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RESUMO

Introducéao: Bellis perennis L. (Asteraceae) é conhecida popularmente como
margarida, margarita, margarida-vulgar, margarida-menor ou margarida-comum. E
uma herbacea perene, amplamente distribuida em toda a Europa e Norte da Africa.
Objetivo: realizar um levantamento bibliografico sobre aspectos agronémicos,
genéticos, morfoanatémicos, quimicos, toxicolégicos e farmacoldgicos desta
espécie.

Métodos: realizada uma revisdo dos artigos completos originais e de revisdo
disponiveis na literatura, por meio de busca de artigos nos idiomas portugués,
inglés ou espanhol, compreendidos entre os anos de 1962 e 2011 nas seguintes
bases de dados: Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude,
Science Direct, Scielo e Medical Literature Analysis and Retrieval Sistem on-line.
Foram utilizados, para busca dos artigos, os seguintes descritores: Bellis perennis,
B. perennis, Asteraceae, estudos boténicos, estudos quimicos, estudos toxicolégicos
e atividades farmacoldgicas. Além disso, foram incluidos os resultados
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experimentais dos estudos de toxicidade aguda em camundongos tratados com
extrato etandlico das flores de B. perennis.

Resultados: sua ampla utilizacdo como planta medicinal e devido a auséncia de
informac0fes sistematizadas sobre sua toxicidade e ac¢des farmacoldgicas justificam
a importancia dessa revisdo, uma vez que ja foram isolados varios constituintes
quimicos. Em virtude dessas propriedades terapéuticas ainda ndo serem bem
compreendidas, e devido a sua importancia na fitoterapia, novos estudos
fitoquimicos e farmacolégicos devem ser conduzidos.

Concluséo: apesar do seu amplo uso, a literatura ndo fornece detalhes sobre as
suas propriedades toxicolégicas e farmacoldgicas, demonstrando a uma
necessidade de novas pesquisas cientificas.

Palavras-chave: Bellis perennis, agronomia, genética, morfoanatomia,
fitoquimica, toxicologia, farmacologia.

RESUMEN

Introduccioén: Bellis perennis L. (Asteraceae) es popularmente conocida como
margarita. Es una hierba perenne, de amplia distribucién en toda Europa y el norte
de Africa.

Objetivos: realizar una revision de la literatura sobre los aspectos agronémicos,
genéticos, morfolégicos y anatdmicos, quimicos, toxicolégicos y farmacoldgicos de
esta especie.

Métodos: se llevd a cabo una revision de los articulos completos originales, asi
como de la literatura disponible en portugués, inglés o espafol, entre 1962 y 2011,
en las bases de datos siguientes: LILACS, Science Direct, Scielo y Medical Literature
Analysis and Retrieval Sistem on-line. Se utilizé para buscar articulos, los
descriptores siguientes: Bellis perennis, Bellis perennis, Asteraceae, estudios
botanicos, quimicos, estudios toxicoldgicos y actividades farmacolégicas.
Adicionalmente, se incluyeron los resultados de los estudios experimentales de
toxicidad aguda en ratones, tratados con el extracto de etanol de flores de Bellis
perennis.

Resultados: su amplio uso como planta medicinal y por causa de la falta de
informacién sistematica sobre su toxicidad y acciones farmacoldgicas, se justifica la
importancia de esta opinién, porque ya se han aislado varios componentes
quimicos. Como estas propiedades terapéuticas aun no se comprenden bien, y por
su importancia en fitoterapia, nuevos estudios fitoquimicos y farmacolégicos deben
realizarse.

Conclusioén: a pesar de su uso generalizado, la literatura no proporciona detalles
acerca de sus propiedades toxicoldgicas y farmacoldgicas, lo que demuestra la
necesidad de la investigacion cientifica.

Palabras clave: Bellis perennis, agronomia, genética, morfoanatomia, fitoquimica,
toxicologia, farmacologia.

ABSTRACT

Introduction: Bellis perennis L. (Asteraceae), commonly known as daisy, is a
perennial herb of wide distribution throughout Europe and the north of Africa.
Objectives: conduct a bibliographic review about the agronomic, genetic,
morphological and anatomic, chemical, toxicological and pharmacological
characteristics of this species.

