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RESUMO

Embora milhares de espécies vegetais sejam utilizadas na medicina tradicional
do mundo, estima-se que apenas 1% sao conhecidas por estudos cientificos, com
valor terapéutico demonstrado. As espécies Polygonum acre e Synadenium
carinatum séo de facil cultivo, estando largamente distribuidas no Brasil, e possuindo
um alto indice de utilizagdo na medicina popular. Entre os usos populares da
espécie Polygonum acre podem ser citados: anti-séptico, antiinflamatorio,
hipotensor, anti-hemorroidal, diurético, vermicida e anti-diarréico. A espécie
Synadenium carinatum é popularmente utilizada para o tratamento de canceres. No
entanto, ndo existem estudos cientificos que comprovem esses efeitos, nem
informagdes sobre a seguranca de utilizacdo dessas drogas pelos seres humanos
além de haver poucos estudos fitoquimicos destas espécies. Neste trabalho foram
realizados os estudos fitoquimico, microbioldgico, a busca de atividades biolégicas
dos extratos dessas plantas e a investigacdo de aspectos relativos a seguranca de
utilizacdo. Os testes fitoquimicos indicaram a presenca de flavondides, taninos,
saponinas, mono, sesqui e diterpenos, e derivados cinamicos nas espécies P. acre e
S. carinatum, enquanto que apenas a espécie P. acre respondeu positivamente
guanto a presenca de proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas. Na
avaliacdo da atividade antimicrobiana através do método de difusdo em agar e da
técnica de Concentracao Inibitéria Minima, a espécie P. acre apresentou atividade
antimicrobiana nas concentragbes de 300 mg/mL, enquanto a atividade
antimicrobiana para os extratos de S. carinatum n&o foi evidenciada. Nos testes de
toxicidade aguda, pode-se observar que na dose de 2 g/kg, o extrato etanolico 70%
de P. acre apresentou taxa de mortalidade de 50%, enquanto 0 extrato etandlico
70% de S. carinatum ndo apresentou toxicidade aguda. Na dose de 1g/kg, o extrato
etanodlico 70% de P. acre apresentou taxa de mortalidade de 50%, enquanto o latex
de S. carinatum levou a 100% de morte os camundongos. O extrato etandlico 70%
de P. acre ndo apresentou toxicidade aguda na dose de 0,5 g/kg. O extrato etandlico
70% de P. acre apresentou citotoxicidade 50% na concentracdo de 100 pg/mL. Os
resultados obtidos nesse trabalho indicam a importancia e a necessidade de estudos
adicionais na busca de atividades bioldgicas, e da necessidade de mais estudos em
relacdo a seguranca de utilizacdo destas drogas vegetais.

Palavras-chave: Polygonum; Synadenium; testes biolégicos; analises

fitoquimicas; testes pré-clinicos; toxicidade aguda; cega-olho; erva-de-bicho



ABSTRACT

Although there are thousands of plant species used in traditional medicines in
the world, it is estimated that only 1% are known by scientific studies with
demonstrated therapeutic value. The species Polygonum acre and Synadenium
carinatum are easy to culture, being widely distributed in Brazil, and having a high
rate of use in folk medicine. Among the popular uses of the species Polygonum acre
may be cited anti-septic, anti-inflammatory, hypotensive, anti-hemorrhoid, diuretic,
vermifuge, and anti-diarrheal. The Synadenium carinatum species is popularly used
in the treatment against cancer. However, there are no scientific studies that show
these effects, no information about the safe use of these drugs by human beings and
there are few phytochemical studies of this species. In this work, the phytochemical
study and microbiological quality control, the search for biological activities of the
extracts of plants and the investigation of aspects related to safe use were done. The
phytochemical tests indicated the presence of flavonoids, tannins, saponins, mono,
sesqui and diterpenes, and cinnamic derivatives in P. acre and S. carinatum species,
while only the species P. acre responded positively about the presence of condensed
proanthocyanidins and leucoanthocianidins. In the evaluation of antimicrobial activity
by the &gar diffusion method and Minimum Inhibitory Concentration technique, the P.
acre species had antimicrobial activity at concentrations of 300 mg / mL, while the
antimicrobial activity for the extracts of S. carinatum was not demonstrated. In the
tests of acute toxicity the ethanol extract 70% of P. acre at a dose of 2 g/kg showed
50% of mortality while the ethanol extract 70% of S. carinatum has no toxicity. At the
dose of 1 g/kg the 70% ethanol extract of P. acre showed 50% of mortality while the
latex of S. carinatum caused 100% of death the mice. The ethanol extract 70% of P.
acre not indicate acute toxicity at a dose of 0,5 g/kg. The 70% ethanol extract of P.
acre showed 50% cytotoxicity in concentration of 100 mg / mL. The results of this
study indicate the importance of additional studies in the search for biological
activities, and the need for further studies regarding the safety of using these drugs
plant.

Keywords: Polygonum; Synadenium; biological tests; phytochemical analysis;

pre-clinical tests; acute toxicity; cega-olho; erva-de-bicho.
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Considerada em tempos remotos como uma manifestacéo divina, a utilizacéo
de plantas medicinais é tdo antiga quanto a propria civilizagdo (YAMADA, 1998). O
potencial das plantas superiores como fonte de medicamentos é pouco explorado,
estima-se a existéncia de 250.000-500.000 espécies de plantas no mundo, sendo
gue o estudo fitoquimico foi realizado em apenas uma minuscula parcela
(HAMBURGER e HOSTETTMANN, 1991). Estima-se que existam de 25.000 a
75.000 espécies vegetais utilizadas nas medicinas tradicionais do mundo, das quais
apenas 1% sado conhecidas por estudos cientificos, com demonstracao de seu valor
terapéutico, quando administradas em seres humanos (PRIMACK, 1993).

Os produtos naturais extraidos de plantas exercem um papel importante no
processo de descoberta de farmacos, sejam como modelos estruturais para a
sintese de moléculas novas ou pelas suas propriedades farmacoldgicas. Desde a
Antiguidade, os humanos ja utilizavam as plantas tanto para prote¢cdo quanto para
cura e alimentagao (PINTO et al., 2002; KIRBY, 1996). Tradicionalmente, acredita-se
que produtos formulados com estas matérias-primas, especialmente plantas,
produzem acdo desejada causando menos efeitos toxicos que as de origem
sintética, levando ao emprego crescente dos mesmos como terapéuticos ou
cosméticos (YAMAMOTO et al., 2004). Atualmente, a prescricdo de plantas como
recurso terapéutico alternativo vem crescendo na comunidade médica, desde que
estas tenham sido investigadas cientificamente, comprovando sua eficacia e
seguranca. Na Europa, a fitoterapia ja faz parte da medicina alopatica, sendo que
extratos de plantas e componentes ativos, além de produtos medicinais acabados,
estdo descritos em varias literaturas (PINTO et al.,, 2002). No Brasil, ainda a
utilizacdo de fitoterapicos esta, em sua maioria, fundamentado no uso popular,
havendo poucas espécies descritas na farmacopéia Brasileira (YUNES et al., 2001).

O mercado mundial de fitoterdpicos movimenta cerca de US$ 22 bilhdes por
ano e vem seduzindo a cada ano mais adeptos nos paises desenvolvidos. Em 2000,
o setor faturou US$ 6,6 bilhdes nos EUA e US$ 8,5 bilhdes na Europa, sendo a
Alemanha, de longe, o maior mercado mundial de fitoterapicos. Nesse contexto, 0
Brasil tem contribuido na pesquisa por novos principios ativos derivados de produtos
naturais, o que pode ser promissor para um futuro aumento da exportagdo de
produtos naturais de origem brasileira. O pais ja exporta cerca de US$ 7 milhdes em

extratos vegetais de catuaba, aloés, bardana, ipeca e quina. Entretanto, importa uma
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guantidade consideravel de hormonios esteroidais, produtos cosméticos de fonte
natural, verdadeiro contra-senso para uma nacdo que possui uma das maiores
populacdes vegetais do planeta (PINTO et al., 2002).

Por outro lado, apesar dos beneficios associados ao uso correto de plantas
medicinais no tratamento de enfermidades, seu uso empirico e pouco cuidadoso,
fora do contexto original e sem respaldo cientifico, se mostra inadequado. Os 6rgdos
governamentais tém recomendado a implementacédo da fitoterapia como um sélido
recurso terapéutico no atendimento de algumas necessidades basicas dos servicos
de saude, mas isto devera ocorrer segundo parametros de eficacia e seguranca
(SOUZA et al.,, 2003). Dessa maneira, é fundamental o estudo de plantas
medicinais, para garantir a qualidade de seus extratos, sua seguranca e eficacia,
através do exame de suas acles por testes farmacognosticos e toxicoldégicos em
animais e, finalmente, a analise da eficacia e seguranca no homem (MELLO &
PETROVICK, 2000).

As espécies em estudo, Synadenium carinatum e Polygonum acre possuem
pouco, ou henhum estudo comprobatério de suas atividades utilizadas na medicina
popular, e sédo largamente utilizadas no Brasil. Por ndo haver estudos ao menos da
seguranca de seu uso, ha a possibilidade de intoxicacdo e outros efeitos colaterais,
gerando problemas para a saude publica pelo uso indiscriminado, tais como 0s
provocados pela “Symphytum officinale.”, ou confrei, na década de 80, que provocou
varias mortes por intoxicacdo e problemas hepaticos. Neste contexto, o presente
trabalho tem por finalidade gerar informacdes relevantes iniciais & seguranca do uso
de P. acre e S. carinatum, alem da padronizacao fitoquimica e fisico-quimica destas

espécies e suas atividades bioldgicas.
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2. REVISAO DA LITERATURA
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As plantas medicinais possuem uma ilimitada habilidade para sintetizar
metabdlitos secundarios. Em muitos casos, estas substancias fitoquimicas servem
como mecanismos de defesa da planta contra a predacdo por microrganismos,
insetos e herbivoros (SCHULTES, 1978); além das caracteristicas de protecdo da
planta, os metabdlitos secundarios podem possuir efeitos diretos sobre o0s
organismos em contato, podendo ser benéficos, como em uma atividade
antimicrobiana ou antiparasitaria para um vertebrado, ou mesmo toxico ou
mutagénico, como € o caso de varias plantas que possuem laticiferos (FERREIRA et
al., 2006).

Agentes antimicrobianos vém sendo utilizados desde o século XVII para o
tratamento de doengas infecciosas. Um agente antimicrobiano ideal exibe toxicidade
seletiva, e isto implica que uma substancia deve ser eficiente contra a bactéria alvo,
porém seguro quanto a toxicidade no paciente (BROOKS et al., 2001; DAVIS, 1990).
Por outro lado, com a utilizagcdo inadequada alguns antimicrobianos estao perdendo
muito rapidamente sua eficacia, pois € crescente o numero de microrganismos
patogénicos resistentes aos agentes antimicrobianos atualmente utilizados, devido,
principalmente, ao uso indiscriminado desses agentes. Assim as perspectivas para
uso de drogas antimicrobianas no futuro é incerta. Portanto, devem ser tomadas
atitudes que possam remediar este problema, como o controle do uso destes
compostos potencialmente prejudiciais (VARGAS et al., 2004).

A pesquisa com plantas demonstrou sua importancia como fonte de novos
agentes antimicrobianos (ARIAS et al., 2004.; ZAMPINI et al., 2005). A atividade
antimicrobiana apresentada por estas plantas pode ser devida a compostos
fendlicos, flavondides, taninos, alcalbides, saponinas e terpenos (SCALBERT, 1991).

Uma planta promissora para apresentar atividade antimicrobiana pertence ao
género Polygonum que ja possui aplicacbes na medicina popular. Polygonum acre
H. B. K. var. Aquatile (figura 1) € da familia Polygonaceae, conhecida como “erva-
de-bicho” (JOLY, 1976; LIMA et al., 2001). Sua familia possui cerca de 40 géneros,
800 espécies e é encontrada em regides temperadas, tropicais e subtropicais (JOLY,
1976; HEYWOOD, 1978). Aspectos morfo-anatdbmicos das espécies foram
reportados anteriormente por Metcalfe e Chalk (1950), Inamdar (1969), Kapoort et al.
(1971), Mitchell (1971), Esau (1974), Mauseth (1988), Fahn (1990), Lersten e Curtis
(1992), Rocha e Rocha (1994), Rudall (1994) Silva-Brambilla e Moscheta (2001) e
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Budel et al. (2007). Muitas espécies de Polygonum (Polygonaceae) sao também
conhecidas como “erva-de-bicho”, a exemplo de P. spectabile, P. acuminatum, P.
hydropiper e P. hydropiperoides (CORREA, 1969; JACOME et al., 2004), no entanto,
somente uma espécie (P. bistorta) consta na primeira edicdo da Farmacopéia
Brasileira (1926), ndo fazendo parte das outras edi¢cdes subseqiientes (JACOME et
al., 2004). A maioria das espécies (ou membros) desta familia é cosmopolita e
algumas sao cultivadas para ornamentacdo (Triplaris, Ruprechtia, Antigonum,
Coccoloba), ou utilizadas como fontes forrageiras e medicinais (Rumex, Polygonum
e Fagopyrum) (HEYWOOD, 1978). Além disso, as espécies arboreo-arbustivas
representam importantes componentes fitogeograficos, principalmente por
ocorrerem em densas popula¢des (MELO, 1991). Ha varias espécies de Polygonum
encontradas no Brasil, dentre elas Polygonum acuminatum, P. ferrugineum, P.
hydropiperoides, P. meisnerianum, P. acre, P. stelligerum. A distingdo anatomica das
espécies pode ser efetuada através da anatomia foliar, diferenciada pelos pélos
tectores, cavidades epidérmicas e, mais dificiimente, pelas aréolas e terminacdes
das nervuras (SILVA-BRAMBILLA; MOSCHETA, 2001).

Figura 1: Partes aéreas e estrutura floral da espécie P. acre
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Esta familia é constituida, em sua maioria, por exemplares herbaceos, com caule
ereto ou ascendente, com até 1 metro de altura e ramos glabros. Folhas alternas
lanceoladas a oval-lanceoladas 6-12 x 1,5-4 cm, apice atenuado, base aguda,
glabras, glandulas punctiformes em ambas as faces, margens ciliadas, estipulas
axilares estreitas, esparsamente pilosas; 6crea 1-1,5 cm, peciolo 1-1,5 cm, racemos
6-11 cm, pedunculos glabros, ocréolas conicas, afuniladas. Flor com 2 a 3 mm,
perianto com glandulas punctiformes, glandulas nectariferas pouco desenvolvidas.
Inflorescéncia em espigas terminais, filiformes, com célice glanduloso, fruto nucula
trigona. Fruto com 1,5 a 2 mm, liso e brilhante, perianto frutifero punctato-
glanduloso. A anatomia foliar de P. acre apresenta células epidérmicas das folhas
com paredes anticlinais retas na face adaxial e pouco sinuosas na face abaxial,
idioblastos epidérmicos sdo observados na face adaxial. O bordo da folha apresenta
pélos tectores aglomerados, longos e bastante inclinados, rentes a superficie, em
toda a sua extensdo (MELO, 1991; GRACIOTTO et al., 2001).

Estas espécies sdo perenes e tipicamente encontradas em ambientes
pantanosos, Uumidos, aguas pouco profundas, beiras de rios e de transicdo entre
brejos e campos. Desenvolvem-se em solo de boa fertilidade, areno-argiloso ou
argiloso e com alto teor de matéria organica (LIMA et al., 2001; BIESKI, 2005;
LOPES et al., 2003).

Espécies de Polygonum sdo consideradas como plantas invasoras, sendo
combatidas sob o pretexto de serem prejudiciais ao cultivo agricola, dentre estas, se
destacando a espécie P. acre (JACOME et al., 2004; GRACIOTTO et al., 2001).
Além disso, as espécies de Polygonum sdo muito comercializadas no Brasil, “o que
deixa claro a necessidade de monografias que estabelecam parametros para o
controle de qualidade das espécies utilizadas na fabricacdo de medicamentos
fitoterapicos” (JACOME et al., 2004).

