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RESUMO

O desenvolvimento de agentes antimicrobianos eficazes e seguros para
combater infecgbes bacterianas revolucionou o tratamento médico nos ultimos
60 anos. Entretanto, aliado a prépria evolucdo dos organismos, O USO
indiscriminado dos antibidticos selecionou espécies extremamente resistentes
aos agentes quimicos utilizados. Como uma tentativa de contornar tal situacao
e ampliar o arsenal de compostos ativos contra microrganismos patégenos, o
estudo de plantas tornou-se crescente no cenario cientifico. Para utilizarmos os
fitoterapicos na prevencao e/ou cura de doencas sdo necessarios estudos
prévios relativos a aspectos botanicos, farmacogndsticos, fitoquimicos,
farmacolégicos e toxicolégicos. Neste trabalho, foram estudados extratos
obtidos com as cascas pulverizadas de Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.,
quanto aos aspectos farmacogndésticos, propriedades antimicrobianas frente a
diversas linhagens bacterianas e uma levedura, e a citotoxicidade contra
células de mamiferos. Nossos resultados mostraram que quanto ao
rendimento, o melhor extrato foi obtido com a percolagdo 20% (m/v) e, quanto
ao teor de taninos totais, o melhor extrato foi obtido com a percolagdo 10%
(m/v). Nenhum dos extratos utilizados apresentou efetividade na inibicdo do
crescimento para a 0sS microrganismos testados. A excegao ocorreu para
Staphylococcus aureus, no qual os extratos apresentaram baixa atividade.
Quanto a citotoxicidade, todos os extratos analisados apresentaram ICsy maior

gue a maior concentracao aplicada (2 mg/mL).



ABSTRACT

The development of effective and safe antimicrobial agents to combat
microbial infections revolutionized the medical treatment in the last 60 years.
However, together to the self evolution of the organisms, the indiscriminate use
of the antibiotics selected extremely resistant species to chemical agents used.
As an attempt of to avoid this situation and to enlarge the arsenal of active
compounds against pathogenic microorganisms, the study of plants has been
growing in the scientific scenary. For the use of phytotherapics in the prevention
and/or cure of diseases are necessary previous studies relative to botanical,
pharmacognostics, phytochemical, pharmacological and toxicological aspects.
In this work, were studied extracts obtained with the powdered barks of
Endopleura uchi (Huber) Cuatrec., for their pharmacognostic aspects,
antimicrobial properties against to several bacterial strains and a yeast, and the
cytotoxicity against mammals cells. Our results showed that, related to yield, the
best extract was obtained with the percolation 20% (w/v) and, related to total
tannins teor, the best extract was obtained with the percolation 10% (w/v). None
of the used extracts presented inhibition of the growth to the most analyzed
microorganisms. The exception occurred against the Staphylococcus aureus
strain, in which the extracts presented a low activity. All analyzed extracts for
cytotoxicity presented ICsy higher than the higher applied concentration (2

mg/mL).
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1. INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas
no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie
humana. No processo histérico das plantas medicinais, muitas civilizacdes
descreveram a utilizacdo de ervas e outros vegetais como forma de
medicamento, em seus registros e manuscritos. Os babilénios e sumerianos
(2.600 a.C.) usavam em seus remédios, frutos, folhas, flores, cascas e raizes
como a oliveira e o alho. A “Tabuinha Sumeriana”, uma colecdo de textos
médicos em tabletes de argila, contém registros dos primeiros sintomas de
doencas e a prescricdo para cada enfermidade, sendo considerado o mais
antigo tratado de medicina (TEIXEIRA, 1994; MIGUEL e MIGUEL, 1999). Ja no
primeiro século da era Cristd, Dioscérides, médico-cirurgido grego, publicava
“De Materia Medica”, um catdlogo contendo cerca de 600 plantas do
Mediterraneo, incluindo informacgdes de como os gregos as utilizavam para fins
meédicos, locais onde poderiam ser encontradas e informacdes sobre uso, se
eram comestiveis ou venenosas (SIMOES, 2004). Foi durante a Renascenca
(séculos XIV a XVI) que aparecem as primeiras farmacopéias, com o proposito
de padronizar a composicdo e a forma de preparacdes prescritas pelos
meédicos da época. A primeira farmacopéia européia foi publicada em 1498, em
Florenca: “Nuovo Receptario Compositio”; sendo que a segunda foi publicada
em Barcelona, em 1511: “Concordie apothecariorum Barchinone medicines
Compositis” (LOPEZ-MURNOZ et al., 2006). Em 1929 foi oficializado o Cédigo

Farmacéutico Brasileiro, ou seja, a primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira,
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apresentada pelo farmacéutico e professor de Farmacia Rodolpho Albino Dias
da Silva, sendo uma obra de um unico autor, equiparando-se as farmacopéias
dos paises tecnologicamente desenvolvidos, diferenciando-se por conter
descricbes de mais de 200 plantas medicinais, a maioria delas de origem
brasileira (ANVISA, 2004). Parte destas plantas foi suprimida da segunda
edicdo e outra parte foi destinada ao Formulario Nacional. Atualmente, a quarta
edicdo da Farmacopéia Brasileira (1988 e seus suplementos publicados em
1996, 2000, 2002) conta com apenas 23 monografias atualizadas que, na sua
grande maioria, sdo monografias de plantas exoticas (FARIAS, 1999).

Apesar de as plantas representarem, durante séculos, a Unica fonte de
agentes terapéuticos para o homem, na primeira metade do século XX, com o
advento da Revolucdo Industrial e o desenvolvimento da quimica organica, 0s
produtos de origem vegetal foram temporariamente esquecidos em detrimento
dos compostos sintéticos. Isto ocorreu, entre outros fatores, pela maior
facilidade de obtencdo dos compostos puros, possibilidade de modificacbes
estruturais e pelo crescente poder econdmico das industrias farmacéuticas
(RATES, 2001a).

Atualmente, apesar do grande desenvolvimento da sintese organica e de
novos processos biotecnoldgicos, observamos um aumento notavel da pratica
fitoterapica. Aproximadamente 25% dos medicamentos prescritos nos paises
industrializados s&o originarios de plantas e aproximadamente 120 compostos
de origem natural, obtidos a partir de cerca de 90 espécies de plantas, sédo
utilizados na terapéutica moderna. De fato, os produtos naturais estédo
envolvidos no desenvolvimento de 44% de todos o0s novos farmacos

(HOSTETTMANN et al., 2003). Os produtos atualmente disponiveis no
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mercado, em algumas situacdes, tém-se tornado ineficientes e/ou inseguros. O
excesso de efeitos colaterais, 0 uso abusivo, a prescri¢cao indiscriminada e o
emprego incorreto destes produtos resultam em uma raz&o risco/beneficio
indesejada, tornando as linhagens microbianas extremamente resistentes aos
antibiéticos sintéticos. Outro motivo que levou ao crescimento da fitoterapia é
que parte da populacdo mundial ndo tem acesso a medicina convencional,
devido a situacdo econémica ou ao descaso com a populacao por parte do
sistema politico econbmico mundial ou mesmo pela politica adotada pelas
grandes industrias farmacéuticas (TOLEDO, 2002). A dependéncia das plantas
como fonte de farmacos é prevalente em paises em desenvolvimento, nos
quais a medicina tradicional baseada nos conhecimentos populares possui
papel central nos cuidados a saude (AUSTIN, 1991; CLARK, 1996). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que um ter¢co da populagédo
global ainda ndo tem acesso a medicamentos essenciais e, mais do que isso,
nas areas mais pobres da Africa e Asia, esse valor sobe para 50 % da
populacdo (WHO, 2002). Além disso, este 6rgdo considera a fitoterapia nos
seus programas e sugere procedimentos basicos para a avaliacdo de drogas
vegetais (WHO, 1992; RATES, 2001b).

O desenvolvimento de fitoterapicos inclui varias etapas e envolve,
atualmente, um processo interdisciplinar, multidisciplinar e interinstitucional. A
pesquisa inicia-se pela busca de literatura cientifica e catalogos internacionais
nas areas especificas do referido conhecimento, seguindo em paralelo a
pesquisa etnobotanica, que descreve o uso popular de plantas nas diferentes

culturas (CAMARGO, 1999).
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Além da descoberta de farmacos naturais que sirvam como prototipos
para o desenvolvimento de novos medicamentos a pesquisa com as plantas
visa fornecer subsidios para a pratica de uma fitoterapia racional, através do
uso de medicamentos fitoterapicos de qualidade, com eficacia e segurancga
comprovada. Entre os estudos necessarios para garantir a qualidade de uma
droga vegetal encontram-se os testes de autenticidade (caracterizacéo
organoléptica e identificacdo macroscopica e microscopica), testes de pureza e
integridade (cinzas totais, cinzas insoluveis em &cido, umidade e determinacao
de materiais estranhos, contaminantes microbioldégicos e metais pesados) e
andlises qualitativas e quantitativas dos constituintes ativos, quando
conhecidos (BRASIL, 2000). Deve-se destacar ainda, que o desenvolvimento
de um novo medicamento envolve um processo complexo de alto custo, onde
se requer investimentos em torno de 100-360 milh6es dolares em um periodo
de 10-12 anos para que um farmaco seja desenvolvido (YUNES, 2001).

No Brasil aproximadamente 80.000 espécies de plantas sdo descritas,
oferecendo enorme propulsdo para o descobrimento de novos farmacos.
Entretanto, considerando esta enorme variedade de espécies, 0 potencial como
fonte de novos farmacos nédo € completamente explorado, sendo que, somente
17% deste grupo de plantas tem sido foco de estudos sistematicos na busca de
compostos biologicamente ativos (SOERJATO, 1996). As matérias-primas
vegetais que sao utilizadas no preparo de medicamentos fitoterapicos
necessitam de um controle de qualidade. As condicdes de coleta,
armazenagem, secagem, dentre outras, interferem diretamente na qualidade e
guantidade de principios ativos extraidos e consequentemente no efeito

farmacoldégico dos mesmos. A tradicdo popular de que produto "natural” ndo
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tem efeito colateral € equivocada e faz com que muitas pessoas busquem esta
terapia sem ao menos saber o que estédo consumindo (SIMOES et al., 2004).
Uma limitagdo em relagéo aos fitoterapicos € o numero reduzido de estudos
controlados em comparacdo com o0s medicamentos sintéticos. Mais ainda,
esses poucos estudos nem sempre empregam metodologias adequadas. Essa
escassez de estudos, associada a falta de sistematizacdo do levantamento e
de farmacovigilancia, pode, pelo menos em parte, contribuir para o reduzido
namero de relatos de efeitos adversos pelos fitoterdpicos (WINSLOW e

KROLL, 1998).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. (Humiriaceae)

Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. [sinonimia Sacoglottis uchi Huber]
(Humiriaceae) é uma espécie originaria da Amazonia brasileira, encontrada em
estado silvestre em mata de terra firme, dispersa por toda a Bacia Amazonica.
A familia foi descrita por Antoine Laurent de Jussieu, a qual inclui 50 espécies
classificadas em 8 géneros, distribuidas principalmente em regides tropicais
das Américas. A planta € conhecida na regido Amazodnica como uchi, uxi-
amarelo, cumaté, pururu, uxi-liso, uxi-ordinario ou uchi-pucu (CUATRECASAS,
1961; SCHULTES, 1979). As arvores eretas e de casca cinza atingem entre 25

e 30 metros de altura, com didmetro do caule de até 1 metro (Figura 1).

FIGURA 1. Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. A) Vista panoramica da espécie
(fonte: http://www.ibama.gov.br); B) Fotografia de uma tora do caule (fonte:

http://www.ibama.gov.br).
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O fruto tem uma dupla camada oblongo-elipséide de 5 a 7 cm de
comprimento, 3 a 4 cm de diametro, com peso entre 50 e 70 g e apresenta
coloracdo verde-amarelada ou parda-escuro quando maduro. E considerado
um alimento de grande importancia para subsisténcia de muitas comunidades
rurais mais distantes, no entanto na ultima década tem sido detectado um
mercado em expansao na area periurbana de Belém durante os quatro meses
de frutificacdo, gerando renda para varias familias. A polpa in natura é
consumida pura bem como na fabricac@o de sorvete e licor. O fruto € também
apreciado por varios animais silvestres, tornando-o favorito aos cacadores para
construcéo de armadilhas de caca (SHANLEY et al., 2002).

A casca é amplamente comercializada em feiras, mercados e até mesmo
farmécias (Figura 2), sendo prescrita sua utilizagdo na forma de maceragéo ou
cha, para o tratamento de artrite, colesterol, diabete e como antiinflamatorio

(CORREA, 1984).

FIGURA 2. Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. A) Casca do caule in natura
(fonte: http://www.ibama.gov.br); B) Cascas pulverizadas, embaladas em
pacotes para comercializacdo em mercados, férias livres e farmacias

magistrais (fonte: http://enkantusdafloresta.com).
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2.2. Constituicao fitoquimica

Em seu trabalho, LUNA et al. (2000a), a partir do extrato etandlico bruto das
cascas de E. uchi, realizaram sucessivas extracbes com solventes de diferentes
polaridades, que foram fracionadas e subsequentemente purificadas. As substancias
puras tiveram suas estruturas elucidadas com base em dados espectroscopicos no
ultravioleta, infravermelho, espectrometria de massas e principalmente ressonancia
magnética nuclear, caracterizando a presenca de duas cumarinas, a bergenina e
seu derivado dimetilado, a dimetilbergenina, dois triterpendides pentaciclicos
pertencentes a série dos oleonanos: o acido masilinico e o éster masilinato de metila
(LUNA et al., 2000b; LUNA et al.,, 2001). Num estudo posterior, LAGOS (2006)
demonstrou que o fracionamento cromatografico das cascas de E. uchi resultou no
isolamento de uma mistura de esterbides constituida por B-sitosterol (75,5%) e
estigmasterol (24,5%), do triterpeno pentaciclico 3-oxo-friedelina, do triterpeno
pentaciclico pseudotaraxasterol e da bergenina, uma lactona-isocumarina
polifendlica, também isolada nos frutos (FERREIRA et al., 2005; MAGALHAES et al.,
2007). Extratos contendo bergenina obtidos a partir de Macaranga peltata sé&o
usados na medicina popular indiana para o tratamento de doencas venéreas e a
bergenina acetilada tem mostrado um efeito anti-hepatotéxico em animais de
experimentacdo (KIM et al., 2000). A bergenina por si s6 tém demonstrado
atividades antioxidantes (TAKAHASHI et al., 2003), gastroprotetivas (GOEL et al.,
1997) e anti-HIV (PIACENTE et al., 1996). Este composto também é um ingrediente
farmacologicamente ativo da medicina chinesa, descrito como sendo efetivo contra
resfriados e bronquite (HERZNER et al.,, 2002). A bergenina esta relatada na
literatura por sua atividade antiinflamatoria (SWARNALAKSHMI, 1984), e também foi

descrita na espécie Humiria balsamifera (HARBORNE e BAXTER, 1993).
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Os estudos com polpa de frutos de uchi-amarelo o indicaram como fonte
de acidos graxos, fibras, esterdides, sais minerais, vitaminas C e E. Os
principais acidos graxos identificados foram o acido oléico (7,38%) e &cido
palmitico (3,78%). A composicdo do aroma nos frutos também foi avaliada,
sendo identificados 42 componentes, com predominancia de 3,3-dimetil-2-
butanol (18,8%) e eugenol (14,0%) (MARX et al., 2002).

Além dos derivados cumarinicos, POLITI et al. (2008) relatou a presenca
preponderante de taninos em amostras de cascas pulverizadas por meio de

uma triagem fitoquimica preliminar.

2.3. Taninos

Os taninos s&o polifendis encontrados em plantas superiores (SIMOES et
al., 2004). Possuem peso molecular entre 500 e 3000 Daltons (SANTOS e
MELLO, 2003), sdo soluveis em agua e possuem a propriedade de precipitar
proteinas e alcaldides (HASLAM, 1996). A capacidade de precipitar proteinas,
particularmente salivares da cavidade oral, caracteriza o sabor adstringente dos
taninos, possibilitando seu facil reconhecimento em frutos verdes. Tal
propriedade é relevante para a protecdo do vegetal frente a ataques de
patogenos e herbivoros (MADHAN et al., 2005).

Estruturalmente, os taninos possuem 12-16 grupos fendlicos, 5-7 anéis
aromaticos com 1000 unidades relativas de massa molecular e séo divididos
segundo sua estrutura quimica em dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos
condensados (BHAT et al., 1998; HAGERMAN, 2002).

Os taninos hidrolisaveis sao caracterizados por um poliol central,

geralmente D-glucose, cujas fungcbes hidroxilas séo esterificadas com &acido
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galico e seus derivados (galotaninos e elagitaninos) (MELLO e SANTOS,
2004). Os elagitaninos estdo amplamente distribuidos nas subclasses HDR
(Hamamelidae, Dilleniidae e Rosidae), por esse motivo sdo usados como
marcadores taxonémicos (HASLAM, 1996).

Os taninos condensados sao oligdbmeros e polimeros formados pela
policondensacéo de duas unidades ou mais de flavan-3-ol e flavan-3-4-diol.
Esta classe também é denominada de proantocianidina ou leucocianidinas
(SANTOS e MELLO, 2004). Os taninos condensados sao formados por
unidades elementares de flavan-3-ol com ligacbes C-C e ocasionalmente
ligacdes C-O-C. Os flavan-3-6is possuem um esqueleto tipico flavondidico com
ligagbes C6-C3-C6 (BUELGA e SCALBERT, 2000). Os taninos ocorrem
amplamente nos vegetais, porém, sua extracdo comercial é feita através da
casca e/ou do cerne da madeira, locais onde sdo encontrados em maiores
teores e também onde costumeiramente ocorrem 0S maiores problemas com
injurias e ataques de agentes xiléfagos. Geralmente, os taninos ocorrem mais
abundantemente nas células do raio e no parénquima longitudinal do cerne. O
alburno contém pouco ou nenhum tanino. Na casca, quase sempre ocorrem
nas células corticais (BROWN et al., 1952). A luminosidade é um fator que
afeta a producdo de taninos, sendo diminuida em ambientes sombreados
comparados a espécies cultivadas ao sol. Tem sido relatado também que,
guanto mais velha a planta, maior a concentracdo de taninos (SCHEFFER,
2002).

As atividades farmacoldgicas dos taninos sao atribuidas a trés acoes
(SIMOES et al., 2004): complexacdo com ions metélicos; atividade antioxidante

e sequestradora de radicais livres; complexacdo com macromoléculas
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(proteinas e polissacarideos). Com base nisto, ja foram identificadas atividades
bactericidas, fungicidas, antivirais, moluscicidas, inibidoras de enzimas, de
peroxidacdo lipidica, antitumoral e sequestradora de radicais livres. Alguns
taninos mostraram capacidade de inibir seletivamente a replicacéo do virus HIV
(KANBABAEE e REE, 2001). Na industria, os taninos sdo usados no curtimento
de couro, producdo de varios tipos de polimeros, preservacdo de madeiras,
entre outros (SIMOES et al., 2004).

De acordo com Farmer (1967), os taninos possuem propriedade
antimicrobiana e sao responsaveis pela durabilidade natural de algumas
madeiras. Segundo Aquegil et al. (apud Granja, 1986), os taninos tém funcao
fungicida e bactericida em qualquer solugdo que possua seus componentes,
desempenhando papel moderador nas oxidagcbes das substancias
antiorganicas e antifermentativas. Scalbert (1991) revisou as propriedades
antimicrobianas dos taninos, listando 33 estudos que documentaram as
atividades inibitérias destes metabdlitos e de acordo com estes estudos, 0s
mesmos podem ser toxicos a fungos filamentosos, leveduras e bactérias. Os
taninos foram considerados parcialmente responsaveis pela atividade
antimicrobiana de extratos metandlicos de cascas de Terminalia alata
encontrada no Nepal (TAYLOR et al.,, 1996). Uma investigacdo da atividade
antimicrobiana de diversos taninos frente a Staphylococcus aureus demonstrou
gue o acido tanico € um o6timo adjuvante no tratamento de infeccbes da pele
(AKIYAMA et al., 2001). A atividade biologica dos taninos tem relagdo com o
tamanho das moléculas, ou seja, a polimerizacdo que sofrem; por exemplo,

alguns taninos hidrolisaveis apresentam maior atividade anti-HIV em moléculas
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grandes e o aumento do numero de grupamentos galoil proporciona uma maior

complexacdo com as proteinas.

2.4. Processos extrativos

A literatura classifica 0s processos extrativos mais utilizados em dois
grupos: a maceracéo e a percolacdo, que em seus fundamentos sao capazes
de correlacionar outras técnicas, como a digestdo, a infusdo, a decoccao e a
turbo-extracdo (DAR, 1981; VOIGT e BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al.,,
1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003).

Antes de iniciar o processo extrativo, e independente do processo a ser
usado, a secagem do material € um procedimento de extrema importancia. A
secagem tem por finalidade a retirada de agua evitando reac¢ées de hidrdlise e
de crescimento microbiano, além de garantir a estabilidade quimica do material
vegetal. Pode ser realizada ao ar livre, em estufas aplicando ar quente, ou com
o emprego de liofilizadores. A secagem ao ar livre € mais econémica, embora
exija maior vigilancia para garantir a uniformidade das condi¢cdes durante a
operacdo. Preferencialmente, deve ser realizada a sombra, ja que a irradiacéo
solar pode alterar a constituicdo quimica do material. O local deve permanecer
convenientemente seco e protegido do atague de insetos ou outros
contaminantes ambientais, sendo um procedimento comum dispor o material
sobre papel para absor¢cdo da umidade (DAR, 1981; VOIGT e BORNSCHEIN,
1982; PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003).

Na secagem por ar quente sao utilizadas estufas equipadas com um
termostato, 0 que garante a manutencdo de temperatura constante durante o

tempo desejado. E conveniente deixar escapar o ar da estufa, a fim de evitar a
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sua saturacdo com o vapor d’agua que vai sendo desprendido do material a
secar. A secagem a frio, com liofilizadores, frequentemente é usada para
preservar a integridade da amostra sensivel ao aguecimento. A operacéo de
secagem, independente de como é realizada, propicia a reducdo de volume e
de peso e facilita a moagem dos materiais (DAR, 1981; VOIGT e
BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al.,
2003).

A preparacdo de amostras vegetais é muito complexa apresentando
varias etapas. A primeira etapa, e certamente a mais importante, é a extracao
que tem a finalidade de separar substancias de interesse de uma matriz
complexa (COSTA, 1994; BANDEIRA, 2004).

Antes de executar uma extracdo, deve-se levar em consideracdo uma
série de fatores que interferem nesta operacdo tais como granulometria do
material, polaridade do solvente, acidez do meio, agitacdo, temperatura e
tempo de extracao (SOARES et al., 1998).

A granulometria do material influencia diretamente na eficiéncia da
extracdo. A estrutura histolégica das diversas partes componentes de uma
planta é bastante heterogénea. Existem 6rgdos como as raizes e o0s caules,
cujos tecidos estédo fortemente compactados, ao passo que em folhas e flores
os tecidos se apresentam com textura mais delicada. Como o poder de
penetracdo dos solventes depende, entre outros fatores, da consisténcia dos
tecidos que formam o material a extrair, quanto mais rigido for o material menor
deve ser sua granulometria (COSTA, 1994; SIMOES et al., 2003).

A polaridade do solvente também influencia a eficiéncia de extracdao. O

solvente escolhido deve ser o mais seletivo possivel, pois é devido a
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seletividade que se podem extrair as substancias desejadas. Como a
seletividade depende da polaridade, o grau de polaridade do grupo que se
pretende extrair determina o solvente ou a mistura de solventes que mais se
aproxima do otimo de seletividade para aquela extracao (PRISTA et al., 1996;
SIMOES et al., 2003).

A extracdo de determinadas substancias ainda pode ser influenciada pela
acidez do meio extrator. Considerando que o0s processos de extracéo
dependem, em grande parte, de fendbmenos de difusdo e que a renovacéo do
solvente em contato com as substancias a dissolver desempenha um papel de
grande influéncia na velocidade da dissolucéo, pode-se concluir que a agitacéo
pode diminuir a duracdo de um processo extrativo (DAR, 1981; VOIGT e
BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al.,
2003).

O aumento da temperatura provoca um aumento da solubilidade de
qualquer substancia, motivo pelo qual os métodos de extracdo a quente sdo
sempre mais rapidos do que aqueles realizados a temperatura ambiente.
Entretanto, o calor nem sempre pode ser empregado, ja que muitas
substancias sdo instaveis em altas temperaturas (DAR, 1981; VOIGT e
BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al.,
2003).

Na escolha de um método extrativo, deve-se avaliar a eficiéncia, a
seletividade, a estabilidade das substancias extraidas e o custo do processo
escolhido, considerando principalmente a finalidade do extrato que se quer

preparar (COSTA, 1994; SIMOES et al., 2003).
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2.5. Atividade antimicrobiana e toxicidade

A historia do desenvolvimento e uso de substancias antimicrobianas na
pratica meédica antecedeu a descoberta de espécies microbianas, uma vez que
Hipdcrates (460-337 a.C.) recomendava a lavagem de ferimentos com vinho
para impedir o processo infeccioso. Documentos datados de 2500 a 3000 anos
atrds, mostram que alguns povos como chineses e indianos, ainda primitivos,
utilizavam mofo, papa de soja e outros produtos correlatos para o tratamento
de lesdes infectadas e processos inflamatérios (LIMA et al., 2000).

O uso de agentes antimicrobianos derivados de produtos naturais € muito
importante no tratamento terapéutico de varias patologias. Todavia, para
muitas das plantas em uso, a real eficicia e os principios ativos relevantes néao
sdo conhecidos. Consequentemente, estudos que objetivem demonstrar as
atividades farmacoldgicas destas plantas e que identifiquem os principios
ativos sao necessarios (FERREIRA et al., 1998).

Muitas plantas tém sido usadas devido as suas propriedades
antimicrobianas, que estdo relacionadas a compostos sintetizados no
metabolismo secundario das mesmas. Estes compostos sdo conhecidos como
substancias ativas, como por exemplo, os compostos fendlicos, que podem ser
parte dos Oleos essenciais e também dos taninos (JANSEN et al.,, 1987;
SAXENA et al., 1994). Porém, diferentemente do que ocorre com 0s agentes
antibioticos e quimioterapicos, ha poucos registros na literatura quanto ao
possivel mecanismo de acdo dos produtos oriundos de plantas. Os compostos
isolados das plantas sdo substancias com estruturas quimicas bem
diferenciadas dos agentes antimicrobianos isolados a partir de bactérias,

leveduras e fungos filamentosos. Tais produtos podem atuar no metabolismo
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intermediario ativando enzimas, alterando a acéo de inibidores que influenciam
os nutrientes do meio, interferindo nos processos enzimaticos em nivel nuclear
ou ribossomal, provocando alteracdes nas membranas ou ainda interferindo no
metabolismo secundario (COWAN, 1999).

Véarios métodos podem ser utilizados para a determinacédo da atividade
antimicrobiana in vitro, sendo aplicados em estudos de triagem de novas
substancias ativas, tais como a técnica de difusdo em &gar, métodos de
diluicdo em caldo em tubos e/ou microplacas, bioautografia etc. Tais técnicas
permitem a andlise de varios compostos e diferentes espécies bacterianas
concomitantemente (KONEMAN et al., 1997; ELOFF et al., 1998; SOUZA et al.,
2003).

No método de difusdo a substancia alvo da pesquisa é colocada num
reservatério (disco de papel, cavidade no meio de cultura, cilindro sobre a
superficie ou “template”), em contato com um meio de cultura sélido, inoculado
com um determinado microrganismo. Apdés o tempo adequado de incubacéo,
afere-se o diametro do halo de inibicdo — zona clara onde ndo houve
crescimento microbiano — ao redor da substancia em pesquisa (BARRY, 1991;
ESPINEL-INGROFF e PFALLER, 1995). Neste método a informacédo €
qualitativa, atil para estabelecer a sensibilidade do microrganismo. O método
apresenta problemas com as substancias que nao se difundem no meio
(ZACCHINO, 2001).

A técnica de diluicdo, que emprega a amostra a ser testada dissolvida
num meio sélido ou liquido conveniente, possui a vantagem de ser quantitativa.

A desvantagem deste método reside no fato do excessivo trabalho envolvido
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na realizacdo, no consumo consideravel de material e de estar sujeito a
solubilidade no sistema aquoso (FREIBURGHAUS et al., 1996).

Os ensaios da atividade antimicrobiana s&o influenciados por um grande
namero de variaveis técnicas ou fatores que podem interferir significativamente
na pesquisa de atividade de agente antimicrobiano, incluindo a preparacao e o
tamanho do inoculo, a formulagcédo do meio e seu pH, duracdo e temperatura de
incubacdao e o critério usado para a verificacdo do resultado do ensaio. Para se
obter éxito e uniformidade nos testes de atividade, estes fatores devem ser
muito bem controlados (ESPINEL-INGROFF e PFALLER, 1995). No que diz
respeito ao microrganismo em teste, a atividade antimicrobiana pode depender
do tipo, géneros, espécies e cepas. O meio de cultura e as soluc¢des diluentes
deverdo ser selecionados de modo que previnam danos celulares. Células
injuriadas requerem um meio nutritvo de recuperagcdo (meio de
enriguecimento) sem a presenca de agentes inibidores ou de diferenciacdo. O
meio de cultura inadequado pode produzir resultados onde os microrganismos
aparentemente apresentam alta susceptibilidade ao agente que se esta
pesquisando (BARRY, 1991). A uniformidade de preparacdo do agente
antimicrobiano, pureza do solvente utilizado, solubilidade e sua estabilidade,
também podem influenciar no ensaio. O tempo de exposicdo deve ser
cuidadosamente controlado, assim como o numero inicial de células utilizadas
durante o ensaio deve ser consistente para assegurar resultados reprodutiveis.
O efeito da temperatura também € importante, seja durante a exposi¢cdo ou
durante a etapa de incubacédo. A temperatura de exposi¢cao deve ser Otima para
0 organismo testado, para se recuperar o numero maximo de células viaveis e

prevenir a impressdo do aumento de atividade do agente. Condicbes de
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anaerobiose ou microaerofilia deve ser considerada na composicdo da
atmosfera. Niveis de pH também podem afetar a atividade de antimicrobianos.
(WOODS e WASHINGTON, 1995). Finalmente as propriedades basicas
proprias dos agentes antimicrobianos como sua solubilidade, estabilidade
quimica, acdo e tendéncia de produzir inibicdo parcial do crescimento sob
diferentes concentracdes, devem ser levadas em consideracdo (ESPINEL-
INGROFF e PFALLER, 1995).

A seguranca na utilizacdo de produtos de origem vegetal é outro fator de
grande importancia nos dias atuais. Avaliando-se a citotoxicidade de uma
planta medicinal, pode-se garantir que um produto elaborado com esta seja
livre de efeitos téxicos indesejaveis (KUSUMOTO et al., 1995). As
metodologias que utilizam tecidos e células vivas sdo as mais empregadas,
pois a intrinseca complexidade celular € mantida. As células utilizadas podem
ser de varios tecidos, tanto de origem humana quanto animal, sendo que a
sobrevivéncia e/ou proliferacdo celular podem ser avaliadas por contagem do
namero de células ou pelo uso de corantes vitais. A incorporacdo de
radioisotopos, formacdo de colénias, aderéncia celular, produtos de
metabolismo entre outros s8o parametros que também podem ser utilizados
(RIDDELL et al., 1986; DE ANGELIS et al., 1986; SAOTOME et al., 1989;
NOSER, 1991; SASAKI et al., 1991; HUSQY et al., 1993).

No inicio da década de 80, Mosmann (1983), Borenfreud e Puerner (1984)
descreveram uma técnica para analise de citotoxicidade que servia para varias
amostras simultaneamente. Nesta técnica, as células sdo semeadas em
microplaca e a viabilidade celular é avaliada por métodos colorimétricos,

utilizando a reducdo do MTT (brometo de 3 (4,5 dimetitiazol-2-il) 2,5
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difeniltetrazo6lio) ou a incorporacéao do vermelho neutro (cloridrato de 3-amino-7-
dimetilamino-2-metilfenazina), 0s quais sao guantificados por
espectrofotometria. Esta técnica é rapida e quantitativa, pois permite avaliar
varias concentracfes de amostras e calcular a concentracdo que causa 50%
de morte celular.

Como opcéo para a investigacdo da presenca de possiveis agentes
toxicos nos extratos vegetais, 0 método de toxicidade aguda em dose simples
representa uma avaliacao estimativa e preliminar das propriedades toxicas de
um fitoterdpico, fornecendo informacgdes iniciais acerca dos riscos sobre a
saude, resultante de uma exposicdo de curta duracdo pela via de
administracdo selecionada. ApGs a administracdo da substancia teste, pela via
escolhida, é feita uma observacdo clinica dos sintomas produzidos pela
administracdo do fitoterapico nos animais. A anotacdo das respostas é
efetuada em 30 minutos, 1, 2, 4, 12 e 24 horas apds a administracdo e a partir
deste tempo, uma vez ao dia durante o periodo de observacdo de 2 semanas,
sendo as mais importantes: alteracbes de pélo, pele e mucosas; sistemas
respiratorio e circulatério; sistemas nervoso central e periférico, atividade
somatomotriz e comportamento. Especial atencdo é dada a comportamentos
tais como: tremores, convulsdes, salivacdo, diarréia, letargia e coma. Os
resultados do estudo podem demonstrar a necessidade de estudos de média e

longa duracéo (BRITO, 1994).

2.6. Microrganismos utilizados
Para os testes antimicrobianos, as bactérias utilizadas neste trabalho

estao diretamente ligadas a rotina dos seres humanos.
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Staphylococcus aureus, bactéria Gram-positiva, esta amplamente
distribuida na natureza e faz parte da microbiota normal da pele e mucosas de
mamiferos e aves. Apresenta-se como anaerobio facultativo, mesofilo, com
temperatura otima de crescimento na faixa de 30-37 °C (WILLIAMS e WILKINS,
1994). E o agente mais comum de infeccdes piogénicas e em individuos
debilitados pode causar doencas de carater mais grave, sendo bastante
reconhecida sua elevada capacidade de desenvolver resisténcia a diversos
antibioticos (MARTINS, 1999). Isolados de S. aureus resistentes a penicilina
foram observados quase concomitantemente a sua introdu¢do no uso clinico
devido a producdo de B-lactamases ou penicilases, enzimas que hidrolisam o
anel B-lactamico das penicilinas, inativando-as (DEL FIOL et al., 2000; AMATO
et al., 2000; MULLIGAN et al., 1993; TAVARES, 1996).

Staphylococcus epidermidis (Gram-positiva) também € habitante comum
da epiderme e mucosas, sendo considerada a espécie de estafilococos de
maior persisténcia na pele humana (MARTINS, 1999). E um microrganismo
aerobico que usualmente estd envolvido a processos de infeccdo dentro da
unidade sebacea (CHOMNAWANG et al., 2005). Nos ultimos anos, entretanto,
vem apresentando-se como causa de infec¢cdes hospitalares, atingindo,
principalmente, pacientes imunocomprometidos, e/ou com doencas graves. E
uma bactéria comensal, sendo esse um fator que dificulta os clinicos decidirem
guando sua presenca em um material indica que é o agente causativo de uma
doenca ou apenas uma contaminacdo do material. Apresenta ainda, a
capacidade de formacéo de biofilme em equipamentos utilizados em ambientes
hospitalares e flexibilidade gendémica, tendo desenvolvido cepas de resisténcia

que facilitam sua disseminacdo com mais frequéncia em individuos
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imunocomprometidos. Por estes motivos, devem ser seguidas as mesmas
medidas restritivas de higiene que foram estabelecidas para S. aureus em
hospitais (ZIEBUHR et al., 2006).

Bacillus subtilis, bactéria Gram-positiva, € utilizada no controle de
qualidade em testes de esterilizacdo por 6xido de etileno e a vapor, pois é
capaz de sobreviver em condicbes muito adversas de dessecacgao, temperatura
e pH devido a sua capacidade de produzir esporos, fato pelo qual também se
deve sua ampla distribuicdo na natureza (MOS, 1999). Recentemente, esta
bactéria tem sido associada a incidéncia de gastroenterites em bebés que
receberam alimentos contaminados (ABDOU et al., 2007).

Shigella sonnei € uma espécie bacteriana fermentadora de lactose, que
pode causar desde diarréias até gastroenterites. Foram estimados cerca de
165 milhdes de casos anuais de shigelose, dos quais cerca de 163 milhdes
ocorrem em paises em desenvolvimento, resultando em mais de 1 milhdo de
mortes/ano (FLOREZ, 2005). Aumentos desordenados da incidéncia de
infeccbes por Shigella sdo dificeis de controlar devido a facilidade com que os
in6culos se espalham e também ao progressivo aumento da resisténcia a
multiplos antibiéticos (SOBEL et al., 1998).

Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa muito versétil quanto a sua
patogenicidade, podendo causar infec¢des intestinais, urinarias, septicemias,
meningites, além de outros tipos (CAMPOS et al., 1999). E uma das causas
mais comuns de infeccBes da via urinaria, sendo tratada eficientemente com
cotrimoxazol, mas resisténcia in vitro foi relatada para casos néo resolvidos de

tratamento (CAMARGO et al., 2002; RODRIGUES et al., 2006).
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Candida albicans € a espécie de levedura mais frequentemente isolada a
partir de amostras bioldgicas. E um habitante normal do trato gastrintestinal dos
seres humanos e pode ser reconhecido em mais de um ter¢co das cavidades
orais de individuos normais e dois tercos daqueles individuos com doencas
imunodepressivas como a AIDS (ODDS, 1988; FITCHENBAUM, 2000).
Colonizacao oral com organismos resistentes a agentes antimicrobianos € mais
comum em infec¢do avancada por HIV. A candidiase das mucosas pode afetar
a cavidade oral, canal vaginal, traquéia, bronquios e canal alimentar, sendo as
doencas orofaringeas e vulvovaginais as formas mais comuns de candidiase
mucocutanea (FITCHENBAUM, 2000; DUERR, 1993). O tratamento das
candidiases vem se tornando dificil devido a emergéncia de cepas resistentes
aos antifangicos costumeiramente utilizados. H& um grande nimero de novos
antifangicos em varias fases de desenvolvimento clinico, incluindo triazéis,
equinocandinas, sordarinas e inibidores de topoisomerase. A atividade in vitro
de pelo menos 3 novos triazbis (posaconazol, ravuconazol e voriconazol)
contra espécies de Candida mostrou-se bastante eficiente (RUHNKE et al.,

1997; NIETO et al., 2000).
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3. OBJETIVOS

Apesar do numero crescente de publicagbes relatando a andlise
fitoquimica e a avaliagdo da atividade farmacoldgica de espécies vegetais, até
0 presente nao existem estudos suficientes para a utilizacdo racional da
maioria das plantas medicinais brasileiras, inclusive do E. uchi.

Existe uma crescente demanda na comercializacdo de medicamentos e
fitoterapicos a base de E. uchi pelas farméacias magistrais, drogarias, feiras
publicas e até mesmo pela Internet, expondo a populacdo que os consomem a
riscos ainda desconhecidos. O presente trabalho visa realizar estudos
farmacognosticos e biologicos desta droga vegetal que contribuam para
comprovar a eficacia e seguranca do seu uso. Assim, este trabalho tem como
objetivos principais:
<> Controle de qualidade das cascas pulverizadas de Endopleura uchi
(Huber) Cuatrec. (Humiriaceae) obtidas comercialmente;

X Triagem fitoquimica das principais classes de metabdlitos secundarios
presentes nas cascas de E. uchi;

X Doseamento das principais classes de metabdlitos secundarios
presentes nas cascas de E. uchi;

X Andlise cromatogréafica dos extratos vegetais obtidos a partir das cascas
pulverizadas de E. uchi;

X Avaliacdo das atividades antimicrobiana e citotoxica dos extratos

vegetais obtidos a partir das cascas pulverizadas de E. uchi.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Solventes, reagentes e meios de cultura

2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) — Vetec
Acetato de chumbo — Reagen

Acetato de etila — Labsynth

Acetona — Labsynth

Acido 3-5 dinitrobenzoico — Labsynth
Acido acético — Labsynth

Acido bérico — Labsynth

Acido cloridrico — Labsynth

Acido férmico - Labsynth

Acido gélico — Vetec

Acido oxalico — Labsynth

Acido sulftrico - Labsynth

Acido tanico — Vetec

Agar desidratado — Acumedia

Agua destilada

Agua Milli-Q

Agua oxigenada — Labsynth

Amonia — Labsynth

Ampicilina — Medley genéricos, comprimidos de 500 mg de ampicilina

Anidrido acético — Labsynth



Anfotericina B de Streptomyces — Sigma-Aldrich
Azul de metileno — Labsynth
Bergenina — Merck

Carbonato de célcio - Vetec
Carbonato de sédio — Vetec

Cloreto de aluminio — Reagen
Cloreto férrico — Reagen
Cloroformio — Labsynth

D-glicose anidra — Labsynth
Dimetilsulfoxido (DMSO) — Labsynth
Etanol — Labsynth

Eter etilico - Labsynth
Etilenodiamina - Labsynth
Formaldeido — Labsynth

Gelatina — Kraft Foods

Glicol metacrilato (GMA) — Technovit 7100
Hipocloreto - Labsynth

Hidréxido de sédio — Labsynth
Historresina — Leica

Lugol — Merck

Magnésio metalico - Merck

Meio agar Sabouraud — Acumedia

Meio agar-Mueller-Hinton — Acumedia

MATERIAL E METODOS

Meio de infusédo de cérebro e coracao (BHI) — Biobras

Meio Eagle — Gibco
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o Meio RPMI-1640 — Sigma-Aldrich
. Metacrilato - Leica

. Metanol — Labsynth

o Nitroprussiato de sédio — Labsynth
o Piridina - Vetec
o P6 ativador — Leica

o Po6-de-pele — Merck

o Reagentes de Dragendorff, Bouchardat, Mayer e Bertrand
o Reagente de Folin-Ciocalteau — Reagen

o Reagente de Folin-Denis — Reagen

o Reagentes de Kedde, Pezez A, Pezez B

o Resazurina — Sigma-Aldrich

o Resina Permount - Permount

o Rutina — Vetec

o Soro bovino fetal - Gibco

. Sulfato de sédio anidro — Labsynth

. Tween 80° — Labsynth
o Vitamina C — Vetec
o Xantidrol - Labsynth

) Xilol — Merck

4.1.2. Equipamentos e utensilios
o Agitador — Superohm G-25
o Autoclave vertical — Fabbe 103

o Balanca analitica — Micronal AB 204



Balanca de infravermelho — Mettler LP12
Balanga semi-analitica — Owa Labor
Banho de aquecimento — Fistom
Banho-maria — Fanem Mod.100

Bomba a vacuo — Motores Elétricos Brasil
Céamara de fluxo laminar — Veco

Céamara de Neubauer - Boeco

Céamara de ultravioleta 254 nm
Centrifuga — Excelsa Baby

Cubetas de quartzo

Deionizador de dgua — System Millipore
Discos de papel com 6 mm de diametro
Espectrofotdmetro — Shimadzu-1603
Estufa de ar circulante — Fanem

Estufa de CO, - Thermo Electron Corporation
Estufa de esterilizacdo — Fanem 315 SE
Estufa de incubacao bacteriolégica — Olidef cz
Evaporador rotatorio — Marconi TE120
Liofilizador — Solab

Microscépio — Carl Zeiss Jena
Microscépio Optico — Olympus CH20
Micrétomo Rotatorio - Leica

Paquimetro digital — Starrett

Peagbmetro — Micronal B374

Placa de aluminio de gel de silica Fzs4 — Merck
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o Placas de molde histoquimico - Histomold

. Placas de 96-wells — TPP 92096

o Tamisador vibratério
o Templates de ago (peca unica) com 6 orificios de 6 mm de diametro
o Vidrarias e porcelanas em geral

. Vortex — Biomixer Mult-Mixer MVS-1

4.1.3. Material vegetal
4.1.3.1. Cascas pulverizadas de E. uchi adquiridas da empresa “Sitio da
Mata”

Cascas finamente pulverizadas de Endopleura uchi (Huber)
(Humiriaceae), fornecida pela empresa Sitio da Mata (lote: Uxi03/01; N°Inscr.
Prod.: 024.308.176; colheita: 01/09/2005; validade: 30/09/2008), localizada na
Rodovia Cajuru, Cassia dos Coqueiros (SP), Brasil, utilizadas para todos os
ensaios farmacogndsticos bem como para os testes de atividades biologicas

(anexo 1).

4.1.3.2. Cascas in natura (secas) de E. uchi adquiridas no Mercado
Municipal “Ver-o-Peso” (Belém, PA)

Cascas in natura de Endopleura uchi compradas no Mercado Municipal
Ver-o-Peso, localizado em Belém (PA), Brasil, e enviada pelo Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazodnia (INPA), utilizadas exclusivamente na confec¢ao de
cortes histolégicos para as analises microscopicas comparativas com o

material pulverizado.
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4.1.4. Cepas padréo
Os microrganismos selecionados para o projeto, obtidos do American

Type Culture Collection (ATCC), séo apresentados na Tabela 1.

TABELA 1. Cepas de bactérias e levedura utilizadas no projeto

Microrganismo ATCC
Bacillus subtilis 9372
Staphylococcus aureus 25923
Staphylococcus epidermidis 27853
Escherichia coli 25922
Shigella sonnei CC
Candida albicans 64548

4.1.5. Células de mamiferos
O ensaio de citotoxicidade foi conduzido utilizando células fibroblasticas
de cornea de coelho da linhagem SIRC CCL-60, procedéncia ATCC-USA,

adquirida do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, Brasil.

4.2. METODOLOGIAS

4.2.1. ANALISES FISICO-QUIMICAS

4.2.1.1. Granulometria

Baseado na Farmacopéia Brasileira (1988), 25 g do material vegetal
pulverizado foram submetidos a passagem forcada por vibracdo, através de
tamises com abertura de malhas e coletor correspondentes a 0,074; 0,125;

0,177; 0,25 e 0,42 pm, utilizando tamisador vibratorio, na escala oito do
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aparelho, durante 30 minutos. ApOs este processo, as fragdes foram retiradas
dos tamises e do coletor e quantificadas quanto as suas proporcdes. Este
procedimento foi realizado em triplicata. Para os estudos de passagem e
retencdo a partir da quantidade de pd das cascas pulverizadas recolhida de
cada tamis, foram elaboradas planilhas no software Excel® onde foram
calculadas as frequéncias percentuais, e também, as frequéncias percentuais

cumulativas.

4.2.1.2. Determinacgéo do pH

Foi preparada uma solucdo a 1% por infusdo com a droga vegetal. Em
erlenmeyer, 99 g de agua foram colocados sobre uma chapa-elétrica para
ebulir durante 5 minutos. Em seguida, a agua foi vertida sobre a droga e o
recipiente foi fechado e deixado em infusdo por 15 minutos. Apoés este tempo, a
mistura foi filtrada e arrefecida, procedendo-se a leitura em peagbmetro
calibrado em pH de 4 a 9. O experimento foi realizado em triplicata e os
resultados equivalem & média dessas medicbes (FARMACOPEIA

BRASILEIRA, 1988).

4.2.1.3. Determinacao da densidade aparente ndo compactada
Uma proveta de 100 mL foi previamente pesada e, posteriormente,
preenchida com a droga vegetal. A densidade aparente foi determinada com

os dados de volume e massa, de acordo com os seguintes calculos:

Dap = Mpc - Mpv / Vp
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Em que: Dy,=densidade aparente; Mp, = massa da proveta vazia; My =

massa da proveta cheia; V, = volume da proveta.

4.2.1.4. Determinacgéo do teor de cinzas totais

Cadinhos de porcelana foram previamente calcinados em mufla a 450 °C
por 30 minutos, resfriados em dessecador (15 minutos) e suas massas (taras)
foram determinados em balanca analitica. Em cada cadinho foram adicionados
cerca de 3,0 g da droga vegetal triturada, pesados em balanca analitica, 0s
quais foram incinerados (levados ao estado de carvdo) e, posteriormente,
submetidos a calcinagdo em mufla a temperatura de 450 °C por duas horas.
Foram deixados em dessecador para arrefecimento (15 minutos), com
pesagem realizada posteriormente. A técnica foi repetida até massa constante.
O resultado foi expresso em porcentagem em massa de cinza na droga (%,
m/m) e representa a média de trés determinacdes (FARMACOPEIA

BRASILEIRA, 1988).

4.2.1.5. Determinacdo da perda por dessecacdo em balanca com
infravermelho (INFRATEST)

Amostras pesando 4,032 g, 4,010 g e 4,021 g da droga vegetal foram
submetidas ao aquecimento (115 °C) através de raios infravermelhos pelo
periodo de 1 hora aproximadamente. Apds esse tempo, foram feitas as leituras
das massas. Repetiu-se o procedimento de hora em hora até que a massa néo
variasse mais do que 0,25%. Os valores foram expressos em porcentagem (%,
m/m), através da média de trés determinacdes (FARMACOPEIA BRASILEIRA,

1988).
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4.2.1.6. Perda por dessecacao em estufa

Foram pesados 2 g da droga e colocados em “pesa-filtros” previamente
tarados. Em seguida, foram levados até estufa a 105 °C por duas horas. Apés
esse tempo, os “pesa-filtros” foram mantidos para arrefecimento em
dessecador por mais 30 minutos, e entdo, pesados. Depois dessa pesagem, 0s
“pesa-filtros” foram colocados normalmente em estufa, repetindo o
procedimento, até obtencdo de massa constante. Os resultados foram
expressos em perda de massa percentual, através da média de trés

determinacdes (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

4.2.1.7. Determinacao do teor de extrativos para a droga

Cerca de 1 g da droga vegetal foi pesado e submetido a decoccdo com
100 g de &gua, durante 10 minutos. ApoOs resfriamento, o volume foi
completado para 100 mL e a solucao resultante foi filtrada em papel de filtro,
sendo os primeiros 20 mL desprezados. Do restante do filtrado, foi pesada uma
aliquota equivalente a 20 g, em pesa-filtro tarado e evaporado até secura em
banho-maria, sob agitacao ocasional (DEUTSCHES ARZNEIBUCH, 1994).

O teor de extrativos foi calculado em massa percentual, pela média de

cinco determinacdes segundo equacao abaixo:

TE = g.FD.100 / m

Em que: TE = teor de extrativos (%); g = massa do residuo seco (g); m =

massa da amostra (g); FD = fator de diluicao (5).
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4.2.2. ANALISES MICROSCOPICAS

4.2.2.1. Andalise microscoOpica comparativa das amostras pulverizadas com
as amostras in natura (secas) de cascas de E. uchi

Com o intuito de verificar a autenticidade do material vegetal utilizado neste
trabalho e comprovar que o farmacégeno empregado nas analises
farmacognosticas bem como nos ensaios bioldgicos tratava-se de cascas
pulverizadas de Endopleura uchi, efetuou-se a preparacdo de laminas
microscoépicas destas amostras bem como das amostras in natura, para posterior
andlise histologica comparativa. A analise da lamina com material pulverizado ndo
visa 0 estudo da organizacdo dos tecidos vegetais da amostra, mas sim,
identificar elementos anatdmicos vegetais caracteristicos da parte especifica da

planta (cascas), tais como células pétreas, fibras, cristais, drusas, dentre outros.

4.2.2.2. Montagem de laminas com material pulverizado de E. uchi adquirido
da empresa “ Sitio-da-Mata”

Para andlise microscépica da droga pulverizada foram utilizadas amostras
do material pulverizado submetido a passagem forcada em tamis contendo malha
de abertura 0,210 mm. Este p6 foi colocado em béquer com solugéo de hipoclorito
de sodio (2-2,5%), para clareamento, durante 24 horas; filtrou-se a suspenséo
com papel filtro e, na sequéncia, passou-se trés vezes pelo pé adsorvido ao papel
filtro, volume suficiente de tampéo fosfato (pH 6,8) para a remoc¢éo do excesso de
hipoclorito. Em seguida, adicionou-se a solucdo de azul de toluidina 0,025% em
tampao fosfato (pH 6,8). As particulas assim coradas foram removidas, com ajuda

de uma espatula, e colocados em laminas de vidro contendo solugéo de glicerina-
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agua a 50% (v/v). Observagdes em microscopio optico Olympus CH20, foram
feitas para a determinacdo dos marcadores microscopicos (MARTINS e

SACRAMENTO, 2004).

4.2.2.3. Inclusdo em historresina do material vegetal adquirido do Mercado
Municipal “Ver-o-Peso” (Belém, PA)

As cascas in natura (secas) foram fragmentadas em unidades de 0,125 cm?,
as quais foram imersas em etanol 50% e levadas para aquecimento durante 60
minutos, com adi¢des ocasionais de agua, a medida da evaporacdo do etanol,
repetindo-se o procedimento por diversas vezes. Apds, com o intuito de
intensificar o amolecimento dos tecidos vegetais, os fragmentos foram deixados
em solucédo de etilenodiamina 4% (v/v) por sete dias em estufa a 40 °C, e em
seguida, solucdo de etilenodiamina 10% (v/v) por mais trés dias. As amostras
foram retiradas desta solucdo e lavadas em agua destilada por trés vezes, com
intervalos de duas horas entre cada oportunidade.

A fixacdo do material vegetal foi executada em fragmentos de 0,06 cm®
aproximadamente, os quais foram mantidos em solucdo de formaldeido 4%
neutro (pH 7,2-7,4) por 24 horas sob acondicionamento de vacuo (KARNOVSKY,
1965). Na sequéncia, procedeu-se a desidratacdo em série etandlica: etanol 10%
por 30 minutos; etanol 30% por 30 minutos; etanol 50% por 30 minutos; etanol
70% por 2 horas; etanol 96% por 2 horas; etanol 100% por 2 horas. Em seguida,
promoveram-se as etapas de inclusdo em metacrilato, seguindo-se as
recomendacdes de Kraus e Arduin (1997), observando as instru¢cfes do fabricante

da resina (Leica®).
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Os cortes anatdbmicos foram executados em micrétomo de rotacdo e
subsequente disposicdo dos mesmos em laminas de vidro. As laminas foram
mantidas em estufa a 40 °C até completa secagem e aderéncia dos cortes. Na
sequéncia procederam-se a coloracdo com azul de toluidina 0,01% durante 3
minutos (pH 6,8) (O'BRIEN et al.,, 1964). As laminas foram lavadas em &agua
corrente durante 2 minutos e postas a secagem durante 24 horas em estufa a 40
°C. Apoés este periodo, sobre as laminas foram depositadas quantidades
suficientes de resina Permount® para recobrimento com laminulas. Ap6s secagem
em local sob temperatura ambiente e ao abrigo da luz, procedeu-se a analise

exploratéria dos cortes em microscopio 6ptico Olympus CH20.

4.2.2.4. Pesquisa histoquimica para compostos fendlicos

Baseando-se em resultados de estudo preliminar prévio a respeito da
constituicdo fitoquimica das cascas de Endopleura uchi (POLITI et al., 2008), que
atestam a presenca de taninos como uma das classes preponderantes de
metabodlitos secundarios, executou-se a coloragdo de algumas laminas
(confeccionadas com o material in natura) com cloreto férrico 10% (m/v) para

comprovar a presenca de compostos fenélicos (KRAUS e ARDUIN, 1997).

4.2.3. ANALISES FITOQUIMICAS
4.2.3.1. Triagem fitoquimica das principais classes de metabdlitos
secundarios

Essas analises objetivaram analisar a presenca de grupos quimicos por

reacdes especificas (COSTA, 1994; HARBORNE, 1998; SIMOES et al., 2004):
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(1) flavondides, (2) taninos, (3) saponinas, (4) glicosideos cardiotonicos, (5)

antraquinonas, (6) alcaloides.

4.2.3.1.1. Flavondides

Em um béquer adicionou-se 3 g da droga pulverizada e 20 mL de éter de
petréleo. Agitou-se durante 10 minutos, com aquecimento em banho-maria
(BM). Filtrou-se ainda a quente. Secou-se o0 p6, colocando-o num béquer com
20 mL de metanol. Aqueceu-se em BM por 10 minutos. Filtrou-se ainda a
quente, evaporando-se posteriormente o filtrado até a secura. Por fim,

ressuspendeu-se com 10 mL de etanol, obtendo-se assim, o extrato final.

4.2.3.1.1.1. Reagdes de caracterizagdo de flavonoides

e Reacao de Shinoda
Colocou-se 1 mL do extrato final em tubo de ensaio, adicionando-se um
fragmento de magnésio metalico e gotas de HCI concentrado. Observou-se,
apos o desprendimento de hidrogénio nascente o aparecimento de coloragao

réseo ou vermelha.

e Reacao de Taubock
Evaporou-se (BM) 3 mL do extrato final até a secura. O residuo foi
resfriado e umedecido com algumas gotas de acetona. Adicionaram-se alguns
cristais de acido borico e acido oxalico. Evaporou-se (BM) novamente até a
secura evitando aquecimento prolongado. Dissolveu-se o residuo em 5 mL de
éter etilico e observou-se sob luz UV. Em caso positivo aparecera fluorescéncia

amarelo esverdeada.
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e Reacao de Pew
Evaporou-se (BM) 3 mL do extrato final em tubo de ensaio até a secura.
Ao residuo adicionou-se 3 mL de metanol e uma pequena por¢cdo de zinco
metalico. Colocou-se aproximadamente 3 gotas de HCI concentrado. Em caso

positivo aparecera coloracao vermelha.

e Reacdo do cloreto férrico
Adicionou-se a 1 mL do extrato final algumas gotas de FeCl; a 2%.
Devera aparecer colocacdo verde, amarelado, ou ainda, violaceo dependendo

do flavondide presente.

e Reacdao do cloreto de aluminio
Umedeceram-se areas diferentes de papel de filtro com o extrato.
Colocou-se sobre uma das manchas uma gota de cloreto de aluminio 5% em
etanol. Observou-se, sob luz UV, a intensificacdo da fluorescéncia verde

amarelada.

4.2.3.1.2. Antraquinonas
4.2.3.1.2.1. Antraquinonas livres

Agitou-se 1 g da droga em p6 com 10 mL de éter etilico. A solucéo etérea,
adicionou-se 1 mL de amonia diluida e agitou-se. A camada aquosa devera

tornar-se rGsea no caso positivo.

4.2.3.1.2.2. Glicosideos antraquindnicos (reacao de Borntraeger)
Ao pé anterior, seco, adicionou-se 20 mL de &gua e aqueceu-se a

ebulicdo por 5 minutos. Apos resfriamento, filtrou-se a solugdo. Ao filtrado,
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juntou-se 10 mL de HCI, 1IN, e 3 mL de agua oxigenada 30%. ApOs
resfriamento, filtrou-se a solucdo. Extraiu-se por duas vezes com 5 mL de éter
etilico. Juntaram-se as fases etéreas e agitou-se com 3 mL de amodnia diluida.

A camada aquosa devera tornar-se résea em caso positivo.

4.2.3.1.2.3. Glicosideos cardioténicos

Em um béquer colocou-se 5 g de droga vegetal moida, adicionou-se 50
mL de etanol:agua (70:30). Submeteu-se a aquecimento suave em BM durante
10 minutos. Apos esfriou-se, filtrou-se, e completou-se o volume até 30 mL,
lavando o residuo e o filtro com a mistura etanol/agua.

Na purificagdo, ao filtrado adicionou-se 30 mL de agua e 15 mL de
acetato de chumbo a 10%. Agitou-se bem e filtrou-se. O filtrado foi transferido
para um funil de separacgdo, onde foram realizadas duas extragdes sucessivas,
com 15 mL de cloroférmio cada vez. Apds juntar as fases organicas, tratou-se
com sulfato de sédio anidro e evaporou-se até a metade do volume (12 mL no

minimo).

4.2.3.1.3. Reacdes de caracterizacao de glicosideos cardioténicos

4.2.3.1.3.1. Reacdo com anel lacténico insaturado

e Reacdao de Legal
Evaporou-se 2 mL de extrato cloroformico em um tubo de ensaio.
Dissolveu-se o residuo em 1 mL de piridina e adicionou-se 0,5 mL de NaOH a
10% e 0,5 mL de nitroprussiato de sodio 10%. Devera aparecer uma coloracao

vermelha intensa, se positivo.
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e Reacao de Kedde
Evaporou-se 2 mL de extrato em um tubo de ensaio. Dissolveu-se o
residuo com 0,5 mL de reagente de Kedde (acido 3-5 dinitrobenzoico 1% em
MeOH) e adicionou-se 1 mL de uma mistura de NaOH 10% em MeOH 1:1 (v/v),
preparada pouco antes do uso. Devera aparecer uma coloracdo vermelha

violacea até castanho (fugaz).

4.2.3.1.3.2. Reagdo com desoxi-agucares

e Reacao de Pesez
Evaporou-se 2 mL do extrato em um tubo de ensaio. Adicionou-se ao
residuo 1 mL do reagente de Pesez A (Xantidrol 0,5% em MeOH recente) e
agueceu-se aproximadamente 100 °C por 3 minutos. Esfriou-se e colocou-se 0
reagente de Pesez B (HCI a 2% em &acido acético): Devera aparecer coloracéo

vermelha. Aqueceu-se novamente.

e Reacdao de Keller-Kiliani
Evaporou-se 2 mL do extrato em um tubo de ensaio. Tratou-se o residuo
com 1 mL de acido acético, adicionou-se 2 gotas de FeCl; a 2% e transferiu-se
0 contetudo deste tubo cuidadosamente para um outro contendo 2 mL de
H.SO, concentrado. Na zona de contato dos liquidos devera aparecer um anel
castanho avermelhado, e a camada acética devera tomar coloracdo verde-

azulada.
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e Reacao de Liebermann-Burchard
Evaporou-se 2 mL do extrato em um tubo de ensaio. Ao residuo,
adicionou-se 1 mL de anidrido acético e 10 gotas de acido sulfurico

concentrado. Devera aparecer coloragéo castanha.

4.2.3.1.4. Taninos
Preparou-se um decocto (15 minutos) com 5 g da droga vegetal
pulverizada e 100 mL de agua destilada. Filtrou-se e deixou-se esfriar (solucdo

extrativa A).

4.2.3.1.4.1. Testes de identificacdo de taninos

e Reacéo de Gelatina
Misturou-se 2 mL da solucdo A, com 2 gotas de HCI diluido e solucéo de

gelatina 2,5% gota a gota. No caso positivo havera formacéo de precipitado.

e Reacao de sais de ferro
Misturou-se 2 mL da solu¢do A, com 10 mL de agua destilada e 2 a 4
gotas de solugcdo de FeCl; a 1% em metanol. No caso positivo aparecera

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

e Reagdes de acetato de chumbo
Misturou-se 5 mL da solucdo A com 10 mL de solucdo de acido acético
10% e 5 mL de solucdo de acetato de chumbo a 10%. Em caso positivo

aparecera formacéao de precipitado esbranquicado (taninos hidrolisaveis).
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4.2.3.1.5. Saponinas

Aqueceu-se sob refluxo, durante 10 minutos, 2 g do material vegetal
pulverizado com 10 mL de agua destilada. Esfriou-se e filtrou-se para um tubo
de ensaio, completando-se para 10 mL o volume final. Agitou-se o tubo no
sentido do seu comprimento, vedando com uma rolha, durante 15 segundos.
Deixou-se em repouso por 15 minutos. Verificou-se em seguida o aparecimento
de um anel de espuma persistente, de aproximadamente 1 cm de altura, e que

nao desaparece pela adicdo de 1 mL de HCI 2N (20%).

4.2.3.1.6. Alcaloides

Numa primeira etapa, realizou-se a extragdo em meio alcalino. Foram
utilizados 5 g da droga vegetal pulverizada, sendo homogeneizada e
alcalinizada com carbonato de calcio a 10%. Adicionou-se 25 mL de
cloroférmio e, depois de homogeneizado, filtrou-se a mistura para um funil de
separacao atraves de papel previamente embebido em cloroférmio, agitando o
filtrado com 7 mL de HCI 2%. Separou-se a camada superior para a realizacao
das reacoes de caracterizacao (precipitacdo) com os reagentes de Dragendorff,
Bouchardat, Mayer e Bertrand, colocando-se uma gota do reagente ao lado de
outra da solucdo éacida em uma lamina de microscopio, unindo-as
posteriormente. A caracterizacdo de alcaléides deu-se pela visualizacdo da

reacao sob luz ultravioleta.

4.2.3.1.7. Cumarinas
Preparou-se uma solucédo extrativa com 5 g da droga vegetal em 20 mL

de agua fervida. Apos filtracdo, adicionou-se HCI 1 M, até que fosse alcancado
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pH 1. A solucéo acidificada foi submetida a particdo liquido-liquido com 10 mL
de éter etilico. A fase etérea foi concentrada até metade de seu volume e a
mesma foi aplicada em duas manchas sobre um pedaco de papel de filtro. Em
uma das manchas foi adicionada uma gota de NaOH 1M, sendo esta
observada a luz UV (365 nm); na outra mancha nao foi aplicado nada. O
aparecimento de fluorescéncia, no primeiro caso, devera indicar a presenca de

cumarinas.

4.2.3.2. Perfil cromatogréfico

Foi realizada a cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)
dos extratos de cascas pulverizadas de Endopleura uchi, obtidos por diferentes
procedimentos e sob diferentes concentracdes. A fase movel foi composta pela
fase organica da mistura cloroférmio:acetato de etila:acido formico (5:4:1,
viviv). A fase estacionaria utilizada foi placa de aluminio de gel de silica 60
Fos4. As amostras foram aplicadas e reveladas com cloreto férrico 2% em
metanol, baseado na triagem fitoquimica previamente executada, que indica os
taninos como principal classe de metabdlitos secundarios.

Além disso, foi feito um cromatograma com fracbes de um extrato
preparado por decoccdo 20% (m/v). O decoccto foi filtrado e submetido a uma
particdo liquido-liquido com acetato de etila (20 mL, 3 vezes). A fracdo aquosa
e a fracdo organica foram, posteriormente, evaporadas em banho de
aguecimento e ressuspendidas em metanol para serem analisadas por CCDC.
A fase movel foi composta por acetato de etila:acido formico:agua (9:5:1, v/iviv)

e a placa foi revelada com cloreto férrico 2% em metanol.
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4.2.3.3. Perfil espectrofotométrico naregido de luz ultravioleta

Foram pesados, exatamente, 10,0 mg de acido galico, de acido tanico e
de cada extrato, dissolvidos em 1 mL de agua:metanol (1:1; v/v) e diluidos
1:1000 (v/v) em metanol. A concentragdo final das solugdes de leitura das
substancias padréo e dos extratos foi de 0,01 mg/mL. A leitura de absorvancia
foi realizada em faixa de 190 a 400 nm de comprimento de onda em
espectrofotometro Shimadzu-1603 com cubetas de quartzo de 1 cm de
caminho éptico. As amostras foram lidas frente a branco de metanol (CHOI et

al., 2006).

4.2.3.4. Obtencdao e rendimento dos extratos

Os extratos vegetais sdo obtidos fundamentalmente pelo emprego de
vegetais secos. Como o principal objetivo é retirar do vegetal diversas
possibilidades dentre um universo quimico extraordinariamente complexo, a
seletividade exigida fundamenta-se em dois principais fatores, as
caracteristicas do solvente e o processo extrativo aplicado (DAR, 1981; VOIGT
e BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000).

Neste trabalho foram preparados extratos vegetais a 5, 10 e 20% (m/v),
de acordo com as Figuras 3, 4 e 5, segundo diferentes procedimentos: (1)
maceracao, (2) turboextracdo, (3) percolacéo, (4) infusédo, (5) decoccdo. Nos
trés primeiros procedimentos, utilizou-se etanol (50%) como solvente e nos

dois ultimos, agua destilada.
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25 g cascas
pulverizadas
E. uchi
L
500 mL EtOH 500 mL agua
50% destilada
extracao

1,88 g extrato 2,032¢g
final extrato final

FIGURA 3. Fluxograma de obtencé&o e rendimento dos extratos de Endopleura

uchi a 5% (m/v).

1141¢g 2,866 ¢g 2,142¢g
extrato final extrato final extrato final

| E—

5,504¢g ‘ 7,083¢g 4 488¢g 2,796 g 3.113¢g J
extrato final extrato final extrato final extratofinal extrato final

FIGURA 4. Fluxograma de obtencéo e rendimento dos extratos de Endopleura
uchi a 10% (m/v).



MATERIAL E METODOS

200g cascas
pulverizadas
E. uchi

1
1000 mL 1000 mL agua
EtOH 50% destilada
L] 1 1
Maceracao Percolacao Uitz Decocgdo Infusdo
extracdo

24,069 ¢ 47,7439 28,941¢g w 8,745¢g w 26,5519
extratofinal extrato final extrato final extratofinal extrato final

FIGURA 5. Fluxograma de obtencéo e rendimento dos extratos de Endopleura
uchi a 20% (m/v).

4.2.3.4.1. Obtencéo de extratos por percolacao

Na obtencdo de extratos por percolacao foi usado o Processo Geral P,
descrito na Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil, 1959. Foi utilizado
como solvente extrator etanol 50% (EtOH 50%). Para o preparo de extrato a
5% (m/v) foram utilizados 25 g de cascas pulverizadas de E. uchi para 500 mL
de solvente; para o extrato 10% (m/v) foram utilizados 50g de cascas
pulverizadas de E. uchi para 500 mL de solvente e para o preparo do extrato a
20% (m/v) foram utilizados 200 g de cascas pulverizadas de E. uchi para 1000
mL de solvente.

Todos os extratos assim obtidos foram evaporados. Apés rotaevaporacao,
o fim da secagem foi realizado em capela, a temperatura ambiente, até que
atingisse massa constante. Os extratos obtidos foram pesados e armazenados

em dessecador para evitar que incorporassem umidade.
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4.2.3.4.2. Obtencéo dos extratos por maceracao

Para o preparo dos extratos foi utilizado como solvente extrator EtOH
50%. Para o preparo de extrato a 5% (m/v) foram utilizados 25 g de cascas
pulverizadas de E. uchi para 500 mL de solvente; para o extrato 10% (m/v)
foram utilizados 50g de cascas pulverizadas de E. uchi para 500 mL de
solvente e para o preparo do extrato a 20% (m/v) foram utilizados 200 g de
cascas pulverizadas de E. uchi para 1000 mL de solvente. Essas solugdes
foram mantidas durante duas semanas em vidros ambar, sob o abrigo da luz e
com agitacBes ocasionais. Apos, procedeu-se a filtracdo do liquido extrativo,
que, em seguida, foi posto em rotaevaporador, sob pressdo reduzida, a
temperatura de banho-maria de 40-50 €, até quase a secura. Apoés
rotaevaporacdo, o fim da secagem foi realizado em capela, a temperatura
ambiente, até que atingisse massa constante. Os extratos obtidos foram
pesados e armazenados em dessecador para evitar que incorporassem

umidade.

4.2.3.4.3. Obtencéo dos extratos por turbo-extracéo

Para o preparo dos extratos foi utilizado como solvente extrator EtOH
50%. Para o preparo de extrato a 5% (m/v) foram utilizados 25 g de cascas
pulverizadas de E. uchi para 500 mL de solvente; para o extrato 10% (m/v)
foram utilizados 50 g de cascas pulverizadas de E. uchi para 500 mL de
solvente e para o preparo do extrato a 20% (m/v) foram utilizados 200 g de
cascas pulverizadas de E. uchi para 1000 mL de solvente. As solug¢des foram
colocadas no turbo-extrator e processadas por 30 minutos, em intervalos de 10

min, para o resfriamento do sistema. Apdés, as solucdes foram filtradas a vacuo



MATERIAL E METODOS

e rotaevaporadas, sob pressdo reduzida, até quase secura. ApOs a
rotaevaporacdo, o fim da secagem foi realizado em capela, a temperatura
ambiente, até que atingisse massa constante. Os extratos obtidos foram
pesados e armazenados em dessecador para evitar que incorporassem

umidade.

4.2.3.4.4. Obtencéo dos extratos por decocgéo

Para o preparo de extrato a 5% (m/v) foram utilizados 25 g de cascas
pulverizadas de E. uchi para 500 mL de &gua destilada; para o extrato 10%
(m/v) foram utilizados 50g de cascas pulverizadas de E. uchi para 500 mL de
agua destilada e para o preparo do extrato a 20% (m/v) foram utilizados 200 g
de cascas pulverizadas de E. uchi para 1000 mL de agua destilada. As
solugbes foram postas em béqueres e levadas a chapa aquecida a 100 °C.
Aqueceu-se por 15 minutos. As solucbes foram filtradas e entdo liofilizadas. Os
extratos obtidos foram pesados e armazenados em dessecador para evitar que

incorporassem umidade.

4.2.3.4.5. Obtencédo dos extratos por infuséo

Para o preparo de extrato a 5% (m/v) foram utilizados 25 g de cascas
pulverizadas de E. uchi para 500 mL de &gua destilada; para o extrato 10%
(m/v) foram utilizados 50g de cascas pulverizadas de E. uchi para 500 mL de
agua destilada e para o preparo do extrato a 20% (m/v) foram utilizados 200 g
de cascas pulverizadas de E. uchi para 1000 mL de agua destilada. Apos
ebulicdo da agua, a mesma foi despejada sobre o material vegetal num béquer,

e o sistema foi mantido tampado por 15 minutos. As solucdes foram filtradas e
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entdo liofilizadas. Os extratos obtidos foram pesados e armazenados em

dessecador para evitar que incorporassem umidade.

4.2.4. ANALISE QUANTITATIVA

4.2.4.1 Determinacédo do teor de fendis totais

A andlise do extrato foi feita em espectrofotdmetro, em comprimento de
onda de 730 nm, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico.
Como branco utilizou-se a solucdo obtida pela mistura entre 0,5 mL do
reagente de Folin-Denis e 1 mL de solugdo de carbonato de sédio 30% (m/v),
ajustando-se o volume a 10 mL com agua destilada.

A concentragdo de fendis totais do extrato foi determinada utilizando-se
uma curva analitica estabelecida com solugfes de concentracdo conhecida do
polifenol &cido tanico. Os resultados foram expressos, pela média de trés
determinacdes, em porcentagem da concentracdo de fendis totais frente a
concentracao inicial de leitura das amostras (AOAC, 1984; TEIXEIRA et al.,
1990), mais ou menos os desvios-padrées. Esses dados foram analisados

estatisticamente em nivel de seguranca de 95%.

4.2.4.1.1. Preparo da solucéo padréo de acido tanico

Foram dissolvidos 10 mg de acido tanico em agua destilada, completando
o volume para 100 mL em baldo volumétrico . Foram tomadas aliquotas de 0,1
a 0,5 mL desta solucdo, recém-preparada, adicionando-se 7 mL de agua
destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Denis. Apés 3 minutos de agitacéo, foi

adicionado 1 mL de solucdo saturada de carbonato de sodio (35 g de
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carbonato de sodio anidro dissolvido em 100 mL de agua destilada a 70-80 °C)
e o volume ajustado para 10 mL com agua destilada. A leitura foi feita 30
minutos apo0s a reacao colorimétrica a qual a solucdo foi submetida, em

triplicata, ao abrigo de luz.

4.2.4.1.2. Preparo das solu¢cdes de amostra

Amostras de 0,200 g das cascas pulverizadas de E. uchi, exatamente
pesadas, foram transferidas para baldo volumétrico de 10 mL, completando-se
o volume com agua destilada. Desta primeira solucdo, foram transferidos 100
pL para baldo volumétrico de 20 mL, completando-se o volume com agua
destilada. Desta segunda solu¢do, uma aliquota de 0,5 mL foi adicionada a 7
mL de agua destilada e mais 0,5 mL de solugdo de Folin-Denis, sendo esta
nova solucdo, mantida por agitacao por cerca de 3 minutos. Apds este tempo,
foi adicionado 1 mL de solucdo de carbonato de sodio 30% (m/v) e o volume
completado com agua destilada em baldo volumétrico de 10 mL. A reacédo
colorimétrica das amostras, em triplicata, foi determinada por leituras realizadas

apos 30 minutos da adicdo do ultimo reagente.

4.2.4.1.3. Célculo do teor de fendis totais

A concentracdo de fendis totais do extrato foi determinada, utilizando-se a
curva analitica estabelecida com solu¢cdes de concentracdo conhecida do
polifenol acido tanico. Os resultados foram expressos pela média de trés
determinacdes, em porcentagem da concentracdo de fendis totais frente a

concentracao inicial de leitura das amostras (0,005 mg/mL).
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4.2.4.2. Doseamento de taninos totais em extratos vegetais

A metodologia utilizada foi baseada e adaptada do trabalho de Glasl
(1983) e da Farmacopeéia Brasileira IV (1996). No doseamento de taninos totais
para a droga vegetal, esta referenciado na literatura o uso de 0,750 g da
amostra. Porém, para 0s extratos, foi necessario proceder a uma pequena
correcao (YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007). Assim, a quantidade de amostra
pesada para cada extrato foi obtida de acordo com o seguinte calculo (a
porcentagem de residuo seco corresponde ao teor de extrativos (TE) de cada

um dos extratos, obtidos separadamente):

Mextrato = (%) residuo seco do extrato (TE) x 0,750/ 100

Cada amostra foi transferida para erlenmeyer com 150,0 mL de agua
purificada, e deixada durante 30 minutos em banho termostatizado a
temperatura de 80-90 °C. Apds este periodo, o erlenmeyer foi resfriado em
agua corrente e o0 seu conteudo transferido quantitativamente para baldo
volumétrico de 250 mL, aferindo-se o volume. ApGs a homogeneizacao, todo o
conteuddo foi filtrado desprezando-se os primeiros 50,0 mL, e o filtrado restante
foi acondicionado sob protecdo da luz, sendo denominado de solugcdo-mae
(SM). Para a determinacdo de polifendis totais (PT), 5,0 mL da SM foram
diluidos com agua purificada em baldo volumétrico de 25,0 mL. Desta solucéo,
2,0 mL foram transferidos e adicionados de 1,0 mL de solu¢cdo de acido
fosfotingstico (Reagente fendlico de Folin-Ciocalteau 2 N) para baldo
volumétrico de 25,0 mL, sendo completado o volume com solucdo de
carbonato de sédio a 10,6%. Apds 3 minutos da adicdo da ultima solucao foi

medida a absorvancia a 730 nm, sendo empregada a 4gua como branco. Para
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determinacdo de polifendis ndo adsorventes (PNA), 10,0 mL de SM foram
transferidos e adicionados de 0,10 g de p6-de-pele (Merck®) para béquer e
agitados durante 60 minutos. Apds, a solucéo foi filtrada e 5,0 mL do filtrado
foram diluidos com &gua purificada para 25,0 mL em baldo volumétrico. A
sequir, 2,0 mL do filtrado desta solucéo foram transferidos e adicionados de 1,0
mL de solucdo de acido fosfotlingstico (Reagente fendlico de Folin-Ciocalteau
2N) para baldo volumétrico de 25,0 mL sendo completado o volume com
solucdo de carbonato de sodio a 10,6%. Ap6s 3 minutos da adicdo da ultima
solucdo foi medida a absorvancia a 730 nm, sendo empregada a agua como
branco. O conjunto de operacdes (extracdes e diluicbes) foi realizado sob
protecéo da acao da luz direta, e o valor de comprimento de onda utilizado, 730
nm, foi obtido através de uma varredura espectrofotométrica realizada
previamente com as amostras e também com o padrdo acido galico. Os
resultados foram expressos pela média de trés determinacfes, mais ou menos
os desvios-padrdes. Esses dados foram analisados estatisticamente em nivel de
seguranca de 95%.

A porcentagem de taninos totais foi calculada segundo as formulas:

PT = 15625 x Abs/ 1000 x m PNA = 15625 x Abs/ 1000 x m

TT = PT - PNA

Em que: PT = Polifendis totais (%), PNA = Polifenéis ndo adsorventes
(%), Abs = Absorvancia medida, m = massa da amostra em gramas, TT = teor

de taninos totais (%).
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4.2.5. Determinacao da capacidade de sequestro de radicais livres

O potencial de atividade antioxidante dos extratos foi determinado baseado
na atividade sequestrante da solucdo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)
(MACHADO, 2005; FALCAO et al., 2006). Foi utilizado &cido gélico, rutina e
vitamina C, na concentracdo de 250 pg/mL em metanol, como substéncias
reconhecidamente antioxidantes (BROGGINI, 2006). O extrato de Ginkgo biloba
L., adquirido da empresa Santosflora (Anexo 2) também foi utilizado neste teste,
na concentracdo de 250 ug/mL em metanol, por ter uma reconhecida atividade
antioxidante (FALCAO et al., 2006). Os testes foram feitos com 0s mesmos
extratos utilizados nos ensaios biologicos, selecionados por apresentaram 0s
maiores teores de taninos totais: decoccdo 20% (m/v); infusdo 10% (m/v);
maceracdo 5% (m/v) (EtOH 50%), percolacdo 10% (m/v) (EtOH 50%); turbo-
extracdo 20% (m/v) (EtOH 50%). A 1 mL das solugbes de amostra foram
adicionados 2,5 mL da solucédo de DPPH 0,004% em metanol. As solucdes foram
agitadas em vortex e mantidas no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente.
A leitura foi feita posteriormente a este periodo, a 517 nm, em espectrofotdmetro,
com cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico. A solucdo utilizada como
branco consistiu em 1 mL da solu¢cdo metandlica de amostra e 2,5 mL de metanol.
Foi utilizada solucdo de 1 mL de metanol e 2,5 mL de solugdo de DPPH como
controle negativo. A atividade anti-radicalar foi calculada como a porcentagem de

descoloracdo do radical DPPH, segundo a equacgéo:

% descoloracao do DPPH = (Ad - Aa) x 100/ Ad

Em que: Aa = absorvancia da amostra; Ad = absorvancia da solucao de

DPPH (controle negativo)
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Os valores calculados representam a meédia de trés determinagfes, mais
ou menos os desvios-padrdes. Para analise estatistica, executamos o teste de

analise de variancia ANOVA, para P < 0,05.

4.2.6. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
A atividade antimicrobiana dos extratos de E. uchi foi avaliada pelo

método de difusédo em &gar, utilizando-se “templates” e discos de papel.

4.2.6.1. Preparo dos antibiéticos

O antibittico ampicilina foi utilizado como substancia de controle positivo,
uma vez que as cepas bacterianas utilizadas sdo sensiveis a sua acao.
Partindo de uma solugédo-mée de 500 mg/L, foi diluido na propor¢éo 1:10 (m/v)
em Brain Heart Infusion (BHI), de maneira que a concentracdo dessa solucéo
estoque fosse de 50 pug/mL.

A anfotericina B foi o antifiungico usado como controle positivo para a
cepa de Candida albicans. Foram dissolvidos 16 mg de anfotericina B em 10
mL de dimetilsulfoxido (DMSO) (solucéo estoque de 16 ug/mL) sendo diluidos,

posteriormente, duas vezes na proporcao 1:5 (m/v) em BHI.

4.2.6.2. Solucéo estoque de extrato

Ressuspendeu-se 200 mg dos seguintes extratos de cascas pulverizadas
de Endopleura uchi em 1 mL de solucdo de DMSO e Tween® 80 10% (V/v):
decoccao 20% (m/v); infusdo 10% (m/v); maceracdo 5% (m/v) (EtOH 50%),

percolacdo 10% (m/v) (EtOH 50%); turbo-extracao 20% (m/v) (EtOH 50%).
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4.2.6.3. Preparo da suspensdao de bactéria

Uma col6nia de cada cepa bacteriana utilizada, ou aproximadamente 150
ML de suspensdo bacteriana previamente preparada e armazenada sob
refrigeracdo adequada, foi inoculada em BHI e incubada a 37 °C durante 24
horas. A partir deste in6culo foi padronizada a turvacao até escala 0,5 de Mc

Farland (~ 1,5 x 10° células/mL) em soluc&o salina 0,9%.

4.2.6.4. Preparo da suspenséo de levedura

Cinco colonias de Candida albicans foram inoculadas em caldo
Sabouraud e incubadas a 35 °C durante 48 horas. A partir deste inoculo foi
padronizada a turvacdo até escala 0,5 de Mc Farland (de 1 x 10° a 5 x 10°

leveduras/mL) em solucgéo salina 0,9%.

4.2.6.5. Teste de difusdo em agar com templates

O teste de difusdo em agar foi realizado baseado na Norma M2-A8 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) de 2003, porém com
algumas modificacbes (NCCLS, 2003a).

As placas de Petri receberam agar Mueller Hinton, sobre as quais foram
adicionadas 150 pL de suspensdo bacteriana em concentracdo adequada
(escala 0,5 McFarland). Nos testes para Candida albicans, as placas de Petri
receberam agar Mueller Hinton suplementado com 2% de glicose e 0,5 pg/mL
de azul de metileno, sobre o qual foram adicionados 100 pL da suspenséao
desta levedura previamente diluida. Depois de homogeneizadas, as placas
receberam os “templates” com 6 orificios de 6 mm de diametro interno. