a dez unidades.  

·  Cor: foram examinadas à luz do dia, antes de qualquer tratamento.  

·  Superfície, textura e fratura: Foram examinadas antes de qualquer 

tratamento, tocando o material para verificar sua maciez ou dureza. 

 

Amostras 
Comerciais 
(1, 2 ,3) 

Moedor e 
homogeneizador 

Amostra única 
para análise = 
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·  Odor: colocou-se uma pequena quantidade da amostra em recipiente de 

vidro e inalou-se devagar e repetidamente. Primeiramente determinou-

se a intensidade do odor: nenhum; fraco; distinto ou forte e a seguir a 

sensação causada pelo odor: aromático; frutoso; mofado ou rançoso. 

·  Sabor: uma parte do rizoma foi degustado por 3 vezes, com intervalos 

de 15 minutos e posterior lavagem da boca. 

Espalhou-se a amostra em camadas finas e separou-se manualmente 

os materiais estranhos à droga, inicialmente a olho nu, e em seguida com 

auxilio de lente de aumento.  

 

4.3.2 Análise microscópica  

 

 A análise microscópica foi realizada segundo preconizado pela 

Farmacopéia Brasileira 5ª edição (2010) conforme descrito a seguir: 

 

a) Método de hidratação para materiais secos: colocou-se a amostra em 

solução de hidratação preparada com cinco partes de água, quatro 

partes de etanol, uma parte de glicerina e cinco gotas de detergente 

comercial para cada 200mL de solução. Deixou-se em estufa a 60ºC, 

por no mínimo 48 horas. 

b) Execução dos cortes: uma vez o rizoma amolecido, procedeu-se a 

preparação dos cortes dos órgãos vegetais ou suas partes. As secções 

foram realizadas com auxilio de lâmina de barbear para cortes à mão 

livre. 

c) Métodos de coloração simples: 

·  Solução  de safranina a 1% (m/v) em etanol: coloração de cutina, 

lignina e suberina; 

·  Azul de Astra a 1% (m/v) em etanol: coloração de compostos 

pécticos da lamela média  e parede; 

Preparação e montagem das lâminas: nas preparações para observação 

imediata, depois de selecionados e corados, montou-se os cortes em meio 

adequado tomando-se o cuidado de evitar a formação de bolhas de ar. Os  

bordos da lamínula de um luto (selo) foram revestidos, com esmalte de unhas,  
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para evitar a evaporação do meio de montagem, aplicado com o auxilio de 

pincel. 

Os melhores cortes foram fotografados através do microscópio de marca 

Zeiss Axioskop 40 e as imagens obtidas por capturador de imagem Axiocam 

MRC5 e software Axion Vision 4.7. 

 

4.3.3 CCD comparativa – controle de qualidade 

Preparou-se um decocto da amostra comercial e outro da amostra 

coletada em campo a 20% (p/v) em água, com tempo de fervura de 10 minutos. 

Essas soluções foram, então, filtradas. Os filtrados foram purificados por meio 

de partição com três porções de 10 mL de acetato de etila, em balão de 

separação. A fase do solvente foi levada à evaporação até resíduo em chapa 

de aquecimento. Os resíduos foram ressuspensos com 1 mL de metanol e as 

soluções foram aplicadas em placas de cromagrafia de sílica gel Merck, as 

quais foram eluídas em n-butanol:ácido acético:água (50:25:25:5) (MATOS, 

2009). 

Os cromatogramas foram retirados assim que a frente da fase móvel 

atingiu o “Limite do solvente”. Deixou-se que as placas secassem à 

temperatura ambiente e foi realizada a avaliação em câmara escura com luz 

UV de comprimentos de onda 254 e 365 nm e os melhores sistemas foram 

fotografados em câmara escura. 

4.3.4 Determinação do teor de cinzas totais  

A determinação de cinzas totais destina-se a estabelecer a quantidade 

de substância residual não-volátil, isenta de carbono, devido à combustão de 

substâncias orgânicas em condições apropriadas, utilizando mufla à 

temperatura de 600° ± 25ºC, processo de incineração es pecificado pela 

Farmacopéia Brasileira 5ª edição (2010). As cinzas totais incluem as derivadas 

de tecido vegetal (cinzas fisiológicas), fundamentalmente de constituintes 

minerais e dos organometálicos integrantes da planta e de materiais estranhos, 

especialmente areia e terra aderente à superficie da droga (cinzas não-

fisiológicas). Representa, portanto, um indicador importante da idoneidade do 

fornecedor, que pode adicionar resíduos minerais, mascarando a quantidade 

real da droga.  

36 



 

Procedimento 

Nos cadinhos de porcelana previamente calcinados e pesados, dos 

quais foram anotados os pesos na ficha de resultados, foram pesados 3g de V. 

cognata e anotados os pesos. As amostras foram distribuídas uniformemente 

nos cadinhos e incineraradas aumentando-se gradativamente a temperatura 

até no máximo, 600 +/- 25ºC, até que todo o carvão fosse eliminado. Utilizou-se 

um gradiente de temperatura (30 minutos a 200ºC, 60 minutos a 400ºC e 90 

minutos a 600ºC). Os cadinhos foram resfriados e os resíduos umedecidos com 

cerca de 2 mL de água. Evaporou-se até secura em banho-maria e em seguida 

sobre chapa de aquecimento, e incinerou-se em mufla até peso constante. 

Calculou-se a porcentagem de cinzas em relação à droga seca ao ar. O 

procedimento foi realizado em triplicata. 

A porcentagem de cinzas foi calculada segundo a equação:  

 

 

 

Onde:  c é a massa do cadinho vazio, m1 é a massa da amostra e m2 é massa final do cadinho 
com as cinzas, após a calcinação.  

 

4.3.5 Determinação do teor de cinzas insolúveis em á cido  

As cinzas insolúveis em ácido constituem os resíduos obtidos na fervura 

de cinzas totais com ácido clorídrico diluído após filtração, lavagem e 

incineração. O método destina-se à determinação de sílica e constituintes 

silícicos da droga (Farmacopéia 5ª edição, 2010). 

Ferveu-se o resíduo obtido na determinação de cinzas totais durante 5 

minutos com 25mL de acido clorídrico a 7% (p/v) em cadinho coberto com vidro 

de relógio. Lavou-se o vidro de relógio com 5mL de água quente, juntando a 

água de lavagem ao cadinho.  

O resíduo insolúvel em ácido foi recolhido, sobre papel de filtro, isento 

de cinza, lavando-o com água quente até que o filtrado se mostrasse neutro. 

Transferiu-se o papel de filtro contendo o resíduo para cadinho original, secou-

se sobre chapa de aquecimento e incinerou-se a cerca de 500ºC até  peso 

 
%Cinzas (m/m) = (m2 – c) x 100 
                                  m1 
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constante. Calculou-se a porcentagem de cinzas insolúveis em ácido em 

relação à droga seca ao ar (Farmacopéia 5ª edição, 2010). 