Methods: a review was carried out of full-text original papers, as well as materials
published in Portuguese, English and Spanish between 1962 and 2011 in the
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following databases: LILACS, Science Direct, Scielo and Medical Literature Analysis
and Retrieval System on-line. The search terms used were Bellis perennis, B.
perennis, Asteraceae, botanical studies, chemical studies, toxicological studies and
pharmacological activities. We also included the results of experimental studies on
acute toxicity in mice treated with ethanolic extract of flowers of Bellis perennis.
Results: its wide use as a medicinal plant and the scarcity of systematic
information about its toxicity and pharmacological actions, justify the relevance of
this review, since several chemical components have already been isolated. Given
the fact that these therapeutic properties are still not well understood, and in view
of their importance for phytotherapy, it is recommended that further phytochemical
and pharmacological studies be carried out.

Conclusion: despite the widespread use of this plant, the bibliography on the topic
does not offer details about its toxicological and pharmacological properties. Hence
the need for further scientific research.

Key words: Bellis perennis, agronomy, genetics, morphoanatomy, phytochemistry,
toxicology, pharmacology.

INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no
tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie humana.
Ainda hoje, nas regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades
brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados
populares e encontradas em quintais residenciais. Dessa forma, usuarios de plantas
medicinais de todo o mundo mantém a pratica do consumo de fitoterapicos,
tornando vélidas informacdes terapéuticas que foram acumuladas durante séculos.
De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de
pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, como botéanica,
farmacologia e fitoquimica, que objetivam enriquecer os conhecimentos sobre as
plantas medicinais.*

Até o século xix, os medicamentos disponiveis eram quase que exclusivamente
formulados & base de plantas medicinais. Segundo Oliveira & Akisue,? planta
medicinal é todo vegetal que contém em um ou varios de seus 6érgaos, substancias
que podem ser empregadas para fins terapéuticos ou precursores de substancias
para tal fim. De inicio, o descobrimento das propriedades terapéuticas dos vegetais
era meramente intuitivo ou, as vezes, pela observacao dos animais, que buscavam
nas ervas o alivio para suas afeccdes.? Recentemente, as plantas medicinais
passaram a ser estudadas de forma criteriosa e sistematica, do ponto de vista
cientifico, com a finalidade de identificar seus componentes quimicos e comprovar
as suas acgdes farmacologicas, bem como detectar efeitos indesejaveis. Neste
sentido, o Brasil com sua enorme biodiversidade, apresenta grande potencial para a
pesquisa e exploracdo na area de plantas medicinais,®> podendo contribuir para o
desenvolvimento de novos medicamentos. Apesar da riqueza da flora brasileira,
com cerca de 500.000 espécies, existe consenso sobre a insuficiéncia de estudos
cientificos sobre o assunto,* pois dados anteriores revelam que somente 6 % das
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plantas existentes foram estudadas quanto a sua atividade biol6gica®® e, que
apenas 15 % foram avaliadas fitoquimicamente.’

A familia Asteraceae compreende, aproximadamente, 1 500 géneros e 2 300
espécies,? incluindo o género Bellis e a espécie Bellis perennis, conhecida como
margarida comum ou margarida inglesa.

Esta espécie é utilizada popularmente por suas propriedades expectorantes,
cicatrizantes, antiinflamatoérias, anti-hemorragicas, anestésicas, antiparasitarias,
antifungicas, antimicrobianas e antioxidantes.®*®* Também foi proposto que células
desta planta representam uma ferramenta valiosa para estudos de localizacao de
proteinas em células de plantas vivas.**

No entanto, a ampla utilizacdo na medicina popular e a consideravel auséncia de
informacdes sistematizadas disponiveis na literatura justificam a importancia de
uma revisao sobre os aspectos agronémicos, genéticos, morfoanatémicos,
fitoquimicos, toxicolégicos e farmacoldgicos realizados com B. perennis.

Foi realizado um levantamento bibliografico sobre a B. perennis, uma planta
medicinal com varias a¢fes farmacoldgicas descritas na literatura. No entanto, sua
toxicidade e atividades farmacoldgicas sobre o Sistema Nervoso Central e para
terapéutica dos transtornos de ansiedade, depresséo e epilepsia ainda ndo foram
descritos.

METODOS

Foi realizado levantamento bibliografico dos artigos completos originais e de revisao
disponiveis na literatura sobre os estudos agronémicos, genéticos,
morfoanatdmicos, fitoquimicos, toxicolégicos e farmacolégicos da espécie B.
perennis (Asteraceae), por meio de busca de artigos nos idiomas portugués, inglés
ou espanhol, compreendidos entre 0s anos de 1962 e 2011 nas seguintes bases de
dados: Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS),
Science Direct, Scielo e Medical Literature Analysis and Retrieval Sistem on-line
(Medline).

