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CHEMICAL COMPOSITION AND BIOLOGICAL ACTIVITIES OF THE LEAVES OF Cynara scolymus L. (ARTICHOKE)
CULTIVATED IN BRAZIL. The present paper describes the chemical composition and biological activities of artichoke cultivated
in Brazil. Our studies demonstrated that glycosyl flavonoids (cynaroside and scolymoside), are the major constituents, along

with cynaropicrin, a sesquiterpene lactone, and the triterpene lupeol. Cynarin, which is the main compound described for artichoke,

was detected in very low concentration. Hexanic fraction exhibited considerable cytotoxicity and diuretic activities.
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INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais tornou-se um recurso
terapéutico alternativo de grande aceitagdo pela populacdo e vem
crescendo junto a comunidade médica, desde que sejam utilizadas
plantas cujas atividades bioldgicas tenham sido investigadas cienti-
ficamente, comprovando sua eficdcia e seguranca'?.

A importancia das plantas medicinais deve-se também por sua
contribuicdo como fonte natural de farmacos e por proporcionar gran-
des chances de obter-se uma molécula protétipo devido a diversida-
de de constituintes presentes nestas>®. No entanto, inimeras plantas
que sdo usadas em preparacdes fitoterapicas carecem de um maior
controle de qualidade, uma vez que a literatura cientifica indica que
muitas destas podem apresentar substincias toxicas ou composi¢cao
quimica varidvel®’.

Assim, o presente estudo teve como objetivos investigar a com-
posicdo quimica e os efeitos bioldgicos da Cynara scolymus Linné,
cultivada no Brasil. Esta planta é conhecida popularmente como al-
cachofra, pertencente a familia Compositae, que compreende cerca
de 920 géneros com aproximadamente 19 mil espécies, cujos habi-
tos sdo muito variados®. A C. scolymus é oriunda do Mediterraneo,
sendo que seu cultivo se dd por sementes e estd difundido mundial-
mente, jd que ¢ utilizada para fins medicinais e alimenticios.

Os principais componentes quimicos presentes nas folhas da al-
cachofra s3o os dcidos fendlicos, flavondides e sesquiterpenos. A
cinarina (1) (4cido monocafeioilquinico) ¢é relatada como principio
ativo da planta®'®. Vdrios estudos biolégicos com extratos brutos e
purificados de alcachofra, realizados tanto em animais quanto em
humanos, demonstraram atividades hipolipidémica, hepatoprotetora,
colerética, colagoga, antioxidante e outras'"!3.

Cabe ressaltar, porém, que os estudos encontrados na literatura
sdo abordados com plantas cultivadas na Europa. Considerando a
variabilidade da composic¢@o quimica devido a vdrios fatores (ambien-
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tais, sazonais, etc), optou-se em investigar a composi¢ao quimica da
alcachofra cultivada no Brasil e que estd presente em vdrias prepara-
¢oes fitoterdpicas.