A porcentagem de cinzas foi calculada segundo a equação:  

 

 

Onde:  c é a massa do cadinho vazio, m1 é a massa da amostra e m2 é massa final do cadinho 
com as cinzas, após a calcinação.  

 

4.3.6 Determinação da perda por dessecação  

A presença de quantidade excessiva de água e outros voláteis em 

drogas vegetais propicia o desenvolvimento de micro-organismos, insetos e 

hidrólise de princípios ativos, e consequentemente deterioração de 

constituintes da droga (Farmacopéia 5ª edição, 2010).  

 

Transferiu-se 2 g exatamente pesados, de V. cognata para pesa-filtro 

tarado, previamente dessecado nas mesmas condições adotadas para a 

amostra. Colocou-se o pesa-filtro na estufa, retirou-se a tampa deixando-a 

também na estufa. Dessecou-se a amostra entre 100 e 105°C durante 5 horas. 

Resfriou-se à temperatura ambiente em dessecador. A amostra foi pesada e a 

operação repetida. O ensaio foi dado por concluído quando duas pesagens 

sucessivas não diferiram entre si por mais de 5mg (Farmacopéia 5ª edição). 

Calculou-se a porcentagem de perda por dessecação em relação à 

droga seca ao ar, utilizando a equação: 

 

 

Onde: ma é a massa da amostra; m2 é a massa do pesa-filtro contendo a amostra antes da 
dessecação; m1 é a massa do pesa-filtro contendo a amostra após a dessecação 
 
 
 
 
 
 

 
%Cinzas Insolúveis(m/m) = (m2 – c) x 100 
                                                   m1 

 
%Perda por dessecação (m/m) = (m2 – m1) x 100 
                                                            ma 
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4.3.7 Determinação do teor de extrativos   

 

No teor de extrativo, emprega-se a água como líquido extrator no 

estabelecimento do teor dos constituintes extratíveis da droga vegetal 

(WHO,1998). Embora não se trate exatamente dos ativos responsáveis pela 

ação farmacológica da droga vegetal, corresponde a uma técnica 

extremamente acessível, de fácil execução e baixo custo, motivo pelo qual tem 

sido estimulada nos últimos anos como fator de caracterização das matérias 

primas vegetais. 

Tarou-se um erlenmeyer de 250 mL, com boca esmerilhada, transferiu-

se para ele cerca de 4,0 g da droga vegetal seca, finamente pulverizada. 

Adicionaram-se 100 mL de água e pesou-se para obter o peso total, incluindo o 

frasco. Tampou-se, agitou-se bem e deixou-se descansar por 1 hora. O 

erlenmeyer foi acoplado a um condensador de refluxo e aquecido por 1 hora, 

resfriado e pesado. Corrigiu-se o peso original com água destilada. Misturou-se 

bem e filtrou-se rapidamente, por meio de um filtro seco. Transferiu-se 25 mL 

do filtrado para uma capsula de porcelana tarada e evaporou-se até secura em 

banho de água. A cápsula foi levada para uma estufa a 105ºC por 5 horas, 

esfriou-se em dessecador por 30 minutos e pesou-se, imediatamente. Foi 

calculado a porcentagem de materiais extraídos em mg/g de material seco 

(Farmacopéia Brasileira 5ª edição, 2010).  

 

 

%T.E =    Resíduo Seco x Fator de correção de dilui ção x 100  

                                    Peso da Amostra  

 

Onde : TE é o teor de extrativos 
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4.3.8 Screening  fitoquímico  

 

4.3.8.1 Flavonóides 

 

Preparou-se o extrato hidroalcoólico da droga (1g da droga com 15mL 

água e 15mL de etanol, ferveu-se por 5 minutos e filtrou-se). Transferiu-se 15 

mL desde extrato para um tubo de ensaio contendo 200 mg de magnésio (fita) 

e em seguida, verteu-se 1 mL de ácido clorídrico concentrado cuidadosa e 

lentamente pela parede do tubo de ensaio. Observou-se a coloração que 

poderia variar de incolor à violeta, passando pelo amarelo e vermelho (MATOS, 

2009). 

 

4.3.8.2 Cumarinas 

 

Em folha de papel de filtro (10 cm x 4 cm), pingou-se 5 gotas do extrato 

em dois pontos, de modo a obter 2 manchas de 1 cm de diâmetro. A uma delas 

adicionou-se 1 gota de solução alcoólica de KOH ou NaOH 10%. Depois de 

seco, pingou-se na mesma mancha, mais 1 gota de solução alcóolica de KOH 

ou NaOH 10%, cobriram-se as manchas com papel preto e foram colocadas 

em exposição à luz ultravioleta (lâmpada UV com comprimento de onda entre 

254 e 366nm) (MATOS, 2009). 

 

4.3.8.3 Glicosídeos antracênicos  

 

Colocou-se um fragmento da droga em tubo, adicionou-se éter etílico até 

cobrir a droga, agitou-se por 2 minutos e filtrou-se. Adicionou-se 1 mL de 

hidróxido de amônio a 10% (V/V).  

Realizou-se a fervura da droga com ácido clorídrico diluído (para 

hidrolisar os O-heterosídeos) e repetiu-se o teste anterior (MATOS, 2009). 

 

 

 

 

40 



 

4.3.8.4 Taninos 

 

Colocou-se 1g de droga em tubo, adicionou-se água destilada, ferveu-se 

por 2 minutos e filtrou-se através de algodão. O filtrado foi distribuído em 4 

diferentes tubos de ensaio. Foram adicionadas gotas de gelatina 2% no 

primeiro tubo, gotas de ácido clorídrico diluído no segundo tubo, gotas de 

acetato básico de chumbo 10% no terceiro tubo e gotas de cloreto férrico 1% 

no quarto tubo, devendo ocorrer turvação a precipitação da solução em pelo 

menos 1 dos tubos. O Teste de Stiasny foi realizado para conferir o subgrupo 

de taninos, submetendo-se a refluxo por 30 minutos 50 mL da solução de 

extrato e 15 mL do reativo de Stiasny (5mL de ácido clorídrico com 10 mL de 

formol, em refluxo por 20 minutos), filtrou-se e em 10 mL do filtrado 

adicionaram-se 5g de acetato de sódio e 3 gotas de cloreto férrico a 1% em 

metanol (MATOS, 2009). 

 

4.3.8.5 Saponinas 

 

Colocou-se a droga em pó em um tubo de ensaio, adicionaram-se 10 mL 

de água destilada e ferveu-se por 2 minutos. Resfriou-se e agitou-se 

energeticamente por 15 segundos. Adicionaram-se gotas de ácido clorídrico 

diluído; a espuma deve ser resistente a adição do ácido (MATOS, 2009). 