Foram utilizados, para busca dos artigos, 0s seguintes descritores e suas
combinac¢des nas linguas portuguesa, inglesa ou espanhola: "Bellis perennis", "B.
perennis”, "Asteraceae", "estudos botanicos", "estudos quimicos", "estudos
toxicoldgicos" e "atividades farmacoldgicas". Além disso, foram incluidos os
resultados experimentais dos estudos de toxicidade aguda em camundongos
tratados com extrato etandlico das flores de B. perennis por via oral durante

14 dias. Durante o estudo da toxicidade aguda, foi determinada a dose letal média
(DLsp), bem como foram avaliadas as alterac6es durante o periodo de observacao
dos animais no peso corpéreo, no consumo de agua e racédo, na atividade
locomotora e nos parametros hematolégicos e bioquimicos.

Os critérios de incluséo definidos para a sele¢do dos artigos foram: artigos
completos originais e de revisao publicados em portugués, inglés ou espanhol;
artigos na integra que retratassem a tematica referente a revisao integrativa e
artigos publicados e indexados nos referidos bancos de dados nos ultimos dez anos.

Foram encontrados 63 artigos por meio da busca com as palavras chaves
selecionadas para o estudo nas bases de dados, sendo deste 01 artigo disponivel na
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base LILACS, 34 artigos na base Science Direct, 00 artigos na base Scielo e os
outros 32 na base MEDLINE, no entanto, foram selecionados para a revisao
24 artigos que atenderam aos critérios de inclusédo do estudo.

Os critérios de exclusao definidos para a selecédo dos artigos foram: artigos
publicados em outros idiomas; artigos repetidos nas bases de dados, nao
disponiveis e sem resumo que retratassem a tematica referente a revisdo de
integrativa. Para o estudo foram lidos apenas os artigos selecionados para a
elaboragcdo do manuscrito.

RESULTADOS
Aspectos agrondémicos, genéticos e morfoanatébmicos de Bellis perennis

Bellis perennis L. (Asteraceae) ou margarida comum é uma herbéacea perene.® A
planta é amplamente distribuida em toda a Europa e Norte da Africa. Conhecida
como uma planta ornamental e suas flores e folhas jovens sdo usadas na
preparacdo de saladas.'!

A elucidacdo dos componentes ativos presentes nas plantas, bem como seus
mecanismos de acdo, vem sendo um dos maiores desafios para a quimica
farmacéutica, bioquimica e a farmacologia. As plantas contém inimeros
constituintes e seus extratos, quando testados, podem apresentar efeitos sinérgicos
entre os diferentes principios ativos devido a presenca de compostos de classes ou
estruturas diferentes contribuindo para a mesma atividade. No estudo da atividade
biolégica de extratos vegetais é importante a selecdo de bioensaios para a deteccao
do efeito especifico.*

O grupo Bellis foi incluido no subgrupo Asterinae (Astereae), juntamente com
outros 117 géneros, representando mais de 3.000 espécies. Reconstrucdes
filogenéticas indicam que Astereae é um agrupamento monofilético. O grupo Bellis
é constituido pelos géneros Bellis L. e Bellium L., distribuidos na bacia do
Mediterraneo, e Rhynchospermum Reinw., distribuido nas regides oriental e sudeste
da Asia.'®

As analises filogenéticas revelaram que o grupo Bellis € um conjunto natural que
compreende todas as espécies de Bellis e Bellium, mas ndao Rhynchospermum.
Resultados recentes também sugerem uma diversificacdo no oeste da bacia
mediterranica de duas linhagens monofiléticas, Bellis e Bellium. Trés grandes
grupos podem ser distinguidos entre o género Bellis: o grupo B. perennis, contendo
cinco espécies anuais e perenes, com trés niveis de ploidia (dipléides, octopldides e
decapldides), que sao distribuidos em toda a bacia do Mediterraneo; o grupo B.
sylvestris, com cinco espécies anuais e perenes, localizadas principalmente no
Mediterraneo Ocidental, com cinco niveis de ploidia (decapldéide, dipléides,
tetraploides, hexapléide, octopléide) e uma terceira espécie perene que consiste em
trés dipléides e que apresentam uma diversificacdo notavel de morfologias e
caracteristicas marcantes, como uma forma de vida anual em diferentes areas
geogréaficas durante a diversificacdo das espécies Bellis no Mediterraneo ocidental.*®
Estudos fitoqguimicos de Bellis perennis

Neste estudo foi realizado o screening fitoquimico do extrato etandlico das flores de
B. perennis segundo a metodologia previamente descrita.*®'’ Neste screening foi
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identificada a presenca de flavonoides, alcaldides, cumarinas, triterpenos e
esterdides. Nao se detectou a presenca de taninos, saponinas e quinonas.

Um trabalho sobre os constituintes quimicos das raizes e flores de B. perennis
demonstrou a presenca de varias moléculas bioativas que explicam a sua ampla
utilizacdo farmacoldgica. Dentre estas biomoléculas pode ser verificada a presenca
de vérias saponinas e flavonéides. A composicdo quimica dos 6leos essenciais das
folhas e flores desta espécie tem sido pouco investigada e ha relatos sobre a
presenca de compostos volateis a partir desta espécie.’

As saponinas sao uma classe de compostos estruturalmente diversos que ocorrem
em muitas espécies de plantas, que sdo caracterizados por um nucleo central de
o6xido de esqualeno. Tradicionalmente, eles sédo subdivididos em glicosideos
triterpénicos e esteroidais, ou em espirostanol, triterpénicos, saponinas e
furostanol. Até cinco principais classes de esqueletos poderiam existir dentro de
uma ordem de plantas, mas a distribuicdo de esqueletos no reino vegetal ndo
parece ser de ordem ou subclasse especifica.®

Foram isoladas das raizes de B. perennis as perennisaponinas A (1), B (2), C (3),
D (4), E (5) e F (6). A atividade citotoxica destas saponinas, juntamente com uma
saponina conhecida, bellissaponina BS2 (7) (Fig. 1), contra células humanas HL-60
de leucemia promielocitica também s&o relatados.®
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Fig. 1. Estruturas das saponinas trierpénicas A (1), B(2), C(3), D (4), E(5) eF (6)
e belisaponina B52 (7). Fonte: Li et al.,19 2005.
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Duas outras saponinas aciladas triterpénicas foram isoladas de Bellis perennis:
belisaponinas BA1 e BA2%° (Fig. 2).
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Fig. 2. Belisaponinas BA1(1) e BA2 (2). Fonle: Schipke
et al.,1991.%

O extrato metandlico das flores de Bellis perennis mostrou atividade inibitéria de
lipase pancreatica (ICso= 455 ug/mL). A partir do extrato, sete novas saponinas
triterpénicas denominadas perennisaponinas G (IC5,=163 pM), H (IC5o= 137 uM), I
(ICs0= 147 uM), J (ICso= 148 puM), K (ICso= 223 uM), L (ICs0= 81,4 pM) e M (ICsp=
195 uM) foram isolados como inibidores da enzima lipase pancreatica. As estruturas
foram elucidadas com base em estudos fitoquimicos e dos dados
espectroscopicos®’de RMN H' e C** (Fig. 3).

Trés 3-glucuronilglicosideos de cianidina foram isoladas das flores vermelhas de B.
perennis.?* (Fig. 4).

Continuando a revisdo sobre os estudos fitoquimicos, foram isolados trés
flavonéides glicosilados das flores de B. perennis:?® Isoramnetina 3-O-R-D-
galactopiranosideo, Isoramnetina 3-O-R3-D (6"acetil)-galactopiranosideo e
Caempferol 3-O-R-D-glicopiranosideo.

As flores de B. perennis cultivadas na Albania foram extraidas com metanol
(extrato metandlico, 25,8 % das flores secas). A fase aquosa foi submetida a
cromatografia de camada delgada (CCD) e as fragfes eluidas em agua e metanol
(12,5 e 6,4 %, respectivamente).*!
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Fig. 3. Perennisaponinas G, H, 1, ], K, L e M. Fonte: Morikawa et al.,21 2010.