A espécie P. acre é sinbnima de P. punctatum Elliott e Persicaria punctata, e
€ conhecida popularmente pelos nomes de “erva-de-bicho, capigoba, pimenta-
d’agua, pimenta-do-brejo, cataia, potincoba, percicaria-do-Brasil, petincobe, erva-
pulgueira, cataria, capeticoba, acataia e catald”, demonstrando a importancia da
taxonomia e da sistematica vegetal na denominacdo do nome cientifico para a
caracterizacdo das espécies vegetais. A denominacdo popular da espécie como

erva-de-bicho € caracterizada por se acreditar que os mamilos hemorroidarios eram
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ocasionados por um “bicho” (ALVES et al., 2001, BIESKI, 2005; CORREA, 1969;
JACOME et al., 2004; LOPES et al., 2003). Esta espécie é originaria da Asia e
encontra-se aclimatada no Brasil em todos os Estados, particularmente no Rio
Grande do Sul, Para, Maranh&o, Bahia, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand e Santa Catarina
(LOPES et al., 2003; BIESKI, 2005; MELO, 1991).

P. acre é largamente empregada na medicina popular, algumas vezes até de
forma antagénica. E usada principalmente na forma de infusos, tinturas ou banhos,
no tratamento de problemas circulatorios (varizes inflamadas, Ulceras varicosas,
reumatismo, na diminuicao da fragilidade capilar e como hemostético, hipertensivo,
hipotensor), de pele (contra infecgcdes cutaneas, erisipela, escabiose, picada de
insetos, sarna, feridas, e como anti-séptico de uso tdpico, adstringente e
cicatrizante), respiratorio (laringite, gripes, resfriados e contra o virus respiratorio
sincicial), gastrointestinal (diarréia, hemorréida e como vermicida, vermifugo e
estomaquico), sistema reprodutor (hemorragias uterinas e como emenagogo e
abortivo), além de seu uso contra insbnia, Ulceras, cancer, e como diurético,
antitérmico, antiviral, anti-histaminico, antiinflamatorio, sudorifico e na protecdo do
figado, (LIMA et al., 2001; ALVES et al., 2001; JACOME, 2004; ALMEIDA et al.,
1995; LOPES et al., 2003; BUDEL et al., 2007; GRACIOTTO et al., 2001; BIESK,
2005; KOTT et al., 1999; PENNA et al., 2001).

No nordeste da Argentina, infusbes com a planta inteira de P. acre s&o usadas
na medicina tradicional dos indios Toba como desinfetante e para casos de
hemorroidas, em forma de banho de assento (PENNA et al., 2001).

Mesmo havendo uma intensa utilizacdo de P. acre pela populacéo, existem
ainda poucos estudos comprobatorios que certifique seu uso, demonstrando a
urgéncia de mais estudos de base e clinicos para esta espécie.

Dentre os estudos cientificos de P. acre, extrato aquoso bruto das folhas foi
testado em hemorragias pulmonares artificiais em roedores, obtendo como resultado
um efeito protetor sobre as hemorragias produzidas, ndo sendo este efeito dose
dependente (TEIXEIRA et al.,, 1989). Extrato aquoso e alcodlico de P. acre
demonstrou o potencial de reducéo do efeito da ocitocina e acetilcolina no Gtero de
ratos; o extrato aquoso bruto tem o potencial de aumentar a absorcdo de agua em

algumas porcdes do intestino, sendo este efeito possivelmente provocado pela
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presenca de taninos (ALMEIDA et al., 1995). O extrato diclorometano das partes
aéreas mostra grande atividade nos ensaios autobiograficos com o fungo
Cladosporium sphaerospermum, sendo este também comprovadamente ativo contra
fungos filamentosos, leveduras e dermatofitos, entretanto, testes similares com o
extrato de raizes ndo apresentaram o0s mesmos efeitos, se mostrando inativos
contra Cladosporium curcumerium e Candida albicans (ALVES et al.,, 2001). O
fracionamento quimico do extrato evidenciou que sesquiterpenos dialdeidicos e
poligodial (Figura 2) sdo os compostos ativos principais de P. acre. Isoladamente,
este Ultimo também é conhecido pelo seu potencial antifingico, repelente, antibiético
e antiinflamatério, e pode estar restrito apenas nas partes aéreas da planta (ALVES
et al., 2001). Na Argentina, a espécie P. acre é usada popularmente no tratamento
de doencas infecciosas, sendo a mesma ja testada sua atividade antimicrobiana
contra Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus sp e Aspergillus
niger, o qual demonstrou acdo antimicrobiana contra todos os microrganismos
testados com o extrato diclorometanico, e apenas Bacilus subtilis foi inibido em
formulacdo metandlica (PENNA et al.,, 2001). Estudos toxicolégicos do extrato
metanadlico e aquoso em ratos indicaram toxicidade aguda DLsy = 1g/kg (ALVES et
al., 2001; BHAKUNI et al., 1969), além de ser considerado venenoso e até fatal no

consumo humano (LIMA et al., 2001).
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Figura 2: Estrutura quimica de Poligodial

As acdes terapéuticas das espécies da familia Polygonaceae sdo geralmente

atribuidas aos altos teores de taninos, flavonéides, sesquiterpenos do tipo drimano,



25

dialdeido poligodiol, sulfatos de estilbenos, nor-sesquiterpeno, poligonal, cumarinas
e uma isocumarina, identificada como poligonolideo, para a qual foi atribuida
atividade antiinflamatoria (LIMA et al., 2001; JACOME et al., 2004). Varias espécies,
inclusive P. acre, contém grandes quantidades de taninos, quercetina,
sesquiterpendides (com atividade antimicrobiana), Oleos essenciais, cumarinas,
flavonoides (rutina, quercitina e luteolina), acido poligbnico e uma poligonona
(ALMEIDA et al., 1995; BIESKI, 2005; DUARTE et al., 2002). Taninos condensados
foram encontrados nas partes aéreas de P. hispidum, porém néo foram detectadas
cumarinas. Foi descrita a presenca de cumarinas em raizes de Polygonum
convolvulus e em P. acre (DUARTE et al, 2002). A espécie Polygonum
hydropiperoides Michaux L. também apresenta principios ativos semelhantes a P.
acre (BIESKI, 2005).

O estudo e levantamento de outros géneros de Polygonaceae sao
importantes pela proximidade genética com P. acre, podendo haver similaridade em
varios aspectos, como na producdo de principios ativos, o que pode ser usado como
referéncia e direcionamento nos estudos desta espécie.

A espécie Polygonum hispidum foi testada com o extrato obtido por infuséo e
decoccéo contra as bactérias Micrococcus luteus, Bacillus subtilis e Pseudomonas
aeruginosa a fim de avaliar sua atividade antimicrobiana, obtendo halos de inibicdo
equivalentes a 7,0 a 10,0 mm pelo método de difusdo em agar, porém, nos testes
contra Escherichia coli e Salmonella typhimurium, houve apenas a inibicdo pelo
extrato obtido por infusdo (DUARTE et al., 2002).

Na medicina tradicional chinesa e japonesa, Polygonum cuspidatum é muito
utilizada no tratamento de gonorréia, pé de atleta e dermatite supurativa (ATTA-UR-
RAHMAN, 1988).

A raiz de Polygonum multifflorum Thumb é comumente utilizada na medicina
oriental, e conhecida por suas propriedades antifingica, antibacteriana e
antienvelhecimento, e ha relatos de atividade antioxidante celular pelo aumento da
atividade do Cu, Zn superoxido dismutase (SOD1), pela inibicdo da formacdo de
lipidios oxidados e por reprimir a peroxidacao lipidica na mitocondria de coracao de
rato. Analises sugerem também que seus extratos sdo capazes de inibir fortemente
a destruicdo de SOD1 (superdxido dismutase) pelas radiagcdes ultravioletas,

relatando seu potencial anti-fotoenvelhecimento da pele (HWANG et al., 2006). Seu
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extrato metandlico ainda possui efeito inibitério sobre a acetilcolinesterase e a
angiotensina (BARBOSA-FILHO et al., 2006a; BARBOSA-FILHO et al., 2006b).

De origem européia, Polygonum persicaria L. possui seu nome botanico
derivado da palavra “Pérsia”, atual Ird. Erva anual, de ambientes iamidos, mas nao
encharcados, pois prefere solos arejados e ricos em matéria organica (YANO et al.,
2004).

Indigenas das Guianas utilizam preparacdes de Polygonum hydropiperoides
Michaux como diuréticas, estimulantes, antigonorréicas e no tratamento de diarréias,
febres perniciosas, parasitoses intestinais e astenias, além de inflamacdes
oftdlmicas, sendo esta ainda potencialmente abortiva (YANO et al., 2004). Na
avaliacdo dos extratos de P. hydropiperoides quanto a sua toxicidade, os extratos
etandlico e aquoso ndo apresentaram toxicidade em camundongos nas doses de
250 e 500 mg/kg, por via intraperitoneal. O extrato hidroalcéolico a 70%,
conhecidamente composto de flavondides, esterdides ou triterpenos, cumarinas,
polifendis, heterosideos flavdnicos, saponinas, taninos e poligodial, apresentou
acentuada atividade antiedematogénica em camundongos, nas doses de 250 e 500
mg/kg, por via intraperitoneal, sendo que, por via oral, observou-se uma inibicdo
média do edema de 52% (JACOME et al., 2004; ALVES et al., 2001; BUNDEL et al.,
2007). O poligodial é um composto com propriedades inseticidas, repelentes,
antifingica, antibibtica, eficiente contra C. albicans, e pode ser mais ativo que a
anfoteracina B contra outras leveduras e fungos (ALVES et al., 2001).

Em analise por CCD de P. spectabile, comprovou-se a presenca de rutina nesta
espécie, assim como ja foram detectados a presenca de esterdides ou triterpenos,
cumarinas, polifenéis, heterosideos flavonicos, saponinas e taninos (JACOME et al.,
2004).

Estudos anatéomicos e fitoquimicos de Polygonum persicaria L. var. biforme
(Wahlenberg) foram desenvolvidos por Scavone (1970), Mitchell (1971), Kawasaki e
colaboradores (1986) e Isobe e Noda (1987), pesquisaram 0s constituintes
fitoquimicos desta espécie, descrevendo a predominancia de flavondis 3-O-
glicosidicos, quercetina 3-O-ramndsido e quercetina 3-O-glicosido. Comprovou-se a
atividade antiinflamatoria e sedativa na aplicacdo do extrato liofilizado hidroetandlico

dos 6rgéos aéreos de P. persicaria em ratos (YANO, 1999)
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Polygonum hydropiperoides Michaux., P. acuminatum Kunth. e P. punctatum
Ell. S&o popularmente empregadas contra lesdes dérmicas, erisipela, hemorroéidas e
dores reumaticas (YANO et al., 2004).

A familia Euphorbiaceae no Brasil se destaca pelo valor nutricional, econémico
e social, sendo a seringueira um exemplar histérico na economia nacional, a qual é
extraida o latex usado para a manufatura de borracha natural. Ainda temos a
mamona nesta familia, sendo desta extraido o 6leo de ricino, compostos quimicos
usados na medicina e Oleos lubrificantes aplicados em propulsores de 6nibus
espaciais, e a mandioca, que além de ser consumida em todo o territdrio nacional
como fonte de -carboidratos, ainda € cultivada em programas sociais no
assentamento de sem-terras e na agricultura familiar.  Ainda podem sem
encontradas espécies produtoras de Oleos que apresentam diversos usos na
indUstria de tintas, plasticos, plastificantes, sabdes duros, sabdes téxteis, fibras
sintéticas, pigmentos para tecidos, perfumes, batons, cosméticos, dentifricios, papel
e fertilizantes (BRAGA, 1976). As euforbidceas também s&o conhecidas pelo grande
namero de especies toxicas, dentre elas pode-se citar a Euphorbia pulcherrima Willd
(bico-de-papagaio), Euphorbia milii L. (coroa-de-cristo) e a Euphorbia tirucalli L.
(avelds). O principio téxico desta familia ainda néo € totalmente conhecido, podendo
ser uma toxoalbumina, saponina ou outra fragdo sollavel em agua a responsavel
pelas intensas irritacbes gastrintestinais e complicacGes hidreletroliticas, com
célicas, vomitos e diarréias intensas (ALBUQUERQUE et al. 2004)

A planta Synadenium carinatum (Euphorbiaceae) é comumente utilizada como
planta ornamental no Brasil (figura 3), e o preparo aquoso com seu latex € usado na
medicina popular contra varias doencas, tais como inflamacdes, doencas alérgicas e
principalmente contra cancer, ndo havendo nenhuma comprovacao cientifica de
suas acoes terapéuticas (SOUZA et al., 2005; ROGERIO, 2007)
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Figura 3: Partes aéreas e estrutura floral da espécie S. carinatum

A espécie botanica S. carinatum pertence a ordem Geraniales e a Familia
Euphorbiaceae, e conhecida popularmente como “cega-olho”, ¢é utilizada
principalmente contra o cancer. Esta familia compreende cerca de 290 géneros e
aproximadamente 7500 espécies, nas quais sdo encontradas algumas das principais
plantas toxicas conhecidas, podendo conter latex extremamente caustico para pele e
mucosa, e quando ingerido, pode causar distarbios digestivos e depressores do
sistema respiratorio e cardiovascular, além de insuficiéncia renal (OLIVEIRA et al.,
2005; MARIZ et al., 2006). Existem de 12 a 35 mil espécies de plantas que possuem
latex, e freqientemente apresentam compostos toxicos contra insetos e herbivoria,
além do fato do latex também ser conhecido como uma fonte rica em enzimas, tais
como as proteases, quitinases, e linamarases (KONNO et al., 2004).

Extratos de S. carinatum sdo amplamente utilizados pela medicina popular
contra uma variedade de desordens inflamatdrias, sendo as lectinas uma das
provaveis responsaveis pelo efeito antiinflamatoério. Foram testados a lectina isolada

do latex de S. carinatum em modelos de inflamacé&o aguda e crénica por via oral,
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sugerindo através dos seus resultados que o latex pode ser util no tratamento de
inflamagdes alérgicas.

O latex é uma secrecdo vegetal de aspecto leitoso, sendo uma emulséo
complexa constituida de proteinas, aminoacidos, carboidratos, lipideos, vitaminas,
alcalbides, carbonatos, resinas e gomas, taninos, terpenos, materiais cerosos e
enzimas hidroliticas (AGUIAR, 2006; RAJESHA et al., 2006). Essa secrecdo € um
fluido pegajoso, geralmente esbranqui¢cado, contido internamente sob pressao
dentro dos canais lactiferos em quase todos os tecidos da planta. Quando a planta
sofre um dano, esses canais se rompem e o0 latex € secretado externamente,
ocorrendo um fenémeno de coagulacdo quando este é exposto ao ar, resultante de
reacao de oxidacdo. O processo tipo coagulacdo envolve a formacédo de uma rede
de polimeros de isopreno que formam uma estrutura denominada de borracha. O
latex, na sua emissdo, além de ter acdo colante, que paralisa 0s insetos
herborivoros, pode possuir potencial toxico contra fungos e virus. Algumas familias
de plantas lactiferas sé@o: Euphorbiaceae, Apocynaceae, Clusiaceae, Moraceae,
Sapotaceae, Asclepiadaceae, Cichorieae (Asteraceae) e Guttiferae (AGUIAR, 2006).