 

4.3.8.6 Alcalóides 

 

Aqueceu-se a fervura, cerca de 5g da droga vegetal (moída) em teste, e 

30 mL de ácido clorídrico diluído. Filtrou-se e dividiu-se em 5 tubos, 

adicionando-se os seguintes reagentes:  

Tubo 1: três gotas do reagente de Dragendorff (carbonato de bismuto 5 

g, iodeto de potássio 25 g, ácido clorídrico conc. 12 mL, água destilada qsp 100 

mL); tubo 2: reagente de Mayer (cloreto de mercúrio 1,35g, iodeto de potássio 

5 g, água destilada qsp 100 mL); tubo 3: reagente de Bertrand (ácido sílico-

túngstico 5 g, água destilada qsp 100 mL); tubo 4: reagente de Bouchardat 

(iodo 1 g, iodeto de potássio 2 g, água destilada 100 mL)  e o quinto tubo foi 

usado como o controle. Observou-se a formação de turvação e/ou precipitado.  
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Para confirmação, a solução obtida anteriormente foi elevada ao pH 11 

com hidróxido de amônio e extraída com três porções sucessivas de 30, 20 e 

10 mL de clorofórmio. Retirou-se a fase orgânica e tratou-se com sulfato de 

sódio andiro. Secou-se em cápsula de procelana. O extrato seco foi diluído 

com ácido clorídrico 0,1M, repartido em 3 tubos e o teste foi repetido (MATOS, 

2009). 

 

4.3.8.7 – Esteróides/triterpenos 

 

Ferveu-se sob refluxo 5 g da amostra da planta com 30 mL de 

etanol/água 50%. Deixou-se decantar e filtrou-se. Repetiu-se o processo de 

extração por mais 2 vezes. Juntaram-se 30 mL de acetato de chumbo neutro a 

10%, 20 mL de água destilada e transferiu-se para um funil de separação. 

Extraiu-se com 3 porções de 10 mL de clorofórmio. Filtrou-se e dividiu-se a 

solução colorofórmica em 4 cápsulas de porcelana, evaporando-as em banho 

maria. 

Reação de Lieberman-Buchard – Adicionou-se à primeira cápsula 1 mL 

de anidrido acético, passou-se para um tubo de ensaio e adicionou-se 1 mL de 

ácido sulfúrico concentrado com muita cautela e observou-se a coloração na 

zona de contato (MATOS, 2009). 

 

4.3.8.8 Testes para cardiotônicos  

 

Além do teste de Lieberman-Bouchart, foram realizados os testes a 

seguir para avaliar a presença, ou não, de cardiotônicos (MATOS, 2009). 

Reação de Baljet – À segunda cápsula, obtida no item 4.3.8.7, 

adicionou-se 1 mL de reativo de Baljet (Solução A: 1g de ácido pícrico e 100mL 

de Etanol / Solução B: 10g de NaOH e 100mL de água / Reagente: misturaram-

se partes iguais de A e B), passou-se para um tubo de ensaio e observou-se a 

coloração. 

Reação de Keller-Kiliani – À terceira cápsula, obtida no item 4.3.8.7, 

adicionou-se 1 mL de ácido acético glacial e 2 gotas de cloreto férrico 2% 

aquoso. Transferiu-se para um tubo de ensaio e adicionou-se 1 mL de ácido 

sulfúrico concentrado e observou-se a coloração. 
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Reação de Salkowski – À quarta cápsula, obtida no item 4.3.8.7, 

adicionou-se 1 mL do reativo de Salkowski (ácido sulfúrico concentrado) e 

observou-se a cor. 

 
 
4.3.9 Determinação quantitativa do teor de polifenó is, polifenóis não 

adsorventes e taninos totais 
 

O teor de polifenóis, polifenóis não adsorventes e taninos totais foi 

determinado conforme o método descrito por Glasl (1983), com algumas 

modificações.  

Para a determinação de polifenóis totais (PT), preparou-se um extrato a 

partir de 0,750g da planta e 150 mL de água, agitou-se por 30 minutos a 70ºC  

em mesa agitadora e filtrou-se, 5 mL deste extrato foram diluídos com água em 

balão volumétrico de 25 mL (Solução A). 

Da solução acima (solução A) foram pipetados 2 mL e transferidos com 

1 mL do reagente de Folin-Ciocalteau e 10 mL de água para um balão 

volumétrico de 25 mL, completando-se o volume com solução de carbonato de 

sódio a 14,06 %. Após 15 minutos da adição da última solução, mediu-se a 

absorbância em 691 nm no espectrofotômetro, empregando-se a água como 

branco.  

Para a determinação de polifenóis não adsorventes (PNA), 10 mL da 

solução preparada incialmente (0,750g planta e 150 mL água) foram 

transferidos com 0,100 g de pó-de-pele R (levemente cromado) para um 

béquer e agitados durante 60 minutos. Após este tempo, esta mistura foi 

filtrada. Do filtrado obtido, transferiram-se 5 mL para um balão volumétrico de 

25 mL e foram diluídos com água (solução B).  

Da solução B, transferiram-se 2 mL para um balão volumétrico de 25 

mL, adicionou-se 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteau e 10 mL de água, 

completando-se o volume com solução de carbonato de sódio a 14,06 %. Após 

15 minutos da adição do carbonato de sódio mediu-se a absorbância em 

espectrofotômetro a 691 nm, empregando-se a água como branco. O conjunto 

de operações (extração e diluições) foi realizado sob proteção da ação da luz 

direta. As porcentagens foram calculadas segundo as equações a seguir. 
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Onde:  PT = Polifenóis Totais (%); PNA= Polifenóis não Adsorventes (%); Abs.= 
Absorbância medida; m= massa da droga em g e TT= Teor de Taninos Totais 
(%). 

Estes teores foram calculados em planilha de cálculos, conforme o 

anexo 8.6. Todas as análises foram realizadas no mínimo em triplicata.  

4.3.10 Determinação do Índice de Espuma  

 

Pesou-se, exatamente, 1 g do material vegetal reduzido a pó fino (malha 

de 180 � m)  e transferiu-se para erlenmeyer contendo 50 mL de água fervente. 

Manteve-se sob fervura moderada durante 30 minutos. Resfriou-se e filtrou-se 

para balão volumétrico de 100 mL, completou-se o volume, através do filtro, até 

100 mL. Distribuiu-se o decocto obtido, em 10 tubos de ensaio com tampa (16 

mm de diâmetro por 16 cm de altura), em série sucessiva de 1, 2, 3, até 10 mL, 

e ajustou-se o volume do líquido em cada tubo a 10 mL com água. Tampou-se 

e agitou-se os tubos com movimentos verticais por 15 segundos, com duas 

agitações por segundo. Deixou-se em repouso por 15 minutos e mediu-se a 

altura da espuma. 

Se a altura da espuma de todos os tubos for inferior a 1 cm o índice de 

espuma é menor do que 100. Se, em qualquer um dos tubos, a altura  da 

espuma medida for 1 cm, a diluição do material vegetal nesse tubo (A) é o 

índice observado. Se esse tubo for o primeiro ou segundo na série, é 

necessário fazer uma diluição intermediária, pelo mesmo método descrito 

anteriormente, para obter um resultado mais preciso. Se a altura da espuma for 

maior do que 1 cm em todos os tubos, o índice de espuma é maior do que 100. 

