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Resumo 1

1. RESUMO

SALVI JUNIOR, A. “Schinus terebinthifolius Raddi: estudo anatdmico e histoquimico
das folhas e investigacdo do potencial farmacéutico do extrato etandlico e suas fracGes”.
Araraquara, 2009. (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho” - UNESP.

Schinus terebinthifolius Raddi, pertence a familia Anacardiaceae, é popularmente denominada
como aroeira-vermelha. Trata-se de uma espécie nativa da América do Sul, especialmente do
Brasil, Paraguai e Argentina. No Brasil ocorre ao longo da Mata Atlantica desde o nordeste
até o sul do pais. Consta oficialmente na primeira edicdo da Farmacopeia Brasileira, a qual
designa as cascas do tronco como seu farmacdgeno, embora estudos revelem que folhas e
frutos tambeém podem ser utilizados como fonte de substancias ativas e, devido a este fato,
desperta um grande interesse para a pesquisa. Na literatura é citada como cicatrizante, anti-
inflamatdria, antioxidante, antitumoral e antimicrobiana. Este trabalho teve como objetivos:
descrever a anatomia da regido mediana de foliolos de Schinus terebinthifolius; realizar testes
histoquimicos nas folhas da espécie com fins de caracterizacdo preliminar de constituintes
quimicos de interesse; realizar o estudo granulométrico da droga vegetal pulverizada
proveniente do processo de moagem de folhas de S. terebinthifolius; estabelecer a
caracterizagdo fisico-quimica da droga vegetal; realizar a andlise fitoquimica preliminar do
extrato e fragbes obtidas; e, avaliar a atividade antimicrobiana do extrato e das fragdes
utilizando-se a técnica de microdiluicdo em placas. Os resultados da anatomia revelaram as
formas das estruturas celulares das folhas e os tipos de inclusdes celulares presentes; na
anélise histoquimica e triagem fitoquimica identificou-se a presenca de grupamentos
fendlicos, flavonoides e taninos, terpenoides e saponinas de interesse farmacoldgico; na
caracterizacdo fisico-quimica destacou-se importantes informacdes para o estabelecimento
dos parametros referentes ao controle da qualidade da droga; na atividade antibacteriana, o
extrato e suas fragcdes, mostraram-se efetivos frente a Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Bacillus subtilis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Em fungdo dos
resultados encontrados, pode-se concluir que as folhas da aroeira-vermelha apresentam
metabolitos ativos com potencial para o desenvolvimento de fitoterapicos.

Palavras-chave: Schinus, aroeira-vermelha, anélise histoquimica, avaliagdo farmacogndstica,

atividade antibacteriana.
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Abstract 2

2. ABSTRACT

SALVI JUNIOR, A. “Schinus terebinthifolius Raddi: anatomical and histochemical study
of the leaves and research of pharmaceutical potential of the ethanolic extract and its
fractions”. Araraquara, 2009. (Master in Pharmaceutical Sciences) Univ. Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho” - UNESP.

Schinus terebinthifolius Raddi, belongs to the Anacardiaceae family, is popularly known as
Brazilian pepper. It is native from South America, especially Brazil, Paraguay and Argentina.
In Brazil it occurs along the Atlantic Forest from the northeast to the south. Officially listed in
the first edition of the Brazilian Pharmacopoeia, which means the bark of the trunk as its
pharmacogens, although studies show that fruits and leaves can also be used as a source of
active substances, and due to this fact, arouses a great interest for search. The literature cited
as healing, anti-inflammatory, antioxidant, antitumor and antimicrobial activities. This study
aimed to describe the anatomy of the middle region of leaves of Schinus terebinthifolius;
perform tests histochemical in leaflets of the species for purposes of preliminary
characterization of chemical constituents of interest; perform the study granulometric to the
sprayed drug plant from the process of grinding the leaves of S. terebinthifolius; establish the
physical-chemical characterization of the drug plant; perform the preliminary phytochemical
analysis of extract and fractions obtained; and, to evaluate the antimicrobial activity of the
extract and the fractions using the microdilution plates. The results of the anatomy revealed
the forms of cellular structures of the leaves and the types of cellular inclusions present; the
histochemical analysis and phytochemical screening could identified the presence of phenolic
groups, flavonoids and tannins, terpenoids and saponins of pharmacological interest; in
physical-chemical characterization to be detached important information for the
establishment of the parameters concerning to quality control of drug; of the antibacterial
activity, the extract and the fractions were shown to be effective against the Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa..
Given these results, it can be concluded that the leaves of Brazilian pepper shows of active
metabolites with potential for the development of a herbal medicine.

Keywords: Schinus, Brazilian pepper, histochemical analyses, pharmacognostic assessment,

antibacterial activity.
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3. INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos naturais como recurso terapéutico é tdo antiga quanto a
civilizacdo humana e, por muito tempo, produtos minerais, vegetais e animais constituiram o
arsenal terapéutico (EISENBERG et al., 1998). Além disso, pelo seu paralelo com o
desenvolvimento da cultura humana, foi e ainda é acompanhada por significados maégico-
religiosos e visdes peculiares de saude e doenca (RATES, 2001).

A utilizacdo de plantas medicinais vem atingindo um puablico cada vez maior. O
retomo a medicina natural ou tradicional requer um posicionamento muito firme dos meios
académicos. E fato preocupante, o uso indiscriminado de plantas medicinais sem qualquer
conhecimento fitoquimico, farmacoldgico e toxicoldgico. Isto vem acontecendo com a
maioria das espécies vegetais consumidas pela populacio (BALLVE et al., 1995). A
fitoterapia existe principalmente no mercado informal, o que representa grande perigo a satde
da populacdo (BENDAZZOLLI, 2000).

A identificacdo correta das espécies, sua forma de uso, controle de qualidade e
mecanismo de acdo, também constituem questdes a serem resolvidas. A identificacdo dos
vegetais proporciona aos laboratérios especializados (ervanérios, farmacias de manipulacéo,
industrias de fitoterapicos, estabelecimentos de ensino farmacéutico) condigcdes para
efetuarem sua preparacdo, comercializacdo ou estudo, com seguranca alicercada em
conhecimento cientifico (BALLVE et al., 1995).

O uso de plantas medicinais, especialmente na América do Sul, contribui
significativamente para os cuidados basicos com a saude. Para o tratamento de infeccdes
comuns, muitas plantas sdo utilizadas no Brasil na forma de extrato bruto, infusbes ou
emplastros, sem nenhuma evidéncia cientifica de sua eficacia (PESSINI et al., 2003). Existem
casos em que as preparacOes utilizando o extrato bruto sdo mais eficazes do que aquelas
preparadas com quaisquer de seus principios ativos isolados (MATQOS, 2000).

Inegavelmente, as plantas medicinais e os fitoterapicos apresentam papel importante
na salde das pessoas, pois cerca de 25% dos medicamentos prescritos mundialmente sdo de
origem vegetal (OMS, 1991; RATES, 2001).

Segundo a OMS, plantas medicinais sdo todas aquelas silvestres ou cultivadas,
utilizadas como recurso para prevenir, aliviar, curar ou modificar processos fisioldgicos,
patolégicos ou ndo, ou ainda empregadas como fonte de farmacos ou de seus
precursores/derivados. Os fitoterapicos sdo produtos medicinais acabados e etiquetados, cujos

componentes ativos sdo moléculas obtidas da extracdo de drogas vegetais (partes aéreas ou

Ademir Salvi Junior



Introducéo 4

subterraneas de plantas, ou outro material vegetal, ou combinacdes destes, em estado bruto ou
em formas de preparacdes vegetais) (OMS, 2000; RATES, 2001).

O conhecimento sobre as plantas sempre tem acompanhado a evolucdo do homem
através dos tempos. As primitivas civilizagdes cedo se aperceberam da existéncia, ao lado das
plantas comestiveis, de outras dotadas de maior ou menor toxicidade que, ao serem
experimentadas no combate a doenca, revelaram, embora empiricamente, o seu potencial
curativo. Toda essa informacdo foi sendo, de inicio, transmitida oralmente as geracdes
posteriores, para depois, com 0 aparecimento da escrita, passar a ser compilada e guardada
como um tesouro precioso (CUNHA, 2005).

O Brasil possui uma das maiores diversidades vegetais do mundo e inumeras
experiéncias vinculadas ao conhecimento popular das plantas medicinais e tecnologia para
correlacionar o saber popular e cientifico (ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006; SANTOS
et al., 2009).

Com o propoésito de se obter as informacdes necessarias sobre plantas para fins
medicinais, etnofarmacognostas estdo atualmente empenhados nesses estudos devido ao risco
eminente da perda total de tais conhecimentos empiricos, considerando-se o que esta
acontecendo em diversas regides do globo, onde a rapida mudanca do modo de vida de
sociedades esta provocando o desaparecimento da sua medicina popular, que se apoia, quase
sempre, em floras muito importantes. Enquadradas nesta problematica, ha um esforco
sistematico para o estudo de espécies empregadas na medicina popular (CUNHA, 2005).

H& sistemas terapéuticos, de importdncia mundial, que empregam plantas no
tratamento das doencas (CUNHA, 2005). Em casos especificos, a aplicacdo dependera
diretamente da concentracdo e composicdo quimica de metabdlitos secundarios presentes, 0s
quais podem variar significativamente seu perfil em funcdo de fatores como estado
fitofenoldgico, fatores geogréficos (localizacdo), ecolédgicos (habitat), variabilidade genética
(expressa pelos quimiotipos), processo de extracdo empregado, entre outros (BANDONI,
2000; MOURA et al., 2007).

Os flavonoides, taninos e 6leos essenciais, metabdlitos secundarios presentes na S.
terebinthifolius, mostram-se de grande valia, destacando-se com aplica¢do nas industrias de
medicamentos, cosméticos e perfumaria, industrias de alimentos (como flavorizantes,
antioxidantes e corantes de alimentos e bebidas) e industrias de curtimento de couro
(LAWRENCE, 1984; QUEIRES e RODRIGUES, 1998; ALLARDICE et al., 1999; TOSS et
al., 2008).
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4. OBJETIVOS

Os objetivos foram tracados para fornecer informacdes Uteis para a identificacdo de
Schinus terebinthifolius, bem como propor pardmetros de controle de qualidade da droga
vegetal originada de folhas e, ainda, avaliar o potencial antibacteriano da espécie. Para atingi-

los foi possivel:

+ Descrever a anatomia da regido mediana de foliolos de Schinus terebinthifolius;

* Realizar testes histoquimicos nas folhas da espécie com fins de caracterizagédo

preliminar de constituintes quimicos de interesse;

* Realizar o estudo granulométrico da droga vegetal pulverizada proveniente do

processo de moagem de folhas de S. terebinthifolius;

+ Estabelecer a caracterizacéo fisico-quimica da droga vegetal;

+ Realizar a analise fitoquimica preliminar do extrato e fracdes obtidas;

+ Auvaliar a atividade antibacteriana do extrato e das fragdes utilizando-se a técnica de

microdiluicdo em placas.
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CAPITULO |

SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS RADDI

= —_—— = =

1. Introducgéo

Muito conhecida dos brasileiros por suas potencialidades medicinais - e por isso
também rica em denominacdes populares - a aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) pertence
a familia Anacardiaceae e é popularmente denominada como aroeira-vermelha. Nativa da
América do Sul, ocorre no Brasil em regides de Mata Atlantica, remanescentes ou
reflorestadas, desde o Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul. Consta na primeira edi¢ao
da Farmacopeia Brasileira, a qual designa as cascas do troco como seu farmacogeno. No
entanto, suas folhas tém despertado interesses farmacoldgicos como fonte de principios
ativos. Na etnobotanica e em resultados de ensaios farmacoldgicos é citada como cicatrizante,
anti-inflamatoria, antioxidante, antitumoral e antimicrobiana. Figueiredo (2009) aponta que na
década de 60, Geraldo Vandré fez uma citacdo a arvore nos versos de uma cancao
considerada subversiva, denominada Arrueira, que constou nas listas dos censores do governo

ditatorial como uma provocagao e estimulo contra o regime militar de entéo.

“Madeira de dar em doido vai descer até quebrar
E a volta do cip6 de aroeira no lombo de quem mandou dar”

(Arrueira - Geraldo Vandre)

1.1. Classificacdo taxondmica e sistematica

Ao publicar, em 1673, a “Histoire General des Drogues” o farmacéutico Pierre Pomet,
adotou a classificacdo e a descricdo taxonOmica, para complementar uma identificacdo
boténica mais precisa e estavel, resolvendo problemas da origem e da descri¢do dos caracteres
das plantas ou dos 6rgdos utilizados, encorajando, a partir desta época, o estudo das plantas
para a aplicacdo no tratamento de doencas (CUNHA, 2005).

Schinus terebinthifolius Raddi pertence a familia Anacardiaceae a qual é representada
por 70 géneros e cerca de 600 espécies de arvores e arbustos, conhecidos por serem frutiferos
e apresentarem madeira de boa qualidade (PIO CORREA, 1984). Esta familia esta distribuida

principalmente em regides tropicais e subtropicais, com alguns representantes em zonas
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temperadas. Apresenta importancia econémica para a producdo de taninos e resinas, bem
como de alimentos, com alguns frutos comestiveis. Muitas espécies sdo cultivadas para
ornamentacdo. Alguns membros desta familia possuem tecidos resinosos, resina esta, as
vezes, irritante para a pele. (FAMILIA Anacardiaceae, 2009).

O género é chamado de Schinus, nome grego para a arvore Mastic (Pistacia lentiscus),
a qual se assemelha. Compreende cerca de 30 espécies nativas para a América do Sul
(FAMILIA Anacardiaceae, 2009). Ao longo dos tempos tem havido um nimero razoavel de
reclassificacbes no ambito deste género e anteriores designacgdes incorretamente continuam a
ser utilizada por aqueles desconhecidos das mudancas, inclusive, em alguns casos, 0s
departamentos governamentais e até mesmo livros didaticos (SCHINUS, 2008a). Cabe
ressaltar que cerca de 25% dos géneros dessa familia sdo conhecidos como toxicos e
causadores de dermatite de contato severa (CORREIA et al., 2006). Entre as aroeiras ha
algumas que apresentam acdo irritante para a pele, porém nao esta, a aroeira-vermelha, que
também é conhecida como aroeira-mansa (AROEIRA vermelha, 2009b).

Schinus terebinthifolius Raddi € uma espécie nativa da América do Sul, especialmente
do Brasil, Paraguai e Argentina (DEGASPARI et al., 2005). E encontrada em algumas partes
da América Central e algumas regides da Europa, Africa, Asia e, nos Estados Unidos, ocorre
no Havai, nos Estados da California, do Arizona e da Florida onde foi introduzida para fins
ornamentais. No Brasil, ocorre espontaneamente na costa litoranea, em areas remanescentes
da Mata Atlantica, e em outros tipos de formagfes vegetais, devido a sua grande plasticidade
ecologica (BAGGIO, 1988; LORENZI e MATOS, 2002; SANTOS et al., 2007,
CARVALHO-MACHADO, 2008). A espécie é encontrada desde a planicie costeira até
altitudes de 1.100 m a 1.200 m (BAGGIO, 1988).

Dentro de sua amplitude ambiental, a espécie apresenta distintas formas de
crescimento, com ecOtipos de porte, variando desde pequenos arbustos (50 a 60 cm) até
arvores com 15 metros de altura (REITZ et al., 1983).

Sdo muitas as plantas conhecidas com o0 nome de aroeira ou arrueira, nome de varias
espécies de plantas da familia Anacardiaceae (AROEIRA, 2008), e pelos nomes populares
que carregam deixam transparecer que se trata de espécies espalhadas pelo pais afora
(AROEIRA brasileira, 2009). Especificamente Schinus terebinthifolius Raddi, a aroeira-
vermelha, é nativa do Brasil e consta oficialmente na Farmacopeia Brasileira de 1929. E
também, conhecida popularmente como: aroeira-brasileira, aroeira-branca, aroeira-negra,
aroeira-da-praia, aroeira-do-brejo, aroeira-do-iguapé, aroeira-do-campo, aroeira-do-parana,

aroeira-do-sertdo, aroeira-mansa, aroeira-pimenteira, aroeira-precoce, aguara-yba, aguaraiba,
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balsamo, cabui, cambui, corneiba, fruto-do-sabia e pimenta-rosa (PHARMACOPEIA, 1929;
SCHINUS, 2008b; AROEIRA mansa, 2009; AROEIRA vermelha, 2009a). E designada
também pelas de suas sinonimias botanicas: Schinus mucronulata, Schinus weinmanniifolius,
Schinus riedeliana, Schinus selloana, Schinus damaziana, Schinus raddiana (AROEIRA
mansa, 2009), Astronium juglandifolium Griseb., Astronium urundeuva (Fr. All.) Engl.
(AROEIRA vermelha, 2009a). As denominagfes internacionais utilizadas sdo: Brazilian
pepper, Brazilian holly, Brazilian pepper tree, Christmas berry e Florida holly (EUA),
Mexican pepper, pimienta de Brasil (Porto Rico), faux poivrier e poivre rose (Franga),
Rosapfeffer (Alemanha), warui (Ilhas Fiji) (SCHINUS, 2008d).

1.2. Aspectos botanicos

A aroeira-vermelha (Figura 1) é uma arvore didica, de pequeno porte e de folhas
perenes. Ocorre em varias formacdes vegetais, sendo mais comum em beiras de rios, corregos
e em varias varzeas Umidas de formacdo secundaria, contudo cresce também em terrenos
secos e pobres (LORENZI, 2000).

Figura 1: Aspectos morfoldgicos de aroiera-vermelha (Schinus terebinthifolius) A: exemplar cultivado em vaso
para ornamentacdo de interiores; B: detalhe da inflorescéncia e das folhas; C: frutos maduros.

O fuste € geralmente curto e tortuoso, sustentando uma copa arredondada, pouco densa
e atraente, principalmente quando ha floracdo (pequenos cachos de flores brancas) e
frutificacdo (cachos de frutos globulosos, vermelhos) (REITZ et al., 1983). Sua madeira,
muito pesada (densidade 1,19 g/cm®), de grande resisténcia mecanica e praticamente
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imputrescivel (AROEIRA vermelha, 2009a), tem sido utilizada na forma de mourdes, cercas,
lenha e carvdo (ALLARDICE et al., 1999).

A casca, em sua superficie externa, € de cor pardo-acinzentada, profundamente
fendida no sentido longitudinal e um tanto no sentido transversal, muito rugosa, recoberta
muito irregularmente de manchas mais claras e apresenta de longo em longo placas de
liguens; a face interna é estriada longitudinalmente e de cor pardo-avermelhada; esta casca €
impregnada de matéria resinosa, que aparece frequentemente em sua superficie (AROEIRA,
1929).

As folhas sdo compostas, alternadas, imparipinadas, com 2,5 a 12 cm de comprimento
e possuindo de 3 a 13 (normalmente 7 a 11) foliolos elipticos-oblongos, com superficies
superiores verde-escuras e superficies inferiores verde claras e margens dentadas, com
nervuras claras; tém, como detalhe principal, raquis aladas. As flores sdo pequenas e dispostas
em inflorescéncias axilares e terminais do tipo racemo, ostentando sépalas de formas
triangulares a lanceoladas com margens ciliadas. Ambas as flores, masculinas e femininas,
ocorrem em pedicelos e tém basicamente a mesma estrutura. O florescimento ocorre
principalmente durante os meses de setembro a janeiro, surgindo pequenas flores de coloragéo
branco-esverdeadas, aromaticas e meliferas, e devido a este fato sdo muito atrativas para as
abelhas, o que as tornam muito importantes para a apicultura. O pdlen abundante pode
provocar reacOes alérgicas e irritacbes em pessoas sensiveis. (REITZ et al., 1983;
SANCHOTENE, 1985; FERRITER, 1997; ALLARDICE et al.,, 1999; LORENZI, 2000;
DEGASPARI et al., 2005; SANTOS et al., 2007; SCHINUS, 2008b; SCHINUS, 2008c;
AROEIRA brasileira, 2009; AROEIRA mansa, 2009).

As arvores de S. terebinthifolius frutificam predominantemente no periodo de janeiro a
julho (LORENZI, 2000). Seus frutos sdo pequenos, possuindo um formato arredondado, do
tipo drupa e apresentam coloragdo verde no inicio e depois se tornam rosadas a avermelhadas
e brilhante, reunidos em cachos pendentes; apresentam polpa avermelhada e comestivel,
tornando a aroeira muito procurada e preferida pela avifauna. Na Florida, seus frutos sédo
utilizados para decoracdo de natal, o que lhe conferiu a denominacdo de Christmas Berry. A
pequena semente do fruto da aroeira-vermelha, redonda e lustrosa é Gnica, marrom escura
medindo cerca de 3 mm de diametro. Inscreve-se entre as muitas especiarias existentes e que
sdo utilizadas essencialmente para acrescentar sabor e refinamento aos pratos da culinaria
universal. O sabor suave e levemente picante e adocicado do fruto da aroeira-vermelha, bem
como sua bonita aparéncia, de uso decorativo permite 0 seu emprego em variadas

preparacOes, podendo ser utilizada na forma de grdos inteiros ou moidos. No entanto, é
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especialmente apropriada para a confecgdo de molhos que acompanham as carnes brancas, de
aves e peixes, por ndo sobrepor o seu gosto sutil (USP, 2002). Introduzida na cozinha
europeia, € muito popular na Franca, onde € utilizada na ornamentacdo e como tempero de
preparacdes culinarias, com o0 nome de poivre rose (pimenta-rosa); considerado um tipo de
pimenta doce (REITZ et al., 1983; SANCHOTENE, 1985; FERRITER, 1997; LORENZI,
2000; DEGASPARI et al., 2005; SANTOS et al., 2007; SCHINUS, 2008b; AROEIRA
brasileira, 2009; AROEIRA mansa, 2009). Seu sabor € parecido com o da pimenta do reino,
sendo um pouco mais suave, aromaticos, adocicados e, a0 mesmo tempo, levemente
apimentados (AROEIRA vermelha, 2009b; FIGUEIREDO, 2009).

A propagacéo se da por sementes e, certamente, por estaquia a partir de segmentos da
raiz e do caule. O crescimento é relativamente rapido, podendo atingir 1,0 m de altura no
primeiro ano (SANCHOTENE, 1985).

A aroeira-vermelha € uma arvore bastante interessante e muito utilizada para
arborizacao urbana. Seu porte médio e a frutificagdo ornamental, aliadas a beleza e rusticidade
da planta, fazem com que ela seja uma excelente escolha para o paisagismo, prestando-se
como arvoreta e para a formacgéo de cercas-vivas. Ela também € indicada para reflorestamento
de &reas degradadas e mata ciliar, pois é uma arvore pioneira. A aroeira-vermelha é
considerada como planta invasora em muitos paises onde é exdtica, devido a facilidade de
propagacao (AROEIRA mansa, 2009; FIGUEIREDO, 2009).

1.3. Aspectos fitoquimicos

As principais caracteristicas morfo-histologicas e quimicas da espécie Schinus
terebinthifolius Raddi, com vistas ao seu reconhecimento laboratorial como droga, sdo
referentes as partes da planta utilizada e sua relacdo a presenca de classes de metabdlitos
secundarios (JORGE e MARKMANN, 1996). Segundo a Farmacopeia Brasileira (1929), a
parte do material vegetal a ser utilizado € a casca, embora estudos revelem que além das
cascas, folhas e frutos também podem ser utilizados como fonte de substancias e, devido a
este fato, desperta um grande interesse para a pesquisa.

O interesse pela espécie se da pelo seu metabolismo secundario que produz diversos
compostos ativos entre outros compostos. Os estudos fitoquimicos de S. terebinthifolius
detectaram a presenca de compostos fendlicos simples, flavonoides e taninos, Oleos
essenciais, esterdides, triterpenos, antraquinonas e saponinas na espécie (LAWRENCE, 1984;
JORGE e MARKMANN, 1996; QUEIRES e RODRIGUES, 1998; LIMA et al., 2006).
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Estudos ja desenvolvidos detectaram que tanto as cascas como as folhas revelaram-se
igualmente ricas em taninos e em o6leos essenciais. A Unica diferenca substancial entre a
composicao quimica de ambas € no que se refere a presenca de flavonoides e saponinas, as
quais se destacaram nas cascas (JORGE e MARKMANN, 1996). Verificou-se também a
presenca de compostos fendlicos nos frutos; extratos obtidos a partir destes apresentaram
quantidade significativa de flavona apigenina (o qual justifica a coloragdo amarelada), acido
elagico e também flavanona naringina (DEGASPARI et al., 2005).

Os 0leos essenciais sdo ricos em mono e sesquiterpenos e apresentaram diferengas na
proporcdo relativa dessas substdncias. Estudos apresentaram, com a obtengdo do Oleo
essencial de folhas, compostos quimicos majoritarios distintos, como sabineno, a-pineno, B-
pineno, cariofileno, germacreno-D, biciclogermagreno, trans-cariofileno e limoneno
(MOURA et al., 2007; SANTOS et al., 2007). Sendo também identificados, em relacdo ao
0leo essencial obtido de frutos maduros, predominantemente, 0s monoterpenos: a.-3-careno e
o-pineno, e 0s sesquiterpenos: P-gurjuneno, cis-B-guaieno, trans-B-guaieno, a-muuroleno,

trans-calameno, cubenol e epi-a-muurolol (GEHRKE et al., 2007).

1.4. Aspectos etnobotanicos e farmacoldgicos

As investigagdes etnofarmacoldgicas e etnobotanicas tém sido a principal abordagem
reconhecida por cientistas em todo o mundo, como uma estratégia de selecdo de plantas
medicinais (ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006; SANTOS et al., 2009).

Quase todas as partes de S. terebinthifolius, incluindo folhas, cascas, frutos, sementes,
resinas, e oleoresina (ou balsamo), tém sido utilizada medicinalmente pelos povos indigenas
em todas as regides tropicais (PANETTA e MCKEE, 1997). As partes utilizadas de S.
terebinthifolius que apresentam propriedades medicinais séo as cascas, as folhas e os frutos e,
0 seu emprego correto para fins terapéuticos pela populacdo em geral, requer o seu uso
selecionado por sua eficacia e seguranca terapéuticas, baseadas na tradicdo popular ou
cientificamente validadas como medicinais. E fundamental que a escolha do material a ser
utilizado, das formas corretas de preparacdes e administracdo de seus produtos sejam
destinados para o seu uso, conforme o caso, em preparac¢des diversas para serem ingeridas,
ditas de uso interno e em outras preparac¢des para uso na pele ou nas mucosas das cavidades
naturais, ditas como uso externo (LORENZI e MATOS, 2002).
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A literatura etnoboténica cita o uso das cascas, com base na tradigdo popular, na forma
de cozimento (decocto), especialmente pelas mulheres, em banhos de assento apos o parto e
como anti-inflamatério e cicatrizante, ou como medicacdo caseira contra febre e para o
tratamento de doencas do sistema urinério e do aparelho respiratorio, bem como nos casos de
hemoptise (expectoragdo sanguinea ou sanguinolenta), afeccBes e hemorragias uterinas
(BRAGA, 1960; LORENZI, 1992; GRUENWALD et al., 2000). Da casca, extrai-se 0 0leo
empregado contra tumores e doencas da cornea (DEGASPARI et al., 2005). Segundo Santos e
colaboradores (2009), em um estudo etnobotanico de plantas medicinais para problemas
bucais, destacou-se a aroeira dentre as mais vendidas pelos raizeiros, devido aos relatos de
uso sobre a atividade cicatrizante e anti-inflamatoria em afeccdes bucais.

Com base no uso tradicional e farmacoldgico e clinico o extrato das cascas pode ser
usado no tratamento topico de ferimentos da pele, de mucosas em geral e nos casos de
cervicites (ferida no colo do utero) e cervicovaginites (WANICK e BANDEIRA, 1974) e
também de hemorroidas inflamadas; na forma de gargarejos ou bochechos com o decocto para
afeccBes gengivais e da garganta, podendo ser ingerido para combater a azia e a gastrite
(MATOS, 2002). Esta atividade pode ser util para estudos quimico-estruturais e
farmacoldgicos, bem como & sintese de novos anti-inflamatérios como alternativa aos que
provocam irritagdo gastrica (JORGE e MARKMANN, 1996).

Além das cascas, as folhas também sdo usualmente preparadas na forma de decocto
com finalidade expectorante, antisséptica, antidiarréica e cicatrizante (PACIORNIK, 1990;
RODRIGUES e CARVALHO, 2001; DI-STASI, 2002; LORENZI e MATOS, 2002;
MATQOS, 2002). Em muitos estudos in vitro, extratos de folhas da aroeira brasileira
demonstram acdo antiviral contra virus de plantas e apresentam ser citotoxicos contra alguns
tipos de canceres (AROEIRA brasileira, 2009).

As folhas e frutos sdo adicionados a agua de lavagem de feridas e Ulceras, para
limpeza de pele e de acdo bactericida, embora a eficacia e a seguranca do uso destas
preparacbes ndo tenham sido, ainda, comprovadas cientificamente (BRAGA, 1960;
LORENZI, 1992; GRUENWALD et al., 2000).

Em anélises laboratoriais, assim como o extrato das folhas, os 6leos essenciais, tanto
das folhas quanto do fruto, ttm demonstrado acdo fungicida - contra candida (in vitro) - e,
uma atividade antimicrobiana em estudos clinicos. O 0leo essencial das folhas e dos frutos é
indicado em distlrbios respiratorios, pois contém alta concentragio de monoterpenos. E eficaz
em micoses, candidiase (uso local) e alguns tipos de protozoarios intestinais. Age também

como auxiliar no tratamento de alguns tipos de tumores/canceres (carcinoma, sarcoma, dentre
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outros) e como agente antiviral e anti-bactericida. Possui acdo regeneradora dos tecidos e €
util em escaras, queimaduras e problemas de pele (DEGASPARI et al., 2005; AROEIRA
brasileira, 2009). O dleo essencial também ¢é indicado, externamente na forma de gel, locdes
ou sabonetes, para limpeza de pele, coceiras, espinhas (acne), manchas, desinfeccdo de
ferimentos, micoses e para o banho diario (AROEIRA brasileira, 2009).

Os resultados dos ensaios farmacologicos de S. terebinthifolius, em diferentes
modelos, registraram a existéncia de propriedades cicatrizantes, anti-inflamatérias
(GAZZANEQO et al., 2005), antioxidante (VELASQUEZ et al., 2003; EL-MASSRY, 2009),
antitumoral (QUEIRES et al., 2006) e antimicrobiana incluindo nesta acdo Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus e
Candida albicans (WANICK e BANDEIRA, 1974, MARTINEZ et al., 1996; GUERRA et
al., 2000; MELO-JUNIOR et al., 2002; DEGASPARI et al., 2005; SCHMOURLO et al.,
2005; LIMA et al., 2006; SOARES et al., 2007; EL-MASSRY, 2009). A acdo cicatrizante e
anti-inflamatoria da droga pode estar relacionada a presenca de taninos, que podem apresentar
também acdo antimicrobiana, antiviral, antioxidante e antitumoral. A presenca dos
flavonoides pode indicar uma potencializacdo da agdo cicatrizante de S. terebinthifolius,
devido aos flavonoides serem geralmente anti-inflamatérios, embora podem apresentar
também acdo antiviral e anticarcinogénica. Os Oleos essenciais podem estar também
relacionados a sua acdo anti-inflamatoria e antibacteriana (JORGE e MARKMANN, 1996).

O uso das preparagOes de aroeira deve ser revestido de cautela por causa da
possibilidade do aparecimento de fendmenos alérgicos na pele e nas mucosas (LORENZI e
MATQOS, 2002). Em todas as partes da planta foi identificada a presenca de pequena
guantidade de alquil-fendis, substancias causadoras de dermatite alérgicas em pessoas
sensiveis (REICHERT e FRERICHS, 1945; GRUENWALD et al., 2000).

O amplo emprego desta planta na medicina popular € motivo para a sua escolha como
tema de estudos, visando o seu emprego como fonte de ativos para o desenvolvimento de um

medicamento (fitoterapico ou fitofarmaco) eficaz e seguro.
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CAPITULO I

ESTUDO ANATOMICO E HISTOQUIMICO DAS FOLHAS

— —————— -

1. Introducéo

A tarefa de identificar os seres vivos surgiu com a necessidade humana de
individualiza-los para estudos e utilizagdes diversas. Identificar uma espécie vegetal significa
oferecer-lhe meios seguros para que seja reconhecida por suas caracteristicas morfolégicas.
Trata-se de uma tarefa ardua partindo-se do pressuposto que os individuos sdo semelhantes no
nivel intraespecifico, principalmente (SACRAMENTO, 2009).

A éarea farmacéutica necessita de material certificado quanto & sua identificacdo
boténica para relacionar seguramente o perfil quimico dos principios ativos com uma
identidade valida e reconhecida pela comunidade técnico-cientifica (SACRAMENTO, 2009).

As espécies vegetais apresentam inumeras caracteristicas morfolégicas que podem ser
estudadas e correlacionadas a sua identidade, dentre elas o arranjo dos tecidos anatdmicos.
Aquelas que ainda guardam em seu repertorio genético-fisioldgico evolutivo um metabolismo
intrinseco e rico de possibilidades bioquimicas sdo prodigas em fabricar muitas substancias,
as quais podem ser identificadas quando ainda presentes no interior dos tecidos (SALVI
JUNIOR et al., 2008; SOUZA et al., 2008; CEZAR-JUNIOR et al., 2008).

As plantas, principalmente as de uso medicinal podem apresentar sinonimias vulgares
e tambem cientificas dificultando os trabalhos de identificacdo e aumentando as incertezas do
processo. Diversos equivocos de identificacdo vegetal ocorrem quando ndo sdo observadas as
técnicas mais apropriadas para o intento (SACRAMENTO, 2009).

Numa investigacdo criteriosa esgotam-se as possibilidades de erro quando séo
executadas analises complementares que associam 0s caracteres anatdmicos com a ocorréncia
dos principios ativos caracteristicos de uma espécie determinados pela histoquimica e pelos
ensaios fitoquimicos preliminares (SALVI JUNIOR et al., 2009; SOUZA-MOREIRA et al.,
2009). E importante ressaltar que o estudo macro da morfologia vegetal deve também estar
relacionado as praticas de investigacdo para nortear a analise dirimindo a dependéncia de
equipamentos que muitas vezes podem ser de dificil acesso (SACRAMENTO, 2009).

Em estudos farmacobotanicos objetiva-se caracterizar e identificar espécies de

interesse medicinal, bem como as drogas vegetais originadas de suas partes, garantindo assim
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uma autenticidade para a matéria-prima fornecedora de principios ativos. Nem sempre
caracterizar somente a droga vegetal se faz necessario. Conhecer microscopicamente outros
orgdos da planta fornecedora da droga eleita torna-se, num processo de identificacdo
complementar ou assessor, importante (SACRAMENTO, 2009).

Inimeras experiéncias com este ramo podem ser encontradas na literatura. Destaca-se
os trabalhos de Alberton et al., 2001 e Sanches et al. 2007.