Quatro novas saponinas triterpénicas (I, I,

Il e IV) foram isoladas a partir do

extrato preparado da parte subterranea de B. perennis:?* 3-O-R-D-glicopiranosideo
de 2B,3R,16 «-tri-hidroxi-olean-12-eno-28- 6ico do acido-28- c-L-ramnopiranosil
(1—2) - [R-D- glucopiranosil (1—6)]-R-D-glicopiranosideo, 23, acido 3R,23-tri-
hidroxi-olean-12-eno-28-06ico-28-0- R-D-xilopiranosil (1—2) - [R-d glicopiranosil-
(1—6)]-R-D-glicopiranosideo, 2R,3R,23-tri-hidroxi-olean-12-eno-28-6ico do acido-
28-0- w-L-ramnopiranosil (1—2) - [R-D-glicopiranosil (1—6)]-R-D-glicopiranosideo
e 3-0O- w-L-ramnopiranosil-2@3, 33 ,23-tri-hidroxi-olean-12-eno-28-d6ico do acido-
28-0-3-D-glicopiranosil (1—2)-[R-D-glicopiranosil (1—6)]-B-D-glicopiranosideo.
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Fig. 4. Trés 3-glucuronilglicosideos de cianidina das flores
vermelhas de Bellis perennis. Fonte: Toki et al.,22 1991.

Acredita-se que as saponinas triterpénicas, devido a sua intensa propriedade
antifungica, atuem como uma barreira quimica contra ataques de fungos em
plantas. Apesar da importancia, o mecanismo real da sua biossintese e os papéis
atuais em varios eventos bioldgicos ainda ndo foram totalmente esclarecidos. Uma
caracteristica comum nessas saponinas triterpénicas isoladas de B. perennis é o
compartilhamento por todas as saponinas da presenca de um oligossacarideo ligado
a aglicona.®®

Os triterpénicos sdo compostos constituidos basicamente de trinta unidades de
carbono e seis isoprenos. A maioria possui em sua constituicdo hidroxilas que
podem ser glicosiladas, produzindo heterosideos cardiotdnicos, importantes agentes
terapéuticos para doencas cardiovasculares, e saponinas. Biossinteticamente séo
derivados de condensacédo de duas moléculas de farnesilpirofosfato (FPP),
produzindo o esqualeno, precursor aciclico desta classe de compostos. A provavel
ciclizacdo da molécula de esqualeno leva a formacéo da estrutura basica dos
triterpendides, o ciclopentanohidrofenantreno, importante precursor dos esterdides
vegetais e animais e das saponinas triterpénicas. As saponinas triterpendides
apresentam trés tipos de estruturas basicas: oleanos, ursanos e lupanos.?®

Dessa forma, extratos metanélicos preparados a partir das flores, folhas e raizes
apresentaram eficiéncia na extracao de diversos compostos de B. perennis, que
foram isolados e estudados quanto as suas propriedades farmacoldgicas.

Cinco saponinas triterpenoides VIII (1), IX (2), X (3), XI (4), e X1l (5) foram
isoladas a partir da fraccdo eluida em MeOH do extrato metandlico das flores de B.
perennis. A fraccdo eluida inibiu o esvaziamento gastrico em ratos tratados com
uma dose de 200 mg/kg, por via oral, de 6leo de oliva.?®

93
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2014;19(1):85-100

Estudos farmacoldgicos da espécie Bellis perennis

Esta espécie € utilizada popularmente por suas propriedades expectorantes,
cicatrizantes, antiinflamatdérias, anti-hemorragicas, anestésicas, antiparasitarias,
antifungicas, antimicrobianas e antioxidantes.®*?

Tradicionalmente, a espécie B. perennis tem sido usada como anti-reumatica,
expectorante, cicatrizante e anti-hemorragica. Além disso, tem sido demonstrado
gue essa mesma espécie possui efeito antifungico.®

A espécie, em estudo anterior, foi capaz de reduzir as perdas sanguineas em
pacientes durante partos normais ou cirurgias cesarianas quando comparada ao
grupo placebo.®

A partir do extrato metandlico das flores, sete novas saponinas triterpénicas foram
isoladas como demonstrado na figura 3 que apresentaram atividade inibitoria da
atividade da enzima lipase pancreatica.?* O extrato metandlico e sua fragédo de
saponinas isoladas das flores de B. perennis foram associados com o 6leo de oliva
para tentar suprimir a elevacéo de triglicerideos em camundongos.*! E o estudo
demonstrou que a associagao foi capaz de diminuir os niveis de triglicerideos, desta
forma podemos especular que essa planta medicinal pode ser usada no tratamento
clinico de pacientes com dislipidemias.

Diferentes partes do B. perennis foram submetidas a hidrodestilacdo e os produtos
foram posteriormente analisados por CG e CG/EM. Os extratos (aquoso e
metandlico) foram preparados a partir das partes aéreas. A reducao da atividade
antioxidante entre os extratos testados foi observada, uma vez que a formacéo de
peréxidos de acido linoléico foi maior para o extrato aquoso. As partes de B.
perennis em diferentes concentrac¢des foram avaliadas em sua atividade
antimicrobiana contra uma variedade de agentes patogénicos, mas sem efeito
inibitério significativo.'?