Nesse caso, a determinação precisa ser feita com uma nova série de diluições 

do decocto para se obter um resultado preciso.  

 
PT =    15625 x Abs. PT  

1000 x m 
 

PNA=   15625 x Abs. PNA  
1000 x m 

TT = PT – PNA 
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O índice de espuma é calculado segundo a equação 1000/A, sendo A o 

volume, em mililitros, do decocto usado para preparação da diluição no tubo 

onde a espuma foi observada (Farmacopéia Brasileira 5ª edição, 2010). 

 

4.3.11 Determinação do sólidos solúveis 

 

Preparou-se um extrato a 10% de planta em etanol (SM) e determinou-

se o teor dos sólidos solúveis para posterior utilização no procedimento de 

atividade antioxidante. O teor de sólidos solúveis foi obtido segundo o 

procedimento a seguir: foram pesados três béqueres de 25mL e anotado o 

peso. Foram pipetados 5 mL do extrato em cada béquer e os mesmos foram 

levados à estufa a 60 ºC até a secura. Os béqueres foram retirados da estufa, 

resfriados em dessecador e pesados. A secagem foi repetida até peso 

constante. O procedimento foi realizado em triplicata. A quantidade de sólidos 

solúveis foi calculada pela fórmula: 

% sol. solúveis (m/V) = 
aV
xbm 100)( -

 

 
% sol. solúveis (m/m) = % sol. solúvel (m/V) / dens idade  

 
Onde: b é a massa do béquer; m é a massa final da SM, após secagem; 
densidade da SM = m/V (massa da alíquota de 5 mL pesada, e V o volume de 
5  mL) 

4.3.12 Avaliação da atividade antioxidante 

 A partir da solução-mãe (SM) preparada no item 4.3.11, foram 

então obtidos os extratos a 0,01%, utilizando-se a fórmula C1V1 = Cfinal X Vfinal. 

Foram organizados 11 tubos, enumerando-os de 0 até 10. Foram adicionados 

os volumes de etanol e da SM a 0,01% em cada tubo, de acordo a diluição 

desejada (Tabela 3). O volume de DPPH foi adicionado em cada um dos tubos 

com intervalo exato de 1 minuto entre eles. A leitura foi feita em 

espectrofotômetro após 30 minutos da adição do DPPH no 1º tubo no 

comprimento de onda de 517 nm. Foi feito um gráfico Absorbância (em %) 

versus a concentração da solução-mãe (mg/mL) e calculada a CE50 pela 

planilha, pelo método dos mínimos quadrados. 
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Tabela 3   Diluição do extrato para teste de DPPH 

Tubo Conc. Extrato Vol. Etanol (mL) Vol. Extrato (mL) Vol. DPPH (mL) 

0 0 1000 0 1000 

1 2 960 40 1000 

2 4 920 80 1000 

3 6 880 120 1000 

4 8 840 160 1000 

5 10 800 200 1000 

6 12 760 240 1000 

7 14 720 280 1000 

8 16 680 320 1000 

9 18 640 360 1000 

10 20 600 400 1000 

 

 

4.3.13 Avaliação da Atividade antimicrobiana 

 

O teste antimicrobiano seguiu parâmetros aprovados pelo Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005). 

A amostra analisada correspondeu a um extrato hidroalcoólico liofilizado. 

Na preparação desse extrato, utilizou-se solvente hidroalcoólico  50%, e 

concentração de droga por volume de 5% (25 g para 500 mL de líquido 

extrator) e técnica de maceração dinâmica por 24 hs; a solução hidroalcoólica 

foi filtrada, concentrada em rotaevaporador e liofilizada. 

O liofilizado foi diluído em água a 100 mg/mL de concentração; a 

colocação de 50 µL dessa solução por disco de papel forneceu a quantidade de 

5 mg do liofilizado, para o primeiro teste preliminar contra diversos 

microrganismos. 

Realizou-se, posteriormente, um segundo teste com apenas dois 

microorganismos frente a antibióticos de referência e utilizando-se uma menor 

concentração, correspondente a 2 mg do liofilizado por disco de papel. 
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4.3.13.1 Preparação do meio de cultura 

O meio de ágar Müeller-Hinton foi preparado segundo orientação do 

fabricante. Depois de hidratado, foi autoclavado, distribuído em placas de petri 

de 100mm em uma  quantidade de 25-30mL por placa.  

O pH do meio deve estar compreendido entre 7,2 a 7,4 para não alterar 

alguns antibióticos utilizados no teste. 

 

4.3.13.2 Preparação do inóculo 

As Cepas escolhidas para este teste foram suspensas em caldo e 

colocadas na estufa para crescimento, até a comparação visual da escala 0,5 

McFarland ( 1 a 2 x 108 Ufc/mL ). 

 

4.3.13.3 Inoculação das Placas de Teste  

Após o ajuste da suspensão bacteriana na escala de McFarland, 

mergulhou-se um swab de algodão estéril na suspensão ajustada. Girou-se 

várias vezes o swab e foi apertado firmemente contra a parede interna do tubo, 

acima do nível do líquido. Isso ajudou a retirar do swab qualquer excesso de 

inóculo.  

 A superfície seca da placa de ágar Müeller-Hinton foi inoculada 

esfregando-se o swab em toda a superfície estéril do ágar, o que se repetiu por 

mais outras duas vezes, girando-se a placa, aproximadamente 60° em cada 

vez, a fim de se assegurar a distribuição uniforme do inóculo. Como passo 

final, passou-se um swab na margem da placa de ágar.  

 

4.3.13.4 Aplicação de Discos nas Placas de Ágar Inoculadas  

Os discos antimicrobianos determinados foram colocados na superfície 

da placa de ágar semeada. Cada disco foi  pressionado de encontro à placa, 

de maneira a assegurar contato completo com a superfície de ágar. Os discos 

foram distribuídos a uma distância por igual, de maneira suficiente para que o 

halo não encostasse na borda da placa e nem nos halos dos outros discos de 

antibiótico. Uma vez que algumas drogas se difundem quase 

instantaneamente, o disco não pode ser reaplicado após ter entrado em 

contato com a superfície de ágar. Em vez disso, colocar um novo disco em 

outra parte da placa.  
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As placas foram invertidas e colocadas numa estufa, a 35° C, até 15 

minutos após a aplicação dos discos. 

 

4.3.13.5 Leitura das placas 

Após uma incubação na estufa, as placas foram retiradas e foi feita a 

leitura dos halos formados, utilizando-se uma régua milimetrada. Os resultados 

foram anotados. 