Os conhecimentos relacionados a Farmacobotanica sdo desta forma exercitados pelo
agente identificador, pois para entender os processos técnicos inerentes as atividades de
investigacdo anatébmica e histoquimica, ele terd que ter percorrido uma série de experiéncias
tedricas e praticas relacionadas sobretudo a Anatomia Vegetal e a Quimica (SACRAMENTO,
2009).

2. Metodologia

2.1. Material botanico

As folhas de Schinus terebinthifolius Raddi foram colhidas ao amanhecer, em agosto
de 2008, no inicio do periodo de floragcdo, de plantas localizadas no Horto de Plantas
Medicinais e Toxicas da FCF, no municipio de Araraquara, Estado de Séo Paulo, nas
coordenadas 21° 48’ 53.7°°S e 48° 12’ 07,6°’W, com altitude de 656 metros. Na mesma
ocasido, foram amostrados ramos férteis do mesmo exemplar para a confeccao de exsicatas e
depositados no Herbario Rioclarense sob o numero HRCB 51.668 e HRCB 51.669.

2.2. Estudo anatdomico

Para a analise anatdmica de Schinus terebinthifolius, foram selecionadas folhas
maduras de ramos desenvolvidos. O limbo dos foliolos amostrados foi dividido em trés
regibes: terco superior, mediano e inferior. Os tergcos superior e inferior foram desprezados e
terco mediano do limbo foliar foi sub-amostrado em aproximadamente 9 mm’ da &rea
proxima a nervura central, tendo-se o cuidado de amostrar também a fracdo adjacente a
nervura.

Em seguida, o material foi fixado em solugdo de glutaraldeido (2,5%) e formaldeido
(4%), por imersdo, durante 12 horas, sob condi¢des de vacuo a temperatura ambiente.
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Ap0s a fixacdo, o material foi desidratado e submetido a pré-infiltracdo e a infiltracdo
para polimerizacdo em resina sintética glicol metacrilato, segundo Kraus e Arduin (1997),
sendo observadas as recomendac®es do fabricante da resina (Leica®).

Os blocos contendo o material incluido foram cortados em micrétomo de rotagéo para
obtencdo de secgdes com 7 um de espessura. ApOs a secagem e aderéncia em laminas de
vidro, as seccBes foram coradas com azul de toluidina (0,05%) em tampéo fosfato (pH 6,8)
(KRAUS e ARDUIN, 1997). Apo6s a coloracdo, as seccGes foram montadas em resina
sintética Permount®. Procedeu-se 0 estudo anatdmico com o auxilio de microscopio com
captura de imagens (Leitz® DMRXE).

Para andlise dos estdbmatos, fragmentos do terco médio foram submetidos a
dissociagdo com HNO; (10%) durante 72 horas em estufa a 65 °C. Em seguida foram
executadas trés lavagens sucessivas em agua destilada, e neutralizacdo com NaOH (0,1%) e
novamente lavagem em agua destilada. Clarificou-se os fragmentos obtidos em hipoclorito de
sodio (2%) durante trés minutos, e duas lavagens em solucdo de acido acético (0,002%). Foi
aplicado azul de astra (1%) durante trés minutos. Fez-se uma lavagem rapida em etanol
(50%), procedendo-se em seguida a montagem em laminas de vidro contendo solucdo de
glicerina:agua (1:1) (adaptado de GHOUSE e YUNUS, 1972; RUZIN, 1999).

2.3. Estudo histoquimico

Em relagdo ao estudo histoquimico, cortes transversais & mdo foram realizados em
foliolos frescos, examinados e fotografados com auxilio do microscopio de captura de
imagens.

Os testes foram realizados de acordo com as recomendagdes propostas por Ascensao
(2003), tanto para identificacdo de substancias apolares como para as polares. Os reagentes
empregados para evidenciar as substancias apolares foram: Sudan Il (JOHANSEN, 1940)
para lipidios totais; sulfato azul do Nilo (CAIN, 1947) para diferenciacdo de lipidios &cidos e
neutros; tetroxido de 6smio (GANTER e JOLLES, 1969-1970) para a identificacdo de lipidios
insaturados; reagente de Nadi (DAVID e CARDE, 1964) para identificacdo de dleos
essenciais e oleo-resinas; tricloreto de antiménio (HARDMAN e SOFOWORA, 1972; MACE
e HOWELL, 1974) para identificacdo de esteroides; acido sulfurico para a identificacdo de
lactonas sesquiterpénicas (Geissman e Griffin, 1971) e 2,4-dinitrofenilhidrazina (GANTER e
JOLLES, 1969-1970) para identificacio de terpenoides com grupo carbonila. Para substancias
polares foram empregados: cloreto férrico (GANTER e JOLLES, 1969-1970) e dicromato de
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potassio (GABE, 1968) para a identificacdo de compostos fenolicos totais; vanilina cloridrica
(MACE e HOWELL, 1974) para a identificacdo de taninos, reagente de Dragendorff
(SVENDSEN e VERPOORTE, 1983) para identificacdo de alcaloides; lugol (JENSEN, 1962)
para a identificacdo de amido; vermelho de ruténio (JOHANSEN, 1940) para identificar
pectinas e azul brilhante de Comassie (FISCHER, 1968) para identificar proteinas totais.

Neste trabalho, para a deteccdo das lactonas sesquiterpénicas, foi adotado o
procedimento descrito por Geissman e Griffin (1971) modificado por Higuchi (2007), que
recomenda a reacdo com uma solugdo de acido sulfdrico concentrado:glicerina 1:1 (v/v).

Como controle para identificacdo de substancias apolares, as sec¢fes foram tratadas
por dez minutos em cada passagem da serie etanodlica (25%, 50%, 75% e 100%) e cetbnica
(50% em etanol e 100%), seguida de reidratacdo gradual (LEWINSOHN et al., 1998). Como
controle para identificacdo de substancias polares, as sec¢des foram tratadas com banho em
solucdo comercial de hipoclorito de sddio (méaximo de 2%) por 15 minutos, seguido de trés
banhos consecutivos em solucao agua destilada:acido acético (1:500).

De acordo com Kraus e Arduin (1997), os testes usados nos estudos anatbmicos para o
reconhecimento de classes de metabdlitos celulares, em geral, reagem a mais de uma
substancia, gerando a necessidade de testes complementares, com controle, para garantir
correta interpretacdo. Em razdo dessa recomendacdo, foram realizadas de uma a trés
repeticbes para cada substdncia, sendo considerados passiveis de testes complementares

aqueles compostos determinados por apenas uma reacao de coloracao.

3. Resultados e discussao

3.1. Estudo anatémico

A Figura 2 mostra os principais caracteres verificados no estudo anatdomico dos
foliolos de S. terebinthifolius.

As seccles transversais do terco médio da lamina foliolar revelam uma epiderme
uniestratificada, com as células da face adaxial maiores que as da face abaxial e com um
formato tabular bem definido. Adjacente a camada de células da face adaxial, pode-se
encontrar uma hipoderme, contendo células que variam quanto ao aspecto tabular, as quais
sdo maiores que as células epidérmicas (Figura 2A).

Observa-se que o mesofilo apresenta uma organizacdo dorsiventral, constituida por

duas camadas de células de parénquima pali¢adico, que ocupa aproximadamente 75% da
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Figura 2. Aspectos anatbmicos do foliolo de S. terebinthifolius. A: regido do mesofilo observando-se
epiderme, hipoderme (seta), parénquima clorofiliano composto pelo parénquima palicadico (pp) e
parénquima lacunoso (pl) e estomato (ponta de seta); B: mesofilo com destaque para a ocorréncia de
cavidade secretora (asterisco), idioblasto cristalifero na hipoderme contendo drusas (ponta de seta) e
estdmato; C: idioblastos drusiferos dispersos no parénquima clorofiliano, sob luz polarizada (pontas de
seta); D: visao da face adaxial danervura principal mostrando a disposi¢do celular do parénquima medular
(pm), cavidades secretoras (asterisco), floema (fl) e xilema (xI); E: visdo da face abaxial da nervura
principal mostrando colénquima angular (seta), drusas (ponta de seta preta), cavidades secretoras
(asterisco), idioblastos fendlicos (ponta de seta branca), floema (fl), xilema (xI) e parénquima medular
(pm); F: regido de transicdo do limbo para a nervura principal mostrando a transicdo discreta do
parénquima clorofiliano para o parénquima fundamental. Barras: A,Be C:50 um; D,EeF: 100 um.
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espessura do mesofilo. Dentre as células desse parénguima, proximo a hipoderme, encontram-
se células que possuem aglomerados de cristais de oxalato de calcio do tipo drusas (Figura
2C). O parénquima lacunoso apresenta arranjos compactos com poucos espacos intercelulares
e células de formas variadas. Observa-se que em algumas das células desse parénquima,
localizadas préximas a epiderme abaxial, hd uma grande quantidade de drusas (Figura 2C).
No mesofilo podem ser encontradas grandes cavidades secretoras, possuidoras de células
epiteliais e endodérmicas.

A nervura central na regido do terco mediano do limbo foliolar, é cbncava nas
superficies abaxial e adaxial. A epiderme mostra células pouco menores que as do mesofilo,
mais arredondadas. Na face abaxial verifica-se colénquima angular, onde podem ser
observadas 5 a 7 estratos de células, contendo grande quantidade de drusas. A nervura possuli
um parénquima medular discreto com células de formato poliédrico e com vacuolo grande
(Figura 2E). Cavidades secretoras aparecem na regido floematica do sistema vascular, sendo
distribuidas acompanhando a tendéncia circular deste altimo (Figuras 2D e 2 E).

Na regido de transicdo do parénquima clorofiliano com a nervura central, células
parenquimaticas da nervura aparecem entremeadas as do parénquima clorofiliano
interrompendo-lhe uma sequéncia na nervura, consolidada pelo colénquima angular na érea
central (Figura 2D e 2F).

O sistema vascular é formado por feixes colaterais, ocorrendo interrupcdes de células
parenquimaticas que avangam em direcdo |a regido medular. No xilema, os elementos de vaso
dispdem-se radialmente a regido central.

A Figura 3 mostra os aspectos verificados nas secc¢des transversais da raquis foliar: um
formato cdncavo na regido abaxial e plano na regido adaxial, onde duas expansdes laterais
aparecem. Estas possuem epiderme uniestratificada com células de formato tabular e as vezes
arredondado, dois estratos na hipoderme, parénquima clorofiliano (pali¢adico e lacunoso) e
um colénquima na extremidade do bordo.

O estelo da raquis possui um parénquima medular constituido por células
isodiamétricas, de paredes delgadas, observando-se a ocorréncia de idioblastos fendlicos
dispersos (Figura 2A). Na regido do floema, cavidades secretoras aparecem dispostas
radialmente acompanhando o cilindro vascular (Figuras 2A e 2D).

Na regido superior plana um colénquima interrompe a continuidade circular do
parénquima fundamental na raquis; h& ocorréncia de fibras nesta regido e que também
acompanham o cilindro do feixe vascular anficrival. Neste, o xilema possui elementos de vaso

dispostos radialmente e o floema, acompanha uma regido cambial; fibras separam uma regido
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Figura 3. Aspectosanatémicos do foliolo de S. terebinthifolius. A: visao geral da raquis apresentando as
expansdes laterais (setas) e idioblasto fenolico (ponta de seta); B: regido superior da raquis mostrando a
disposic¢éo do parénquima fundamental (pf) e colénquima (co) e, evidenciando a presenca de fibras
(seta); C: aspecto da expansdo lateral da raquis mostrando a organizacdo dos tecidos semelhante a do
limbo observando-se dois estratos na hipoderme (seta); parénquima pali¢adico (pp); parénquima
lacunoso (pl), colénquima (co); D: detalhe da cavidade secretora (asterisco) e dos tecidos adjacentes; E:
regido inferior da raquis evidenciando a organizagdo do xilema (xI), floema (fl) e das fibras (fb); F: regido
da raquis apresentando detalhes das fibras (fb) e de idioblastos cristaliferos com monocristais (ponta de
seta). Barras: A: 200 um; B, C,D e E: 50 um; F: 32 um.
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cortical discreta formada por células de parénquima e colénquima anelar (Figura 3D), onde
podem ser encontrados idioblastos contendo monocristais e drusas, ambos de oxalato de

calcio, prevalecendo em ocorréncia 0os monocristais (Figura 3F).

3.2. Estudo histoquimico

Um fator importante para a diagnose de drogas vegetais corresponde as inclusdes
celulares tanto de natureza organica ou inorganica. As substancias sintetizadas no
metabolismo vegetal pode-se ser evidenciadas por reacGes histoquimicas, com as quais
podemos identificar um grupo de substancias de interesse do ponto de vista farmacéutico
associando-os as caracteristicas de identificacdo da espécie. O estudo histoquimico realizado
para as folhas de S. terebinthifolius e seus resultados estdo apontados na Tabela 1 e podem ser

visualizados nas Figuras 4 e 5.

Tabela 1. Estudo histoquimico realizado em folhas de Schinus terebinthifolius.

Polaridade da

A Grupo de substancias Reativo histoquimico Resultado
substancia

lipidios totais sudan 111 Positivo

lipidios &cidos e lipidios neutros sulfato azul do Nilo Positivo

substancias 6leos essenciais e oleoresinas reagente de Nadi Negativo
apolares esteroides tricloreto de antimonio Negativo
lactonas sesquiterpénicas acido sulfurico Negativo

terpenoides ¢/ grupo carbonila 2,4-dinitrofenilhidrazina Positivo

compostos fendlicos totais cloreto férrico Positivo

substancias taninos vanilina cloridrica Positivo
polares alcaloides reagente de Dragendorff Negativo
amido lugol Negativo

proteinas totais azul brilhante de Comassie Positivo

A Figura 4 mostra os resultados positivos obtidos para as substancias apolares. Os
lipidios totais evidenciados pelo sudan 111 ocorrem em pequenos lipossomos dispersos em
todo o dominio mesofilico dos foliolos, havendo uma concentracdo maior no parénquima
clorofiliano em relacdo a regido da nervura principal. Nesta ultima, os lipidios aparecem
evidentes nas cavidades secretoras principalmente em suas células epiteliais (Figuras 4B e
4C). O sudan Il ao também evidenciar as ceras cuticulares mostrou que as células
epidérmicas dos foliolos apresentam suas paredes celulares bastante cutinizadas conferindo
adequada impermeabilizacdo a perda hidrica e prote¢do contra agentes patogénicos (Figuras
4A, 4B e 4C).
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Figura 4. Resultados positivos para as reagdes histoquimicas em foliolos de S. terebinthifolius para as
principais classes de metabdlitos apolares: aspectos gerais da regido do mesofilo e da nervura principal.
A, D, E, H e I: controle negativo (série hidroetandlica e cetbnica, seguida de reidratagdo gradual, com
coloracdo especifica para cada classe de metabdlito) para lipidios totais (A), lipidios acidos e lipidios
neutros (D e E) e terpenoides (H e 1); B e C: lipidios totais (sudam I11); F e G: lipidios &cidos (coloracao
azul) e lipidios neutros (coloracdo rdsea) (sulfato azul do Nilo); J e L: terpenoides com grupo carbonila
(2,4-dinitrofenilhidrazina). Barras: A,B,Eel: 100um;C,D,G,HeL: 50 um; FeJ: 32 um.
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Figura 5. Resultados positivos para as rea¢@es histoquimicas em foliolos de S. terebinthifolius para as
principais classes de metabdlitos polares: aspectos gerais da regido da nervura principal e do mesofilo do
limbo foliar. A e B: controle negativo para classes de compostos polares (solugédo de hipoclorito de sédio,
seguido de banho em solucdo de agua destilada:acido acético (1:500)); C e D: compostos fendlicos totais
(cloreto férrico); E e F: taninos (vanilina cloridrica); G e H: proteinas (azul brilhante de Comassie).
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Os lipidios &cidos e neutros aparecem evidenciados pelo sulfato azul do Nilo, que por
ser um corante alocromatico permite esta distingdo. Nas Figuras 4F e 4G podem ser
visualizados os lipides neutros (gorduras) marcados de coloracdo rdsea, concentrados
proximos as cavidades secretoras e os lipides acidos (fosfolipidicos) marcados de azul
concentrados no clorénquima.

De acordo com o resultado negativo obtido com o reagente de Nadi ndo se pode
afirmar que os lipides evidenciados pelo sudan Il sejam Gleos essenciais ou oleoresinas. Os
terpenoides com grupamentos carbonilicos aparecem evidenciados pela coloracdo alaranjada
no teste com 2,4-dinitrofenilhidrazina nas Figuras 4J e 4L.

A Tabela 1 mostra que os testes histoquimicos para as classes dos metabolitos polares
apontam resultados positivos para a ocorréncia de compostos fenolicos, tanicos e proteicos.
Na Figura 5 pode-se observar os caracteres visuais referentes a estas reagdes. Os compostos
fendlicos como um todo foram evidenciados com cloreto férrico nas regiGes parenquimaticas
dos foliolos, destacando-se que esta ocorréncia se deu em maior intensidade no parénquima
palicadico, quase que exclusivamente em seu primeiro estrato celular (Figura 5D). Num
desdobramento da classe fendlica foi testada a ocorréncia de taninos sendo evidenciado que
estes podem ser encontrados no primeiro estrato de células do parénquima palicadico (Figura
5F). Os compostos protéicos estdo distribuidos nas regides parenquimaticas da nervura, bem
como localizados no parénquima palicadico (no estrato celular adjacente a face adaxial) e nas

células do parénquima lacunoso mais proximo a epiderme da face abaxial.