Em nosso laboratério, foi investigado por meios de estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos o extrato etandlico dos capitulos florais de B. perennis, e ja foi
possivel isolar uma fracdo aquosa pura que se encontra em fase de identificacéo.
Foi verificado um potencial efeito ansiolitico para o extrato etandlico e fracao
aquosa em ratos. No entanto, continuam os estudos iniciados para identificar e
determinar a estrutura quimica do composto isolado para publicacdo posterior, bem
como para elucidar o provavel mecanismo de acdo ansiolitica no Sistema Nervoso
Central.

Portanto, em virtude dos compostos isolados, varias atividades farmacolégicas
foram observadas a partir dessa espécie, destacando a necessidade de mais
estudos quimicos e farmacolédgicos para a obtencéo de resultados mais
significativos e uma possivel aplicagcao clinica desta espécie, como um possivel
fitoterapico.

Estudos anteriores indicam um significante efeito anticonvulsivante e neuroprotetor
em camundongos adultos pré-tratados de forma aguda com o extrato etandlico das
flores de B. perennis no modelo de epilepsia induzido por pilocarpina.?’ Devido aos
seus efeitos neurofarmacoldgicos verificados nesse estudo durante a fase aguda
das convulsfes induzidas por pilocarpina, novos estudos neuroquimicos com a
espécie devem ser realizados, para esclarecer seu mecanismo de acéo e justificar o
potencial uso desta planta medicinal, como agente terapéutico para o tratamento
da epilepsia humana.
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Como citado anteriormente, a fraccdo eluida em MeOH do extrato metandlico das
flores de B. perennis inibiu 0 esvaziamento gastrico em ratos tratados com uma
dose de 200 mg/kg, por via oral, de 6leo de oliva.?®

Diversos autores atribuem o efeito farmacoldgico observado com extratos e fracGes
isoladas desta espécie a presenca de saponinas, entretanto novos estudos ainda
sdo necessarios. Neste sentido, essa revisdo vem auxiliar e estimular novas
investigacOes com essa espécie, a fim de atribuir uma maior seguranca, qualidade
e eficacia de possiveis formula¢des farmacéuticas para fins terapéuticos.

Estudos toxicolégicos da espécie Bellis perennis

Foram utilizados camundongos machos albinos (Mus musculus), variedade Swiss,
adultos, com 2 meses de idade e peso variando de 25-30 g, provenientes do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias-CCA da Universidade Federal do
Piaui (UFPI).

Durante todos os experimentos, os animais foram aclimatados a 25 + 2 °C e
mantidos em gaiolas de acrilico apropiadas, com no maximo 6 animais. Os animais
foram observados durante 24 h em condi¢cdes ambientais semelhantes, com ciclo
claro/escuro alternado de 12 h, recebendo racédo padrédo tipo Purina e agua ad
libitum. Os experimentos foram realizados de acordo com o guia de cuidados e usos
de animais de laboratdério do Departamento de Saude e Servigcos Humanos dos
Estados Unidos da América (EUA).

Todos os experimentos desenvolvidos neste estudo foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo com Animais da UFPI (CEEA/UFPI No. 077/10). Os
procedimentos referentes a eutanasia dos animais estavam em conformidade com o
Paragrafo Unico do Artigo 2° da Resolucdo No. 714, de 20 de Junho de 2002 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria-CFMV.

Os resultados obtidos neste estudo foram expressos como média + erro padrao da
média (E.P.M). As analises estatisticas foram realizadas através da aplicacdo do
Teste t-Student-Neuman-Keuls para amostras nao-pareadas. Para avaliar a
significancia das diferencas entre as médias, foi utilizada Andlise de Variancia
(ANOVA One-way) seguido do t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste. As
diferencas entre as médias foram consideradas significativas quando o valor obtido
para "p" foi menor que 0,05 (p< 0,05). Toda a analise estatistica foi realizada
utilizando o programa estatistico Graph-Pad Prism 5.01 (Graph Pad Software, san
Diego, CA, E.U.A)).