 

4.3.14 – Avaliação da Atividade anticolinesterásica  “In vitro” 

 

A inibição da acetilcolinesterase (AChE), a enzima que inativa a 

acetilcolina, é atualmente a principal estratégia terapêutica sintomática de 

algumas doenças, como por exemplo, a Doença de Alzheimer (FLORENZA, 

2005). A figura 9 demonstra a reação que ocorre durante o teste. 

 

 

Figura 9     Esquema da reação do teste anticolinesterásico (Rhee,2003) 

 

A. Preparação da placa de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 

Preparou-se um decocto a 20% (p/v) em água, com tempo de fervura de 

10 minutos. Essa solução foi, então, filtrada. O filtrado foi extraído com três 

porções de 10 mL de acetato de etila, em balão de separação. A fase do 

solvente foi levada à evaporação para ser concentrada em chapa de 

aquecimento. Após ser concentrada, a solução foi aplicada em placas de 

cromagrafia de sílica gel Merck, as quais foram eluídas em sistema eluente 

conforme a classe química que se pretendia avaliar, a saber, utilizando 
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técnicas cromatográficas de acordo com MARKHAN, 1982; WAGNER e 

BLADT, 1996; ABREU, 2000. 

Correram-se as placas em béquer de vidro contendo o seguinte sistema 

eluente em volume suficiente para atingir a marcação “Nível do Solvente”: 

tolueno:n-butanol:ácido acético:água (50:25:25:5). 

Cobriu-se o béquer com um vidro de relógio; os cromatogramas foram 

retirados assim que a frente da fase móvel atingiu o “Limite do solvente”. 

Deixou-se que as mesmas secassem à temperatura ambiente. 

 

B. Teste anticolinesterásico 

As palcas foram borrifadas com solução aquosa de iodeto de 

acetiltiocolina (substrato), esperou-se secar por aproximadamente 10 minutos 

e, posteriormente, borrifou-se com o Reagente de Ellman. Aguardou-se até que 

a placa secasse (aproximadamente 10 minutos) e borrifou-se as cromatoplacas 

com a solução contendo a enzima acetilcolinesterase. 

A inibição da atividade enzimática foi verificada pelo surgimento de 

manchas esbranquiçadas sob um fundo amarelado (RHEE et al., 2003). 

 

C. Teste para eliminação de falso-positivo 

Foram alteradas a ordem de aplicação dos mesmos reagentes utilizados 

no teste anticolinesterásico positivo, sendo que primeiro foi borrifada a solução 

de reagente de Ellman e, após secagem, solução de substrato (iodeto de 

acetiltiocolina) e da enzima acetilcolineterase a 37ºC (RHEE et al., 2003). 

  

4.3.15 – Screening  farmacológico hipocrático 

 

Foram utilizados camundongos suícos machos, jovens (2 meses), 

pesando entre 20-30g, oriundos do biotério da Unicamp (CEMIB). Os animais 

foram aclimatados no Laboratório de Farmacologia Experimental da Uniban 

(LAFE), pesados inicialmente e divididos em 5 animais por gaiola. 

 O protocolo de pesquisa envolvendo animais foi avaliado e aprovado 

pelo Comitê de Ética Animal da Uniban, com número de aprovação Protocolo 

CEUA n0 194/11 (Anexo 8.8). 
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Grupos de 5 camundongos receberam diferentes doses do liofilizado 

solubilizado em água (1, 100, 500, 2000 mg/Kg) por via intraperitoneal, e 100 e 

5000 mg/kg do liofilizado por via oral, mais um grupo controle (total= 35 

camundongos). Imediatamente após a administração, foram colocados em 

gaiolas de arame, sendo observados nos tempos de 5, 15 e 30 minutos, 1, 2, 4, 

24 horas e a cada 2 dias até completar 14 dias, anotando-se todos os 

comportamentos pertinentes à expressão de algum efeito farmacológico e/ou 

tóxico,  quando foi realizada a biopsia e verificada a integridade dos órgãos.  

Como roteiro básico, utilizou-se o protocolo estabelecido por Carlini 

(1972), o qual avalia vários sinais gerais, tais como: micção, contorção, pêlos 

arrepiados, atividade motora, tremor, convulsão, ataxia, perda ou aumento do 

reflexo, ptose palpebral, tônus muscular, lacrimejamento, exoftalmia, salivação 

e morte. 

Com base na ocorrência de mortalidade nos animais testados, obteve-se 

também dados indicativos preliminares de toxicidade aguda. 
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5 Resultados e discussão 

 

5.1. Identificação botânica da espécie e herborizaçã o 

A espécie foi coletada no campus da USP – São Paulo, levada ao 

Herbário da mesma instituição e identificada botanicamente pelo Dr. Benoit 

Loeuille, com emissão de laudo (anexo 8.1) e registrada como "Loeuille & 

Souza Pinto 601 (SPF)".  

 

5.2. Caracterização farmacognóstica da droga vegetal  

5.2.1 Características organolépticas 

Os rizomas apresentam coloração marrom por fora e amarelado por 

dentro, odor (quando amassado) apresentando nota verde, sabor levemente 

adocicado (lembrando o amendoim) e praticamente sem odor característico. A 

Figura 10 mostra o aspecto geral das amostras de V. cognata encontradas no 

mercado.  

 

Figura 10  Aspecto geral das amostras comerciais da Vernonia cognata 

Nesta análise é possível identificar a diferença entre a V. cognata e a H. 

aphrodisiaca, pois a segunda, segundo Marques e colaboradores (2007) 

apresenta coloração marrom acinzentada e um odor próprio e intenso. 
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5.2.2 Caracteristicas macroscópicas 

Os rizomas da V. cognata são cilíndricos arredondados (ovalados), 

tortuosos de pontas arredondadas, com tamanhos que variam entre 3,5 e 9,0 

cm e 1,0 a 4,0 cm de espessura, de casca lisa e bastante rígidos. Apresentam 

cicatrizes anelares proveniente do caule e raízes finas com comprimento médio 

de 8 cm e espessura média de 4 mm, conforme mostrado na Figura 11 A. 

A B 

Figura 11   a) Aspecto geral do rizoma de V. cognata). b)  Aspecto geral das 
raízes de Heteropteris aphrodisiaca 

 Fotos tiradas no laboratório da Uniban campus MC (Fonte: Acervo pessoal). 

 

A H. aphrodisiaca apresenta raízes tuberosas de formato cilíndrico, com 

partes mais espessas e outras com estreitamento acentuado (MARQUES et al., 

2007), sendo portanto totalmente distintas dos rizomas arredondados de V. 

cognata. 

 

5.2.3 Características microscópicas 

A análise dos cortes do rizoma da V. cognata ao microscópio revela a 

presença de pêlos tectores unicelulares lisos no súber (Figura 12).  
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Figura 12   Microscopia de corte do rizoma de V. cognata, pêlos tectores 
unicelulares -  foto tirada no laboratório da Unifesp (Fonte: acervo pessoal). 