A espécie arbustiva Synadenium grantii Hook foi estudada quanto a presenca
de enzimas proteoliticas em seu latex, no qual foram desenvolvidos o isolamento,
purificacdo e caracterizacdo de proteases, sendo encontradas duas fragbes
contendo enzimas proteoliticas nesta espécie. O latex de plantas costuma ser uma
boa fonte de proteases, as quais ja foram encontradas serinas na mesma familia
estudada. A protease desempenha um importante papel nas células de mamiferos,
agindo contra algumas fisiopatologias, tais como asma, cancer e AIDS (MRINALINI
MENON, 2002).
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3.1 OBJETIVOS

A facilidade de cultivo e a larga distribuicdo das espécies Polygonum acre e
Synadenium carinatum pelo territério nacional, promoveu um alto indice de utilizacao
dessas espécies na medicina popular. O uso antagbnico destas plantas pela
medicina popular e o desconhecimento das reais atividades dos metabdlitos
secundarios no organismo humano incentivou a busca maiores informacdes sobre
estas espécies. Este trabalho tem como objetivo o estudo preliminar fitoquimico, a
busca por atividades biolégicas dos extratos dessas plantas e também a
investigacdo de aspectos relativos a seguranca de utilizacdo dessas drogas

Para cumprimento desses objetivos, foram desenvolvidos o0s objetivos

secundarios:

e analise fisico-quimica das drogas vegetais P. acre (caule e folhas) e S.
carinatum (folhas);

e triagem fitoquimica preliminar das principais classes de metabdlitos
secundarios das drogas vegetais P. acre e S. carinatum por meio de reacdes
qguimicas de caracterizacao;

e preparo dos extratos etandlicos 70% e cloroférmicos das folhas de S.
carinatum e caule e folhas de P. acre;

e avaliacdo do perfil cromatografico dos extratos de P. acre e S. carinatum e do
latex de S. carinatum;

e avaliacdo das atividades antimicrobianas dos extratos vegetais de P. acre e
S. carinatum;

e avaliacdo da toxicidade aguda dos extratos de P. acre e S. carinatum e do
latex de S. carinatum;

e estimativa da citotoxicidade dos extratos de P. acre e S. carinatum;

e verificacdo da capacidade de sequestro de radicais livres dos extratos de P.

acre e S. carinatum.
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4.1. MATERIAL E EQUIPAMENTOS

4.1.1. Solventes, reagentes e meios de cultura
= 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC) — Merck
= acetato de chumbo — Reagen

= acetato de etila — Labsynth

= acetona — Labsynth

= 4cido borico — Labsynth

= 4cido cloridrico — Labsynth

= acido etilborilaminoéster

= acido oxalico — Labsynth

= cido sulfdrico — Labsynth

» agar desidratado — Acumedia

= agua MILLI-Q

= agua oxigenada - Labsynth

= ampicilina — Medley, comprimidos de 500 mg
= anidrido acético - Labsynth

= azul de metileno — Labsynth

= B-amirina

= 3-sitosterol — Difco

= caldo lactosado — Difco

= carbonato de sodio — Vetec

= carvao ativo

= cloreto de aluminio — Reagen

= cloreto férrico — Reagen

= cloroférmio — Labsynth

= dimetilsulfoxido — Labsynth

= etanol — Labsynth

= éter de petroleo — Labsynth

= éter etilico — Labsynth

= gelatina — Kraft Foods

= glicerina — Labsynth

» hidroxido de aménia — Labsynth
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= hidréxido de sddio — Labsynth

= ipolimida

= loperamida

* magnésio metalico — Reagen

= meio agar bismuto sulfito — Acumedia

» meio 4gar eosina-azul de metileno (EMB) — Difco
* meio agar Sabouraud — Acumedia

» meio agar MacConkey — Acumedia

» meio agar-Mueller-Hinton — Acumedia

» meio &gar tioglicolato — Difco

» meio 4gar-verde brilhante — Acumedia

» meio agar Vogel Johnson —Oxoid

» meio agar-XLD — Acumedia

» meio de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) — Biobras
* meio selenito cistina — Acumedia

* meio tetrationato — Acumedia

» meio tioglicolato — Acumedia

= metanol — Labsynth

= n-butanol — Labsynth

= n-propanol — Labsynth

= propilenoglicol 4000

= reagentes de Dragendorff, Bouchardat, Mayer e Bertrand
= resazurina — Sigma-Aldrich

» sacarose

= Tris-HCI — Sigma-Aldrich

= xantidrol

= zinco metalico — Reagen

4.1.2 Equipamentos

Autoclave vertical — Fabbe 103

Balanca analitica — Micronal AB 204

Balanca de infravermelho — Mettler LP12

Balanca semi-analitica — Owa Labor

Banho de aquecimento — Fistom
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» Bomba de vacuo — Motores Elétricos Brasil
= Camara de fluxo laminar — Veco

= Camara de ultravioleta 254 nm

= Espectrofotbmetro — Shimadzu-1603

= Estufa de ar circulante — FABBE

= Estufa de esterilizagdo — Fanem 315 SE

» Estufa de incubacao bacteriolégica — Olidef cz
= Evaporador rotatério — Marconi TE120

= Liofilizador — Solab

= Microscopio — Carl Zeiss Jena

= Moinho de facas — Fabbe

= Paquimetro digital — Starrett

= Peagbmetro — Micronal B374

Vértex — Biomixer Mult-Mixer MVS-1

4.1.3 Outros Materiais

Algodao hidrofilo — Nathalya

Papel de filtro

Placa de aluminio de gel de silica Fzs4 — Merck
Placas de 96-wells — TPP 92096
Templates de a¢o (peca unica) com 6 orificios de 6 mm de diametro interno

= Vidrarias de uso geral
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4.2 METODOS

4.2.1 Material vegetal

As partes aéreas de Polygonum acre H.B.K. (Polygonaceae) (caule e folhas) e
as folhas de Synadenium carinatum Boiss (Euphorbiaceae) foram coletadas no
Horto de Plantas Medicinais e Toxicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
UNESP, Campus de Araraquara, SP, cujo posicionamento geografico é
24°48'53.46'S; 48°12'07.63”’0. Foram confeccionadas exsicatas de ambas as
espécies, as quais foram identificadas e depositadas no Herbario Rioclarense
(HRCB) do Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de Rio Claro, SP, sob
responsabilidade do Prof. Dr. Marco A. Assis. A espécie S. carinatum recebeu o
tombo HRCB 48.939, e a P. acre recebeu o tombo HRCB 50.288. As folhas de S.
carinatum e os ramos aéreos de P. acre foram coletadas em abril de 2007, sempre
no inicio da manha de cada dia de colheita. Apds o processo de estabilizacdo e
secagem de S. carinatum e P. acre, executado em estufa de ar circulante a 40°C, as
folhas de P. acre e as folhas e caule de S. carinatum foram pulverizadas em moinho

de facas e armazenadas em frascos escuros em local fresco e isento de umidade.

4.2.2 Caracterizacdo da matéria-prima vegetal

4.2.2.1 Determinacdo da perda por dessecacdo em balanca com
infravermelho

Para a determinacao da perda por dessecacéo, ou teor de umidade, amostras
de 4,0 g das drogas vegetais foram submetidas a aquecimento (110 °C), em balanca
com fonte de aquecimento que utiliza raios infravermelhos, pelo periodo de 1 hora
aproximadamente. ApOs 0 equipamento estar previamente tarado, fez-se a leitura da
massa inicial, e leituras posteriores em intervalos de 1 hora até que a massa das
amostras ndo variasse mais do que 0,25%. Os valores foram expressos em
porcentagem (%, p/p), através da meédia das determinacbes de trés amostras
testadas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).
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4.2.2.2 Perda por dessecacéo em estufa

Amostras pesando cerca de 2,0 g das drogas vegetais foram colocadas em
pesa filtros previamente tarados e colocados em estufa por 2 horas, a temperatura
de 105 °C. Apéds resfriamento em dessecador, os filtros foram pesados e
recolocados em estufa por mais 30 minutos. Repetiu-se este procedimento até peso
constante. Os resultados foram expressos em perda de massa percentual (p/p),
através da média de trés determinacdes (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

4.2.2.3 Determinacéo do teor de extrativos

A massa de 1 g da droga vegetal de P. acre e S. carinatum foi submetida ao
processo de decoccdo com 100 g de agua, durante 10 minutos. Apds o resfriamento,
o volume foi completado para 100 mL e a solucao resultante foi filtrada em papel de
filtro, sendo os primeiros 20 mL desprezados. Do restante do filtrado foi separada
uma aliquota equivalente a 20 g em pesa-filtros tarados, e submetidos a evaporacao
até a secura em banho-maria, sob agitacdo ocasional. O residuo foi colocado em
balanca dessecadora a temperatura de 110 °C até peso constante (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1988).

O teor de extrativos foi calculado em massa percentual, pela média de cinco
determinacdes segundo a equacéao abaixo:

TE =g.FD.100/ m

onde: TE = teor de extrativos (%, m/m) ; g= massa do residuo seco (g); m=
massa da amostra (g); FD= fator de dilui¢ao (5)

4.2.2.4 Determinacao do pH

Para a determinacao do pH, trés solugbes aquosas a 1% de cada droga vegetal
(P. acre e S carinatum) prepararam-se separadamente por infusdo, pesando 99 g de
agua e mantendo-as sob ebulicdo em chapa aquecedora durante 5 minutos, sendo
esta agua logo depois vertida sobre 1 g da droga vegetal, mantido em recipiente
fechado por 15 minutos. Depois de filtrada a solucdo, procedeu-se a leitura do pH da
solucdo e da 4gua utilizada em peagdbmetro calibrado. O experimento foi realizado
em triplicatas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).
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4.2.2.5 Determinacgéo do teor de cinzas totais

Cadinhos de porcelana foram calcinados previamente em mufla a 450 °C por
30 minutos, resfriados em dessecador (15 minutos), suas massas foram
determinadas em balanca semi-analitica. A cada cadinho foram adicionados
exatamente cerca de 3,0 g da droga vegetal triturada, pesados em balanca semi-
analitica, os quais foram incinerados (levados ao estado de carvdo) em chapa
guente e, posteriormente, submetidos a calcinacdo em mufla a temperatura de 450
°C por duas horas. A pesagem foi realizada apds total arrefecimento dos cadinhos
em dessecador por 15 minutos Estes procedimentos foram repetidos até peso
constante. O resultado foi expresso em porcentagem de massa de cinza na droga
(%, p/p) através da determinacéo de trés amostras (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
1988).

4.2.2.6 Determinacédo do teor de cinzas insollveis em acido

As cinzas previamente obtidas no ensaio de cinzas totais foram adicionadas 25
mL de solucdo de &cido cloridrico 10% (p/v) e mantidas em ebulicdo por 5 minutos,
completando seu volume posteriormente para 100 mL com agua destilada. A
solucéo obtida foi filtrada e lavada até esgotamento do filtrado. Transferiu-se o papel
de filtro com as cinzas retidas para um cadinho e incinerou em mufla a 800 °C até
peso constante. Os resultados foram expressos em porcentagem de peso de cinzas
insoluveis em &cido (%, p/p) e equivalem a média de 3 determinacdes (COSTA,
1994; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

4.2.2.7 Analise granulométrica

Com o objetivo de verificar se a moagem foi eficiente para ambas as drogas e a
fim de padronizar a granulometria, baseado na Farmacopéia Brasileira (1988), as
partes aéreas pulverizadas de P. acre e S. carinatum foram submetidos a passagem
forcada por vibracdo, através de tamises com abertura de malhas e coletor
correspondentes a 0,125; 0,177; 0,42; 0,84; 2,0 mm, utilizando tamisador vibratorio,
na escala oito do aparelho, durante trinta minutos. Apdés este procedimento, as
fracOes foram retiradas dos tamises e do coletor e quantificadas suas massas. Este

procedimento foi realizado em triplicata, e calculado o tamanho médio das particulas
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da droga vegetal. Para os estudos de passagem e retencdo a partir da quantidade
de po recolhido de cada tamis, foram elaboradas planilhas no software Excel®, onde
se calcularam as frequéncias percentuais e também as frequéncias percentuais
cumulativas. O tamanho médio das particulas das particulas foi estimado segundo a

metodologia de VOIGT (1993), utilizando a equacao:

dav = X % retida . abertura média
100

dav: Tamanho médio das particulas

4.2.3 Analise fitoquimica preliminar

A triagem fitoquimica dos metabdlitos secundarios das plantas S. carinatum e
P. acre foram desenvolvidos de acordo com as metodologias propostas por Costa
(1994), Souza et al. (2003) e Simdes et al. (2004) através de reacbes quimicas de

caracterizagao.

4.2.3.1 Pesquisa de alcalbides

Em gral de porcelana, trituraram-se 5 g das drogas vegetais, alcalinizando-se
com carbonato de sédio a 10%, sendo adicionado posteriormente 25 mL de
cloroformio. Filtrou-se a mistura em papel previamente embebido em cloroférmio
diretamente em um funil de separacéo. Ao filtrado foram adicionados 7 mL de acido
cloridrico 2% e homogeneizou-se. A fase acida foi separada para a realizacédo das
reacbes de caracterizagdo de alcaldides, empregando-se 0s reagentes de
Dragendorff, Bouchardat, Mayer e Bertrand. Sobre uma lamina para microscopia, a
unido da fase acida com o0s respectivos reagentes indicard positivacdo do teste

empregado caso haja a formagéao de precipitados.

4.2.3.2 Flavonoides

Em um béquer foram adicionados 3 g de droga os quais foram tratados com 20
mL de éter de petrdleo. Agitou-se durante 10 minutos, com aquecimento em banho-
maria e filtrando-se ainda quente. Em outro Becker, foram adicionados 20 mL de

metanol ao residuo, sendo aquecido em seguida em banho-maria por 10 minutos.
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Ainda quente a solucéo foi filtrada, e ressuspendida em 10 mL de etanol (extrato
final).

4.2.3.2.1 ReagOes de Shinoda

Em um tubo de ensaio foi adicionado 1 mL do extrato final, um fragmento de
magnésio metélico e gotas de HCI concentrado a fim de se observar, ap6s o
desprendimento de hidrogénio nascente, o aparecimento de coloracdo résea ou
vermelha no caso da presenca do metabdlito buscado.

4.2.3.2.2 Reacédo de Taubock

Evaporou-se em tubo de ensaio 3 mL do extrato final até a secura,
umedecendo o residuo, apos resfriamento, com gotas de acetona. Adicionaram-se
alguns cristais de éacido bérico e acido oxalico, evaporando-se novamente em
banho-maria até a secura, evitando-se um aquecimento prolongado. Dissolveu-se o
residuo em 5 mL de éter etilico e observou-se em luz U.V. Em casos positivos

aparecem fluorescéncia amarelo esverdeada na solucdo etérea analisada.

4.2.3.2.3 Reacao de Pew

Foram evaporados até a secura em banho-maria 3 mL do extrato final em tubo
de ensaio; ao residuo adicionaram-se 3 mL de metanol e uma pequena porcao de
zinco metalico, sendo posteriormente adicionadas aproximadamente 3 gotas de HCI

concentrado. A coloracédo vermelha declara resultado positivo.

4.2.3.2.4 Reacéo do cloreto férrico
Em 1 mL do extrato final foi adicionado algumas gotas de FeCl; a 2%. A
coloracdo verde, amarela ou ainda violacea, dependendo do flavonoide presente,

representa caracteristicamente sua presenca.

4.2.3.2.5 Reacgéo do Cloreto de Aluminio

Em papel de filtro foi umedecido areas diferentes com o extrato e sobre uma
das manchas foi instilado uma gota de cloreto de aluminio 5% em etanol. Sob luz
U.V. o resultado se apresenta positivo com intensificacdo da fluorescéncia verde

amarelado.
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4.2.3.3 Antraquinonas

4.2.3.3.1 Antraquinonas livres
A massa equivalente a 1 g da droga em po foi agitada com 10 mL de éter etilico
sendo filtrada no fim do processo. A solugéo etérea foi adicionado 1 mL de amdnia

diluida e agitado em seguida. A camada aquosa torna-se r6seo caso positivo.

4.2.3.3.2 Glicosideos antraquinénicos (Reac¢édo de Borntrager)

Ao po anterior seco, foram adicionados 20 mL de agua, fervido por 5 minutos, e
apos esfriar, o extrato foi filtrado. Ao filtrado juntou-se 10 mL de HCI 1 N e 3 mL de
agua oxigenada 30% e a solucdo foi fervida por 5 minutos, esfriada e filtrada. Foi
realizada a extracdo por duas vezes com 5 mL de éter etilico, juntando ao final as
fases etéreas e agitando com 3 mL de solucdo de hidréxido de aménia. A camada

aquosa torna-se rosea quando positivo.

4.2.3.4 Glicosideos cardioténicos

Em um béquer foram colocados 5 g de droga vegetal moida e adicionado 50
mL de etanol:agua (70:30). Submeteu-se a aquecimento suave em banho-maria
durante 10 minutos. Apos esfriar, o extrato foi filtrado para um baldo de 30 mL, foi
lavado o residuo e o filtro com a mistura etanol/agua, e acertou-se 0 menisco.

Na purificacéo, ao filtrado foi adicionado 30 mL de agua e 15 mL de acetato de
chumbo a 10%, agitado bem e filtrado. O filtrado, em funil de separagéo, foi extraido
por duas vezes com 15 mL de cloroférmio cada vez, juntando as fases organicas. A
solucéo final foi tratada com sulfato de sodio anidro e evaporada até a metade do

volume (12 mL no minimo).
4.2.3.4.1Reac0Oes de caracterizacdo de glicosideos
4.2.3.4.1.1 Reacdes com o anel lactbnico insaturado
4.2.3.4.1.1.1 Reacéao de Legal

Foram evaporados 2 mL de extrato cloroférmico em um tubo de ensaio, e 0

residuo formado foi dissolvido em 1 mL de piridina e adicionado 0,5 mL de NaOH a
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10% e 0,5 mL de nitroprussiato de Na 10%. Coloragdo vermelha intensa indica

resultado positivo.