Durante o estudo da toxicidade aguda, os animais foram divididos em cinco grupos
de 10 camundongos. Cada grupo, em jejum de 12 horas, recebeu por via oral
doses de 1 000 a 4 000 mg/kg, respectivamente, do extrato etandlico das flores de
B. perennis. Em seguida, os animais foram colocados em gaiolas com racdo e agua
ad libitum e durante 14 dias foram observados para determinacdo dos parametros
comportamentais, segundo o teste hipocréatico.?®

O numero de mortes de cada grupo foi expresso como o percentual do nimero total
de animais que receberam o extrato etandélico das flores de B. perennis. A
determinacéo da DLsgg foi feita pela interpolacdo semi-logaritmica, sendo postos no
eixo das ordenadas os valores dos probitos correspondentes ao percentual de
mortes e, no eixo das abcissas, as doses administradas do extrato. No estudo de
toxicidade aguda, foi determinada que a DLsg por via oral corresponde a

2 310 mg/kg.
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Durante os 14 dias de observacéo os animais foram monitorados quanto a
eventuais altera¢cdes comportamentais ou de natureza téxica. Em intervalos de

2 dias os animais foram pesados e, diariamente, tanto agua quanto racdo, medidos
e pesados, respectivamente. Em nossos estudos toxicolégicos nao foram detectadas
alteracdes no peso corpdreo dos animais, bem como néao foi vista nenhuma
mudanca no consumo de agua e racgéo.

Foi mensurada a atividade locomotora dos animais por meio de um campo aberto
feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e dividido
em 9 quadrantes iguais, baseado no modelo descrito por Archer.?® Apés 30 min da
ultima dose dos tratamentos, os animais, um por vez, foram colocados no centro do
campo aberto no qual o nimero de cruzamentos com as quatro patas (atividade
locomotora espontanea) foram registrados durante o tempo de 5 min. N&o foi
detectado nenhum sinal clinico de toxicidade aguda.

Apés 14 dias de tratamento, os animais que sobreviveram ao periodo de
observacdo foram anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/kg, i.p.) e a
coleta do sangue foi realizada por puncado do plexo venoso orbital, utilizando-se
agulhas e seringas e tubos de microhematdcrito. O sangue foi acondicionado em
dois tipos de tubo: um com anticoagulante HB (Laborlab®) para determinacéo dos
parametros hematolégicos, e o outro, sem anticoagulante, para obtencédo do soro
para avaliacdo dos parametros bioguimicos.

Para analise bioquimica, o material foi centrifugado a 3500 rpm durante 10 min e,
em seguida, determinados os parametros glicose, uréia, creatinina, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (AST), colesterol total,
triglicerideos, fosfatase alcalina (ALP), bilirrubinas total e direta, proteinas totais e
acido urico. Os ensaios foram realizados em aparelho automatico Labmax 240
(Labtest) com sistemas comerciais da Labtest®. Por sua vez, os valores para
eritrdécitos, leucécitos, plaguetas, hemoglobina, hematdécrito e os indices
hematimétricos volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram
determinados imediatamente apés a coleta por meio de um analisador automatico
de células hematolégicas Advia 120/Hematology Siemens. A contagem diferencial
de leucdcitos foi realizada em extensdes coradas com May-Grinwald-Giemsa. Em
cada ensaio, 100 células foram analisadas e contadas.

Nao se detectaram alteracdes nos principais parametros hematolégicos, embora
pequenas flutuacdes na contagem diferencial de leucécitos tenham sido observadas
(tabela). No entanto, essas mudancas ndo apresentam interesse de importancia
clinica. Por sua vez, em relacdo aos parametros bioquimicos, foi verificada uma
reducdo nos niveis de acido Urico, creatinina, triglicérides e das transaminases
hepéticas, sugerindo que o extrato etandlico pode ser usado de forma segura, uma
vez que ndo foi capaz de induzir nefro e hepatoxicidade em camundongos adultos,
além de possivelmente ser utilizado nos tratamentos de hipertrigliceridemia ou
hiperuricemia (tabela).
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Tabela. Efeito da administracdo aguda intraperitoneal do extrato etandlico das
flores (EEF) de Bellis perennis
em parametros hematolégicos e bioquimicos em camundongos