 

Presença de súber fino formado por 1 a 2  camadas de células 

achatadas. A região cortical apresenta espessura de cerca de 20 camadas de 

células parenquimáticas isodiamétricas. Ocorrem nesse parênquima grupos de 

células pétreas (de 2 a 10 células) distribuídas aleatoriamente em toda a região 

cortical; presença de grãos de amido pequenos e isolados, em quantidade 

mediana; presença ainda de estruturas arredondadas assemelhando-se a 

gotas de gordura (indicadas pela flexa), distribuídas de forma alinhada na 

região mediana do parênquima (Figura 13). 

 

 

Figura 13 – Microscopia de cortes da V. cognata: regiões do súber, 
córtex e medula (destaque para faixa de gorduras)  - fotos tiradas no 

laboratório da Unifesp (Fonte: Acervo pessoal). 
 

Na região medular, ocorre uma primeira faixa de células lignificadas 

formando uma extensão em todo o raio do rizoma (Figura 14 ); seguem-se as 

células xilemáticas, inicialmente isodiamétricas, mas na sequência de formato 

mais alongado, até a parte central do corte. Na região medular central nota-se 

um maciço de células lignificadas , que se ligam à faixa radial inicial através de 

Medula 

Cortex 

Súber 
Células 
Pétreas 
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4-6 faixas sinuosas também formadas por células lignificadas (Figura 14 - 

esquerda); presença de grãos de amido do mesmo tipo da região cortical, em 

quantidade também moderada.   

 

 

Figura 14   Foto de células lignificadas -  fotos tiradas no laboratório da 
Unifesp. 

 
 

Em termos microscópicos (corte transversal), as raízes apresentam 

forma cilíndrica com súber fino formado por 2-4 camadas de células achatadas. 

A região cortical apresenta espessura de cerca de 5 camadas de células 

parenquimáticas isodiamétricas, sem ocorrência de cristais ou células pétreas 

nessa região. Segue-se a região meristemática (câmbio) e a região medular, 

formada pelo floema que se intercala com a grande região xilemática (Figura 

15). 

 

Figura  15 Fotos panorâmicas: Esquerda: raiz, Direita: Rizoma da V. 

cognata (Fonte: Acervo pessoal) 

Na avaliação microscópicas da V. cognata encontramos diferenças 

facilmente identificáveis, quando comparada com a H. aphrodisiaca que 

apresenta um súber mais espesso composto de 5 a 8 células tubulares, região 

Células 
Lignificadas 
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cortical isenta de gotículas lipídicas, cristais prismáticos no floema e isenta de 

células pétreas, o que torna impossível a confusão entre as espécies, que não 

justifica a adulteração evidenciada. 

5.2.4 CCD comparativa – controle de qualidade 

 

 Esta análise comparativa foi realizada com o objetivo de comprovarmos 

a igualdade entre as amostras comerciais e a amostra coletada em campo. 

Verificam-se os mesmos constituintes, diferenciando somente em suas 

concentrações (Figura 16), proveniente do processo de extração. 

 

 

Figura 16 Cromatografia em camada delgada de amostra de V. cognata 
coletada em campo (A) e amostra comercial (B). 

 

5.3 Determinações físico-químicas  

Os valores de perda por dessecação, cinzas totais e cinzas insolúveis 

para amostras de V. cognata foram realizados e os resultados constam da 

tabela 4. 

 

 

A 
B
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Tabela 4 Resultados dos testes de cinzas totais, cinzas insolúveis em ácido e 
perda por dessecação em amostra de V.cognata. 

Teste N Média (%) dp** CV (%)*** 

Cinzas totais  6 5,51 0,32 5,80 

Cinzas insolúveis em 
ácido 3 0,80 0,20 25,0 

Perda por dessecação 6 8,50 1,22 14,35 

* Os valores obtidos individualmente são mostrados nos anexos 8.2, 8.3 e 8.4. 
** Desvio padrão.  
*** Coeficiente de Variação  
 
 
Os valores determinados mostram uma similaridade com os valores 

encontrados em estudos anteriores para a espécie H. aphrodisiaca, que são: 

Cinzas Totais - máximo 6%, Cinzas Insolúveis -  máximo 1,5%, Perda por 

dessecação - variam de 7,5 à 13,6% (MARQUES et al., 2007). 

Por se tratar de rizomas, a presença de contaminantes como areia ou 

terra é esperada dentro de um limite aceitável, que não interfira na qualidade 

final do fármaco. Esta presença foi avaliada por meio dos testes de cinzas e 

cinzas insolúveis.  

O teste de perda por dessecação avaliou o teor de umidade da amostra, 

contemplando a água mais os componentes voláteis da planta. Este índice é de 

suma importância para a conservação da droga, que se muito úmida poderá 

gerar bolores indesejáveis. 

5.4 Screening  fitoquímico 

A pesquisa fitoquímica tem por objetivo conhecer os constituintes 

químicos de espécies vegetais ou avaliar sua presença (SIMÕES et al., 2001). 

Classicamente, em análises preliminares (sem o objetivo de isolamento 

de substâncias químicas), a caracterização dos principais grupos de 

substâncias vegetais de interesse tem sido conseguida pela realização de 
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reações químicas que resultam no desenvolvimento de coloração e/ou 

precipitados característicos (SIMÕES et al., 2001).  

Realizou-se screening fitoquímico, em triplicata, obtendo-se os 

resultados expressos na Tabela 5. Comparando-se os resultados obtidos da V. 

cognata com a Heteropterys aphrodisiaca os resultados se mostram 

diferenciados nos compostos flavonóides e antracênicos, os quais apresentam 

resultado positivo para a H. aphrodisiaca e negativo para a V. cognata 

Tabela 5 Screening Fitoquímico de V. cognata em comparação com H. 
aphrodisiaca. 

Constituinte Químico V. cognata  *H. aphrodisiaca  

Antracênicos negativo positivo 

Saponinas positivo positivo 

Flavonóides negativo positivo 

Taninos Hidrolisáveis positivo  positivo 

Subtipo Taninos hidrolisáveis positivo  Não realizado 

Cumarinas negativo negativo 

Alcalóides negativo negativo 

    Esteróides/Triterpenos positivo positivo 

    Cardiotônicos negativo negativo 

       *Testes Fitoquímicos na H. aphrodisiaca (MARQUES et al., 1996). 

 
 

5.5 – Teor de extrativos 
 
O teste de teor extrativo avalia a quantidade de compostos químicos 

passíveis de extração pelo solvente, ajudando a determinar a pureza e a 

quantidade de ativos contidos na amostra. Este método pode e deve ser 

utilizado como controle de qualidade da droga vegetal, por garantir uma 

quantidade mínima de substâncias presentes na droga em análise, importantes 

para o efeito farmacológico final. 

Realizou-se o teste de teor extrativo a quente para a V. cognata, 

segundo metodologia farmacopéica, em triplicata, obtendo-se o valor expresso 
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na Tabela 6  , a seguir e os cálculos mostrados estão no Anexo 8.5. Este valor 

mostra uma similaridade com a espécie Heteropteris aphrodisíaca, que em 

estudos anteriores apresentaram valor de no mínimo 30%. 