PARTE EXPERIMENTAL
Coleta do material e preparacio dos extratos

Utilizou-se folhas da C. scolymus, oriundas da Central de Plan-
tas em Curitiba, coletadas em fevereiro de 2000, as quais foram de-
vidamente identificadas e posteriormente secas e moidas. Este mate-
rial (1900 g) foi macerado estaticamente por sete dias com metanol,
sendo, em seguida, concentrado, usando-se evaporador rotatério sob
presséo reduzida, para obtengio do extrato metanélico bruto (EMB)?.
Este foi particionado com solventes de polaridade crescente, obten-
do-se as seguintes fracdes e seus respectivos rendimentos: Hexano
(0,16%), Diclorometano (DCM) (1%), Acetato de Etila (AE) (0,29%)
e Butanol (0,65%). Estas fragdes foram cromatografadas separada-
mente em coluna de silica gel, monitoradas por cromatografia em
camada delgada. A fracdo hexanica (1 g), eluida continuamente com
hexano/acetona na propor¢do de 95:5 permitiu a obten¢do de 29 mg
de um soélido branco, identificado como lupeol (2), cujos dados de
IV e RMN ('H e *C) séo idénticos aos da literatura'*. Sua estrutura
foi confirmada por Co-CCD com uma amostra auténtica adquirida
comercialmente. A fragdo diclorometanica (5 g), quando submetida
a CC e eluida com hexano/acetona com aumento gradativo de pola-
ridade, possibilitou a obtenc@o de 280 mg de um composto amarelo-
claro, de aspecto oleoso, identificado como o-metilenobutirolactona,
uma lactona sesquiterpénica, denominada de cinaropicrina (3). Os
dados espectroscopicos foram comparados com aqueles da literatu-
ra'®. Durante o particionamento da fracdo AE, ocorreu a precipita¢do
de 130 mg de um composto de coloracdo amarela, o qual foi identi-
ficado como o flavonéide cinarosidio (luteolina-7-O-glicosidio) (4).
Os dados de IV, RMN-'H e RMN-"C sdo similares a literatura'e.
Esta fracdo (1 g) foi cromatografada em coluna aberta de silica gel e
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eluida com cloroférmio/metanol. As subfra¢cdes que apresentaram
perfil similar por CCD foram reunidas e recromatografadas em CC/
Sephadex LH-20, fornecendo mais 7 mg de cinarosidio (4) e 3 mg
de 4cido cafeico (5), identificado através de comparagdo direta com
uma amostra auténtica adquirida comercialmente.

A fracdo butandlica (5 g) cromatografada em CC de silica gel,
eluida com cloroférmio/metanol em diferentes propor¢des, rendeu
quatro subfracdes. Estas foram cromatografadas em CC usando
Sephadex LH-20 como fase estaciondria e metanol:dgua 9:1 como
fase mével, obtendo-se 9 mg do flavonéide escolimosidio (luteolina-
7-O-rutinosidio) (6), e somente tragos de cinarina (1) e dcido
clorogénico (7), que foram identificados apenas por Co-CCD, com-
parados com amostras auténticas destes compostos.

Ensaios biologicos
Toxicidade sobre Artemia salina

Os ensaios de toxicidade foram realizados conforme o método
de Meyer'", onde 2mg/ml dos extratos hexnico, diclorometano,
butandlico, acetato de etila, e também dos compostos cinarosidio (4)
e cinaropicrina (3) e do controle positivo (sulfato de quinidina), pre-
parados em solugdo aquosa de sal marinho sintético (38g/L) com
1% DMSO (v/v), foram incubados em placas “multiwell” durante
48 h com Artemia salina (n=10) a 30 °C. Apés incubacdo, foi feita
contagem do nimero de microcrusticeos mortos e calculada a per-
centagem de mortalidade. Os extratos sdo geralmente considerados
ativos quando o Brine Shrimp Test (BST) for menor que 1000 ppm'’.

Atividade diurética

Para a determinagdo da atividade diurética foi seguido o modelo
descrito por Kau e colaboradores'®, onde ratos machos (n = 6, 250+
15g) foram pré-tratados com uma solugdo de salina (50 mL) via oral,
e uma hora apd6s distribuidos em 3 diferentes grupos: grupo controle
negativo (tratado com dgua destilada), grupo controle positivo (tra-
tado com hidroclorotiazida, 25 mg/kg de peso) e o grupo teste (trata-
do com 200 mg/kg de peso com extratos hexanico e metandlico ob-
tidos da C. scolymus). Os animais foram mantidos em gaiolas meta-
bdlicas e o volume de urina medido a cada 2 h durante 8 h. Apds este
periodo, o volume final foi anotado e, posteriormente, determinados
os fons de sddio, potdssio e cloro de cada amostra por fotometria de
chama. Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente utili-
zando teste ANOVA complementado por Tukey-Kramer'®, admitin-
do-se um nivel de significancia p < 0,01.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do extrato metandlico bruto das folhas da C. scolymus
obteve-se, através de particdes sucessivas, as seguintes fragdes: fra-
cdo hexanica, fragdo DCM, fragdo AE e fragao butandlica. Da fracéo
hexanica, obteve-se o triterpeno lupeol (2), que ocorre naturalmente
em muitas plantas, principalmente nas flores da familia Compositae,
o qual apresenta vérias a¢oes farmacolGgicas'®?.