4, Concluséao

Os caracteres anatdmicos descritos para S. terebinthifolius contribuem para a
identificacdo da espécie e auxiliam na identificacdo desta droga vegetal. Os foliolos de
aroeira-vermelha podem ser indicados como fonte de principios ativos de diferentes classes,
passiveis de serem extraidos e podem ser utilizados como fonte potencial para fitoterapicos,
indicando diretrizes mais definidas para estudos fitoquimicos de prospec¢do. Embora estudos
mais aprofundados devam ser realizados acerca do estudo fitoquimico desta espécie.
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CAPITULO 11l
CONTROLE DE QUALIDADE DA DROGA VEGETAL

= —_—— = =

1. Introducéo

Considerando a participacdo crescente de plantas medicinais e de medicamento de
origem vegetal no arsenal terapéutico, cresce a necessidade de efetuar o controle de qualidade
utilizando de técnicas modernas e eficientes. As plantas medicinais, que constituem matéria-
prima para a producdo de fitoterapicos e/ou fitofarmacos, apresentam variagfes no teor de
seus constituintes e podem sofrer deterioracbes e contaminagdes. Assim, o controle de
qualidade de materias-primas assume particular importancia (SHARAPIN et al., 2000).

Entende-se por qualidade o conjunto de critérios que caracterizam a matéria-prima
para 0 uso ao qual se destina. A partir do estabelecimento dos parametros de qualidade para a
matéria-prima, e considerando-se um planejamento adequado e um controle do processo de
producdo do medicamento, a qualidade do produto final estara, em grande parte, assegurada.
A qualidade da matéria-prima vegetal € a determinante inicial da qualidade de um fitoterapico
(FARIAS, 2001).

A qualidade das matérias-primas vegetais ndo garante, por si, a eficacia, a seguranca e
a qualidade do produto final. A eficacia é dada pela comprovacdo, através de ensaios
farmacoldgicos, dos efeitos bioldgicos preconizados para esses recursos terapéuticos. A
segurancga é determinada pelos ensaios que comprovam a auséncia de efeitos toxicos, bem
como pela existéncia de contaminantes nocivos a saide. A seguranca e a eficicia dependem
de diversos fatores, como a metodologia de obtencéo, a formulagéo e a forma farmacéutica e,
devem ser definidas para cada produto, estabelecendo parametros de controle de qualidade do
produto final (FARIAS, 2001).

A qualidade adequada das matérias-primas deve ser realizada de acordo com bases
cientificas e técnicas. Nos procedimentos rotineiros de analise de qualidade, geralmente é
preconizado o emprego de metodologias quimicas, fisicas ou fisico-quimicas e bioldgicas,
sendo necesséria a correlacdo entre os parametros analisados e a finalidade que se destina
(FARIAS, 2001).
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Estabelecido esses critérios, o emprego de protocolos de analise, permitindo o
acompanhamento e a documentacgéo de todos os procedimentos, é fundamental para assegurar
e/ou gerenciar a qualidade (FARIAS, 2001).

Embora haja no pais uma legislacdo que estabeleca critérios para a qualidade, e
normas para producdo e comercializacdo, os produtos fitoterapicos ainda tém sido
comercializados fora dos padrdes estabelecidos, sem garantia da eficiéncia terapéutica
desejada ou da auséncia de riscos a saude do consumidor. Soma-se a isto, ainda, a venda de
produtos a base de plantas medicinais sem nenhuma comprovacao pré-clinica nem clinica de
sua eficacia e seguranca (YUNES et al., 2001) e a auséncia de farmacovigilancia
(BRANDAO et al., 2002).

1.1. Estabelecimento dos parametros da qualidade

Os parametros da qualidade para fins farmacéuticos sdo estabelecidos nas
Farmacopeias e Cadigos oficiais (FARIAS, 2001). Um método de analise prescrito na
Farmacopeia ndo é necessariamente o (nico nem o mais avancado sob o ponto de vista
cientifico. E, no entanto, o método oficial no qual serdo baseadas as decisdes em casos de
duvidas ou litigio (SHARAPIN et al., 2000).

As farmacopeias sdo codigos oficiais ou oficialmente adotados onde sdo descritos 0s
padroes de qualidade dos medicamentos e os métodos para a sua analise, 0s quais a
monografia deve ser considerada como um todo, capaz de assegurar qualidade adequada ao
produto a que se destina (SHARAPIN et al., 2000). No caso das matérias-primas vegetais
oriundas de plantas classicas, ou seja, aquelas estudadas tanto do ponto de vista quimico,
guanto farmacoldgicos, existem monografias definindo critérios de identidade, de pureza e de
teor de constituintes quimicos. Dependendo da origem do vegetal, podem ser utilizadas
Farmacopeias de diferentes paises, além de monografias complementares, como as elaboradas
pela Organizacdo Mundial de Saude (FARIAS, 2001).

No caso das plantas medicinais brasileiras, a grande maioria encontra-se descrita
apenas na primeira edicdo da Farmacopeia Brasileira, editada em 1929, sendo que partes das
monografias foram suprimidas na segunda edi¢do ou destinadas ao Formulario Nacional
(FARIAS, 2001). Quando uma droga vegetal ndo consta em uma Farmacopeia atualizada, é
essencial que se elabore uma monografia estabelecendo padrbes de qualidade dessa planta

como matéria-prima.
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Alguns parametros essenciais para a qualidade das matérias-primas vegetais podem
variar dependendo da procedéncia do material. As variagdes, principalmente na composi¢édo
qguimica, ressaltam a importancia dos estudos de caracterizagdo farmacognostica,
correlacionados com a atividade farmacoldgica. Assim sendo, a origem geogréafica exata e as
condicBes do cultivo, estagio de desenvolvimento, colheita, secagem e armazenamento, bem
como de tratamentos com agrotoxicos, descontaminantes e conservantes devem ser
conhecidos (FARIAS, 2001).

O estabelecimento de parametros quantitativos, para matérias-primas vegetais, é
normalmente determinado pelo teor de um conjunto de substancias, preferencialmente
correlacionadas com a finalidade de uso. Para as plantas é estabelecido um teor minimo,
baseado em analises sistematicas. Nos ensaios quantitativos devem ser consideradas as
caracteristicas quimicas e fisico-quimicas dos constituintes, evitando-se erros analiticos ou
problemas de abrangéncia analitica ou limites de aceitabilidade (FARIAS, 2001).

As analises realizadas com a amostra tém por objetivo definir se a matéria-prima
podera ser empregada na elaboracdo de medicamentos. Portanto, durante todo o procedimento
de andlise, a matéria-prima deverd permanecer armazenada separadamente, em quarentena,
aguardando o laudo técnico e, consequentemente, a sua liberacdo. Segundo as normas de boas
praticas de fabricacdo, deve-se guardar como contraprova uma gquantidade da amostra
utilizada na analise, caso seja necessario repetir 0os ensaios. Além disso, todo processo
analitico deve ser validado e variagdes nos resultados deverdo ser consideradas
estatisticamente. Nas analises de matérias-primas é preconizada a realizagdo de ensaios em
triplicata (FARIAS, 2001).

O objetivo final em todos os casos € fazer com que um produto oferecido como
substancia medicamentosa satisfaca um padrdo de qualidade, enquadrando-se nas exigéncias
da monografia, quando analisado pelos métodos preconizados pela Farmacopeia ou Codigos
oficiais (SHARAPIN et al., 2000).

2. Metodologia

2.1. Processamento pds-colheita para a obtencéo da droga vegetal

As folhas frescas colhidas foram examinadas e separadas manualmente.

Sequencialmente, as folhas foram submetidas a lavagem com agua corrente e, em seguida, a

desinfeccdo em solucdo de hipoclorito de sédio (0,2% de cloro ativo) durante 20 minutos.
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Apols a retirada do excesso de agua procedeu-se a secagem em estufa com ar circulante
(Marconi® MA 035) aquecido a temperatura de 40 °C, até a obtencdo de massa constante,

guando entdo foram armazenadas em local seco e ao abrigo da luz (SHARAPIN et al., 2000).
2.2. Determinacéo do residuo solido do vegetal fresco

Tomou-se uma amostra das folhas frescas (10 g), a qual foi fragmentada o suficiente e
em seguida transferida para uma estufa com circulacdo de ar a temperatura de 40 °C, até
massa constante. Calculou-se a porcentagem do residuo solido na amostra e os resultados
foram expressos pela média de trés determinacdes (DETERMINACAO, 1997, p.X-1.).

2.3. Obtencéo da droga vegetal pulverizada

A metodologia utilizada para a moagem das folhas secas foi por seccionamento
através de moinho de facas (Tecnal®) seguidas pelo método que combina impacto e atrito pelo
emprego de moinho de bolas (Fabbe®). Este processo duplo objetivou a reducdo do tamanho
das particulas de modo a aumentar, posteriormente, seu contato com o liquido extrator
(AULTON, 2005).

2.4. Caracterizacao fisico-quimica da droga vegetal pulverizada originada das folhas de

Schinus terebinthifolius

Os métodos de avaliacdo da droga vegetal foram desenvolvidos segundo normas
farmacopeicas, descritas nas seguintes obras de referéncia: Farmacopeia Brasileira, 1977 e
1988; e, outras técnicas ndo farmacopeicas descritas por Ansel et al., 2000; Costa, 2001,
Martins e Sacramento, 2004; Aulton, 2005.

2.4.1. Amostragem
Do total obtido para a droga pulverizada, retiraram-se varias amostras utilizando a

técnica de quarteamento conforme a necessidade para a execucdo das analises
(AMOSTRAGEM, 1988, p.V.4.2.1.).
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2.4.2. Determinacéo da granulometria da droga vegetal pulverizada

Para padronizar a granulometria da droga vegetal pulverizada amostrou-se 25 g de po.
Colocou-se a amostra sobre um jogo de tamises (Granutest®), operados por dispositivos
mecanicos (Produtest®), de abertura nominal da malhas correspondentes a 1,180; 0,840;
0,590; 0,420; 0,250; 0,177 mm, provido de tampa e recipiente coletor. O processo foi
executado em tamisador vibratorio, de agdo mecénica uniforme, durante um periodo de trinta
minutos (a F. bras. 1V preconiza 20 minutos no minimo), na escala de 100 vibragdes/min de
acordo com as instru¢bes do fabricante do equipamento. Posteriormente, foram pesados,
cuidadosamente, os pos recolhidos do coletor e a fracdo remanescente sobre cada tamis
(DETERMINACAO, 1988, p.V.2.11.). Os resultados foram transpostos para o software
Excel® e expressos de acordo com o termo utilizado e, representados pela média de trés

determinagoes.

2.4.3. Estudo e determinacéo do tamanho médio das particulas

Pela distribuicdo apresentada na determinacdo da granulometria e por estudos de
passagem e retencdo da droga vegetal a partir da quantidade de pos utilizada, realizada pelo
método de tamisacdo, pode-se construir planilhas e gréficos para a determinacdo do tamanho
médio das particulas e distribuicdo do tamanho das particulas utilizando o software Excel®.

A distribuicdo de tamanho de particula foi desdobrada em intervalos de tamanhos
diferentes, representados na forma de histograma, gerado a partir de dados da faixa
granulométrica, o qual permitiu que o percentual de particulas apresentadas num dado
diametro equivalente fosse determinado (AULTON, 2005).

O tamanho médio das particulas da droga vegetal pulverizada foi quantificado por
método de tamisagdo, quanto as suas propor¢des de faixa granulométrica e assim determinado
pelo calculo do didametro médio das particulas (day), sendo o resultado obtido pela média de
trés determinacdes (ANSEL et al., 2000).

2.4.4. Determinacédo da densidade
Para a determinacdo da densidade aparente da droga vegetal pulverizada foram

tomadas trés amostras de 25 g obtidas por quarteamento e separadas em frascos plasticos

independentes.
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Cada amostra foi transferida para encapsulador onde foram dispostos trés grupos de
vinte e cinco capsulas gelatinosas duras de tamanho 0 (zero), que individualmente possuem
volume conhecido de 0,688 mL; a massa das capsulas vazias referente a cada grupo foi
determinada anteriormente. Apds o preenchimento dos grupos de capsulas com a droga
vegetal pulverizada, a massa foi determinada e, descontada a massa das cépsulas vazias a
densidade aparente foi calculada dividindo-se os valores obtidos por exatamente 17,20 mL
(25 x 0,688 mL) (MARTINS e SACRAMENTO, 2004). Os valores de densidade
considerados resultaram da média calculada de trés determinagdes para cada amostra.

2.4.5. Determinacdo de 4gua pela perda por dessecacao

Método gravimétrico: colocou-se cerca de 10 g da droga pulverizada, preparada e
exatamente pesada, em cépsula de evaporacéo, tarada. Secou-se em estufa (Fanen®) a 105 °C
por cinco horas e pesou-se. Continuou-se a dessecacdo, pesando a intervalos de uma hora, até
que a diferenca entre duas pesagens sucessivas nio fosse superior a 0,25% (METODO, 1977,
p.914).

A porcentagem da perda por dessecacdo foi calculada pela equagdo segundo
Farmacopeia Brasileira (DETERMINACAO, 1988, p.V.2.9.) e expressa pela média de trés
determinagoes.

Pu-Ps
Pa

x 100

Pa = massa da amosta;
Pu = massa da capsula de evaporacdo contendo a amostra antes da dessecacao;

Ps = massa da capsula de evaporacao contendo a amostra apds a dessecacao.

2.4.6. Determinacéo do pH

2.4.6.1. Determinacdo potenciométrica do pH

Pesou-se 99,0 g de agua destilada e, ap6s aquecimento e ebulicdo durante 5 minutos,
verteu-se a agua destilada fervente sobre exatamente 1,0 g da droga vegetal pulverizada. Em
seguida, tampando-se o recipiente, deixou-se o material em infusdo por 15 minutos. Decorrido
este periodo, foi realizada uma filtracdo utilizando-se algoddo. Aguardou-se o arrefecimento
da solucdo extrativa obtida para a verificacdo do pH da solucdo-problema em peagémetro
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(Analion® pH-metro), previamente calibrado. Para uma melhor reprodutibilidade deste teste o
valor do pH da 4agua também foi verificado (DETERMINACAO, 1988, p.V.2.19.). O

resultado foi expresso pela média de trés determinacdes.

2.4.6.2. Determinacéao colorimétrica do pH

Baseou-se no emprego de papeis indicadores, que tem a propriedade de mudar de
coloracdo conforme a variacdo de pH. A determinacdo foi levada a efeito umedecendo-se o
papel indicador (Universalindikator® - Merck) com a solucdo-problema e observando-se a
mudanca de coloracdo (DETERMINACAO, 1988, p.V.2.19.2.).

2.4.7. Determinacéo de cinzas totais

Calcinou-se previamente o cadinho de porcelana em mufla (Quimis®) a temperatura de
450 °C por um periodo de 30 minutos. O mesmo foi resfriado em dessecador e sua massa-tara
foi determinado em balanca analitica (Tecnal® Mark 1300). Posteriormente, amostrou-se
exatamente trés gramas da droga pulverizada, a qual foi distribuida uniformemente no
cadinho, incinerou-se 0 material e, em seguida, submeteu-se a calcinacdo em mufla a
temperatura de 450 °C por um periodo de duas horas, até a que todo o carvéo fosse eliminado.
Apo6s procedimento, o cadinho foi deixado em dessecador para arrefecimento seguindo-se a
determinacio da massa até que o valor atingisse uma massa constante (DETERMINAGCAO,
1988, p.V.4.2.4.)). Os resultados calculados foram expressos em porcentagem de cinzas em

relacdo a droga seca e representados pela média de trés determinacdes.

2.4.8. Determinacdo de cinzas insoluveis em &cido

O residuo obtido na determinacdo de cinzas totais foi aquecido a fervura durante cinco
minutos com 25 mL de acido cloridrico (70 g/L) em cadinho coberto com vidro de relégio.
Apds procedimento, lavou-se o vidro de relégio com cinco mL de agua quente, juntando esta
agua ao cadinho. Recolheu-se o residuo insoltvel em acido, por filtracdo, sobre papel de filtro
isento de cinza (Nalgon® 3550), lavando-o com &gua quente até que o filtrado se mostrasse
limpido. Transferiu-se o papel de filtro contendo o residuo para o cadinho original, secou-se
sobre chapa quente (Tecnal® TE 018) e incinerou-se a cerca de 500 °C até massa constante
(DETERMINACAO, 1988, p. V.4.2.5). Os resultados calculados foram expressos em
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porcentagem de cinzas insoltveis em acido em relacdo a droga seca e representados pela

média de trés determinacdes.

2.4.9. Determinacéo de extrativos no extrato etanolico

Num baldo volumétrico de 50 mL de capacidade juntou-se 2,5 g de droga pulverizada
(tamis com malhas de 0,22 mm de largura) e o etanol diluido, a 70 °GL, até perfazer o volume
indicado. Arrolhou-se e agitou-se o baldo durante duas horas. Filtrou-se.

Para um baldo de boca larga, munido de rolha, seco e tarado, mediu-se, utilizando-se
pipeta volumétrica, 25 mL do filtrado, promoveu-se a evaporagdo da solucdo etanolica até a
secura por aquecimento em banho-maria, deixou-se depois arrefecer num exsicador, onde
permaneceu durante 48 horas, pesou-se e calculou-se a percentagem de extrato soltvel
(COSTA, 2001).

2.4.10. Determinacdo do residuo insoltvel no etanol

Aqueceu-se em baldo conico de 250 mL de capacidade, munido de condensador
vertical, a banho-maria fervente durante 15 minutos, exatamente, 1 g de droga pulverizada
com 50 mL de etanol. Deixou-se arrefecer durante uma hora, com agita¢fes ocasionais.

Filtrou-se por um filtro de papel, pequeno, seco na estufa a 105 °C e tarado. Lavou-se
o baldo e o residuo retido no filtro com etanol, frio, até que este passou-se a incolor.