Tabela 6 Teor  de Extrativos da droga vegetal (n= 4)* 

Média (%) dp** CV*** 
34,80 1,0 2,9 

 
* Os valores obtidos individualmente são mostrados no anexo 5 que foram realizadas 

 triplicadas de cada amostra.** Desvio padrão. *** Coeficiente de Variação (%) 
 
 
 
5.6 – Índice de espuma 
 
O objetivo deste teste é determinar, semi-quantitativamente, o teor de 

saponinas presente na amostra. 

Realizou-se o teste de índice de espuma segundo metodologia 

farmacopêica, em triplicata, obtendo-se o valor menor de que 100 . Este valor 

difere da espécie Heteropterys aphrodisiaca, cuja literatura apresenta um valor 

maior do que  100 (MARQUES et al., 2007) .  

 
  
5.7 - Determinação quantitativa do teor de polifenó is, polifenóis não 

adsorventes e taninos totais 

 

Esse teste visa  identificar  a  quantidade  de  taninos  totais,  através  da   

diferença entre os polifenóis totais (PT)  e os não adsorventes (PNA). 

Primeiramente se determina o valor de polifenóis totais e depois, por possuir 

uma propriedade característica de complexação com a proteína, o método isola 

os polifenóis adsorventes (PA - Taninos) por meio do pó de pele e apartir 

destes dois valores, determina-se os polifenois não adsorventes.  Portanto: 

PT – PNA = Taninos 

 Os resultados finais desta avaliação quantitativa estão descritos na 

Tabela 7 e os cálculos mostrados no anexo 8.6. O resultado para polifenóis 

totais difere da quantidade encontrada em estudos anteriores para a espécie H. 

aphrodisiaca, cujo valor está especificado em no mínimo 5,0% (MARQUES et 

al., 2007). 
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Tabela 7 Teores de polifenóis totais (PT), polifenóis não adsorventes (PNA) e 
polifenóis adsorventes (PA - taninos totais). 

 

PT% PNA% TT% 

0,0395 ± 0,0007 0,0382 ± 0,0003 0,0013 ± 0,0008 

 
 
 

5.8 Atividade antioxidante da V. cognata  
 
  
 A atividade antioxidante foi verificada pela consumo do radical 

difenilpicrilidrazila (DPPH•) numa reação de oxido-redução. O gráfico mostrado 

na Figura 17  é a cinética da descoloração do  DPPH.  

O método DPPH (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) é baseado na captura 

do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes, produzindo um 

decréscimoda absorbância a 517 nm. Esse método foi modificado por 

Sánchez-Moreno et al. (1998) para medir os parâmetros cinéticos.                                                                                                                                   

 

ATIVIDADE ANTI OXIDANTE
y = -0,7114x + 97,559

R2 = 0,7587
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Figura 17    DPPH restante (%) versus a concentração da amostra  em mg/mL. 
 

O resultado final desta avaliação quantitativa encontrada por 

extrapolação, foi de um valor estimado de CE50 de 66,58 µg/mL e os cálculos 

mostrados no anexo 8.7. 

Restante 
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A atividade antioxidante expressa em CE50 (concentração que elimina 

50% dos radicais livres) indica o quão antioxidante é a amostra, isto é; quanto 

menor o valor da CE50 mais ativa é a amostra. Verifica-se, com este resultado 

que esta amostra de V. cognata, encontrada no comércio apresenta uma  

atividade anti-oxidante que deve ser levada em consideração em possíveis 

formulações fitoterápicas.  

 

5.9 Atividade antimicrobiana 

 

A atividade antimicrobiana das amostras de V. cognata foi avaliada 

inicialmente pelo método de difusão em disco (ensaio preliminar); utilizaram-se 

cepas padronizadas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli 

ATCC 25922, as duas cepas foram testadas para a verificação de cultura pura. 

Os resultados estão descritos na Tabela 8. 

Em teste seguinte, também pelo método de difusão em disco, foram 

utilizados os seguintes antibióticos: Amoxicilina 10µg/mL, amoxicilina com 

ácido clavulânico 30µg/mL, cefalexina 30µg/mL e ampicilina 10µg/mL. A 

escolha do antibiótico de comparação foi feita de acordo com os seguintes 

critérios: os mais comumentes utilizados no mercado, espectro de atuação para 

bactérias gram negativas e gram positivas, também por pertencerem a 

diferentes classes químicas, com diferentes modos de ação. 

Tabela 8 Resultados do teste antimicrobiano (halo de Inibição – mm)  

Teste Inicial 5 mg/disco  Segundo teste 2 mg/ disco 
Cepas 

Resultado Halo Resultado Halo Antibiótico 

E. coli + 23 mm - 00 mm + 

S. aureus + 08 mm - 00 mm + 

B. cereus + 21 mm NR 

C. albicans + 08 mm NR 

S. 

epidermidis 
+ 09 mm NR 

NR = Não realizado 

 

 

 

60 



 

 

 

Teste Antimicrobiano Positivo Teste Antimicrobiano Negativo 
Amostra 5 mg/disco  Amostra 2 mg/disco (A) com  ampicilina e cefalexina 

  

Figura 18    Teste de difusão em disco para extrato de V. cognata ,5 mg/disco - 
positivo e 2 mg/disco – negativo. 

 

É possível verificar que a atividade antimicrobiana varia com o aumento 

da concentração do extrato, por isso possui um potencial a ser estudado de 

forma mais aprofundada por meios de testes quantitativos. 

 

  
 5.10 – Atividade anticolinesterásica “in vitro” 

 

 A atividade anticolinesterásica foi determinada pelo aparecimento de 

manchas brancas, demonstrando desta forma a ação inibitória do extrato de V. 

cognata sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase. 

 Conforme apresentado na Figura 19, tanto a amostra comercial como a 

amostra coletada em campo, apresentaram manchas brancas na placa de 

cromatografia, confirmando a ação inibitória, o que pode indicar uma ação 

terapêutica para o sistema nervoso em patologias demenciais onde ocorre 

diminuição dos neurônios colinérgicos. 
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Figura 19  Placas cromatográficas teste anticolinesterásico em V. cognata. 
 
 Segundo estudos realizados por Queiroz e colaboradores (2011), a H. 

aphrodisíaca não possui atividade anticolinesterásica, desta forma, a 

substituição pela por V. cognata, não seria justificada. 

 

 
 5.11 Screening  farmacológico hipocrático 
 
 As doses de liofilizado do extrato de V. cognata foi administrado aos 

animais e os mesmos foram observados por 24 horas. 

 Como mostra a Tabela 9, não houve mortalidade entre os animais e tão 

pouco comportamentos que indicassem reações em relação a administração 

da solução de extrato liofilizado, mostrando portanto, que não foi possível 

observar algum efeito terapêutico inicial. Por outro lado, demonstra-se que a 

planta não possui um potencial tóxico dentro das dosagens administradas. 