4.2.3.4.1.1.2 Reacao de Kedde
Em tudo de ensaio, 2 mL de extrato foram evaporados e o residuo formado foi
dissolvido com 0,5 mL de reagente de Kedde e adicionado 1 mL de uma mistura de
NaOH 10% em MeOH 1:1, preparada pouco antes do uso. Resulta positivamente o

teste na apresentacdo de coloracdo vermelho violacea até castanha (fugaz).

4.2.3.4.1.2 Reagcdes com os desoxi-agucares

4.2.3.4.1.2.1 Reacdao de Pesez

Foram evaporados 2 mL do extrato em um tubo de ensaio. Adicionou-se ao
residuo 1 mL do reagente de Pesez A (Xantidrol 0,5% em MeOH) e aqueceu-se a
aproximadamente 100°C por 3 minutos. Apos resfriado foi adicionado o reagente de
Pesez B (HCl a 2% em acido acético). Em caso positivo, devera aparecer coloracao

vermelha.

4.2.3.4.1.2.2 Reacéo de Keller-Kiliani

Foram evaporados 2 mL do extrato em um tubo de ensaio e o residuo foi
tratado com 1 mL de acido acético. Adicionou-se 2 gotas de FeCl; 2% (m/m) e
transferiu-se o contetdo deste tubo cuidadosamente para outro contendo 2 mL de
H,SO, concentrado. Na zona de contato dos liquidos deve aparecer um anel
castanho-avermelhado, e a camada acética deve tomar coloracdo verde-azulada em

resultado positivo.

4.2.3.4.1.3 Reacédo de anel esteroidal

4.2.3.4.1.3.1 Reacéao de Liebermann Burchard

Em tubo de ensaio foram evaporados 2 mL do extrato. Ao residuo foi
adicionado 1 mL de anidrido acético e 10 gotas de acido sulflrico concentrado.
Coloragéao castanha indica resultado positivo.

Formulacdo dos reagentes utilizados:
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Reagente de Kedde: acido 3-5 dinitrobenzdico 1% em MeOH
Reagente de Pesez A — Xantidrol 0,5% em MeOH recente
Reagente de Pesez B — HCl a 2% em &cido acético

4.2.3.5 Taninos
Para andlise da presenca de taninos, foi preparado um decocto (15 minutos)
com 5 g da droga vegetal pulverizada e 100 mL de agua destilada, filtrado e deixado

esfriar (solugcao extrativa A).

4.2.3.5.1 Reacao de gelatina
Foram misturados 2 mL da solucdo A, com 2 gotas de HCI diluido e solucéo de

gelatina 2,5% gota a gota. A formacéao de precipitado indica resultado positivo.

4.2.3.5.2 Reacao de sais de ferro
Na reacdo foram misturados 2 mL da solucdo A, com 10 mL de agua destilada
e 2 a 4 gotas de solucdo de FeCl; 1% (m/m) em metanol. Em caso positivo aparece

coloracédo azul (taninos hidrolisaveis) ou verde (taninos condensados).

4.2.3.5.3 Reacao de acetato de chumbo
Nesta reacado foram misturados 5 mL da solu¢cdo A com 10 mL de solucao de
acido acético 10% (v/v) e 5 mL de solucdo de acetato de chumbo a 10%. Em caso

positivo aparece formacgao de precipitado esbranquicado (taninos hidrolisaveis).

4.2.3.6 Saponinas

Foram fervidos, durante 10 minutos sobre refluxo, 2 g de droga vegetal
rasurada com 10 mL de agua destilada, sendo esfriado e filtrado em um tubo de
ensaio, completando para 10 mL o volume final, agitando o tubo no sentido do seu
comprimento, vedado com uma rolha, durante 15 segundos. Deixou-se em repouso
por 15 minutos. No caso de presenca de taninos ha o aparecimento de um anel de
espuma persistente, de aproximadamente 1 cm de altura, que ndo desaparece pela
adicdo de 1 mL de HCI 2N (20%).
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4.3 Obtencao dos extratos
O processo de obtencdo dos extratos foi o de percolagdo, segundo o
Processo Geral P, descrito na Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil, 1977.
Foram utilizados como solventes extratores etanol 70% (EtOH 70) e cloroférmio
(CHCI3). Cada percolacéao foi realizada com 20,00 g de folhas e caules de P. acre e
folhas de S. carinatum com velocidade média de 4 gotas por minuto.
Todos os extratos assim obtidos foram rotaevaporados. Apés rotaevaporacgao,
o fim da secagem do extrato cloroférmico foi realizado a temperatura ambiente, em

capela, enquanto que os demais extratos foram liofilizados.

4.4 Cromatografia em camada delgada

Para obter informacdes sobre os grupos de metabdlitos produzidos por P. acre
e S. carinatum foram feitos os testes de triagem segundo Evans (1996), Caetano e
Duarte et al. (1996) e Wagner et al. (1984).

Com a finalidade de avaliar o perfil fitoquimico dos extratos brutos de S.
carinatum, P. acre e do latex de S. carinatum foi realizada cromatografia em camada
delgada (CCD) dos extratos brutos, frente a diversos solventes como fases moével,
de diferentes polaridades e proporcdes, e reveladores. Utilizando-se como fase
estacionéaria, placa de aluminio (20 x 20 cm) recobertas com silica gel GF254
(MERCK®) pré-ativadas.

A coloracdo de banda e a luminescéncia em lampada de UV foram os
parametros utilizados na obtencdo dos resultados do perfil fitoquimico destas
espécies.

Unidades e simbolos estdo baseados no Systéme Internationale d’Unités (SI)

de acordo com a recomendacédo da IUPAC.

4.4.1 Alcal6ides

Na caracterizacdo de alcaldides por CCD, foram utilizadas cromatoplacas
MERCK® de silica gel F 250, 20 cm por 20 cm. Aplicou-se 10 ul de cada amostra,
intercalando-os com as referéncias (1 mg/mL) solubilizadas em metanol. Utilizou-se
a fase movel acetato de etila: n-propanol: agua (5,7 : 3,2 : 1,3 v/v). As placas foram

reveladas por nebulizagdo com reagente de Dragendorff. As manchas de coloracao
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alaranjada intensa foram usadas como critério para acusar a existéncia de alcalbides
(WAGNER, 1996).

4.4.2 Monoterpendides, sesquiterpendides e diterpendides

Na deteccdo de monoterpendides, sesquiterpendides e diterpendides,
utilizando-se de cromatoplacas MERCK® de silica gel F 250, 20 cm por 20 cm,
amostras foram aplicadas a CCD volume de 10 pl, intercalando-as com os padrdes
(1 mg/mL) solubilizados em metanol. Utilizou-se a fase mével benzeno: acetato de
etila, na proporcédo (97 : 3 v/v). As placas foram reveladas por nebulizacdo com
vanilina sulfarica 2% em etanol a 100 °C durante 5 minutos. O surgimento de
manchas com coloracdo azul escura foi usado como critério de presenca dos
compostos analisados (WAGNER, 1996).

4. 4.3 Triterpendides e esterdides

Na cromatografia de deteccédo de triterpendides e esterdides em cromatoplacas
MERCK® de silica gel F 250, 20 cm por 20 cm, amostras foram aplicadas no volume
de 10 pl, intercalando-os com as referéncias B-amirina e B-sitosterol solubilizadas
com metanol. Utilizou-se a fase movel acetato de etila: tolueno na proporgéo (20 : 80
v/v), e revelou-se por nebulizagéo através do reagente Liebermann Buchard (100°C,
durante 5 minutos). Utilizou-se uma visualizacao no visivel e em camara de UV (365
nm), sendo caracterizada a presenca de triterpendides e esterbides através do
surgimento de manchas com coloragdo levemente résea a avermelhada (SHARMA e
BAKHASHI, 1991).

4.4.4 Iridoides

Em cromatoplacas e utilizando como referéncia o padrao de ipolimida, 10 ul de
amostra foram aplicadas utilizando como fase movel acetato de etila: acido férmico:
acetato acético: agua (100 : 11 : 11 : 26 v/v), sendo revelado com vanilina sulfurica,
seguida de aquecimento em estufa (100°C, durante 5 minutos), o surgimento de
manchas com coloracdo violeta caracteriza evidéncia de iridéides (HARBONE,
1998).
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4.4.5 Cumarinas
Amostras aplicadas em cromatoplacas MERCK® de silica gel F 250 (10 pl),
utilizando-se fase movel éter:tolueno:acido acético 10% na proporcao (50 : 50 : 50
v/v), foram reveladas em camara de UV (365 nm). Manchas de fluorescéncia azul

foram usadas como critério de evidéncia de cumarinas (WAGNER, 1996).

4. 4.6 Derivados cinadmicos

Na caracterizacdo de derivados cinamicos por CCD, utilizando-se de
cromatoplacas MERCK® de silica gel F 250 20 cm por 20 cm. Aplicou-se 10 pl de
cada amostra. Utilizou-se a fase mével acetato de etila: acido férmico: acido acético:
agua (100 : 11 : 11 : 26 v/v). As placas foram reveladas por nebulizacdo com
reagente de Dragendorff. Antes e ap0s as revelacdes com os reativos de Neu (NEU,
1956). Manchas de fluorescéncias tenuamente azuladas do cromatograma no UV

(365 nm) caracterizam presenca de derivados cinamicos.

4. 4.7 Fenilpropanoglicosideos

Na deteccéo de fenilpropanoglicosideos, em cromatoplacas MERCK®, utilizou-
se como revelador o reagente de Neu e como fase movel acetato de etila: acido
férmico: &cido acético: dgua na proporcdo (100 : 11 : 11 : 26 v/v). Manchas de
fluorescéncias tenuamente azuladas na observacdo em UV (365 nm), e nova
observacdo no UV (365 nm), apresentando-se entdo com fluorescéncia verde-liméao,
foram usadas como indicativo da presenca de fenilpropanoglicosideos (WAGNER,
1996).

4. 4.8 Pesquisa de flavondides

Na andlise de flavondides, aliquotas de 10 pl de amostra foram aplicadas em
cromatoplacas MERCK® com fase movel acetato de etila: acido férmico: acido
aceético: agua (100 : 11 : 11 : 26 v/v), e reveladas com reagente de Neu. A presenca
de flavonodides foi observada em camara de UV (365 nm), no qual manchas de
fluorescéncia alaranjada (as vezes vermelha), amarela ou verde representam a
presenca de flavondides (MARKHAM, 1982; HARBORNE, 1998).
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4.4.9 Proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas

No teste de presenca de proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas,
os extratos foram submetidos a CCD, utilizando-se cromatoplacas Merck de silica
gel. Aplicou-se 1 ul de extrato Utilizou-se a fase moével acetato de etila: acido
férmico: &cido acético: agua (100 : 11 : 11 : 26 v/v) . A revelacdo se deu através de
vanilina cloridrica através de nebulizacdo. Manchas de coloracdo vermelha apds
revelacdo representam existéncia destes compostos no material testado
(ROBERTSON, 1955).

A Tabela 1 apresenta um resumo dos metabdlitos, sistemas de eluicao,
reveladores e referéncias bibliogréficas utilizadas para a abordagem fitoquimica
utilizando cromatografia de camada delgada.

Tabela 1: Metabdlitos, sistemas de eluicao, reveladores e referéncias bibliograficas
utilizadas para a abordagem fitoquimica de P. acre e S. carinatum

METABOLITO SISTEMA DE ELUICAO REVELADOR REFERENCIA

Alcalbides AC?;:; : gzPrlo :l):' VN';'ZO Dragendorff (W?g(;l(\SI)ER,
Monoterpenoides, Benzeno — AcOEt . . (WAGNER,
Sesquiterpendides e ) vanilina sulfirica
Diterpendides (973 vIV) 1996)
Triterpendides e AcOEt — C;Hg Liebermann (SHARMA,
Esterdides (20 : 80 v/v) Burchard 1991)
Irid6ides ACOEL = HCOOH ~ACOH = H.0 i sulfarica  (HARBONE,
(100:11:11:26Vv/lv) 1998)
Cumarinas Eter-tolueno-AcOH 10% UV (WAGNER,
(50 :50: 50 v/v) Y 1996)
Derivados cinamicos AcOEt - HCOOH - AcOH - H,0 Neu (WAGNER,
(100:11:11:26v/v) 1996)
Fenilpropanoglicosideos ACOEL ~ HCOOH - ACOH — H,0 Neu (WAGNER,
(100:11:11:26 viv) 1996)
(MARKHAM,
Elavondides AcOEt - HCOOH- AcOH - H,0 Neu 1982)
(100:11:11:26Vvlv) (HARBORNE,
1998)
Erg’rf(;‘etg;f;:fé”as ACOEt - HCOOH — AcOH — H,0 vanilina (ROBERTSON,
(100:11:11:26 viv) cloridrica 1955)

Leucoantocianidinas

AcOEt: acetato de etila; n — PrOH: n-propanol; H,O: agua destilada; HCOOH: &cido férmico; AcOH:

acido acético.
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4.5 Avaliacdo da atividade biolégica
4.5.1 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

4.5.1.1 Preparo dos antimicrobianos

Como substancia controle com atividade antimicrobiana ja comprovada, foi
utiizada contra as bactérias o antibidtico ampicilina. O preparo procedeu-se
dissolvendo 500 mg de ampicilina em 1000 mL de agua destilada, sendo feita uma
nova diluicdo dessa solucéo, 1:10 em 4gua destilada, chegando a concentrac¢éao final
de 50 pug/mL (solucéo estoque). Esta solucéo é diluida na proporcdo 1:10 nos testes

antimicrobianos.

4.5.1.2 Preparo dos extratos testados

No teste de atividade antimicrobiana foram preparadas solu¢cbées com o0s
extratos etanolico 70% e cloroférmico de P. acre e S. carinatum nas concentracdes
de 100 mg/mL a 400 mg/mL, ressuspendidos em dimetilsulféxido (DMSO) e agua
destilada estéril. O extrato preparado com o latex de Synadenium carinatum foi
dissolvido em agua e tampao tris-HCI - sacarose, na concentracdo de 100 mg/mL
(m/v).

A preparacédo do tampao tris-HCI foi desenvolvida com uma solugéo 0,05 M de

tris-HCI / 0,03 M de sacarose, ajustado para pH 7,0 com NaOH.

4.5.1.3 Preparo das suspensdes de bactérias

Culturas bacterianas de Escherichia coli (ATCC 25922) Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228), Bacillus subtilis (ATCC 9362) Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), desenvolveram-se a 37 °C durante 24 horas em caldo de infusdo de
cérebro e coragdo (BHI). A partir deste material foram preparadas as suspensdes em
salina 0,9% até a concentracdo final de aproximadamente 1,5 x 10® células/mL,

utilizando a escala 0,5 de McFarland.
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4.5.1.4 Teste de difusdo em agar por “templates”

Placas de Petri foram preparadas com agar Muller Hinton (MH), nas quais
foram semeadas, com o auxilio da alca de Drigalsky, 100 pL de cada suspensao
bacteriana preparada anteriormente.

Sobre a superficie do agar de cada placa foram dispostos “templates” com 6
orificios de 6 mm de diametro, sendo nestes dispostos 50 uL das amostras, controle
negativo e controle positivo. Como controle positivo foi utilizada a ampicilina, e como
controle negativo DMSO.

Antes da incubacdo das placas, o material permaneceu 30 minutos em
geladeira para permitir a difuséo do extrato, e entdo foi realizada a incubagédo a 37
°C por 24 h.

O didametro formado pelo halo de inibicdo promovido pelos extratos e controles
€ usado como parametro do poder de inibicdo de cada substancia contra o
microrganismo testado, e sdo mensurados através de paquimetro digital. O potencial

antimicrobiano é avaliado por sua equivaléncia proporcional ao controle positivo.

4.5.1.5 Determinacado da Concentracao Inibitéria Minima

4.5.1.5.1 Método de difusdo em agar utilizando discos
A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima utilizando o teste de
difusdo em agar por discos foi realizada para o extrato etanolico 70% e para o latex
de S. carinatum e extrato etandlico 70% de P. acre.

Foram preparadas solucdes do extrato etanolico 70% de P. acre em DMSO nas
concentragfes 3, 30 e 300 mg/mL, e solugdes do latex de S. carinatum, coletado
momentos antes do experimento, em agua destilada nas concentractes 300, 500 e
750 mg/mL.

As suspensbes de bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Escherichia coli (ATCC 25922) Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Bacillus
subtilis (ATCC 9362) preparadas anteriormente foram diluidas na propor¢do 1/10 em
caldo BHI e aplicadas as placas de Petri.