Secou-se o filtro e o residuo, a 105 °C, até massa constante. Com este valor calculou-

se a percentagem do residuo insoltvel no etanol (COSTA, 2001).

3. Resultados e discussao

3.1. Processamento pdés-colheita para a obtencdo da droga vegetal

O processamento pds-colheita tem por objetivo a conservacdo das caracteristicas
fisicas, quimicas, organolépticas e farmacologicas da droga vegetal. O processamento
inadequado resulta em matéria-prima de baixa qualidade, com perda de principios ativos,
aumento da carga microbiana e ma apresentacdo comercial (SHARAPIN et al., 2000).

As folhas frescas colhidas foram selecionadas de modo a se obter amostras em

condic¢des adequadas para a utilizagdo, conforme descrito no item 2.1.
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O processamento pos-colheita trata-se de um procedimento que suscita controversias,
pois se a lavagem com agua retira da droga a terra e a areia aderidas, pode retirar, também
parte de principios ativos e, seguramente, aumenta a umidade do material, que necessitara de
mais tempo para secar. A lavagem com hipoclorito reduz a carga bacteriana, entretanto, como
o hipoclorito é oxidante, ha o risco de oxidar, também, os principios ativos. A etapa mais
importante do processamento pés-colheita é, sem duvida, a secagem. O processo de secagem
interrompe o processo de degradacgdo pela inativacdo enzimética e processos fermentativos,
impede o desenvolvimento de micro-organismos e as reacfes de oxidacdo e hidrélise quando
conduzidos adequadamente (SHARAPIN et al., 2000).

Paralelamente ao processo de secagem executou-se a determinacéo do residuo sélido
de vegetal fresco, determinacdo esta que indica a perda de agua e/ou de substancias volateis
durante o processo de secagem da espécie vegetal. A estabilizacdo da droga vegetal, com a
obtencdo de uma massa constante, deu-se ap6s decorrido 72 horas do inicio do processo de
secagem e, os resultados da analise apresentaram um valor médio de 40,96% =+ 0,49 de
residuo solido do vegetal fresco. Dessa forma, pode-se correlacionar, a um valor médio de

59,04% + 0,49, a perda de a4gua e/ou de substancias volateis durante o processo de secagem.

3.2. Obtencéo da droga vegetal pulverizada

O procedimento de moagem possibilitou reduzir mecanicamente o material vegetal a
fragmentos de pequenas dimensGes, preparando-o assim, para as proximas etapas de

desenvolvimento de analises e, posteriormente, um processo adequado de extracéo.

3.3. Caracterizacéao fisico-quimica da droga vegetal pulverizada originada das folhas de

Schinus terebinthifolius

O controle de qualidade e a padronizacdo de um fitoterapico envolvem varias etapas,
entretanto, a fonte e a qualidade das matérias-primas vegetais tém um papel central na
obtengdo de produtos com constancia de composicdo e propriedades terapéuticas
reprodutiveis (CALIXTO, 2000).

Tendo em vista as exigéncias atuais por parte da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (BRASIL, 2004) e a auséncia de estudos farmacognoésticos para a espécie Schinus
terebinthifolius, buscou-se colaborar com o estudo desta espécie. Para isso foram realizados

ensaios com o0 objetivo de estabelecer parametros de qualidade do material botanico. As
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analises foram desenvolvidas por processos descritos anteriormente e seus resultados estdo
elencados conforme se segue.

Para que os resultados dos métodos de analise da qualidade da droga vegetal
expressassem valores representativos da quantidade total da droga disponivel, foi
imprescindivel recorrer a técnicas de amostragem definidas e uniformes. O procedimento de
amostragem especificado levou em consideracdo o grau de divisao da droga e a quantidade de
droga disponivel.

A avaliagdo granulométrica do material vegetal pulverizado é um pardmetro
imprescindivel a ser estabelecido. Ao determinar a granulometria do p6 resultante da reducédo
de folhas de S. terebinthifolius, pode-se estimar a eficiéncia dos processos de moagem
utilizados, correlacionando-os ao grau de divisdo da droga vegetal obtido ao seu
enquadramento as caracteristicas granulométricas expressas em farmacopeias e codigos
oficiais e, também, deduz-se que o maior grau de pulverizacdo da droga vegetal representa
uma influéncia direta sobre a eficiéncia no processo extrativo e mistura.

A granulometria do p6 obtido a partir das folhas pulverizadas de S. terebinthifolius em
moinhos de facas e bolas, permite afirmar que a maior parte das particulas encontra-se entre a
faixa granulométrica de 0,250 mm a 0,840 mm como apresentado na Tabela 2 e Figura 6.
Segundo a classificacdo dos poOs proposta pela Farmacopeia Brasileira 1V (1988), o pd de
folhas de S. terebinthifolius obtido nesse processo de moagem, pode ser classificado como po
grosso, o qual se refere aquelas particulas que passam em sua totalidade pelo tamis com
abertura nominal de malha de 1,7 mm e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal
de malha de 355 um (DETERMINACAO, 1988, p.V.2.11.).

Tabela 2: Analise granulométrica por tamisacéo de folhas de S. terebinthifolius pulverizadas

Tamis N° Faixa Massa retida (g) Média Porcentagem Desvio
ABNT granulométrica g amostral (g) retida padrdo

Amostra Amostra Amostra

1 2 3
16 - 20 1,180-| 0,840 0,241 0,245 0,352 0,279 1,12 0,063
20 - 30 0,840 -| 0,590 4,859 4,640 4,901 4,800 19,19 0,140
30-40 0,590 -| 0,420 8,392 8,190 9,082 8,555 34,20 0,468
40 - 60 0,420-| 0,250 5,478 5,755 5,183 5,472 21,88 0,286
60 - 80 O,250-| 0,177 2,845 2,900 2,559 2,768 11,07 0,183
80 - coletor 0,177-| 0,000 3,053 3,349 3,013 3,138 12,55 0,184
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Figura 6: Distribuigdo da faixa granulométrica de folhas pulverizadas de S. terebinthifolius

Pela distribuicdo apresentada na determinacdo da granulometria e por estudos de
passagem e retencdo da droga vegetal a partir da quantidade de p6s utilizada, realizada pelo
método de tamisacdo, pode-se determinar o tamanho médio das particulas e a distribui¢do do
tamanho das particulas de folhas pulverizadas de S. terebinthifolius.

O tamanho médio das particulas da droga vegetal pulverizada foi quantificado por
método de tamisacdo, quanto as suas proporcdes de faixa granulométrica, devido a
dificuldade em determinar uma Unica dimensdo de particula, uma vez que o processo de
moagem resulta em particulas irregulares. O valor do tamanho médio das particulas
apresentado foi de 0,4292 mm, sendo determinado pelo célculo descrito em micromeritica,

segundo Ansel et al. (2000) e representados na Tabela 3.

Tabela 3: Calculo de tamanho médio das particulas de folhas de S. terebinthifolius pulverizadas, segundo Ansel
et al. (2000)

Tamis N° Abertura média (mm)  Massa retida* (g) % retida % retida x Abertura média

16 - 20 1,01 0,279 1,12 1,13
20-30 0,715 4,800 19,19 13,72
30-40 0,505 8,555 34,20 17,27
40 -60 0,335 5,472 21,88 7,33
60 — 80 0,2135 2,768 11,07 2,36
80 - coletor 0,0885 3,138 12,55 1,11
25,012 100,00 42,92

* Média de trés determinac6es

d(av)= @ =0,4292 mm
100

_y (% retida). (aberturamédia)

d av
@ 100
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Como a maioria dos pos contém particulas com um numero elevado de didmetros
equivalentes diferentes, a distribuicdo de tamanho de particula foi desdobrada em
intervalos de tamanhos diferentes, representados na forma de histograma (Figura 7), gerado a
partir de dados da faixa granulométrica (Tabela 2), o qual permitiu que o percentual de
particulas apresentadas num dado didmetro equivalente fosse determinado.
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Figura 7: Histograma da distribuicdo do tamanho de particula e curva de distribuicdo de massa percentual do

tamanho da particula de folhas pulverizadas de S. terebinthifolius

O valor do maior percentual de particulas apresentadas num dado diametro
equivalente - representado como moda - separa a curva normal em duas metades iguais, uma
vez que a distribuicdo é simétrica, mas nem todas as populacBes de particulas sdo
caracterizadas por uma curva de distribuicdo normal, de modo que as distribuicBes de
particulas dessas populacbes exibem assimetria, como neste caso. Dessa forma, foi possivel
classificar a curva de distribuicdo de massa percentual ao tamanho de particula das folhas
pulverizadas de S. terebinthifolius, a qual apresentou uma assimetria negativa, caracteristica
esta, por apresentar uma curva com um alongamento da cauda no sentido das faixas de
tamanho menor (AULTON, 2005), conforme dispersdo apresentada na Figura 7.

A densidade é empregada como sindnimo de massa especifica. Salvo determinacéo
contréria, a densidade adotada é a aparente a 25°/25°, isto é, representa a relacéo entre a massa
aparente de uma substancia (droga vegetal) ao ar a temperatura de 25 °C e a massa de igual
volume de agua destilada nas mesmas condicbes de temperatura e pressdo (DENSIDADE,
1977, p.38).
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A densidade aparente para as particulas obtidas, na pulverizacdo de folhas de S.
terebinthifolius pelo processo de moagem realizado, foi avaliada segundo metodologia
descrita na Farmacopeia Brasileira (1977). A média dos resultados das analises desenvolvidas
apresentou o valor de densidade de 0,5085 g/mL =+ 0,003. Vale ressaltar que tal ensaio
constitui-se numa exigéncia estabelecida pela RDC 48/2004 (BRASIL, 2004).

A droga vegetal contém, naturalmente, uma certa quantidade de agua, que subsiste
desde a secagem da planta. E importante que se conheca esse valor, pois é um indice
relacionado a sua preparacdo e a garantia de sua conservacdo (COSTA, 2001). Dai a
necessidade do estabelecimento de limites de umidade para drogas vegetais
(DETERMINACAO, 1988, p.V.2.9.). A determinacdo do teor de &gua pela perda por
dessecacdo do material vegetal pulverizado de S. terebinthifolius foi conduzida conforme
estabelecido, por método gravimétrico, segundo Farmacopeia Brasileira (1977, p.914).
Amostras do material pulverizado foram submetidas a temperatura de 105 °C e, dessa forma,
dessecadas até peso constante, quando o ensaio foi dado por concluido. Este ensaio visa
determinar a quantidade de substancia volatil de qualquer natureza expelida nas condicdes
especificas (DETERMINACAO, 1988, p.V.2.9.). Uma quantidade residual excessiva de agua
pode indicar a possibilidade de a matéria-prima vegetal ter sido mal preparada ou de se
encontrar acondicionada inconvenientemente (COSTA, 2001). Portanto em circunstancias
capazes de propiciar o desenvolvimento de insetos e de micro-organismos, como bactérias e
fungos e, permitir a ocorréncia de rea¢es enzimaticas, como hidrélise, as quais promovem
alteracdes e/ou degradacdo dos seus constituintes ativos e, consequentemente acarretando a
deterioracdo da droga vegetal.

Para assegurar a qualidade da matéria-prima vegetal, a Farmacopeia Brasileira (1988,
p.V.4.2.3.) estabelece limites de umidade para drogas vegetais, em geral, na faixa de 8 a 14%.
A média dos resultados obtidos na determinacdo por dessecacdo de folhas pulverizadas de S.
terebinthifolius foi dada por concluida quando duas pesagens sucessivas ndo diferiram entre si
por mais de 5 mg, conforme estabelecido pela Farmacopeia Brasileira (1988, p.V.4.2.3.) e,
apresentaram um valor de 5,3% + 0,1 de umidade contida na droga vegetal. Valor este situado
fora da faixa percentual estabelecida, mas segundo assegura a Farmacopeia Brasileira (1977,
p.38), toda vez que na descri¢cdo de um produto ndo for indicada a percentagem da perda por
dessecacdo, é tolerado um maximo de cinco por cento. Portanto, alicercado neste contetdo,
pode-se afirmar que o teor de umidade encontrado na determinacdo por dessecacdo de folhas
de S. terebinthifolius amostradas, encontra-se dentro das normas adequadas. Como resultado,
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a determinacdo da agua é importante para demonstrar a concordancia com os padrdes das
farmacopeias.

Outro parametro utilizado para a caracterizacdo de um material vegetal é referente a
concentragdo hidrogenidnica do extrato, ou seja, a determinacédo do pH da solucéo extrativa.
Encontram-se, nas plantas, diversos &cidos minerais, mas particularmente organicos
pertencentes as diversas séries, aromaticas, terpénicas, heterociclicas, em geral combinados
sob a forma de sais, ésteres, lactonas, amidas, nos lipidios, esséncias, resinas, glicidios,
proteinas e em outros constituintes naturais. Uma parte destes acidos encontra-se também no
estado livre, solubilizada no citoplasma, e por tal motivo pode dosear a acidez total das suas
solugdes extrativas. Em soluces aquosas, 0s acidos dissociam-se parcialmente em ions, e
essa acidez pode ser medida pela concentracdo dos hidrogénios na solu¢do (COSTA, 2001).
Para a determinacdo do pH do extrato de folhas de S. terebinthifolius, primeiramente, para
uma melhor reprodutibilidade da analise, o valor do pH da &gua destilada também foi
verificado, devido ao fato desta ser utilizada no procedimento para a obtencdo da solugéo
extrativa. Desenvolveu-se, para a determinacdo do valor do pH, segundo Farmacopeia
brasileira (1988, p.V.2.19.-V.2.19-2.), os métodos de potenciometria e de colorimetria.

A determinacdo colorimétrica do pH baseou-se no emprego do papel indicador,
indicando como resultados o valor medio para a agua destilada de 5 unidades de pH e, para o
extrato de folhas de S. terebinthifolius o valor médio de 4 unidades de pH, o qual foi levado a
efeito pela ocorréncia da mudanca de coloracdo do papel indicador. A determinacgdo
potenciométrica do pH foi obtida, pela leitura em peagdmetro indicando como resultados o
valor médio para a 4gua destilada de 5,32 + 0,03 unidades de pH e, para o extrato de folhas de
S. terebinthifolius o valor médio de 3,94 + 0,02 unidades de pH, o que sugere a presenca de
substancias acidas no farmacogeno analisado.

O contetdo de cinzas nas drogas vegetais constitui, dentro de certos limites, um indice
individual simultaneamente de identificacdo e pureza, mas logo que ultrapasse um méaximo de
limite estabelecido, pode considerar-se como presenca de contaminantes. Ha, portanto,
necessidade de marcar um ambito de variacdo dentro do qual se considere normal o contetido
de cinzas (COSTA, 2001). Para tal, procedeu-se a determinacéo de cinzas totais, seguido da
determinacdo de cinzas insolUveis em &cido. As cinzas resultantes da incineracdo do
material vegetal podem derivar de constituintes minerais e de organo-metalicos integrantes da
planta, o qual se denomina como cinzas fisioldgicas e, aquele que deriva da matéria estranha,
principalmente solo e areia que adere a superficie da droga, recebe a designacdo de cinzas ndo
fisiolégicas (FARMACOPEIA, 1988; SHARAPIN et al., 2000; COSTA, 2001).
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A determinacdo de cinzas totais envolve a determinacdo tanto da cinza fisioldgica
quanto da néo fisiologica e consiste em medir a quantidade do residuo néo volatilizado apés a
calcinacdo da droga, o que permite a verificacdo de impurezas inorganicas nao volateis que
podem estar presentes como contaminantes (DETERMINACAO, 1988, p.V.4.2.4.;
SHARAPIN et al., 2000). A determinacdo das cinzas insoluveis em &cido é preconizada no
caso de farmacdgenos, permitindo a verificacao de silica, principalmente areia e terra silicea e
constituintes silicosos presentes na droga vegetal (DETERMINACAO, 1988, p.V.4.2.5;
SHARAPIN et al.,, 2000; COSTA, 2001; FARIAS, 2001). As médias das analises
desenvolvidas apresentaram os valores de 18,33% + 1,53 para cinzas totais e, 0,33% para
cinzas insoluveis em &cido.

As substancias extrativas obtidas de drogas vegetais dependem de sua propria natureza
e/ou da classe das substancias de interesse e, do solvente utilizado no processo de extracdo
dessas substancias. A determinacdo do extrato etanolico e do residuo insolGvel no etanol
s80 processos quantitativos relacionados aos constituintes quimicos presentes na especie
vegetal. Estes ensaios destinam-se a determinacdo do teor de substancias ativas presentes nas
drogas vegetais e, seus resultados sdo complementares e possuem o mesmo significado
analitico. A média dos resultados obtidos nas determinacgdes do extrato etandlico e do residuo
insolivel no etanol referente aos processos extrativos de folhas pulverizadas de S.
terebinthifolius apresentaram os valores de 30% + 2,31 do teor de extrativos obtido nas
circunstancias estabelecidas e, de 62,1% + 1,02 de residuo, valor este que representa as
substancias insoluveis retidas por filtrag&o.

4. Concluséo

A qualidade da droga vegetal pode interferir diretamente na acdo farmacoldgica da
espécie. Pesquisas avaliando a qualidade da matéria-prima e de produtos a base de plantas
medicinais e, com o estabelecimento de parametros de qualidade juntamente com prioridades
de conservacdo e armazenamento de derivados de plantas medicinais, sdo suportes que
apresentam grande importancia dentre a avaliacdo farmacognostica para assegurar a qualidade
de uso a que se destina. Segundo Carvalho e colaboradores (2009), a falta de métodos de
controle adequados tem limitado a comercializagdo de produtos com alta qualidade,
especialmente aqueles derivados de espécies nativas, como Schinus terebinthifolius.