 Podemos assumir os valores abaixo como referência para DL50: 

 

  DL50 Via Intra Peritoneal > 2.000 mg/Kg 

            DL50 Via Oral > 5.000 mg/Kg 

 

 

 

Padrão -  Guaraná 
Amostra  – V. cognata 

Amostra                                             Amostra  
Comercial                Padrão                 Fre sca 
                                 Taninos  

62 



 

 Tabela 9 Resultados obtidos do teste screening farmacológico 
hipocrático do extrato de V. cognata (nó-de-cachorro) em camundongos 
machos jovens (n=5) por via oral e intraperitoneal. 

 
Via Oral Via Intra Peritoneal 

n = 5 n = 5 n = 5 n = 5 n = 5 n = 5 Comportamento Controle 
100 

mg/Kg 
5.000 
mg/Kg 

1 
mg/Kg 

100 
mg/Kg 

500 
mg/Kg 

2.000 
mg/Kg 

Miccção 2 1 1 2 2 1 2 
Defecação 44 52 45 55 45 59 44 

Contorções Não Não Não Não Não Não +  
1/5 

Pelos 
Arrepiados 

Não Não Não Não Não Não Não 
Atividade 
Motora Não + 

1/5 
+ 

 1/5 Não Não 
+  

1/5 
- 

 1/5 
Tremor Não Não Não Não Não Não Não 
Convulsão Não Não Não Não Não Não Não 
Ataxia Não Não Não Não Não Não Não 
Reflexo Não Não Não Não Não Não Não 
Ptose Não Não Não Não Não Não Não 
Tônus Muscular Não Não Não Não Não Não Não 
Lacrimejamento Não Não Não Não Não Não Não 
Exoftalmia Não Não Não Não Não Não Não 
Salivação Não Não Não Não Não Não Não 
Mortalidade Não Não Não Não Não Não Não 
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6 Conclusão 

 Os resultados das análises obtidas neste trabalho permitiram caracterizar 

os rizomas de V. cognata, que apresentam perfis organoléptico, macroscópico e 

microscópico totalmente distintos das raízes de H. aphrodisiaca, espécie 

usualmente substituída pelos rizomas estudados. Por outro lado, as 

informações biológicas obtidas confirmam que a espécie apresenta potencial 

fitoterapêutico próprio, tanto por sua atividade antioxidante e atividade 

anticolinesterásica in vitro, bem como pelos possíveis efeitos antimicrobianos 

sobre bactérias gram positivas, gram negativas e fungos que a droga pode 

ofercer. 

 As amostras apresentaram baixa toxicidade, demonstrando que o 

produto não oferece risco imediato ao consumidor. 

Desse modo, sugere-se o seguinte conjunto de dados para a adequada 

caracterização da droga vegetal: 

- forma macroscópica de rizomas cilíndricos arredondados 

(ovalados), tortuosos de pontas arredondadas, 

- pureza:  

�  Cinzas totais: máximo 6,0%     

�  Cinzas Insolúveis: máximo 1,5% 

�  Perda por dessecação: 8,0 - 14,0%  

- detalhes microscópicos: estrutura do xilema com faixas de células 

pétreas; 

- avaliação fitoquímica: presença de saponinas e taninos 

hidrolisáveis; 

- quantitativos: 

�   teor de extrativos mínimo 30,0% 

�   índice de espuma < 100 

�   polifenóis totais mínimo 0,03% 

Tal conjunto de especificações poderia servir à montagem de uma 

monografia farmacopêica, ampliando a conhecida insufiência das edições da 

Farmacopéia Brasileira em termos de espécies nativas. 

Estudos mais aprofundados deverão ser realizados para que se possa 

comprovar a similaridade terapêutica entre as espécies V. cognata e H. 

aphrodisíaca. 
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8 Anexos 
 
8.1 Laudo de Identifcação da V. cognata 
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8.2 Valores de Cinzas Totais 
 

Amostra Tara (g) Peso da amostra 
(g) 

Peso final % Cinzas 

1 44,881 3,043 44,995 3,75 
2 44,693 3,046 44,810 3,84 
3 44,015 3,014 44,118 3,42 
4 46,238 3,006 46,349 3,69 
5 42,477 3,020 42,601 4,11 
6 43,962 3,036 44,082 3,95 

 
 

8.3 Valores de Cinzas Insolúveis em Ácido 

Amostra Tara (g) Peso da amostra 
(g) 

Peso final % Cinzas 

1 44,881 3,043 44,908 0,89 
2 44,693 3,046 44,723 0,98 
3 44,015 3,014 44,034 0,63 

 

8.4 Valores de Perda por dessecação 

Amostra Tara (g) Peso da amostra 
(g) 

Peso final % Perda 

1 0,877 2,043 2,737 8,96 
2 0,971 2,016 2,803 9,13 
3 0,928 2,062 2,797 9,36 
4 40,329 2,113 42,233 9,89 
5 37,591 2,004 39,399 9,78 
6 37,231 2,010 39,045 9,75 

 
8.5 Valores de Teor de Extrativos 
 

Amostra Tara (g) Peso da amostra 
(g) 

Peso final % Teor 

1 98,339 4,02 98,694 35,32 
2 111,064 4,02 111,400 33,43 
3 86,009 4,05 86,373 35,95 
4 90,843 4,05 91,193 34,57 
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8.6 Teores de Polifenois, Polifenóis não adsorventes e taninos totais 
 
� ���� ������ ����
� #.#/")� #.#*4+� #.##*/�
� #.#*,/� #.#*+/� #.##"#�
� #.#*,4� #.#*+#� #.##"4�
� #.#*,(� #.#*+*� #.##"*�
� #.#*,"� #.#*+%� #.###(�
� #.#*+,� #.#*4+� #.##""�
� #.#*+,� #.#*+"� #.###+�
� #.#*+,� #.#*+)� #.###4�
� #.#*,*� #.#*++� #.###%�
� #.#*,,� #.#*+/� #.##"%�
!���	� #.#*,%� #.#*+)� #.##"*�
���3��	� � #.###4� #.###*� #.###+�
 
8.7 Valores Teste Antioxidante 
 

% Media dp % dp 
100,00 0,5768 0,0007 100,00 0,0007 
94,95 0,5470 0,0009 94,84 0,0009 
95,38 0,5483 0,0010 95,06 0,0010 
94,58 0,5454 0,0006 94,56 0,0006 
92,85 0,5350 0,0004 92,75 0,0004 
90,00 0,5160 0,0024 89,46 0,0024 
85,33 0,4924 0,0011 85,37 0,0011 
83,91 0,4837 0,0004 83,86 0,0004 
84,39 0,4854 0,0006 84,15 0,0006 
89,83 0,4912 0,0008 89,79 0,0009 
85,31 0,4905 0,0011 85,04 0,0011 
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8.8 Parecer Final CEUA 
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