Discos de papel de filtro foram embebidos nas solu¢des dos extratos de P. acre
e S. carinatum. Foram utilizados como controle positivo a ampicilina (0,05 mg/mL) e

negativo o meio BHI. Os discos foram distribuidos sobre a superficie das placas ja
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contendo o in6culo bacteriano. Apds duas horas em geladeira, as placas foram
incubadas por 24 horas a 37 C. Foi efetuada a leit ura das placas visualmente com o
auxilio de paquimetro digital para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM).

4.5.1.5.2 Método de diluicdo em tubos
A determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima utilizando o teste de
diluicdo em tubos foi realizada para o latex de S. carinatum. Imediatamente antes do
experimento, foi preparada uma solucéo do latex de S. carinatum em agua destilada
na concentracdo 1 g/mL.

As suspensdes de bactérias Staphylococcus aureus (ATCC25923) e
Escherichia coli (ATCC25922) preparadas anteriormente foram diluidas na
propor¢ao 1/10 em caldo BHI.

Foram preparadas 1 mL das solu¢des do latex de S. carinatum em BHI nas
concentragbes 300, 500 e 750 mg/mL. Adicionaram-se 100 yL da suspensao de
bactérias diluida aos tubos contendo as amostras. Foram feitos os controles de
crescimento bacteriano, controle negativo do meio e controle da amostra, e todos os
tubos foram incubados por 24 horas a 37C. As leituras de CIMs nos tubos foram
desenvolvidas através da turvacdo dos mesmos e foram retiradas aliquotas que
foram subcultivadas em placas com meio MH agar solido por 24 h a 37 °C para

verificar a CBM.

4.5.1.5.3 Método de diluicdo em microplaca
A determinacdo da Concentracdo Inibitdria Minima utilizando o teste de

microplacas foi realizada para o latex de S. carinatum, para o extrato etandélico 70%
e o cloroformico de S. carinatum e para o extrato etandlico 70% seco e cloroférmico
seco de P. acre.

Foram preparadas as seguintes solucdes:
a) solucdo do latex de S. carinatum em 4gua na concentracdo 1 g/mL;
b) solucdo de extrato etanolico 70% de P. acre na concentragdo de 100 mg/mL em
DMSO;
c) solucdes de extrato etandlico 70% de S. carinatum em DMSO na concentracao de
40 mg/mL;



ol

d) solucéo de extrato cloroformico de S. carinatum em DMSO na concentracao de 40
mg/mL;
e) solucdo de extrato etanolico 70% de P. acre em DMSO na concentracdo de 40
mg/mL;
f) solucdo de extrato cloroférmico de P. acre em DMSO na concentracdo de 40
mg/mL.

Todas as analises foram desenvolvidas em triplicata. As suspensfes de
bactérias S. aureus (ATCC25923) e E. coli (ATCC25922) preparadas anteriormente
foram diluidas na propor¢cdo 1/300 em salina 0,9% estéril, de forma a obter a
concentracdo final de 2,5. 10° células/ mL. Foi utilizada como controle solucdo de
ampicilina 50 pg/mL.

Aos 96 orificios da microplaca foram adicionados 100 uL de BHI. No primeiro
orificio das linhas A até D, foram adicionados 100 uL da solucdo de extrato vegetal
(Figura 4). Homogeneizou-se e fez-se a diluicdo seriada nos demais orificios até a
coluna 10. As concentrag0es finais foram: 1/2; 1/4; 1/8; 1/16; 1/32; 1/64; 1/128; 1/256
e 1/512 da concentracéo inicial. Para o controle dos solventes utilizados, na coluna
11, a partir da linha A, iniciou-se uma diluicado seriada dos solventes DMSO e BHI na
proporcdo 1:5. Na coluna 12, os pogos A, B e C foram utilizados para controle da
bactéria testada, o po¢o D para controle do Meio. Os pocos 12 E a 12 H, foram
reservados para o controle microbiolégico dos extratos. A linha E foi utilizada para a
solucdo de Ampicilina, com dissolucdo seriada até a coluna 10. Todos 0s pocos
utilizados receberam 100 pL da suspensédo bacteriana, exceto os de controle de
esterilidade do meio e microbiolégico dos extratos os quais foram completados com
100 pL de BHI. As microplacas foram incubadas por 24 h a 37 °C. A inibicdo do
crescimento bacteriano foi evidenciada pela adicdo de 20 pL de solucdo de
resazurina 0,01% em &gua, apos incubacdo por mais 1 hora aproximadamente. A
concentracgdo inibitéria minima é revelada pela menor concentracdo que promoveu a
inibicdo do crescimento bacteriano, evidenciado pela mudanca de coloragéo.

A concentracdo bactericida minima é realizada em placa de Petri de 15 cm de
diametro, contendo 50 mL de agar Muller Hinton, realizando uma subcultura de cada
microplaca antes da aplicacdo da resazurina. As placas sao incubadas por 24 h a 37
°C, sendo a concentracdo bactericida minima a menor concentragdo que apresentar

auséncia de crescimento bacteriano.
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Figura 4. Esquema da microplaca utilizada para determinacdo da concentracao
inibitéria minima para bactérias

Ampicilina

Controle positivo microrganismo
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4.6 Testes pré-clinicos

4.6.1 Teste de toxicidade em dose Unica
No ensaio de toxicidade em dose Unica foram utilizadas as doses 0,5, 1 e 2
g/kg de extrato etandlico 70% de P. acre, extrato etandlico 70% de S. carinatum e de
latex de S. carinatum.
Nos testes de toxicidade em dose Unica foram utilizados camundongos Swiss
(Mus musculus), machos, com 30 dias de idade, pesando entre 27 e 40 g, 0s quais
foram adaptados ao biotério experimental por 5 dias antes do inicio dos ensaios

biologicos. Os animais, mantidos em livre acesso a alimentacdo e a agua, foram
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mantidos em ambiente com temperatura de 20 * 1 °C, umidade monitorada e
fotoperiodo de 12 horas claro/escuro. No dia do experimento, 0os animais foram
mantidos em jejum por 3 horas e recebendo agua ad libitum. Os animais foram
divididos em quatro grupos de seis animais cada. Este projeto foi submetido ao
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus
de Araraquara da UNESP (CEP/FCF/CAr. 31/2008).

O grupo controle recebeu solugdo fisioldgica (2 mL/kg). Os outros grupos
receberam as amostras anteriormente preparadas. Ap6s a administracdo, por
gavage, os animais foram observados de acordo com a resolucdao RE n° 90 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, Portaria n°13, nos periodos 0, 15, 30
minutos, 1, 2, 4, 12 h e diariamente até 18 dias, em relacdo a alteracdo do peso, de
pélos, pele e mucosas, sistemas respiratorio e circulatério, sistemas nervosos
centrais e periféricos, atividade somatomotriz, comportamento e especial atencdo a
sintomas, tais como: tremores, convulsdes, salivagdo, diarréia, letargia e coma. No
18° dia, os animais foram sacrificados em camara de CO, e em seguida foram
retirados os pulmdes, rins, coracdo, pancreas e figado para posterior pesagem. A
fim de encontrar a dose letal, esta metodologia foi utilizada para as doses de 2, 1 e
0,5 g/kg.

4.7 Controle de qualidade microbiolégico das preparacdes

O controle de qualidade microbiolégica das preparacdes consiste na
determinacdo do numero total de microrganismos e pesquisa de Salmonella sp,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Nestas
analises foram utilizadas amostras representativas do conteddo dos produtos
conforme métodos preconizados na Farmacopéia Brasileira (1988), British
Pharmacopeia (2001).

O controle de qualidade microbiolégico foi aplicado a amostras das trés
preparacdes de ambos os extratos, apds verificacdo da atividade anti-séptica, sendo

estes os extratos etandlicos, cloroférmicos e metandlicos de P. acre e S. carinatum.
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4.7.1 Contagem do numero total de microrganismos

Foram transferidos, assepticamente, 10,00 g de cada amostra para 90 mL de
solucéo tampao fosfato pH 7,2, para a contagem dos microrganismos totais. Apos 10
minutos sob agitagdo para homogeneizacéo, foi pipetado 1 mL para placas de Petri,
adicionando 20 mL agar tioglicolato para contagem do numero total de bactérias e
agar Sabouraud para contagem do numero total de fungos. O material foi colocado
em estufa incubadora de 35 °C durante 24 h e 25 °C durante 7 dias, para a pesquisa
de bactérias e fungos, respectivamente. ApoOs este periodo, foi observada a
formacéo e contado o niumero de colénias com o auxilio de contador, calculando o

numero de unidades formadoras de colbnias.

4.7.2 Pesquisa de Salmonella sp. e Escherichia coli
Foram transferidos, assepticamente, 10,00 g de cada amostra para 90 mL de
caldo lactosado, para pesquisa de Salmonella e E. coli. O caldo foi incubado a 35 °C
durante 24 h. ApGs este periodo, foi observado o meio quanto ao crescimento e foi
transferido 1 mL do caldo lactosado para tubos contendo caldo tetrationato e caldo
selenito cistina, incubando a 35 °C durante 24 h. Apos este periodo, amostra do
caldo tetrationato foi semeada com alca de platina para um tubo contendo &gar
inclinado verde brilhante, outro tubo contendo agar bismuto sulfito e uma placa de
Petri contendo agar xilose lisina desoxicolato (XLD). O mesmo procedimento foi feito
a amostra inoculada no caldo selenito cistina, transferindo para os trés meios e
incubando a 35 °C durante 24 h. O crescimento e as caracteristicas das colbnias
foram observados. As colbnias suspeitas foram semeadas com alca reta em tubo
contendo &gar inclinado de ferro-triplice-acucar (TSI). Foram incubadas a 35 °C
durante 24 h. Para a confirmacdo da presenca de Salmonella, o0 método de
coloracdo de Gram foi utilizado.
Para a pesquisa de E. coli, foi transferido 1 mL do caldo lactosado para
placa de Petri contendo agar MacConkey. Foi incubado a 35 °C durante 24 h. O
crescimento e as caracteristicas das colbnias foram observados. As colbnias
suspeitas foram semeadas com alca de platina em placa de Petri contendo agar
eosina azul de metileno (EMB) e as placas foram incubadas a 35 °C durante 24 h.

Para a confirmacéo da E. coli o método de coloragdo de Gram foi utilizado.
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4.7.3 Pesquisa de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

Foram transferidos, assepticamente, 10,00 g de cada amostra para 90 mL de
caldo peptonado, para a pesquisa de S. aureus e P. aeruginosa, incubando a 35 °C
durante 24 h. ApGs este periodo, o meio foi observado quanto ao crescimento e foi
transferido 1 mL do caldo para placas de Petri contendo agar Vogel Johnson, para a
pesquisa de S. aureus e agar cetrimida, para a pesquisa de P. aeruginosa,
incubando a 35 °C durante 24 h. Foram observados o0 crescimento e as
caracteristicas das colbnias. Foi feita a confirmacao através de método de coloracao
de Gram. Além disto, foi realizado o teste da coagulase e da oxidase, para a
confirmacédo de S. aureus e de P. aeruginosa, respectivamente.

Todos os ensaios de controle de qualidade microbiolégico das preparacdes

contendo o extrato de P. acre e S. carinatum foram feitos em triplicata.

4.8 Avaliagéo de citotoxicidade

As células de fibroblastos foram mantidas em garrafas de cultura incubadas
em estufa a 37 °C sob atmosfera de 5% de CO2 em meio Eagle (pH 7)
suplementado com 50% de meio Leibovitz L-15, 15% de soro bovino fetal e sem
bicarbonato de sédio.

Para o preparo das amostras foram solubilizados 10 mg dos extratos
cloroférmicos e etandlicos 70% de P. acre e S. carinatum em 100 pL de DMSO que,
posteriormente, foram diluidos 1:5 em meio Eagle ndo-suplementado para aplicacdo
na microplaca.

A técnica consistiu em coletar as células por raspagem, centrifuga-las a 1500
RPM por 10 minutos e conta-las com auxilio do corante Turk, em camara de
Neubauer, ajustando para a concentracdo de 1 x 10° células/mL em meio Eagle
suplementado. As células desta suspensao foram incubadas em microplaca de 96
pocos a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2 por 72 h. Apés este periodo, foi
observada a formacao de tapete celular e, subseqientemente, foi retirado o meio
existente, ja inadequado para a manutencéo celular. Foram colocados 100 uL de
meio novo, exceto no primeiro po¢o de cada coluna no qual foram colocados 180 pL
de meio Eagle suplementado, e 20 pL de cada amostra. Posteriormente, foi

realizada uma diluicdo seriada 1:1 (v/v) nos demais pocos da respectiva coluna da
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microplaca. A microplaca foi incubada por 24 h a 37 °C em estufa com atmosfera de
5% de CO2 (LEI et al.,, 2008; OHNO et al., 1998; TAKAHASHI et al., 2008). As
concentracOes das amostras variaram de 100 yg/mL a 0,78 ug/mL. Posteriormente,
adicionaram-se 15 pyL de solugcéo aquosa de resazurina 0,1 mg/mL, incubando a
microplaca em estufa sob atmosfera a 5% de CO2 a 37 °C para leitura apds 3 h. A
coluna 11 foi utilizada como controle do solvente colocando-se 20 yL de solucdo
DMSO:Eagle (1:5; v/v), e quatro pogos da coluna 12 foram utilizados para controle
positivo do crescimento celular e quatro como controle negativo de auséncia de
crescimento. A leitura dos resultados foi feita visualmente pela diferenciacao entre a
cor azul (auséncia de células vivas) e cor-de-rosa (presenca de células vivas)
(O’'BRIEN et al., 2000) e por meio de leitor de fluorescéncia utilizando filtros de 530 e
590 nm.

4.9 Determinacao da capacidade de sequestro de radicais livres

Na determinacdo da atividade entioxidante, as analises dos extratos foram
baseadas na atividade sequestrante da solucdo de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila). As amostras dos extratos etandlicos 70% e cloroférmicos de P. acre
e S. carinatum foram preparadas na concentracdo de 250 uyg/mL em metanol, e 0s
controles com reconhecida atividade antioxidante (vitamina C e acido tanico) foram
utilizados nas mesmas proporcdes. Preparou-se as solucdes teste com 1 mL de
solucdo de amostra adicionada 2,5 mL de solu¢cdo de SPPH 0,004% em metanol.
Agitou-se em vortex e manteve-se esta solucdo no escuro por 30 minutos em
temperatura ambiente. O branco consiste de 1 mL de solugdo metandlica das
amostras adicionado a 2,5 mL de metanol, e o controle negativo consiste de uma
solucdo de 1 mL de metanol com 2,5 mL de solucdo DPPH (MACHADO, 2005;
FALCAO et al, 2006).

Os calculos sédo baseados na porcentagem de descoloracdo do DPPH,
segundo a equacao:

% = (Ad-Aa/Ad).100

% = Percentual de inibicéo
Ad = Absorbancia da solugao DPPH

Aa = Absorbancia da amostra
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4.10 Analise estatistica
Os resultados foram expressos como a media e 0s respectivos valores de
desvio-padrao dos valores obtidos. A significancia estatistica foi avaliada usando a
analise de variancia e o teste t, sendo que foi tomado como significativamente

diferente p < 0,05.
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5 RESULTADOS
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5.1 Matéria vegetal

5.1.1 Caracterizacdo da matéria-prima vegetal

5.1.1.1 Determinacdo da perda por dessecacdao em balangca com
infravermelho (INFRATEST)
Apés trés determinagbes a média do teor de umidade para P. acre e S.

carinatum estao determinadas na Tabela 2.

Tabela 2: Teor de umidade das drogas vegetais P. acre e S. carinatum

Droga Teor de umidade médio (%; p/p)
P. acre 6,02 £ 0,12
S. carinatum 7,73+0,18

5.1.1.2 Perda por dessecacao em estufa
Trés amostras, contendo aproximadamente 2,0 g de droga vegetal de
Polygonum acre cada, foram avaliadas para a perda por dessecacdo em estufa, 0s

valores encontrados ap0s a constancia de massa encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3: Perda por dessecacao de Polygonum acre e S. carinatum em estufa

Droga Teor de umidade médio (%; p/p)
P. acre 12,34 + 0,29
S. carinatum 9,41+0,10

5.1.1.3 Determinacéo do teor de extrativos

Para a determinacdo do teor de extrativos, foram avaliadas trés amostras de 1
g de droga vegetal de P. acre de acordo com a metodologia apresentada no item
4.2.2.3. As massas obtidas para o calculo do teor de extrativos de P. acre e S.

carinatum estdo demonstradas nas Tabelas 4 e 5.
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Tabela 4: Determinac&o do teor de extrativos de Polygonum acre e S. carinatum

Droga Teor de extrativos (%; m/m)
P. acre 30,8
S. carinatum 33,3

5.1.1.4 Determinacao do pH das solucdes vegetais
Os resultados obtidos para os pés de drogas vegetais P. acre e S. carinatum
estdo apresentados na Tabela 5, considerando como referéncia o pH da agua
utilizada de 5,86 + 0,07.