A planta Dendropanax cf. querceti, na qual o lupeol é o compos-
to ativo, demonstrou atividade citotdxica contra células tumorais Hep-
G2, A-431 e H-41IE, cujo mecanismo de acdo € a inibi¢do da enzima
topoisomerase II. Em outros estudos, o lupeol demonstrou atividade
sobre a prolifera¢do de queratindcitos na pele, atividades nefro-pro-
tetoras tanto na exposi¢do cronica ao cddmio, quanto na redugdo da
excrecdo de oxalato em determinadas patologias e que causaria da-
nos no tdbulo renal. Atividades anti-tumorais, antioxidantes e
liberadores de mediadores da resposta imunoldgica também sdo efei-
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tos farmacoldgicos deste composto®!-26,

A cinaropicrina (3), isolada da fracdo diclorometanica com consi-
derédvel rendimento (5% a partir da fracdo diclorometénica), estd pre-
sente em vdrias espécies da familia Compositae, as quais sdo ricas em
lactonas sesquiterpénicas, geralmente caracterizadas por conterem uma
fun¢do o-metileno-y-lactona, que reage com grupos sulfidrilas e com
residuos de cisteina de aminoécidos, podendo ser responsaveis por
eventuais agdes toxicas, jd que ocorre naturalmente e encontra-se dis-
tribuida em vdrias plantas”. Este composto isolado do extrato de
Saussurea Lappa radix (Compositae) mostrou ter propriedades inibi-
térias contra a produgdo do fator de necrose tumoral (TNF-o), o qual
estd envolvido em processos inflamatdrios. A eficdcia da cinaropicrina
foi comparada com o farmaco prednisolona, potente antiinflamatério
glicocortic6ide®*. Outros autores atribuem que a cinaropicrina, além
de propriedades antitumorais, antimicrobianas e antifiingicas, eventu-
almente podem causar dermatite alérgica, inibi¢do da secrecdo de
plaquetas e efeitos citotxicos®?7283031,

A fracdo AE permitiu o isolamento do flavondide cinarosidio
(4) e do 4cido cafeico (5), este ultimo presente em baixa concentra-
¢30 na planta. A fracio butandlica possibilitou o isolamento de
flavonéide escolimosidio (6). Ao contrdrio do que demonstra a lite-
ratura para a alcachofra cultivada na Europa, nossos estudos indica-
ram apenas tracos de cinarina (1) e dcido clorogénico (7), sendo o
primeiro considerado um marcador quimico e biolégico para a plan-
ta em questao.

Os flavonoides obtidos das fracdes acetato de etila e butanol apre-
sentam varias acdes farmacoldgicas, tais como atividades antibacteriana,
antiinflamatéria, antioxidante, hipolipidémica e outras®'2.
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A utiliza¢@o de bioensaios para o monitoramento da bioatividade
de extratos, fragdes e compostos isolados de plantas tem sido fre-
quentemente incorporada a pesquisa fitoquimica. Dentre estes en-
saios bioldgicos encontra-se o ensaio de citotoxicidade com Artemia
salina (BST- Brine Shrimp Test). Inimeros constituintes bioativos
tém sido obtidos de extratos vegetais de plantas conhecidas como
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antitumorais, utilizando-se este teste na monitoracdo de estudos
fitoquimicos*. Visando realizar um estudo bio-direcionado, avaliou-
se o efeito do extrato metandlico bruto (EMB) da alcachofra, das
fracdes hexanica, DCM, AE e butandlica, e também dos compostos
3 e 4 contra Artemia salina. Algumas fracdes, principalmente as
apolares, em diferentes concentracdes (0,5 a 2 mg/mL) causaram a
mortalidade de uma porcentagem significativa da A. salina, em par-
ticular a fracéio hexanica, cuja concentracdo efetiva foi de 358 + 72
(ug/mL), compardvel ao controle positivo, sulfato de quinidina. Os
compostos puros testados, 3 e 4, ndo foram ativos até 2 mg/mL.

Quanto a atividade diurética, o extrato metandlico bruto (EMB)
demonstrou ter efeito diurético, porém o efeito da fracdo hexanica,
selecionada devido aos melhores resultados obtidos no teste da A. sa-
lina, foi mais pronunciado. Assim, a fracdo hexanica mostrou ter efei-
to aquarético (Tabela 1), pois apresentou um aumento na excrec¢do de
dgua quando comparada ao grupo controle negativo (dgua), mas néo
se diferenciou do controle positivo (hidroclorotiazida). Entretanto, esta
fragdo apresentou um perfil distinto da hidroclorotiazida, pois tem maior
pico de excre¢do em 4 h, enquanto que na hidroclorotiazida o maior
pico de excrecdo ocorre nas primeiras duas horas.

A fragdo hexanica mostrou ter efeito diurético (Tabela 2), ja que
apresentou uma maior excre¢do de sédio e potdssio quando compa-
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rada ao grupo controle negativo (dgua), mas nio se diferenciou do
controle positivo hidroclorotiazida, sendo que ambas sao depletoras
de potdssio.

O triterpeno lupeol (2), isolado da fracdo hexanica, ndo foi cita-
do na literatura como sendo constituinte da alcachofra, sendo este o
primeiro relato, podendo ser o composto responsédvel pelos efeitos
citotéxicos e diuréticos encontrados neste estudo. No entanto, as in-
vestigagdes devem ser estendidas para confirmar tal hip6tese. Os
resultados obtidos permitiram concluir que, embora a cinarina seja o
principal constituinte citado na literatura para a planta cultivada em
outros paises, especialmente na Europa, encontra-se em pouquissima
quantidade na alcachofra cultivada no Brasil. No entanto, novos es-
tudos experimentais sdo necessdrios para confirmar tal observagdo,
levando em considerac@o a sazonalidade, fatores ambientais e pro-
cessos de preparaciio dos extratos. Por outro lado, é importante res-
saltar a presenca da lactona sesquiterpénica cinaropicrina (3) como
componente majoritdrio e do flavonéide cinarosidio (4). O compos-
to 3, embora nao tenha exibido ac@o citotéxica no modelo da A.
salina, é considerado neurotéxico e pode comprometer o uso da al-
cachofra no Brasil. Isto é altamente preocupante e estimula novos
estudos visando um controle de qualidade mais efetivo de fitoterapicos
produzidos no pafs a base de alcachofra.

Tabela 1. Volumes urinarios excretados pelos ratos e coletados em gaiolas metabdlicas

Tempo F. Hexénica (mL) Ext. Metanélico (mL) Hidroclorotiazida (mL) H,O (mL)
2 1,2 0,8 3,46 0,8
4 3,12% 1,65 1,46 0,9
6 1,35% 1,32 1,47 0,5
8 1,75% 0,9 1,72 0,4
Volume Final 5,27% 3,0 7,11 2,6

* diferenca estatistica em relagéio ao grupo controle negativo (dgua), n= 6, p< 0,01.

Tabela 2. Determinacgdo da excrecdo de {ons

fons F. Hexénica (mEq/24 h) Ext. Metandlico (mEq/24 h) Hidroclorotiazida (mEq/24 h) Agua (mEq/24 h)
Sédio 33* 6,53 49,6* 5,23
Potassio 64,6% 51,5 65,1* 42,0
Cloreto 2,0* 1,0 4,0% 0,85

* diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle negativo (dgua), n=6, p< 0,01.
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