Destaca-se a importancia dessas informac6es para o inicio do estabelecimento dos

parametros referentes ao controle da qualidade das folhas de S. terebinthifolius, com a
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realizacdo de futuros estudos para essa espécie vegetal, garantindo com isso, a confiabilidade
nos resultados, para que sejam utilizadas com finalidade fitoterdpica. Como os métodos sao
convencionais e de resultados reprodutiveis e, conduzem a resultados Uteis de andlise, reitera-
se 0 estudo de amostras oriundas de varios locais para verificar a repeténcia das informacdes,

bem como determinar-se os desvios pertinentes.
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CAPITULO IV

ESTUDO FITOQUIMICO

—— e -

1. Introducéo

O metabolismo vegetal compreende o conjunto de reacdes quimicas, que visam ao
aproveitamento de nutrientes e, que continuamente estdo ocorrendo em cada célula. Os
compostos quimicos formados, degradados, ou simplesmente transformados por essas reaces
sdo chamados de metabolitos (SANTQOS, 2001).

Os processos metabdlicos que estdo envolvidos na producdo de macromoléculas,
como, carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos, os quais apresentam um elevado
grau de similaridade entre os organismos e, por serem considerados processos essenciais
envolvidos na transformacéo de moléculas de nutrientes nas unidades constitutivas essenciais
a vida do organismo e comuns aos seres Vvivos, sdo designados de metabolismo primario
(SANTOS, 2001). A partir dos produtos do metabolismo primério, através de rotas
biossintéticas diversas e a custa de energia, as espécies vegetais sdo capazes de produzir,
transformar e acumular inimeras substancias de natureza quimica e propriedades bastante
diversas, denominadas de micromoléculas, como flavonoides, taninos, antraquinonas,
cumarinas, terpenos, saponinas, alcaloides, as quais geralmente apresentam estrutura
complexa e com marcantes atividades bioldgicas. Estas substancias, cuja producdo e acimulo
estdo restritas aos vegetais, sendo seu metabolismo especifico e Unico, caracterizam-se muitas
vezes como elementos de diferenciacdo, pelo fato dos compostos encontrarem-se geralmente
presentes nas plantas em pequenas quantidades e, por vezes, em células especializadas,
caracterizando-as especificamente. Embora ndo essenciais para a manutencdo da vida do
organismo, garantem vantagens para a sua sobrevivéncia e perpetuacdo, em seu ecossistema.
A este processo, que originam o segundo grupo de compostos quimicos, da-se a denominacgéo
de metabolismo secundario (VON POSER, 2001; SANTQOS, 2001; PARANHOS, 2005).

Os estudos fitoquimicos compreendem as etapas de extracdo, fracionamento,
isolamento, elucidacdo estrutural e identificacdo dos constituintes mais importantes do
vegetal, principalmente de substancias originarias do metabolismo secundario, responsaveis -

ou ndo - pela acdo bioldgica. Esses conhecimentos permitem identificar a espécie vegetal e,
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conjuntamente com ensaios de atividade biologica, analisar e caracterizar fracdes ou
substancias bioativas (SONAGLIO et al., 2001).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer 0s constituintes quimicos de
espécies vegetais ou avaliar a sua presenca. Quando nédo se dispde de estudos quimicos sobre
a espécie de interesse, a andlise fitoquimica preliminar pode indicar os grupos de metabolitos
secundarios relevantes na mesma. Caso o interesse esteja restrito a uma classe especifica de
constituintes ou as substancias responsaveis por uma certa atividade biol6gica, a investigacédo
deverd ser direcionada para o isolamento e a elucidacdo estrutural das mesmas
(FALKENBERG et al., 2001).

1.1. Analise fitoquimica preliminar

A triagem fitoquimica ou “screening” fitoquimico é uma das etapas iniciais da
investigacdo de plantas medicinais, atraves de um conjunto de técnicas, para O
desenvolvimento da pesquisa fitoquimica (LUCIO, 2000).

A triagem fitoquimica preliminar consiste na caracterizacdo de um determinado grupo
de substancias presentes em uma espécie vegetal, desenvolvida a partir do processo extrativo
de substancias presentes na planta com a utilizacdo de um solvente adequado e posteori
caracterizacdo dessas substancias no extrato. Em analises fitoquimicas, quando ndo se
conhece previamente o conteddo do material a ser analisado, costuma-se submeter o material
vegetal a sucessivas extragdes, com solventes de polaridade crescente, conseguindo-se uma
extracao fracionada, em que as diferentes fracbes contém compostos de polaridades também
crescentes (FALKENBERG et al., 2001).

Classicamente, a caracterizagdo dos principais grupos de substancias vegetais de
interesse tem sido conseguida pela realizacdo de reacbes quimicas que resultem no
desenvolvimento de coloracdo e/ou precipitado caracteristico (FALKENBERG et al., 2001).
Métodos estes, que devem permitir avaliacdo rapida, com reacdes sensiveis, reprodutiveis e de
baixo custo e, que permitem determinar qualitativamente a presencga dos principais grupos de
constituintes quimicos de uma planta, tanto livres, quanto na forma conjugada e, a partir dai,
orientar a extracdo e/ou fracionamento dos extratos para o isolamento dos grupos de maior
interesse (LUCIO, 2000).

A utilizacdo de material vegetal fresco pode ser indispensdvel para a deteccdo de
alguns componentes especificos, visto que seu emprego traz a vantagem de evitar a presenca

de substancias provenientes do metabolismo de fenecimento vegetal. No caso de execucao da
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analise fitoquimica em tempo distante da coleta, o material deve ser tratado, visando: a sua
estabilizacdo, de forma a impedir a acdo enzimatica e, assim, evitar a alteracdo dos compostos
quimicos originalmente presentes no vegetal e; a retirada de agua, através da secagem, tendo
por finalidade impedir reacdes de hidrélises e de crescimento microbiano (FALKENBERG et
al., 2001).

Para algumas reacOes, 0 extrato pode ser empregado diretamente, enquanto que, em
outras, o solvente deve ser previamente eliminado. Usualmente, estas reacdes sao realizadas
em tubo de ensaio ou placa de toque, podendo também ser utilizada a deteccdo cromatogréfica
com reagentes especificos (FALKENBERG et al., 2001).

A realizacdo das reacOes de caracterizacdo diretamente no extrato bruto pode
eventualmente mascarar o resultado. O fracionamento do extrato e a realizacdo dos testes com

as fragcOes obtidas possibilitam geralmente reagdes mais nitidas (FALKENBERG et al., 2001).

1.2. Processo extrativo: consideragoes gerais

Antes de executar uma extragdo, deve-se considerar uma serie de fatores que
interferem nessa operacdo, tais como as caracteristicas do material vegetal, o seu grau de
divisdo, 0 meio extrator e o processo extrativo (FALKENBERG et al., 2001).

O solvente utilizado deve ser o mais seletivo possivel para extrair apenas as
substéncias de interesse ou em maior quantidade. Como a seletividade depende da polaridade,
0 grau de polaridade do grupo de substancias que se deseja extrair determina o solvente ou
mistura de solventes que se aproxima do oOtimo de seletividade para a extracdo
(FALKENBERG et al., 2001).

Os fatores relacionados aos métodos de extracdo dizem respeito a agitacdo,
temperatura e ao tempo de execucdo. Na escolha de um método extrativo, deve-se avaliar a
eficiéncia, a estabilidade das substancias extraidas, a disponibilidade dos meios extratores e 0
custo do processo escolhido, considerando a finalidade do extrato que se deseja preparar
(FALKENBERG et al., 2001).

1.3. Fracionamento por particao
O fracionamento de um extrato vegetal pode se iniciar pelo processo de particdo por

solventes organicos de polaridade crescente. O fracionamento por particdo implica numa

dissolucdo seletiva e distribuicdo entre as fases de dois solventes imisciveis. Este fendmeno
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pode ser aplicado com vistas a separacdo de componentes de uma mistura de substancias
presentes em um extrato vegetal (FALKENBERG et al., 2001).

1.4. Cromatografia em camada delgada

A cromatografia € um método fisico-quimico que permite a separacdo de misturas de
substancias em seus componentes individuais. Esta técnica permite também obter informacdes
quantitativas e qualitativas sobre as substancias contidas em uma mistura (ROCHA, 2000).

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica amplamente utilizada para
fins de analise, tanto de extratos vegetais quanto para avaliar o resultado de um processo de
separacdo (FALKENBERG et al., 2001). Esta técnica consiste na separacdo dos componentes
de uma mistura através da migracéo diferencial sobre uma camada fina de adsorvente, retido
sobre uma superficie plana (ROCHA, 2000). Utiliza-se o desenvolvimento dessa técnica com
maior freqiiéncia na analise vegetal, em virtude da simplicidade e facilidade de compreenséo,
rapidez de execucdo, sensibilidade, versatilidade, reprodutibilidade e baixo custo oferecido
pela técnica e, ainda, pelos resultados apresenatdos. Assim, algumas farmacopéias empregam-
na como processo habitual na identificacdo de substancias (ROCHA, 2000; COSTA, 2001).

Ha&, porém, necessidade de fixar as circunstancias experimentais, em virtude de varios
fatores modificarem os resultados, como os adsorventes, espessura das camadas, umidade,
eluente (COSTA, 2001).

2. Metodologia

2.1. Triagem fitoquimica preliminar

A caracterizacdo dos principais grupos de substancias vegetais de interesse foi
conseguida pela realizacdo de reagbes quimicas (Tabela 4), que resultaram no
desenvolvimento de coloragdo e/ou precipitado caracteristico, conforme descritos em Costa
(2001) para a caracterizacdo de taninos, flavonoides, cumarinas, heterosideos cardiotonicos e

cianogenéticos, saponinas, antraquinonas, alcaloides e metilxantinas.
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Tabela 4: Reagdes quimicas de caracterizagdo de grupos de substancias presentes na droga pulverizada de folhas

de S. terebinthifolius

Grupo de substancias de interesse

Método de reacédo

Taninos

Gelatina

Sais de ferro (FeCly)
Acetato de chumbo
Acido nitroso

Flavonoides

Shinoda (cianidina)
Taubock (oxalo-bérica)
Pew (zinco metalico)
Cloreto férrico

Cloreto de aluminio

Saponinas

indice de espuma

Alcaloides

- Alcaloide de nucleo tropano
- Alcaloides quinolicos

Dragendorff
Mayer
Bertrand
Vitali

Grahe

Heterosideos cardiotonicos

Liebermann-Burchard
Kedde
Keller-Kiliani

Heterosideos cianogenéticos

Tira de papel de picrato de sodio

Antraquinonas

Antraquindnicos livres

Antraquindnicos combinados
- O-heterosideos
- C-heterosideos

Cumarinas

Técnica do anel associada a radiagdes ultravioletas

Metilxantinas

Amonia

2.2. Obtencéo do extrato etandlico

O extrato etandlico foi obtido por processo de turbolise (FALKENBERG et al., 2001)
adotando-se a proporcdo de 10% (m/v) entre a droga vegetal pulverizada e o liquido extrator.
Realizou-se a extracdo por agitacdo em alta velocidade concomitante a elevadas forcas de
cisalhamento pelo turbo-extrator, com uma solucéo etandlica a 70 °GL, por um periodo total
de 15 minutos, realizando uma sequéncia de trés séries de cinco minutos com intervalos de
trés minutos de repouso. A solucdo extrativa obtida foi filtrada em papel filtro quantitativo
(Quanty® poros de 8 um) e apds, o filtrado concentrado em evaporador rotatdrio sob presséo
reduzida (Marconi® MA 120) com temperatura maxima de 40 °C até completa eliminagdo do
solvente organico e posteriormente, concentrada até a secura. O rendimento da extracao foi

calculado com base na massa de residuo seco assim obtido.
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2.3. Fracionamento do extrato vegetal

O extrato bruto obtido foi solubilizado em mistura de metanol:agua (7:3 v/v)
conduzindo-se o fracionamento por particdo liquido-liguido com os solventes:
hexano:metanol/agua (1:1 v/v); acetato de etila:dgua (1:1 v/v); butanol:dgua (1:1 v/v),
obtendo-se a fracdo hexanica, fragdo acetato de etila, fracdo butanodlica e fracdo aquosa. As
fracBes obtidas foram concentradas em evaporador rotatério sob pressdo reduzida (Heidolph®
Laborota 400) com temperatura maxima de 40 °C até completa eliminacdo do solvente
organico e posteriormente, concentrada até a secura em capela. O rendimento das fragdes foi

calculado com base na massa de residuo seco assim obtido.

2.4. Perfil cromatogréfico

Ap0s a obtencao das fragdes do extrato, realizou-se a triagem por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) do extrato e das fracdes obtidas. A CCD foi desenvolvida com fase
estacionaria em placas de silica gel comerciais (Sorbent technologics® Silica G - UV 254 -
200 pm), utilizando como fase movel dois sistemas de solventes: CHCl3:MeOH:n-PrOH:H,0
(5:6:1:4 vlviviv, fase organica) e CHCIl3:MeOH:H,0 (43:37:20 v/vlv, fase organica), aos
quais as placas foram eluidas. Em seguida, as cromatoplacas foram reveladas com
anisaldeido/H,SO, e aquecidas em estufa (Marconi® MA 033) a 100 °C, para observar a
presenca de classes de metabolitos de interesse.

As classes de substancias foram determinadas pela comparacdo das coloracdes das
manchas observadas nas placas quando reveladas, com as coloracdes das classes descritas na
literatura (WAGNER et al., 1984).

3. Resultados e discussao

Com a finalidade inicial de investigacdo e de avaliacdo da presenca de grupos de
metabolitos secundarios relevantes em folhas de S. terebinthifolius, desenvolveu-se, por um
conjunto de técnicas apropriadas, a triagem fitoquimica preliminar da droga vegetal em
questdo. Os resultados da andlise fitoquimica preliminar do extrato e fracdes deram-se
referentes ao desenvolvimento de coloragcdo e/ou precipitado caracteristico para a
caracterizacdo de grupos de substancias presentes na droga vegetal. Os resultados das analises

estdo apontados na Tabela 5.
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Tabela 5: Resultado referente a triagem fitoquimica preliminar da droga vegetal pulverizada de folhas de S.
terebinthifolius

Grupo de substéncias de interesse Resultado da analise
Taninos Positivo
Flavonoides Positivo
Saponinas Positivo
Alcaloides Negativo
Heterosideos cardiotdnicos Positivo
Heterosideos cianogenéticos Negativo

O-heterosideos — negativo
C-heterosideos — negativo
Cumarinas Negativo
Metilxantinas Negativo

Antraquinonas

Dentre os grupos de substdncias pesquisadas no “screening” fitoquimico, cujos
resultados estdo elencados na Tabela 4, foi possivel detectar, pela positivacdo da reacao,
através de reacdes inespecificas (ocorrendo através de grupos funcionais ou estruturas comuns
as substancias) e de reacdes especificas (ocorrendo somente com algumas estruturas tipicas de
uma unica classe de substancia), a presenca de taninos, a partir do desenvolvimento da
reacdo com gelatina, pela formacéo de precipitado e, reagdo com sais de ferro (FeCls), pela
coloracdo azul dada, indicando a presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e,
também pelo desenvolvimento da reacdo com acetato de chumbo, pela formacgdo de
precipitado esbranquicado indicando a presenca de galotaninos (unido entre unidades de acido
galico via ligacdes meta-depsidicas) e, reacdo com &cido nitroso, pela formacdo imediata de
coloracdo résea que passa a purpura, indicando a presenca de taninos do &cido elagico; a
presenca de flavonoides, a partir do desenvolvimento da reacdo de Shinoda (reacdo da
cianidina), pelo desprendimento de hidrogénio nascente e formacéo de coloracdo vermelha a
rosea, indicado pela reducédo de derivados flavonicos em antocianicos, reacdo de Pew (reacao
com zinco metalico), pela formacdo de coloracdo vermelha, pela presenca de flavonoides,
reacdo de Taubock (reacdo oxalo-borica), pelo aparecimento de fluorescéncias amarelo-
esverdeadas, indicando a presenca particular de flavondis, reacdo com o cloreto férrico, pela
coloracdo variavel verde-castanha, consoante a flavonois e/ou flavononas; reacdo com o
cloreto de aluminio, pela manifestacdo de fluorescéncia verde amarelado intenso
caracteristica, indicando a presenca de compostos flavonicos; a presenca de saponinas, a
partir do desenvolvimento do indice de espuma, pela formacdo, persistente, de um anel de
espuma; a presenca de heterosideos cardiotonicos, a partir do desenvolvimento da reacéo

de Liebermann-Burchard, obtendo-se um colora¢do castanha esverdeada, caracterizando o
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nucleo fundamental de esterdide e triterpenoides, reacdo de Kedde, pela coloragédo fugaz, de
castanho avermelhado a vermelho violeta, atribuido a presenca do anel lactdmico insaturado,
reacdo de Keller-Kiliani, pelo desenvolvimento de um anel de coloracdo castanho-
avermelhada na interface dos liquidos e juntamente a coloracdo azul-esverdeada, adquirida
gradualmente, pela camada acética, particularidade esta, das desoxioses frequentes nos
heterosideos.

Ceruks e colaboradores (2007), em seu estudo fitoquimico dos constituintes fendlicos
polares de S. terebinthifolius, desenvolveram o fracionamento cromatografico do extrato em
etanol das folhas de S. terebenthifolius, guiado pelo ensaio para detec¢do do potencial anti
radicalar, que resultou no isolamento de cinco compostos fendlicos ativos, galato de etila,
galato de metila, miricetrina, quercitrina e miricetina, cujas estruturas foram identificadas com
base na analise dos dados obtidos dos espectros de RMN.

Farag (2008), em seu estudo sobre compostos fendlicos de folhas de S. terebinthifolius
isolou e identificou pela primeira vez dois ésteres de acido quinico: 5-O-acido cafeoilquinicos
e 5-O-acido cumaroilquinicos; trés glicosideos miricetina: miricetina-3-O-alfa-L-
ramnopiranosil (1"-> 6") beta-D-galactopiranosideo, miricetina-3-O-beta-D-glicuronideo e
miricetina 3-O-beta-D-galactopiranosideo; 1,6-digalloyl-beta-D-glicose e (+)-catequina.

El-Massry e colaboradores (2009), estudando a composi¢cdo quimica, no extrato
etanolico, de folhas de S. terebinthifolius identificaram os compostos fendlicos: acido caféico,
acido siringico, acido cumérico, acido elagico, &cido galico e catequina (traco).

Tomando-se como base os estudos de Ceruks et al. (2007), Farag (2008) e EI-Massry
et al. (2009) e, correlacionando esses dados a triagem fitoquimica preliminar desenvolvida
neste trabalho, com a positivacdo referente aos grupos de substancias fendlicos no extrato,
pode-se prever a existéncia dessas substancias na amostra estudada. Carvalho e colaboradores
(2009), em seus estudos, desenvolveram um método de cromatografia liquida (simples,
preciso, especifico e sensivel) para quantificacdo de acido galico, como marcador, a partir de
matérias-primas e produtos finais, de Schinus terebinthifolius.

O extrato etandlico foi obtido por processo de turbdlise, conforme metodologia
descrita no item 2.2., adotando-se a proporcao de 10% (m/v) entre a droga vegetal pulverizada
e o liquido extrator, utilizando-se uma solucéo etanolica a 70 °GL. Graduacéo etandlica esta,
escolhida pelo fato que, segundo Falkenberg (2001), praticamente todos os constituintes de
interesse para a analise fitoquimica apresentam alguma solubilidade em misturas etandlicas,

de tal modo que estas costumam ser empregadas com frequéncia.
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O fracionamento do extrato vegetal foi desenvolvido pelo processo de parti¢cdo por
solventes organicos de polaridade crescente, iniciando-se pelo solvente hexano, e
sequencialmente pelos solventes acetato de etila, n-butanol e adgua, conforme metodologia
descrita no item 2.3. Com base na massa de residuo seco assim obtido, foram calculados os
valores de rendimento dos processos extrativos e, 0s seus valores estdo apresentados na
Tabela 6.

Tabela 6: Rendimento referente a massa de residuo seco obtido no processo extrativo da droga vegetal

Extrato e fragdes

Extrato EtOH Fr. Hex Fr. AcCOET Fr. BuOH Fr. H,O

Rendimento 31,12% 0,56% 12,75% 2,86% 13,64%

Empregou-se para a analise dos extratos obtidos da droga vegetal, a técnica de
cromatografia em camada delgada, um método classico para a identificacdo dos grupos de
constituintes quimicos presentes no extrato etanolico e fragbes obtidas, assim como avaliar o
resultado do processo desenvolvido de separacdo. A andlise foi desenvolvida conforme
metodologia descrita no item 2.4. Buscou-se caracterizar a presenca dos constituintes
majoritarios presentes em S. terebinthifolius, tanto no extrato quanto nas fracdes, por dois
sistemas eluentes de fase organica de diferentes polaridades: um sistema (quaternario)
composto de CHCI3;:MeOH:n.PrOH:H,0 (5:6:1:4), de maior polaridade e, um outro sistema
de menor polaridade, composto de CHCl3:MeOH:H,0 (43:37:20). Sistemas estes utilizados
para a avaliacdo da separacdo dos componentes da mistura através da migracdo diferencial das
substancias sobre uma camada adsorvente da placa de CCD. Os perfis cromatograficos por

CCD estéo apresentados na Figura 8.

Figura 8: Perfil cromatografico por CCD de extrato e fracfes de folhas de S. terebinthifolius. Amostras: 1-
extrato etanélico, 2- fragdo hexano, 3- fracdo acetato de etila, 4- fracdo n-butanol, 5- fracdo aguosa. 3a) Sistema

eluente (quaternario): CHCI;:MeOH:n.PrOH:H,0 (5:6:1:4); 3b) Sistema eluente CHCl;:MeOH:H,0 (43:37:20).
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Pela andlise do perfil cromatografico, apresentado na Figura 8 e, pela comparacdo das
coloragdes das manchas observadas nas placas quando reveladas, com as coloracdes das
classes descritas na literatura (WAGNER et al., 1984), foi possivel observar e inferir quanto as
classes de metabdlitos secundarios presentes no extrato etandlico e nas fragfes provenientes de folhas
de S. terebinthifolius, tais como taninos, caracterizados pela coloracdo caramelo localizada no ponto
de aplicacdo; compostos fenodlicos (flavonoides), caracterizados pela coloragdo amarela; saponinas e
terpenos, caracterizados pela coloragdo arroxeada e diferenciados pelo indice de retengdo (Rf), o
qual as saponinas apresentam Rf menor que os terpenos. Deve-se ressaltar que as
caracteristicas apresentadas pela amostra é funcdo das condi¢des estabelecidas (do tipo de
suporte empregado e do sistema eluente utilizado).

Os resultados da triagem fitoquimica constituem, apenas, uma orientacdo e devem ser
interpretados em conjunto com os resultados do triagem farmacoldgica. Assim, quando uma
planta revela uma dada acdo durante uma triagem farmacologica e presenca de um dado grupo
de substancias na triagem fitoquimica, é bastante provavel que a acdo farmacoldgica seja
devida a fracdo da substancia ou associacao delas (LUCIO, 2000).

4, Concluséao

A pesquisa de constituintes quimicos de espécies vegetais esta relacionada com perfis
fitoquimicos que verificam a ocorréncia de grupos de metabdlitos secundarios de interesse.
Um modo de fracionar extratos por particao inicia-se com solventes de polaridades crescentes,
implicando numa dissolucdo seletiva e distribuicdo entre as fases, aplicada a separacdo dos
componentes da mistura. A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica
amplamente utilizada para fins de analise, tanto de extratos brutos quanto para avaliar o
resultado de um processo de separacao.

As folhas de aroeira-vermelha podem ser indicadas como fonte de principios ativos de
diferentes classes, passiveis de ser facilmente extraidos e que podem ser utilizados como fonte
potencial para novos fitoterapicos, embora estudos mais aprofundados devam ser realizados
acerca do estudo fitoquimico desta espécie.

Esses resultados permitem estabelecer uma estratégia para o isolamento das
substancias presentes no extrato hidroalcodlico das folhas de S. terebinthifolius. A
identificacdo e/ou isolamento das substdncias ativas sera empregado em ensaios futuros

direcionados pelos resultados da avaliagédo das atividades biologicas.
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CAPITULO V
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

= —_—— = =

1. Introducéo

As plantas sempre foram o principal meio a que a humanidade recorreu para
tratamento das doencas. Inicialmente, de modo empirico, foi pela experimentacéo,
selecionando e conhecendo, para muitas, a sua atividade e toxicidade, como foi o caso de
tantas plantas que ainda hoje sdo utilizados na medicina tradicional e na medicina classica
(CUNHA e ROQUE, 2005).

O homem sempre utilizou os produtos naturais, em particular, como meio de
tratamento das suas doengas, e, ainda hoje, o emprego de medicamentos a base de plantas €
muito importante em muitas regides do mundo (CUNHA e ROQUE, 2005).

Deve-se destacar o importante emprego das plantas na terapéutica nos paises em
desenvolvimento, onde a populacdo, devido a sua grande ligacdo a costumes ancestrais,
continua a usa-las como principal fonte de medicamento (CUNHA e ROQUE, 2005).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, 80% da populacdo mundial faz uso de
medicamentos derivados de plantas medicinais. No Brasil pesquisas demonstram que mais de
90% da populacdo ja fez uso de alguma planta medicinal (CORREA e ALVES, 2008). A
rigueza da diversidade vegetal brasileira contribuiu para que a utilizacdo das plantas
medicinais seja considerada uma area estratégica para o pais.

No mundo Ocidental, principalmente nas ultimas décadas, tem-se vindo a assistir um
renovado interesse pelo uso das plantas medicinais na terapéutica, constituindo, em certas
circunstancias, uma ajuda nos cuidados primarios a salde e um excelente complemento

terapéutico, compativel com a medicina classica (CUNHA e ROQUE, 2005).

1.1. Pesquisa da atividade biologica

A pesquisa da atividade bioldgica com extratos de plantas visa descobrir aqueles que
apresentam finalidades terapéuticas. A triagem deve ser cuidadosamente padronizada, para
que seja segura e reprodutivel. A quantidade do material em teste, necessaria para efetivar

essa triagem, deve ser pequena e os procedimentos planejados podendo-se utilizar o material
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bruto como extratos de plantas, ou fracbes de extratos. Seja geral ou especifica, a triagem
produz somente suposi¢Ges sobre a atividade que a amostra possa vir a ter no ser humano
enfermo (LUCIO, 2000).

O estudo fitoquimico bioguiado, feito a partir dos diferentes tipos de extratos, sdo
desenvolvidos por analises realizadas por um painel de testes de atividade bioldgica escolhida
de acordo com a andlise dos dados etnobotanicos, a bibliografia e os objetivos a atingir
(triagem de atividade). Os resultados dessa fase sdo determinantes para estudos mais

aprofundados da espécie vegetal em questao.

1.2. Estudo antibacteriano

As substancias antimicrobianas ou antibidticas representam talvez o maior avango da
farmacoterapia nas Gltimas cinco décadas ou mais, com progresso sem limites dentro da
terapéutica medicamentosa. O referido grupo de medicamentos condiciona, de forma efetiva,
o efeito de espécies microbianas patogénicas e oportunistas responsaveis pelas mais variadas
patologias que tanto provocaram e provocam a incapacidade prolongada ou ébito de seres
humanos, sem restricdo de faixa etéria, situacdo financeira ou estado da satde do individuo
atingido. Os antimicrobianos constituem um grupo especial de agentes terapéuticos,
geralmente produzidos e obtidos a partir de organismos vivos. Sdo substancias que, em
pequenas concentracBes, devem possuir atividade letal ou inibitoria contra muitas espécies
microbianas, prevenir o desenvolvimento de micro-organismos resistentes, auséncia de efeito
indesejaveis ao hospedeiro, estabilidade quimica, entre outras. A atividade antimicrobiana é
um item relevante na caracterizacdo de extratos vegetais, dada a importancia e 0 niumero
bastante grande de doencas infecciosas que acometem o homem (COWAN, 1999; LIMA et
al., 2000).

A partir da decada de 80, o interesse em encontrar agentes antimicrobianos naturais
para 0 emprego em produtos alimenticios ou para uso farmacéutico tem aumentado
consideravelmente (RAUHA et al., 2000).

Em um amplo estudo sobre plantas medicinais, avaliando a atividade antimicrobiana
de extratos vegetais contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, micobactérias,
leveduras e fungos filamentosos, confirmaram, quanto ao potencial antimicrobiano
apresentado em baixas concentragdes de extrato, a ocorréncia de inibicdo sobre o crescimento
de micro-organismos. O que confirma a grande importancia que tais produtos possuem como

perspectiva para producdo de novos e eficientes produtos farmacéuticos que possam ser
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utilizados na medicina para terapéutica de processos infecciosos e, de modo geral, os agentes
antimicrobianos podem manifestar sua atividade por varios mecanismos, como lesdo da
parede celular, alteracGes da permeabilidade celular, alteracdo das moléculas de proteinas e
acidos nucléicos, e inibicdo da sintese de &cidos nucléicos (LIMA et al., 2000).

O conhecimento sobre determinadas substancias presentes em espécies vegetais com
propriedades antimicrobianas tem sido revisto e ampliado, devido aos crescentes problemas
associados ao uso de diversos antibioticos (LIMA et al., 2000). Entre as vérias atividades
bioldgicas referentes as substancias fenodlicas, a atividade antimicrobiana € uma das mais
estudadas. A toxicidade dos taninos para com 0s micro-organismostem sido bem
documentada. Tais estudos envolvem varios campos de pesquisas, entre eles destacam-se o de
alimentos, plantas, solos, patologia de plantas, farmacologia e nutricdo humana e animal
(SCALBERT, 1991).

Varios métodos podem ser utilizados para a determinacdo da atividade antimicrobiana
in vitro, sendo aplicados em estudos de triagem de novas substancias ativas. A técnica de
difusdo em agar e métodos de diluicdo em tubos e/ou microplacas podem ser utilizados para
avaliacdo da atividade antimicrobiana de compostos quimicos. Contudo, o método de diluicdo
em microplacas permite a analise de varios compostos e diferentes espécies bacterianas
concomitantemente (ELOFF, 1998).

Pelo fato das plantas medicinais representarem um papel muito importante na salide
publica, principalmente em paises em desenvolvimento e, devido as possibilidades de
aplicacdo de extratos de plantas na terapéutica e o envolvimento de espécies vegetais em
diferentes doencas, fez-se fato importante, a avaliacdo do potencial das substancias presentes

em Schinus terebinthifolius, como agentes antibacterianos.

2. Metodologia

2.1. Extratos vegetais

Para o desenvolvimento dos estudos de atividade antibacteriana foram utilizados o

extrato e fracbes do extrato vegetal de Schinus terebinthifolius obtidos conforme a

metodologia descrita no capitulo 1V.

Ademir Salvi Junior



Capitulo V - Avaliacdo da Atividade Antibacteriana 54

2.2. Amostras bacterianas

As cepas utilizadas para a avaliacdo da atividade antibacteriana constaram de espécies
Gram-positivas: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e
Bacillus subtilis ATCC 19659, e Gram-negativas: Escherichia coli ATCC 25922 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

2.3. Estocagem e manutencéo das cepas

As amostras bacterianas foram mantidas em Caldo Muller-Hinton (MH) acrescido de
20% de glicerol e conservadas em freezer a -20 °C. Para o0 uso, as cepas foram repicadas em
caldo Muller-Hinton, incubados (Fanen® CB 002) durante 24 horas a 37 °C, as quais foram

utilizadas na padronizacédo do indculo.

2.4. Espectro de absorcao do extrato etandlico e fragdes do extrato vegetal

Na observacdo do extrato vegetal e suas fracGes a serem testadas, foi avaliado a
absorcdo de cada amostra em espectrofotdmetro (Pharmacia LKB® Ultrospec 111) num
intervalo de leitura de 400 a 655 nm, para a determinacdo do comprimento de onda
possivelmente absorvivel (interferente).

Foi realizado o espectro de varredura do extrato vegetal e fragfes do extrato na
concentracdo de 1000 upg/mL, utilizando-se como branco a &gua purificada. Para
determinacdo da avaliacdo de absorcdo de cada amostra foi observada também a absorvancia
do meio de cultura (caldo MH), por apresentar coloracdo amarelada.

As analises permitiram avaliar o melhor comprimento de onda, o qual foi utilizado nos

ensaios de atividade antibacteriana com leitura espectrofotométrica.

2.5. Padronizacdo da suspenséo bacteriana

A suspenséo bacteriana foi padronizada adicionando-se uma cultura preparada a partir
do crescimento bacteriano decorrido de 24 horas em caldo MH a temperatura de 37 °C e,
posteriormente, ap0s agitacdo e consequente repouso, uma aliquota da suspensdo foi
transferida para outro tubo contendo tampéao PBS estéril até atingir uma turvacdo comparavel

ao tubo da Escala McFarland correspondente 0,5 unidade (aproximadamente 1,5 x 10°
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UFC/mL) e seguida de leitura espectrofotométrica a 620 nm com absorvéancia de 0,10 a 0,15
(corresponde até a 1,5 x 10® UFC/mL). Para utilizagdo na microplaca, o inéculo foi diluido a
1:10 em tampéo PBS estéril (obtendo-se uma suspensdo correspondendo a 1,5 x 10” UFC/mL)
(SANCHES, 2004).

2.6. Preparo do extrato etandlico e fragdes do extrato vegetal

O extrato vegetal e as fracGes do extrato foram preparados em solugédo estoque de
2000 pg/mL. As amostras de extrato etandlico 70 °GL e, fragdes aquosa, butandlica e acetato
foram preparadas em agua destilada estéril, e, a fracdo hexanica foi preparada em solucao de
metanol com 20% de Twen 80 e agua estéreis. As amostras foram preparadas em momento

antes da realizacdo dos testes.

2.7. Determinacdo da atividade antibacteriana e concentracgao inibitéria minima (CIM)

pelo método de diluicdo em microplacas

Foi determinada a CIM utilizando diluicdo em microplaca, segundo a Norma M7-A6
do National Committee for Clinical Laboratory Standards, porém com modificagdes descritas
neste item (NCCLS, 2003).

2.7.1. Método de diluicdo em microplacas

Os métodos para determinacdo da CIM foram realizados adaptando-se as técnicas
propostas por Ellof (1998). O teste foi realizado em microplacas (Costar® 3595) estéreis de 96
orificios, de fundo plano, com tampa. Foi utilizado caldo MH como meio de cultura. O
extrato etandlico e fragbes do extrato foram preparados como solugdo estoque conforme
descrito no item 2.6. Para cada bateria de testes foi testada uma cepa padrdo, conforme
apresentado no item 2.2.

Os 96 orificios da microplaca, das linhas de A a H e das colunas de 1 a 12 (Figura 9),
foram preenchidos com 80 pL de meio liquido (caldo MH) estéril. Foram reservados orificios
para controle, sendo: os orificios das linhas de A a H da coluna 1 para o controle do meio de
cultura; os orificios das linhas de A a H da coluna 2 para o controle de crescimento
bacteriano; aos orificios das linhas de A a H da coluna 3 foram adicionados 100 pL de

cloridrato de ciprofloxacino, na concentracdo de 35 pg/mL, para o controle positivo; aos
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orificios das linhas de A a H da coluna 10 foram adicionados 100 uL do solvente utilizado
para o preparo da solucdo estoque (item 2.7.), para o controle negativo; e, aos orificios das
linhas de A a H das colunas 11 e 12 foram adicionados, a cada orificio, 100 uL dos extratos
testados para o controle destes, sendo a coluna 11 para um extrato e a coluna 12 para um outro
extrato testado. Os orificios iniciais das colunas 4, 5 e 6 foram reservados para a aplicacgdo,
em triplicata, de 100 uL de um dado extrato e, nos orificios iniciais das colunas 7, 8 e 9 foram
reservados para a aplicacdo, em triplicata, de 100 uL de um outro extrato. A partir desses
orificios (4, 5 e 6; 7, 8 € 9), com o auxilio de pipeta, foram feitas dilui¢cGes seriadas das linhas
A até H. Apds as diluicdes seriadas, as concentracGes finais na microplaca para as amostras
vegetais foram de 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 ug/mL. Sequencialmente,
foram adicionados 20 pL da suspenséo bacteriana (10" UFC/mL) aos orificios das colunas de
2 a 10. Posteriormente, as microplacas foram levadas a estufa incubadora a temperatura de 37
°C, durante 24 horas.

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Figura 9: Esquema de microplaca de 96 orificios, mostrando a distribui¢do das linhas e colunas, utilizada para a
avaliacdo da CIM. Coluna 1: meio de cultura Muller Hinton; Coluna 2: controle de crescimento (meio de cultura
com bactérias); Coluna 3: controle positivo (meio de cultura com antibiético e bactérias); Colunas 4 a 6: amostra
teste 1 (meio de cultura com extrato vegetal 1 e bactérias); Colunas 7 a 9: amostra teste 2 (meio de cultura com
extrato vegetal 2 e bactérias); Coluna 10: controle negativo (meio de cultura com o solvente utilizado e
bactérias); Colunas 11 e 12: controle dos extratos 1 e 2, respectivamente.

2.7.1.1. Leitura espectrofotométrica das microplacas

Ao término da incubacdo, as microplacas foram submetidas a leitura em leitor de
microplacas (Bio-Rad® 550) a 595 nm, onde tiveram seus valores registrados, para a
avaliacdo da atividade antibacteriana e CIM (ELLOF, 1998; NCCLS, 2003).
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2.7.1.2. Determinacdo da concentracao bactericida minina (CBM) a partir do método de

diluicdo em microplacas

Apbs a leitura espectrofotométrica e registro dos dados, as misturas contidas nos
orificios das microplacas, que apresentaram turvacdo caracteristica, foram utilizadas para a
realizacdo da semeadura em placas de dgar Muller-Hinton para a determinacdo da CBM das

amostras vegetais.

2.7.1.3. Leitura das microplacas utilizando resazurina como revelador

Apbs a leitura espectrofotométrica e semeadura em placas para a determinacdo da
CBM, foi desenvolvido o método de resazurina para a determinacdo da atividade
antibacteriana e CIM. Para isto, foram adicionados aos 96 orificios das microplacas, 50 uL do
corante resazurina (fenoxazin-3-ona), preparados na concentracdo de 0,1 mg/mL em agua
purificada. Utilizada como indicador de 6xido-reducéo, a resazurina apresenta-se de coloracéo
azul em meio oxidado e de coloracdo rosea em meio reduzido. Posteriormente, as microplacas
foram incubadas em estufa a temperatura de 37 = 1 °C, por no maximo duas horas, para a
viragem de coloracdo. A CIM foi entdo determinada e definida como a menor concentragédo
da amostra vegetal capaz de impedir a mudanca de cor, ou seja, de inibir o crescimento
celular (PALOMINO et al., 2002; MONTEJANO et al., 2005).

3. Resultados e discussao

3.1. Determinacdo da atividade antibacteriana e da concentracdo inibitoria minima

(CIM) pela técnica de diluigdo em microplacas com leitura espectrofotométrica

Os testes de diluicio em microplacas foram realizados conforme descritos na
metodologia para a avaliagdo da atividade antibacteriana (item 2.8.) As amostras avaliadas
foram representadas pelo extrato etandlico, fracdo hexanica, fracdo de acetato de etila, fracdo
butanolica e fracdo aquosa.

A atividade antibacteriana e a CIM do extrato e fragbes do extrato vegetal testados
podem ser observados pela leitura espectrofotométrica no comprimento de onda a 595 nm. O

valor da CIM preconizada pelo National Committee for Clinical Laboratory (NCCLYS) frente a
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bactérias € descrito como a menor concentracdo de um agente antibacteriano que impede o
crescimento visivel de um micro-organismo em testes de sensibilidade.

As Figuras 10 a 14 revelam os perfis de susceptibilidade ou resisténcia das cepas de
referéncia S. aureus, E. faecalis, B. subtilis, E. coli e P. aeruginosa as amostras vegetais

testadas e os valores das CIMs estdo representadas na Tabela 7.

@ Cipro
m BEOH
O Hex

0O AcOET
B BuOH
@ H20

Absorvancia

Cipro 1000 500 250 125 62,50 31,25 15,63 7,81

Concentragéo (pg/mL)

Figura 10: Atividade antibacteriana do extrato etanélico e fragdes obtidas frente a S. aureus
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Figura 11: Atividade antibacteriana do extrato etanélico e fraces obtidas frente a E. faecalis
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o Cipro
m EOH
O Hex

0O AcOET
B BuOH
o H20

Absorvancia

Cipro 1000 500 250 125 62,50 31,25 15,63 7,81

Concentracéo (ug/mL)

Figura 12: Atividade antibacteriana do extrato etandlico e fracdes obtidas frente a B. subtilis
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Figura 13: Atividade antibacteriana do extrato etandlico e fragdes obtidas frente a E. coli
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Figura 14: Atividade antibacteriana do extrato etandlico e fracdes obtidas frente a P. aeruginosa.
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Tabela 7: Determinacéo da atividade antibacteriana e da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL, pela
técnica de diluicdo em microplacas com leitura espectrofotométrica

Microdilui¢do da amostra vegetal (pg/mL)

Micro-organismos —
Extrato etanolico Fr. Hexano  Fr. Acetato  Fr. Butanol  Fr. Aquosa

S. aureus 125 1000 62,5 500 1000

E. faecalis 62,5 250 31,25 250 > 1000
B. subtilis 1000 250 250 1000 > 1000
E. coli 62,5 > 1000 > 1000 500 > 1000
P. aeruginosa 125 125 62,5 1000 > 1000

A concentracdo inicialmente testada foi de 1000 pg/mL indicando que se ndo houve
atividade antibacteriana nesta concentragdo, 0 que ndo quer dizer que a amostra vegetal néo
tenha atividade contra as bactérias testadas em concentracfes superiores a esta ou em outras
que ndo foram testadas.

Os melhores resultados observados foram obtidos com a fracdo acetato de etila frente
as bactérias: E. faecalis (CIM = 31,25), S. aureus e P. aeruginosa (CIM = 62,5), B. subtilis
(CIM = 250) e, com o extrato etandlico frente as bactérias: E. faecalis e E. coli (CIM = 62,5),
S. aureus e P. aeruginosa (CIM = 125) e, ainda, com a fracdo hexano frente as bactérias: P.
aeruginosa (CIM = 125), E. faecalis e B. subtilis (CIM = 250).

3.2. Determinacdo da atividade antibacteriana e da concentracdo inibitoria minima

(CIM) pela técnica de diluicdo em microplacas utilizando resazurina como revelador

Segundo PALOMINO et al. (2002) e MONTEJANO et al. (2005), a resazurina € um
corante diferencial que permite avaliar de forma relativa a viabilidade, contaminacgdo
bacteriana e a atividade antimicrobiana em fungdo da mudanga de cor no corante. A
manutencdo da cor azul nos orificios foi interpretada como auséncia de crescimento
bacteriano e o desenvolvimento de cor rosa, como presenca de crescimento bacteriano. A
CIM foi entdo determinada e definida como a menor concentracdo da amostra vegetal capaz
de impedir a mudanca de coloracdo azul para a coloracdo résea. A viragem da coloragdo de
resazurina na microplaca pode ser observada nas Figuras 15 a 17 e, os resultados das analises
frente as cepas testadas estdo apresentados na Tabela 8 com os valores da CIM

correspondentes.
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Figura 15: Teste de diluicho em microplacas utilizando resazurina como revelador, na determinacdo da
atividade antibacteriana e concentragdo inibitéria minima (CIM), para o extrato etanolico (4, 5 e 6) e fracdo
aquosa (7, 8, € 9), frente as cepas referéncias S. aureus, E. faecalis, B. subtilis, E. coli e P. aeruginosa

Figura 16: Teste de diluicdo em microplacas utilizando resazurina como revelador, na determinag&o da atividade
antibacteriana e concentracdo inibitéria minima (CIM), para a fragdo butandlica (4, 5 e 6) e fragdo acetato de
etila (7, 8, e 9), frente as cepas referéncias S. aureus, E. faecalis, B. subtilis, E. coli e P. aeruginosa
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b o S ol i e

Figura 17: Teste de diluicdo em microplacas utilizando resazurina como revelador, na determinag&o da atividade
antibacteriana e concentracdo inibitéria minima (CIM), para a fracdo de hexano (4, 5 e 6), frente as cepas
referéncias S. aureus, E. faecalis, B. subtilis, E. coli e P. aeruginosa

Tabela 8: Determinacéo da atividade antibacteriana e da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL, pela
técnica de diluicdo em microplaca utilizando resazurina como revelador

) ) Microdiluicdo da amostra vegetal (pg/mL)
Micro-organismos

Extrato etandlico  Fr. Hexano  Fr. Acetato  Fr. Butanol  Fr. Aquosa

S. aureus 250 1000 62,50 500 1000

E. faecalis 1000 > 1000 1000 > 1000 > 1000
B. subtilis 1000 > 1000 250 1000 > 1000
E. coli > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
P. aeruginosa > 1000 > 1000 > 1000 1000 > 1000

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 8) pode-se dizer que a fracdo de acetato
de etila de S. terebinthifolius apresentou uma melhor atividade contra S. aureus (CIM = 62,5) e
também para B. subtilis (CIM = 125) em relagdo aos outros extratos testados, sendo observado
uma acdo também do extrato bruto para S. aureus (CIM = 250).

Uma das vantagens da CIM é que esta pode ser ampliada para determinar a CBM, a

menor concentragdo de amostra vegetal capaz de destruir o micro-organismo. Para tal, as
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amostras vegetais diluidas (CIM) foram subcultivadas em placas contendo agar Muller-

Hinton e incubadas durante 24 horas a temperatura de 37 °C.

3.3. Determinacédo da concentracao bactericida minina (CBM) das amostras vegetais que

apresentaram atividade antibacteriana

Este teste consiste verificar em quais concentracdes as substancias que possuem
atividade antibacteriana sdo bacteriostaticas ou bactericidas. Os resultados para esta
determinacéo estdo apresentados de acordo com a Tabela 9.

De acordo com os resultados obtidos para CBM (Tabela 9) pode-se dizer que o extrato
etanolico, a fracdo de acetato de etila e a fracdo butandlica apresentaram acao bactericida para
as bactérias Gram-positivas: S. aureus, E. faecalis, B. subtilis na concentragdo indicada na
Tabela 8 sendo que, em concentragdes diferentes a esta e, juntamente com as fragdes aquosa e

hexanica, sdo consideradas como bacteriostatico para as bactérias testadas.

Tabela 9: Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minina (CBM) das amostras vegetais que apresentaram
atividade antibacteriana

] ) CBM da amostra vegetal em agar Muller-Hinton (ug/mL)
Micro-organismos

Extrato etandlico Fr.hexano  Fr. Acetato  Fr. Butanol  Fr. aquosa

S. aureus 500 * 1000 250 *
E. faecalis * * * 500 *
B. subtilis 1000 * 1000 250 *
E. coli * * * * *
P. aeruginosa * * * * *

* Acdo bacteriostatica

Os resultados de atividade antibacteriana obtidos com a anélise dos dados da leitura
espectrofotométrica ndo foram idénticos aos obtidos com a andlise dos dados utilizando a
resazurina como revelador.

Os resultados das andlises de leitura espectrofotométrica revelaram uma maior
sensibilidade do teste, apresentando uma melhor atividade das amostras vegetais, em relacdo
aos resultados do teste obtidos com a resazurina. Isso possivelmente ocorre devido ao ponto
de viragem do revelador que € influenciado pelo pH e consequentemente pelo nimero de

bactérias que hd em cada orificio da microplaca.
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Em linhas gerais as amostras vegetais apresentam atividade antibacteriana promissora,
destacando-se a atividade da fracdo de acetato de etila, 0 que justifica a continuidade destes

estudos.

4. Concluséo

Embora o mecanismo de acdo da atividade antimicrobiana dos compostos presentes
em Schinus terebinthifolius ndo seja conhecido, sugere-se enfatizar, para a fracdo de acetato
de etila, um mecanismo de acdo, como sendo este exercido pela sua atividade bacteriostatica e
ndo bactericida, em funcdo dos resultados do CBM. A atividade antibacteriana esta
relacionada aos compostos bioativos da planta, os quais foram caracterizados pelas analises
histoquimica, conforme item 3.2. do capitulo 1l e, triagem fitoquimica, conforme item 3. do
capitulo 1V. Mas, ndo se pode afirmar, neste caso, quais desses compostos quimicos, isolados
ou em associagdo, exercem a atividade antimicrobiana. Embora, observou-se a inexisténcia de
uma acdo sinérgica, para S. aureus, E. faecalis, B. subtilis e P. aeruginosa, pois o extrato
etandlico apresentou atividades diferentes as suas fragdes ou, pode ser que, estes compostos,
do extrato etandlico, estejam diluidas o suficiente para ndo demonstrar atividade. Entretanto,
observou-se, para E. coli, uma acao sinérgica do extrato etandlico as suas fracoes.

O uso de extratos vegetais, tanto na medicina quanto na industria farmacéutica, para o
controle dos micro-organismos, € um fato real. 1sso mostra que pode haver outras vias de
obtencdo destes agentes em vegetais superiores, além da via comum, que sdo os antibidticos.
Assim, essa € uma das possiveis alternativas existentes, para que num futuro proximo, a
aroeira-vermelha possa vir a ser empregada para o controle terapéutico de bactérias, que a

cada dia tornam-se mais resistentes a acdo dos muitos antibacterianos empregados atualmente.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo inicial para a caracterizacdo anatdmica dos foliolos, para o controle de
qualidade da droga vegetal e determinagdo da sua composi¢cdo em metabdlitos secundarios,
tanto histoquimica quanto fitoquimica, bem como no subsequente potencial farmacéutico
desses componentes, executado em Schinus terebinthifolius, de uso em medicina tradicional,
contribuiu para o aumento destas informacdes na literatura, bem como para o arsenal
terapéutico mundial. Fato este firmado pelo interesse demonstrado pelo Ministério da Saude,
com a inclusdo e divulgacdo, em fevereiro de 2009, da espécie S. terebinthifolius na Relagéo

Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus).

O interesse pelo estudo das folhas de S. terebinthifolius surgiu primeiramente pelo fato
da sua utilizacdo popular na terapéutica seguir a indicacdo farmacopeica, a qual designa a
casca do tronco como farmacdgeno e, pelo impacto ambiental decorrente deste fato,
despertando a preocupacao, sobre a coleta incorreta do material vegetal, o que pode dificultar

a permanéncia da espécie em sua area de dominio.

A utilizacdo de drogas vegetais requer um rigoroso controle de qualidade. Esse
controle esta definido nas Farmacopeias e também na literatura assessora, indicando métodos
analiticos para tal. O estudo anatémico faz-se necessario para garantir e confirmar da
identidade da espécie avaliando, por exemplo, seus caracteres, inclusdes celulares, bem como
seus constituintes ativos. Os estudos fisico-quimicos possibilitaram a verificacdo da

autenticidade e da pureza da droga vegetal.

Correlacionando as informacGes obtidas da triagem fitoquimica preliminar para os
grupos de metabolitos secundarios caracterizados no extrato etanolico e nas fragcdes do
extrato, com os dados obtidos da analise histoquimica de folhas de S. terebinthifolius pode-se
constatar a relagdo de positivacao existente entre as analises executadas para ambos. Portanto,
uma analise histoquimica bem executada pode nortear os estudos fitoquimicos de forma

robusta.

A avaliagéo do potencial antibacteriano demonstrado nesse estudo reforca a utilizagédo
dessa espécie vegetal na medicina popular e, justifica ainda, a continuidade desta investigacao

Ademir Salvi Junior



Consideragdes Finais 66

utilizando-se outros grupos de micro-organismospara a contribuicdo cientifica de seu perfil

bioldgico.

A investigacdo até agora realizada, culmina numa pequena parte do que, até o
momento, ainda esta por se fazer, ja que é grande o nimero de plantas ainda nao estudadas,
tanto no sentido de uma utilizacdo direta, como da obtencdo de novos constituintes bioativos,
ou de novas moléculas que possam servir para semi-sinteses de compostos

farmacologicamente ativos.

As metodologias utilizadas, bem como os resultados até este momento obtidos,
servirdo como base para orientar futuras investigaces no estudo da espécie Schinus
terebinthifolius Raddi, bem como colaborar com estudos voltados para plantas medicinais e

drogas vegetais, visando a obtencdo de novos fitomedicamentos.
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