http://scielo.sld.cu

Parametros Controle EEF 50 EEF 100 EEF 150
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Hematoldgicos
Eritrécitos (mm?) 8,63 + 0,03 8,36 + 8,46 + 0,09 8,57 = 0,10
0,13
Hemoglobina (g/dL) 14,17 + 13,14 + 13,61 + 13,69 +=
0,17 0,34 0,42 0,53
Hematocrito (%0) 42,90 + 41,56 + 42,10 + 41,57 +
0,48 1,41 1,28 1,82
VCM (fL) 49,71 + 49,71 + 49,76 = 48,51 +
0,04 1,50 1,79 1.20
HCM (pg) 16,42 + 15,71 + 16,09 + 15,97 +
0,03 1,21 1,04 0,94
CHCM (g/dL) 33,03 = 31,62 = 32,33 = 32,93 =
0,38 0,67 0,80 0,85
Plaquetas (mm?®) 292,4 + 301,6 + 287,10 + 291,90 +=
0,84 33,36 15,08 20,19
Leucécitos (mm?®) 8,53 + 0,77 8,31 + 8,43 + 0,41 8,38 + 0,89
0,31
Neutrofilos (%) 17,00 + 16,38 + 16,25 + 16,88 +
0,79 1,03 0,88 0,87
Eosindfilos (%) 0,35 + 0,02 0,36 + 0,37 = 0,09 0,33 + 0,05
0,07
Linfécitos (%) 78,12 + 79,50 + 76,75 + 78,33 +
0,31 3,36 4,76 4,87
Mondcitos (%0) 2,70 £ 0,21 2,62 + 2,62 + 0,37 2,75 + 0,37
0,26
Bioquimicos
Glicose (mg/dL) 88,73 = 87,00 = 89,89 + 89,63 +
0,11 1,59 1,86 2,58
Uréia (mg/dL) 54,67 + 25,43 + 25,00 + 18,00 +
0,30 1,81% 3,242 2,252
Creatinina (mg/dL) 0,43 + 0,04 0,62 + 0,61 + 0,05% || 0,58 + 0,05
0,01?
Acido urico (mg/dL) 2,61 = 0,04 2,43 = 2,62 + 0,26 2,71 = 0,04
0,52%
Triglicérides (mg/dL) 106,7 + 92,9 + 98,56 + 9,4° || 97,67 = 5,12
0,05 17,92
Colesterol total 86,07 + 85,63 + 85,00 + 86,67 +
(mg/dL) 0,57 9,53 10,72 10,65
AST (U/mL) 91,40 = 36,86 + 32,00 + 33,57 +
1,81 3,48% 1,93°% 3,55%
ALT (U/mL) 57,83 = 32,86 = 40,14 + 24,71 +
0,81 6,92% 6,70 2,752
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O EEF foi administrado em dose Unica por via intraperitoneal para grupos de
camundongos (n= 10 por grupo) com as seguintes doses: 50 (EEF 50), 100 (EEF
100), e 150 mg/kg (EEF 150) por 24 h. Ao controle foi administrado veiculo (Tween
80 0,05 %). Os dados sdo expressos como média x+ E.P.M.; ®p<0,001 versus grupo
veiculo (ANOVA e t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste).

Os estudos agrondmicos, genéticos e morfoanatémicos do grupo Bellis demonstram
a existéncia de mais de 3.000 espécies. Estudos fitoquimicos das raizes e flores de
B. perennis demonstraram a presenca de varias moléculas bioativas que explicam a
sua ampla utilizacdo farmacolégica. Nos estudos fitoquimicos realizados neste
trabalho, identificou-se a presenca de flavondides, alcaldides, cumarinas,
triterpenos e esteroides para o extrato etanélico dessa espécie.

Dentre estas biomoléculas pode ser verificada a presenca de varias saponinas e
flavonodides. A espécie, B. perennis, tem sido amplamente utilizada devido as suas
propriedades farmacoldgicas para afec¢des respiratérias, traumas uterinos,
inflamacao, infec¢cbes, bem como por suas propriedades anestésicas. Em virtude
dessas propriedades terapéuticas e de outras em investigacado pré-clinica, essa
espécie pode ter uma grande importancia no tratamento clinico de varias
patologias, inclusive em doencas neurodegenerativas.

CONCLUSAO

Apesar do amplo uso de plantas medicinais, a maioria dos artigos publicados nédo
fornece informagdes suficientes sobre os aspectos quimicos e toxicolégicos de seus
constituintes quimicos, demonstrando-se, portanto, como area promissora de novas
pesquisas. Corroborando com os estudos anteriores ja descritos para espécie,
sugere-se que o0 extrato etandlico das flores de B. perennis pode ser usado de
forma segura, uma vez que apresentou uma ampla margem de seguranc¢a, néo
induziu toxicidade aguda, bem como néo alterou o comportamento motor e maioria
dos parametros bioquimicos e hematolégicos em camundongos apds 14 dias de
tratamento por via oral.
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