Tabela 5: pH das drogas vegetais P. acre e S. carinatum apresentado em média e
desvio padréo

S. carinatum P. acre

pH 5,95+ 0,06 6,70+ 1,12

5.1.1.5 Determinagéo do teor de cinzas totais
Trés cadinhos de porcelana para cada droga foram calcinados em mufla a 450
°C por 30 minutos, resfriados em dessecador e pesados em balanga analitica,

obtendo os resultados apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Teor de cinzas da espécie P. acre e S. carinatum

Droga Teor de cinzas (%)
P. acre 13,76 %
S. carinatum 12,98 %

5.1.1.6 Determinac&o do teor de cinzas insollveis em acido
O teor de cinzas insolaveis em acido das espécies S. carinatum e P. acre

podem ser observados na Tabela 7.
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Tabela 7: Teor de cinzas insoluveis em acido das espécies vegetais P. acre e

S. carinatum
Droga Vegetal Teor de cinzas totais (%)
P. acre 1,38 + 0,46
S. carinatum 1,15+0,19

5.1.1.7 Andlise granulométrica

A distribuicdo granulométrica das drogas vegetais P. acre e S. carinatum

pulverizada em moinho de facas resultaram nos dados apresentados nas Tabelas 8

e 9 e a distribuicdo granulométrica nas figuras 5 e 6.

Tabela 8: Frequéncias percentuais, freqiéncias cumulativas e tamanho médio das
particulas na analise granulométrica de P. acre

Abertura da Falxa, . Abgrtgra Fracao residuo Fracao retida
malha (mm) 9ranulometrica  media + DP (%) acumulada (%) 9o
(mm) (mm)
2,000 2,000 2,500 2,250 0,200 0,147 0,200 0,450
0,840 0,840 2,000 1,420 30,348 15,122 30,548 43,094
0,420 0,420 - 0,840 0,630 42,007 13,305 72,555 26,464
0,177 0,177 - 0,420 0,299 17,095 2,918 89,649 5,103
0,125 0,125+ 0,177 0,151 4,269 1,220 93,919 0,645
Coletor 0,000 - 0,125 0,063 5,063 0,152 98,981 0,316
Tamanho 0,761

médio

do : férmula de VOIGT (1993)

80 -

40 |

Massa retida (%)

il .

{0,125

0,125} 0,177 0,177} 0,420 0,420} 0,840 0,840 } 2,000 F 2,000

Faixa granulométrica (mm)

Figura 5: Distribuicdo granulométrica do po obtido a partir de P. acre
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Tabela 9: Frequéncias percentuais, freqiéncias cumulativas e tamanho médio das
particulas na analise granulométrica de S. carinatum

Abertura Falxa, . Abe,”F”a Fracao residuo = DP Fracédo retida
damalha granulométrica média day
(%) acumulada (%)

(mm) (mm) (mm)
2,000 2,000 |- 2,500 2,250 1,258 0,832 1,258 2,829
0,840 0,840 |- 2,000 1,420 11,758 3,615 13,016 16,696
0,420 0,420 |— 0,840 0,630 49,596 13,171 62,612 31,245
0,177 0,177 |-O,420 0,299 19,178 6,283 81,789 5,724
0,125 0,125 |- 0,177 0,151 4,503 2,124 86,292 0,680
Coletor 0,000 |— 0,125 0,063 11,817 5,755 98,108 0,739

Tam,arllhO 0,579
meédio

da : férmula de VOIGT (1993)

100 -

50

o%m%%%

{0,125 0,125} 0,177 0,177} 0,420 0,420} 0,840 0,840 } 2,000 F 2,000

Massa retida (%)

Faixa granulom étrica (mm)

Figura 6: Distribuicdo granulométrica do p6 obtido a partir de S. carinatum

5.1.2 Perfil fitoquimico: analises preliminares e utilizando CCD
A Tabela 10 reune os resultados descritos na secdo 4.2.3 referente a andlise
fitoquimica preliminar e na secéo 4.2.4 referente as analises utilizando cromatografia

de camada delgada



Tabela 10: Analise fitoquimica preliminar

utilizando

caracterizacao e cromatografia em camada delgada
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reacdes quimicas de

CLASSES REIT/EE'?_,%\C[))E)??/ES P. acre S. carinatum
ANALISE FITOQUiMICA PRELIMINAR
Shinoda - -
Taubock + -
FLAVONOIDES Pew - -
Cloreto férrico + +
Cloreto de aluminio + +
Dragendorff - -
ALCALOIDES Bouchardat - -
Mayer - -
Bertrand - -
ANTRAQUINONAS livres - -
glicosiladas - -
Liebermann + +
Burchard
GLICOSIDEOS Legal - +
CARDIOTONICOS Kedde +
Pesez - -
Keller-Killiani - -
gelatina + +
TANINOS sais de ferro + -
acetato de chumbo + +
formacéo e
SAPONINAS permanéncia de + +
espuma
~ S.
REACOES / S. .
CLASSES REVELADORES | 2" | carinatum Carl_'gtit)‘:m
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA
ALCALOIDES Dragendorff - - -
M(EJ)'I\'II%RSIDEE?\I%USI E vanilina sulfarica + + +
TRITERPENOIDES E Liebermann + + +
ESTEROIDES Burchard
IRIDOIDES vanilina sulfdrica - - -
CUMARINAS u.v. - - -
DERIVADOS CINAMICOS Neu + + -
FLAVONOIDES Neu + + +
FENILPROPANOIDES Neu - - NR
PROANTOCIANIDINAS + - -
LELCJC?(’;IENE'II}IgéB?\ISIDEINA vanilina cloridrica
S

NR: nao realizado
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5.2 Avaliacéo da atividade biologica

5.2.1 Avaliagéo da atividade antimicrobiana

5.2.1.1 Teste de difusdo em agar

Houve crescimento bacteriano ao redor dos pocos selecionados para controle
positivo de crescimento. Houve crescimento bacteriano nos pogos onde foram
colocados os controles de solvente DMSO e agua, indicando que este solvente néo
interfere nos resultados de crescimento bacteriano. Os resultados obtidos dos testes

antimicrobianos de S. carinatum estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Percentual de formacdo dos halos de inibicdo com relacdo a ampicilina
no teste de atividade antibacteriana de P. acre e S. carinatum extrato etandlico 70%
e S. carinatum latex, em concentracdes, microrganismos e solventes diversos,
analisados em triplicata

Co(nrﬁg?r:ffao Solvente S.aureus epidesr‘.midis E. coli sul:?tlilis

100 (L) H,0 i i i i

300 DMSO - - - -

% 300 H,O - - - -
-% 300 (L) H,O /Tris - NR - NR
;’)_ 400 DMSO - - - -
500 (L) H,O - NR - NR
750 (L) H,O - NR - NR
- 3 DMSO i NR i NR
S 30 DMSO - NR ; NR
2 100 DMSO - NR - NR

300 DMSO | 103 #5° 167 3 91+4
DMSO i . . i i
H,0 : : : : :

a: Razdo percentual e o desvio padrdo dentre os halos formados e o controle positivo
(ampicilina) em %. C/S: concentracdo (mg/mL) — solucédo; (L): latex; DMSO: dimetilsulféxido;
NR: ndo realizado; Tris: tampao Tris-HCl/sacarose; - : auséncia de halo formado.
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Pode-se observar que os extratos de S. carinatum, pela Tabela 11, né&o
apresentaram atividade antimicrobiana em nenhuma concentracdo utilizada,
inclusive nas concentracdes utilizadas contra S. epidermidis e B. subtilis, mesmo
alterando o meio solvente. O extrato de P. acre apresentou atividade antimicrobiana

na concentracdo de 300 mg/mL, com excec¢ao de B. subtilis.

5.2.1.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima/ Concentracéo
Bactericida Minima (CIM/CBM)

5.2.1.2.1 Teste de difusdo em &gar utilizando discos

No método de difusdo em agar utilizando discos com o extrato etanolico 70%
de P. acre contra S. aureus, s6 obteve-se inibicAo na maior concentracdo testada
(300 mg/mL), com um halo médio de 13,5 mm. Esse valor foi maior que o
encontrado para o controle de ampicilina (12,5 mm), demonstrando assim uma
atividade bacteriana consideravel. Para E. coli ndo houve inibicdo para as
concentracfes de extrato testadas (Tabela 12). No teste utilizando o latex de S.
carinatum néo ocorreu inibicdo do crescimento contra as duas linhagens bacterianas
testadas (Tabela 12).

Tabela 12: Halos de inibicdo e desvio padrao do crescimento bacteriano (mm) para o
extrato etandlico 70% de P. acre e latex de S. carinatum no teste de difusdo em agar

por discos
Concentracéo S. aureus E. coli
daz:gr]r;r?]sl,_t)r as P. acre S. carinatum P. acre S. carinatum
3 - NR - NR
30 - NR - NR
300 135+2,1°% - - -
500 NR - NR -
750 NR - NR -
ampicilina 12,0+ 0,0 12,0+£0,0 12,0+0,0 12,0+0,0
DMSO - - - -

- auséncia de halo formado; NR: nao realizado; a: valores expressos em mm pela média = desvio-
padréo.

5.2.1.2.2 Teste de diluicdo em tubos
Na determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do latex de S.
carinatum pelo método de diluicdo em tubos néo foi verificada efetividade do extrato

em nenhuma das concentracdes testadas, desta forma néo foi possivel determinar a
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CIM, tampouco a CBM. Considerando a instabilidade de compostos provenientes de
latex, este teste foi desenvolvido com técnica, horario e época do ano diferentes da
analise de CIM por difusdo em agar utilizando discos, a fim de confirmar o resultado

de auséncia de atividade antimicrobiana apresentada no teste anterior.

5.2.1.2.3 Método de diluicdo em microplaca

Na avaliagdo da CIM em microplaca houve atividade antimicrobiana contra o
microrganismo S. aureus e E. coli, dos extratos etandlicos 70% de P. acre e S.
carinatum, além do extrato cloroférmico de S carinatum, todos nas concentracdes
iniciais de 40 mg/mL. Como pode ser observado na Tabela 13, o teste de CBM
correspondeu proporcionalmente aos resultados encontrados para CIM (Tabela 13).

Tabela 13 CIM em microplacas para os extratos etanolicos de P. acre e S.
carinatum, além do extrato cloroférmico de S carinatum, contra 0s microrganismos S.
aureus e E. coli

a S. aureus E. coli
Amostras CIM® CBMP CIM CBM
S.c. — EtOH 5 20 10 -
S.c. — CHCl; 2,5 10 20 -
P.a. — EtOH 10 - 5 -
ampicilina® 0,024 0,024 0,78 0,78

a — Amostras testadas: S.c. — EtOH: extrato etanélico 70% S. carinatum; S.c. — CHCls:
extrato cloroférmico de S. carinatum; P.a. — EtOH: extrato etandlico 70% de P. acre.

b - os resultados de CIM e CBM expressos em mg/mL e representam a média de triplicatas.
C - valores expressos em pg/mL.

Para CIM através do teste de microdiluicdo em placa, o latex de S. carinatum,
na proporcdo 1:1 (m/v) em agua destilada, ndo apresentou atividade contra os
microrganismos testados. A andlise dos resultados foi prejudicada pela coloracao
esbranquicada caracteristica do latex, interferindo na leitura pela turvacdo do meio.
A revelacdo por aplicacdo do corante resazurina apresentou resultado bastante
peculiar, por resultar positivamente em todos 0s pocos testados, inferindo a
possibilidade de um resultado falso-positivo, devido a reacdo de reducdo deste
revelador com o proéprio latex (O'BRIEN et al., 2000). Para confirmacdo dos dados
obtidos buscou-se uma opcao de revelador que ndo reduzisse em contato com o
latex, sendo a substituicdo da resazurina por TTC 2% (cloreto de 2,3,5-

trifeniltetrazélio) a mais indicada. A substituicdo confirmou que os resultados
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encontrados eram falso-positivos, ndo havendo, portanto, atividade antimicrobiana
neste teste para o latex.

5.3 Testes pré-clinicos preliminares

5.3.1 Teste de toxicidade

Na analise de toxicidade aguda das drogas vegetais administradas na dose de
2 g/kg, ndo foi detectada acdo toxica na solucdo do extrato de S. carinatum,
entretanto observou-se 10% de mortes na solucdo de latex de S. carinatum e 50%
na solucdo de P. acre. Todas as mortes ocorreram entre 37 e 41 h apés a
administracao.

O percentual de mortes ocorridas no experimento, e o tempo decorrido médio
das mortes apOs a administracdo das doses de 2, 1 e 0,5 g/kg encontram-se nas
Tabelas 14, 16 e 18. Decorrido os 18 dias, os animais foram sacrificados e 0s pesos

dos 6rgaos foram mensurados, como se pode notar nas Tabelas 15,17 e 19.

Tabela 14. Percentual de mortes e tempo médio decorrido das mortes, com 0s
devidos desvios-padrdo no teste de toxicidade aguda de amostras diversas a
concentracdo de 2,0 g/kg de extrato etandélico 70% das drogas vegetais

Latgx de S. S. carinatum 70% P. acre Controle
carinatum
% T % T % T % T
10 37+3 - - 50 39 +1 - i

% : Percentual de mortes ocorridas
T : Tempo médio de ocorréncia das mortes (h)
(-) : auséncia de dados

Devido a baixa mortandade apresentada pelo latex, procuramos otimizar o
processo de coleta e conservacédo, a fim de verificar alteragbes nos resultados
obtidos, devido a tendéncia de formacdo de polimeros caracteristico do latex, e

consequente oxidacao de seus constituintes, principalmente pela queda do pH.
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Tabela 15: Média e desvio padrdo da massa corpoérea final (g) pos-morte de todos
0S grupos testados na avaliagdo de toxicidade aguda, e seus respectivos 0rgaos
correspondente a dose 2 g/kg das solucbes-teste

Latgx de S. S. carinatum P. acre Controle
carinatum
Massa 4590+560  4641+528  3494+749 40,38+ 5,60
corporea
Pancreas 0,2 +0,036 0,20+0,06  0,162+0,055 0,157 + 0,046
Figado 3,31 + 045 3,48 + 0,53 2.50 + 0,64 2,33 + 0,50
Rim 0,74+0,14  0695+0,079  053+0,13 0,92 + 0,09
Coracao 0,28 + 0,04 0,30 + 0,07 0,28+007 0,225+ 0,056
Pulmao 0,38 +.0, 09 0,45 + 0,13 0,37 + 0,17 0,31 +0,11

No teste de toxicidade na dose de 1 g/kg (Tabela 16), foram obtidos 100% de
mortandade através da solucdo de latex de S. carinatum e baixa relativa ao controle
de 30% com a solucdo de P. acre. O extrato etandlico de S. carinatum ndo participou
desta analise por ndo ter apresentado niveis de toxicidade consideraveis a
concentragdo maxima permitida pela ANVISA de 2 g/kg. O latex coletado momentos
antes da administracédo, e conservado adequadamente, resultou em 100% de mortes
nesta segunda avaliacdo, corroborando com a hipétese levantada no teste anterior
de concentragdo 1 g/kg.

Na avaliacdo da toxicidade do latex de S. carinatum pdde-se observar que no
teste de maior concentracdo houve uma menor toxicidade (10% de mortes) do que o
ocorrido no de menor concentracdo (100% de mortes). Isto se deu pelo fato de que,
de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do latex (AGUIAR, 2006), pode-se
deduzir que o mesmo poderia ser oxidado facilmente em constante contato com o
ar, por isso, na segunda avaliacédo alterou-se a metodologia utilizada, para utilizar o
latex recém-coletado, resultando em alta toxicidade, mesmo em menores
concentragfes. Este teste, além de comprovar o alto nivel de toxicidade provocada
pelo latex, ainda demonstra seu alto nivel de oxidacdo em contato com o ar, sendo
este fato importante para sua caracterizagao e para a reproducéo dos demais testes

bioldgicos.
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Tabela 16: Percentual de mortes e tempo médio decorrido das mortes, com 0s
devidos desvios-padréo no teste de toxicidade aguda na dose de 1 g/kg dos extratos
etanolicos 70% de P. acre e latex de S. carinatum

Latex de S. carinatum P. acre Controle
% T % T % T
100 38+ 30 30 42 +11 - -

%: Percentual de mortes ocorridas;
T : Tempo médio de ocorréncia das mortes (h)
(-) : auséncia de dados

Tabela 17: Média e desvio padrdo da massa corporea final (g) p6s-morte dos grupos
testados na avaliacdo de toxicidade aguda, e seus respectivos 6rgdos na dose 1
g/kg do extrato etandlico 70% da droga vegetal P. acre

P. acre Controle
Massa corporea 48,31 £ 12 51+3
Pancreas 0,47 + 0,38 0,16 £ 0,02
Figado 3,10 £ 0,75 29+0,3
Rim 0,78 £0,21 09+0,1
Coracao 0,27 £0,04 0,28 £ 0,04
Pulméo 0,50 + 0,30 04+0,1

Foi observado tremores nos camundongos que receberam o extrato aquoso de
latex de S. carinatum, logo quando ministrado via oral, e ap6s alguns minutos
detectou-se uma reducdo nos movimentos de todos os camundongos, apresentando
estado de letargia.

Tanto na avaliacdo de toxicidade a 1 g/kg quanto a 0,5 g/kg encontraram-se, no
momento da bidpsia, tecidos de crescimento irregular como tumores, de cor e
textura muito parecida com os do figado. Ao redor destes acumulos celulares,
encontrou-se grande acumulo de pus, de coloragdo verde-amareladas e textura

pastosa, algumas vezes se exteriorizando no animal ainda vivo.

Tabela 18: Percentual de mortes e tempo médio decorrido das mortes, com 0s
devidos desvios-padrdo no teste de toxicidade aguda na dose 0,5 g/kg do extrato
etandlico 70% da droga vegetal P. acre

P. acre Controle

% T % T

20 38 + 30 - -

% : Percentual de mortes ocorridas
T: Tempo médio de ocorréncia das mortes (h).
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Tabela 19: Média e desvio padrdo da massa corporea final (g) pés-morte dos
grupos testados na avaliacdo de toxicidade aguda, e seus respectivos 0rgdos na
dose 0,5 g/kg do extrato etandlico da droga vegetal P. acre

P. acre Controle
Massa corpérea 57+5 607
Pancreas 0,5+0,2 0,17 + 0,03
Figado 3,8+0,5 3,7+0,3
Rim 0,8+0,1 0,92 + 0,09
Coracao 0,35+ 0,07 0,34 + 0,02
Pulmao 0,47 + 0,09 0,6 +0,1

Os 6rgaos retirados dos animais sacrificados foram pesados e calculados suas
equivaléncias com relacdo a massa corpérea total, como apresentado na Tabela 20.

Tabela 20: Média do percentual relativo dos érgaos analisados com relacao a
massa corporal total dos camundongos no teste de toxicidade aguda

Concentragao

(g/kg) coragao figado rim pulmd@  pancreas
Controle 0,568893 6,049761 1,679824 0,895485 0,298272
Scl 2 0,60279 7,220763 1,612649 0,829092 0,442393
Sc2 2 0,641508 7,494167 1,501553 1,000504 0,427113
PA 2 0,762442 6,97578 1,424406 0,965465 0,429839

PA 1 0,585459 6,547392 1,610062 1,113704 1,0425
PA 0,5 0,617759 6,784573 1,510407 0,819498 0,840661

Pa: Extrato de P. acre; Scl: Latex de S. carinatum; Sc2: folha de S. carinatum.

Nos estudos da massa relativa dos 6rgaos dos animais sacrificado, observou-
se nas mensuracdes do coracdo que em todos 0s extratos utilizados houve indicios
de cardiomegalia, destacando-se o0s testes com o0 extrato de P. acre na
concentracdo de 2 g/kg, que apresentou aumento medio de 34,02% deste 6rgao, e 0
extrato das folhas de S. carinatum, com aumento de 12,76%. No figado, a maior
despropor¢gao com relagdo aos animais controle foi apresentada pelo extrato das
folhas de S. carinatum, com aumento meédio de 23,88%, seguido da solucdo de latex
com 19,36% e por ultimo os extratos de P. acre, variando entre 8,22 e 15,30%. Em
todas as analises para os rins foram observadas perda de massa com relacdo ao

controle, destacando-se o extrato de maior concentracao de P. acre, com queda de
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15,21%, seguido dos da folha de S. carinatum, com 10,61%. Nos pulmdes,
observou-se tanto casos de ganho quanto de perda de massa relativa, havendo
perdas na andlise do latex e de P. acre na menor concentragdo utilizada, e ganho
nos demais extratos, tendo destaque o extrato de P. acre a 1 g/kg de concentracao.
Em todas as mensuracdes do teste de toxicidade aguda observou-se crescimento de
massa e volume do pancreas, com ganho de massa de 249,51% no extrato de P.
acre a 1 g/kg, 181,84% do mesmo a 0,5 g/kg, e em média 45% nos demais extratos

testados.

5.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

No teste de citotoxicidade dos extratos testados, obteve-se indice de
citotoxicidade de 50% apenas nos resultados encontrados com o extrato de P. acre
etandlico a partir da concentracdo de 100 pg/mL. Nos demais extratos ndo foram

observados indices de toxicidade relevantes (Figura 7).
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Figura 7: indice de células sobreviventes no teste de citotoxicidade. PAL:
extrato etanodlico 70% de P. acre; PA2: extrato cloroformico de P. acre; SC1: extrato
etanodlico 70% de S. carinatum; SC2: extrato cloroformico de S. carinatum
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5.5 Controle de qualidade microbioldgico dos extratos

Os resultados obtidos através do controle microbiolégico dos extratos de P.
acre e S. carinatum cloroférmicos, etandlicos 70% e metandlicos, permitiram
observar que nao houve crescimento dos microrganismos Salmonella sp, E. coli, S.
aureus e P. aeruginosa nas amostras analisadas, considerados microrganismos
patogénicos. Também se observou que na contagem do numero total de
microrganismos nao houve crescimento, como demonstra a Tabela 21, o que
permite a sua aprovacao, segundo as recomendacdes oficiais para produtos nao
estéreis (BRASIL, 1999).

Tabela 21: Controle de qualidade microbiol6gico dos extratos de P. acre e S.
carinatum

Microrganismos Recomendagéo* Resultado
Bactérias aerodbias <10° UFClg Ausente
Fungo e leveduras <103 UFClg Ausente
Enterobactérias <103 UFClg Ausente
Escherichia coli Auséncia Ausente
Salmonella sp Auséncia Ausente
Staphylococcus aureus Auséncia Ausente
Pseudomonas aeruginosa Auséncia Ausente

5.6 Determinacao da capacidade de sequestro de radicais livres

Observou-se que a atividade anti-radicalar dos controles vitamina C e acido
tanico resultaram como o esperado, obtendo resultados equivalentes a 96,51% e
96,23%, como pode ser observado na Figura 8. Das amostras testadas, os extratos
etanodlicos de ambas as drogas foram 0s que apresentaram os maiores percentuais

de atividade anti-radicalar, sendo 32,99% o de P. acre e 31,09% de S. carinatum.
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Figura 8: Atividade anti-radicalar percentual das substancias padrdo e dos
extratos estudados na concentracdo de 250 pg/mL. 1: vitamina C; 2: acido tanico; 3:
extrato de P. acre etandlico; 4: extrato de P. acre cloroformico; 5: extrato de S.
carinatum etandlico; 6: extrato de S. carinatum cloroférmico; 7: controle negativo
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6. DISCUSSAO
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Os parametros de controle de qualidade do material vegetal oferecem dados
importantes para a sua utilizacdo. A garantia da qualidade de produtos para sua
seguranca e eficacia no processo de fabricacdo de fitoterapicos € exigida pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Envolvendo acdes neste
sentido, implantacdo das normas de boas praticas de fabricagdo (BPF) e controle de
qualidade de produtos é requerida para manutencdo da integridade do produto e
protecdo do usuéario. A garantia da qualidade é um importante aspecto a ser
considerado desde a coleta até a liberacdo do produto ao consumidor. A qualidade
microbiolégica de produtos constitui um dos atributos essenciais para o seu
desempenho adequado, principalmente em relacdo a seguranca, eficacia e
aceitabilidade destes produtos. Falhas nas medidas preventivas e de controle do
processo de fabricacdo podem resultar em produtos inadequados ao consumo. As
matérias-primas de origem natural incluem grupos de produtos obtidos de plantas,
partes de plantas ou mesmo extratos e 6leos essenciais extraidos por processos
quimicos bem como aqueles oriundos de minerais ou animais. A contaminacao
microbiana pode levar ao comprometimento do desempenho do produto devido a
guebra da estabilidade da formulacdo, alteracdo das caracteristicas fisicas e
aparéncia e levar a inativacdo dos principios ativos e excipientes da formulacdo e
ainda, causar a perda de confianca na empresa. Além disso, a administracdo de
produtos contaminados pode agravar quadros clinicos de pacientes ja debilitados
pela doenca (YAMAMOTO et al., 2004). O uso empirico de drogas vegetais também
€ um fator relevante e preocupante para a saude publica, pois na maioria das vezes
ndo possuem estudos cientificos de comprovacao de eficicia, além de em alguns
casos serem utilizados para problemas antagénicos, como é o caso da espécie P.
acre a qual existem dados de uso popular para hipotensao e hipertensao.

O excesso de umidade em drogas vegetais promove o desenvolvimento de
microrganismos que podem acarretar na degradacdo dos constituintes quimicos,
além da producdo de enzimas que inviabilizam o seu uso. Fungos toxigénicos,
como os do género Aspergillus, sdo xerofilicos, ou seja, desenvolvem-se mesmo em
baixa umidade, por isso € recomendavel o limite maximo de 14% de umidade nas
drogas vegetais (CIRIO et al., 2003; SIMOES, 2000; YAMAMOTO et al., 2004). O
método utilizado neste trabalho para determinacdo do teor de umidade foi

selecionado visando a dinamica de analise de um laboratério de analise de controle
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de qualidade, sendo o infravermelho vantajoso por ter resposta rapida, favorecendo
assim a analise de um numero maior de amostras. O valor obtido na determinacao
do teor de umidade por infravermelho para a espécie P. acre foi de 6%, e a perda
por dessecacdo em estufa de 12,33%; os respectivos valores para S. carinatum
foram de 7,73% e 9,41%, estando todos de acordo com os valores estabelecidos
pela Farmacopéia Brasileira (1988), que preconiza teor de umidade inferior a 14%,
mostrando-se satisfatério para o controle de qualidade da droga vegetal. Sendo
assim, para a espécie P. acre, € possivel garantir a qualidade dos experimentos
desenvolvidos, principalmente o0s biologicos, desde que a mesma seja
adequadamente armazenada, manipulada, estocada em condi¢cdes especiais de
temperatura, umidade e Iluminosidade apropriada para nao afetar direta ou
indiretamente as caracteristicas da matéria prima (ANVISA, 2005).

Outro parametro de controle de qualidade das drogas vegetais € o ensaio do
teor de extrativos (TE), que indica a quantidade de substancias a serem extraidas
em determinado sistema. Esta analise foi selecionada para complementar a
informacéo sobre os parametros de qualidade da droga vegetal, ja que a extracao
aguosa nao implica necessariamente obrigatoriedade em conter o principio ativo de
acdo biolégica buscado neste trabalho. Os teores de extrativos também estdo
relacionados com fatores ligados a coleta, assim como fatores ambientais e o
acondicionamento deste material. O valor de TE encontrado para a droga vegetal P.
acre foi de 30,8% (m/m) e 33,3% para S. carinatum. Esses valores também estao
relacionados com diferentes fatores ligados ao local de coleta da matéria-prima bem
como periodo e época da coleta (OLIVEIRA et al., 2001)

Ainda dentro dos parametros de controle de qualidade esta o pH. A similaridade
do pH das drogas vegetais P. acre e S. carinatum demonstra que ambas as drogas
possuem carater neutro, sendo estes dados importantes na caracterizacao fisico-
guimica destas espécies.

O teor de cinzas totais € uma técnica que avalia as impurezas inorganicas nao
volateis que podem estar presentes na droga vegetal como contaminantes (SIMOES
et al., 2000). De acordo com a Farmacopéia Brasileira (1988), a porcentagem em
peso de cinzas (%, p/p) é dada pela relacdo entre a massa de droga vegetal e a
média de trés determinac¢des do teor de cinzas totais e foram detectados 13,6% de
cinzas de P. acre e 15,42% de S. carinatum. Por ndo dispor de referéncias sobre
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determinacdo de cinzas totais especificamente para a Polygonum acre e
Synadenium carinatum, estes resultados se tornam importantes no processo de
padronizacado, ja que o teor de cinzas totais sustenta o controle de qualidade por
verificar o teor de impurezas inorganicas nao-volateis da droga vegetal.

Na andlise granulométrica das drogas vegetais P. acre e S. carinatum, péde-se
constatar que os materiais vegetais pulverizados em moinho de facas apresentaram
tamanho médio das particulas entre 0,84 e 0,42 mm, sendo classificados com este
intervalo de diametro pela Farmacopéia Brasileira (1988) como p6 grosso. Particulas
de tamanhos ndo muito pequenos sao mais adequados no processo de percolacao,
pois os pds podem interromper o arraste (LIST; SCHMIDT, 2000). Estes dados sdo
importantes também na padroniza¢do dos processos extrativos.

Os flavondides constituem uma importante classe de polifendis, presentes entre
0s metabdlitos secundarios de vegetais. Sdo compostos derivados da benzo-y
pirona, apresentando a estrutura quimica Cg-C3-Cs. Apresentam-se freqiientemente
oxigenados e na maioria dos casos suas moléculas encontram-se conjugadas com
acucares. Ocorrem no estado livre ou, mais comumente, como O-glicosideos,
embora exista um numero consideravel de C-glicosideos. Os flavonoides podem ser
encontrados em diversas formas estruturais, geralmente constituido de dois anéis
aromaticos ("A" e "B") e uma cadeia de trés carbonos entre elas. Nos compostos
triciclicos ha um anel, chamado "C", de cinco ou seis membros entre 0s anéis
aromaticos "A" e "B". De acordo com as caracteristicas quimicas e biossintéticas, o0s
flavondides sédo separados em diversas classes: chalconas, flavondis, flavonas,
dihidroflavondides (flavanonas e flavanondis), antocianidinas, isoflavondides,
auronas, neoflavonoides, biflavonodides, entre outros. O grupo € conhecido pelos
seus efeitos antiinflamatérios, antialérgicos e vasoprotetores. Rutina e hesperidina
sdo importantes flavondides empregados em tratamentos de fragilidade capilar. As
plantas que possuem este metabodlito apresentam possivel potencial contra raios
ultravioleta, insetos, fungos, virus e bactérias; atraentes de animais com a finalidade
de polinizagdo, antioxidante, no controle de hormdnios vegetais e como agentes
alelopaticos. Comercialmente plantas contendo estas classes de polifendis séo
usadas como pigmentadores de couro, na fermentacdo de chas e ainda possuem
importancia como anticarcinogénico, antiinflamatorio, antialérgico, antiulcerogénico e
antiviral (SIMOES et al., 2000).
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A andlise fitoquimica do extrato etanolico de P. acre demonstra resultado
positivo de presenca de flavondides, referente as reacdes de Taubock, cloreto férrico
e cloreto de aluminio. As reacdes que ndo apresentaram resultados, de Pew e
Shinoda, s&o inespecificas aos flavondides. A reacdo de Taubock pode ser
explicada pela formacédo de quelatos, produzindo um deslocamento batocrémico na
banda | dos derivados do &cido borinico, que sdo compostos obtidos do acido
bérico, com substituicdes na molécula por dois radicais organicos. A reacdo oxalo-
borica, em particular dos flavondis, determina o aparecimento de fluorescéncia
amarelo-esverdeada encontrada na avaliacdo da espécie P. acre. Na reacdo de
cloreto férrico, as solu¢gBes contendo flavonas coram-se de verde-claro, flavonéis e
flavanonas de verde-escuro e chalconas de amarelo, e esta espécie analisada
apresentou caracteristicas de flavonois e flavanonas. Na reacdo de cloreto de
aluminio, obtiveram-se resultados caracteristicos de flavonadis, chalconas e flavonas,
apresentando fluorescéncia amarelada; no caso de presenca de flavanonas, o
resultado seria azul-esverdeado. Para a espécie S. carinatum, obteve-se resultados
positivos das analises do teste de flavondides, os quais correspondem as reacfes
de cloreto férrico e cloreto de aluminio, caracterizando respectivamente a presenca
de flavondis e de flavonois e chalconas. A diversidade de testes de caracterizacao
de flavondides foi fundamentada na busca de uma caracterizacdo segura deste
metabdlito considerando as variacdes existentes.

Os testes de glicosideos cardiotbnicos para S. carinatum resultaram
positivamente em algumas reac¢fes, porém a confirmacdo da presenca de
glicosideos cardiotbnicos exige necessariamente a comprovacao da existéncia de
ndcleo esteroidal, lactona insaturada em C-17 e desoxi-agUcares, no qual se incluem
as reacoes de Pesez e Keller-Killiani, confirmando assim auséncia desta classe de
metabolito (SIMOES et al., 2000).

Nos testes de classificacdo de taninos, a espécie P. acre pesquisada
apresentou taninos condensados, pela coloracdo verde caracteristica na reacdo de
sais de ferro e por apresentar resultados caracteristicos na analise cromatografica
em busca de proantocianidinas, que sdo unidades de flavondides com ligacGes
carbono-carbono, as quais ndo sdo susceptiveis de serem rompidas por hidrolise.
Os taninos além de serem usados tradicionalmente contra moléstias do tipo diarréia,

hipertensdo, reumatismo, hemorragia, feridas, e em processos inflamatorios,
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possuem atividades comprovadas, tais como: bactericida, fungicida, antiviral,
molusquicida e antitumoral (SIMOES et al., 2000). O uso popular mais conhecido da
P. acre ocorre em casos de hemorroidas, no qual, pela presenca de grupos de
taninos, pode haver auxilio no processo de cura de feridas, através da formacao de
uma camada protetora, formando complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo
sobre a pele ou mucosa danificada. Na espécie S. carinatum, os resultados para
taninos foram positivos, correspondendo a reacdo de gelatina (inespecifico) e a
reacao de acetato de chumbo, que caracteriza a presenca de taninos hidrolisaveis.

Na caracterizacdo fitoquimica de produtos naturais a cromatografia € uma das
técnicas mais utilizadas atualmente para o isolamento de metabdlitos secundarios,
sendo a cromatografia em coluna aberta (CC), cromatografia em camada delgada
(CCD) ou CLAE aplicadas primeiramente na etapa de identificacdo (PEREIRA,
AQUINO NETO, 2000). Esta técnica visa a separacdo de misturas em seus varios
componentes. A separacdo cromatografica é de cunho interfacial, sendo que as
superficies imisciveis, fases moével e estacionaria, podem ser gas-solido, gas-liquido,
liquido-liquido e a utilizada neste trabalho liquido-solido por CCD, que consiste na
separacdo dos componentes de uma mistura pela migracédo diferencial sobre uma
camada delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana. A CCD é uma das
técnicas de separacdo mais amplamente utilizadas em laboratérios relacionados a
Quimica de Produtos Naturais (Fitoquimica), analises organicas e organometalicas,
sendo amplamente utilizada devido ao seu alto nivel de reprodutibilidade, rapidez na
separacdo, alta sensibilidade e por ser comparativamente mais viavel
economicamente (SANTOS et al., 2007).

Visando o levantamento dos principais metabdlitos constituintes que possam
ser responsaveis pelas atividades biolégicas aqui analisadas, utilizou-se a técnica de
analise cromatografica em camada delgada nos extratos etandlicos 70% de P. acre
e S. carinatum, e em latex de S. carinatum de acordo com os métodos propostos por
WAGNER (1996), SHARMA E BAKHASHI (1991), MARKHAM (1982), HARBORNE
(1998) e ROBERTSON et al. (1955).

Através do perfil cromatografico dos extratos, resultados positivos foram
obtidos na pesquisa de monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos,
esterdides e flavondides. Derivados cindmicos foram detectados nos extratos
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etandlicos, enquanto proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas s6 foram
detectadas no extrato de P. acre.

A presenca de triterpendides e esterdides nos extratos estudados pode ser
responsavel pela toxicidade desses metabdlitos secundarios (PEREIRA; CASTRO,
2007; ALMEIDA et al., 2002). Alguns diterpenos ionéforos séo altamente conhecidos
pelo seu nivel de toxicidade, sendo cardiotoxicos e provocando tremores,
descordenacdo motora, paralisia, vOmitos, timpanismo, morte por asfixia ou
paralisacdo cardiaca, ndo havendo registro de antidoto descrito (KOBAYASHI et al.,
1990, PLUMLEE, 1992; CRUZ et al., 2001).

Taninos, como 0s encontrados prioritariamente em P. acre, sdo substancias
fendlicas, usadas tradicionalmente por apresentarem atividades bioldgicas,
principalmente os taninos condensados, que séo oligbmeros e polimeros formados
pela policondensacdo de duas ou mais unidades flavanoidicas. A habilidade de
interacdo com ions metéalicos e macromoléculas, e de formacao de complexos com
alcaldides, gelatinas e proteinas confere toxicidade a essa classe de substancias
(SIMOES, 2000; SCALBERT 1991).

A presenca de saponinas como glicosideos de esterdides ou de terpenos
policiclicos na P. acre e S. carinatum equivale as saponinas empregadas
farmaceuticamente como expectorantes e diuréticos. Estudos comprovam a acao
das saponinas como hipocolesterolemiante, pela formacdo de complexo do
colesterol com as saponinas ministradas via oral e pela eliminacdo fecal de acidos
biliares. Ainda ha evidéncias das saponinas nas atividades antiinflamatérias, anti-
helminticas e antivirais, além das atividades sobre membranas celulares,
relacionando sua acdo hemolitica, ictiotoxica e molusquicida (SIMOES et al., 2000).
Saponinas litogénicas e esteroidais também s&o relatadas por sua nao
metabolizacao e toxicidade, por promover fotossensibilizagdo em animais, morte de
peixes e invertebrados aquaticos e propriedade hemolitica in vitro (RIET-CORREA e
MEDEIRQOS, 2001; PEQUENO e SOTO-BLANCO, 2006; EPA, 2004).

A avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo método de difusédo em agar por
“templates” mostrou que o extrato etandlico de S. carinatum e o latex desta espécie
nao apresentaram halos de inibicdo em nenhuma concentragéo utilizada, indicando
auséncia de atividade antimicrobiana. A espécie P. acre, em solucdo com o extrato

etandlico 70% na concentracdo de 300 mg/mL apresentou resultados 66,66%



81

superiores ao controle positivo para Staphylococcus epidermidis e 3% superior para
S. aureus. Em E. coli a atividade obtida correspondeu a 91,17% em relacdo a
ampicilina. Os resultados desta analise, nas concentracdes premeditadas para o
teste, indicam que este extrato possui atividade antimicrobiana apenas em
concentragdes superiores a 300 mg/mL para todas as bactérias testadas, sendo a
maior atividade antibacteriana obtida frente a bactéria Staphylococcus epidermidis.
Comparativamente, Souza e colaboradores (2007), utilizando da mesma técnica
com extrato de Stryphnodendron adstringens, obtiveram atividade bactericida 23,3%
superior ao controle contra a mesma bactéria, e Stefanello e colaboradores (2006),
com o extrato de Gochnatia polymorpha ssp floccosa obteve resultado 70% inferior
ao controle. A menor atividade do extrato de P. acre foi demonstrada frente a
bactéria E. coli.

Na determinacdo da atividade antimicrobiana pela técnica de difusdo em agar
por discos, obteve-se um percentual de inibicdo de 108% dos halos formados pelo
extrato de P. acre (300 mg/mL) com relacdo a ampicilina, contra o microrganismo S.
aureus, corroborando assim com os resultados antes obtidos pelo teste de difusado
em agar por templates. A avaliacdo da atividade do latex de S. carinatum foi
realizada em altas concentracdes, porém novamente nao houve formacéo de halos
de inibicdo, podendo inferir que o latex ndo possui acdo bactericida nestas
condicBes analisadas. Na determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)
pela técnica de diluicdo em tubo, o latex de S. carinatum ndo apresentou atividade
antimicrobiana nas concentragbes utilizadas, o mesmo ocorrendo no teste de
microdiluicéo.

Na andlise de CIM em microplaca, o extrato etandlico de P. acre néo
apresentou atividade antimicrobiana, entretanto, resultados positivos foram obtidos
em todos os demais extratos testados contra S. aureus, havendo concordancia entre
CIM e CBM, o que sugere a possibilidade de acdo bacteriostatica dos extratos
contra esse microrganismo. Também se observou a superioridade de acdo do
extrato cloroférmico de S. carinatum contra S. aureus comparativamente com o0s
outros extratos testados. O microrganismo E. coli demonstrou maior resisténcia
contra os extratos testados, ndo promovendo resultados de atividade bactericida,

sendo o extrato de P. acre o mais ativo contra esta bactéria.
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Nos testes de toxicidade, a dose méaxima utilizada de 2 g/kg foi escolhida
mediante as normas para estudo da Toxicidade e da Eficacia de Produtos
Fitoterapicos, regulamentado pela portaria numero 116/MS/SNVS da ANVISA de
1996. Observou-se aumento de peso e tamanho no figado e pulmdo dos animais
tratados com latex e extrato seco de S. carinatum, e aumento no coracao e pulméao
dos tratados com P. acre, assim como consideravel perda de peso corpdreo nos
tratados com este Ultimo. Péde-se supor que esta droga possa estar provocando
algum tipo de vasoconstricdo ou alteracdo cardiaca que eleve a pressao capilar
pulmonar, levando a um edema agudo de pulméo, que tem como consequéncia a
cardiomegalia (aumento do tamanho do coracdo) e aumento do pulmao. Anélises
adicionais sao necessarias para comprovacao destes efeitos provocados, porém ja é
um indicio importante na caracterizacao da seguranca do uso desta planta.

De modo geral, observou-se em todas as analises de toxicidade aguda que o
segundo dia apds a administracdo da solucdo é o ponto critico de toxicidade,
havendo o maior numero de mortes, sendo este fato comum em casos de
intoxicagdo (SOUSA; IRIGOYEN, 1999; ROZZA et al., 2006, TRAVERSO et al.,
2002).

Os resultados do teste de toxicidade aguda, na dose de 2 g/kg para o extrato
etandlico 70% seco de S. carinatum ndo mostraram toxicidade aguda, considerando
a dose maxima permitida pela ANVISA.

O extrato de P. acre apresentou taxa de mortalidade de 30% na dose de 1 g/kg,
e ndo apresentou toxicidade aguda na dose de 0,5 g/kg, porém isso nao significa a
seguranca de seu uso nesta concentracdo, tampouco auséncia de toxicidade. Ainda
na dose de 1 g/kg, observou-se a formacdo de tumores de grande porte, ou
desenvolvimentos glandulares, na regidao escapular subepidérmica, supero-lateral
esquerdo ao figado, chegando a 0,65 g cada um, provocando deformidades
localizadas e dificuldade de locomocao no animal. Os desenvolvimentos celulares
irregulares, assim como todos os Orgaos extraidos, estdo sendo analisados por
patologistas para melhor compreenséo dos dados obtidos.

Na avaliagcdo da toxicidade do latex de S. carinatum puderam-se comprovar
alteragbes no nivel de toxicidade das solugbes ministradas de acordo com a
metodologia de extracdo utilizada, sendo que o material com menos tempo de

contato com o ar, e mais bem acondicionado, possui potencial toxico elevado.
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Na mensuracdo de massas dos 6rgaos retirados no teste de toxicidade aguda,
observou-se cardiomegalia em todos 0s animais que receberam as amostras teste,
destacando-se o extrato de P. acre a 2 g/kg com ganho de 34,02%; na andlise do
figado houve o mesmo ocorrido, sendo 0 maior ganho de massa encontrado na
analise com S. carinatum apresentando 23,88%. Todos o0s rins analisados
apresentaram perda de peso, e os pulmdes houve casos de ganho e perda de
massa. A maior variancia encontrada foi apresentada pelos pancreas dos animais
tratados com P. acre a 1 g/kg, apresentando aumento de massa de 249,51% com
relacdo a media do controle.

Na avaliacdo da citotoxicidade dos extratos de P. acre e S. carinatum pdde-se
observar indice de toxicidade 50% no extrato etandlico de P. acre a partir de 100
png/mL, corroborando com os dados ja apresentados de toxicidade aguda no
presente trabalho. Os resultados de citotoxicidade dos extratos das folhas de S.
carinatum também apdiam os encontrados no teste de toxicidade aguda, nédo
apresentando indice de citotoxicidade 50% nas concentracdes testadas.

As analises toxicas e citotoxicas buscam resguardar a seguranca relativa do
uso popular das drogas vegetais, podendo resultar em dados para sustentacao
deste uso. Este € o caso do uso da quebra-pedra (Phyllanthus amarus) que
demonstrou baixa toxicidade e citotoxicidade de acordo com Faria e colaboradores
(2004). Ao contrério, tais estudos podem resultar em antagonismo ao uso popular,
como € o caso demonstrado neste trabalho por P. acre, apresentando toxicidade e
citotoxicidade relevantes.

Observou-se na avaliagdo da capacidade de sequestro de radicais livres que
apenas o extrato cloroformico de S. carinatum n&o demonstrou atividade
antiradicalar, sendo os demais extratos efetivos desta atividade.

Todos o0s extratos foram aprovados quanto ao controle de qualidade
microbiolédgico. Deve ser ressaltado que os chas sao consumidos apos fervura em
agua, o que significa provavel reducdo microbiana, entretanto, a droga vegetal S.
carinatum é utilizada popularmente através do consumo direto via oral, e a espécie
P. acre é de uso tépico aumentando a importancia do controle microbiol6gico nestes
casos.

O levantamento fitoquimico de plantas brasileiras, a avaliagdo de suas

atividades e a seguranca de seu uso em testes in vivo SA0 0s primeiros passos para
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a valoracéo da flora brasileira quanto ao seu potencial farmacéutico, e estes estudos
devem ser incentivados a fim de reduzir a biopirataria internacional de plantas, levar
a geracdo de farmacos com menor custo, além de ressaltar a importancia da

preservagao do meio ambiente.
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7 CONCLUSAO
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> Testes fitoquimicos indicaram a presenca de flavonoides, taninos, saponinas,
mono, sesqui e diterpenos, e derivados cinamicos nas espécies P. acre e S.
carinatum, enquanto que apenas a espeécie P. acre respondeu positivamente quanto
a presenca de proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas.

> A baixa concentracdo de flavondides pode ser responsavel pela falta de
atividades biologicas.

> A alta toxicidade encontrada no latex de S. carinatum e no extrato de P. acre
pode estar relacionada com a presenca de taninos, triterpendides e esterdides.

> Na avaliagdo da atividade antimicrobiana através do método de difusdo em
agar e da técnica de Concentracao Inibitéria Minima, a espécie P. acre apresentou
atividade antimicrobiana nas concentracfes de 300 mg/mL, enquanto a atividade
antimicrobiana para os extratos de S. carinatum néo foi evidenciada.

> Nos testes de toxicidade aguda, pode-se observar que na dose de 2 g/kg, o
extrato etandlico 70% de P. acre apresentou taxa de mortalidade de 50%,
apresentando nesta concentracdo a dose letal 50, enquanto o extrato etandlico 70%
de S. carinatum nao possui toxicidade nesta metodologia aplicada. Na dose de
1g/kg, o extrato etandlico 70% de P. acre apresentou taxa de mortalidade de 30%,
enquanto o latex de S. carinatum levou a 100% de morte os camundongos. O
extrato etandlico seco 70% de P. acre ndo apresentou toxicidade aguda na dose de
0,5 g/kg. Os resultados obtidos nos experimentos de toxicidade fundamentam a
importancia da avaliacdo de seguranca na utilizacdo de fitoterapicos.

> Os resultados de citotoxicidade corroboram com a avaliacdo de toxicidade
aguda caracterizando o potencial de citotoxicidade 50% apenas com 0 extrato
etandlico 70% de P. acre na concentracdo de 100 pg/mL.

> Na avaliacdo da capacidade de sequestro de radicais livres o extrato etandlico
70% de S. carinatum, e os extratos etanodlico 70% e cloroformico de P. acre,
apresentaram potencial antiradicalar excetuando o extrato cloroférmico de S.
carinatum.

> O controle microbiolégico de qualidade mostrou que 0os mesmos poderiam ser
usados para outras finalidades como o monitoramento de possiveis contaminagdes
dos produtos fitoterapicos, assegurando melhor qualidade destes e maior seguranca

ao consumidor
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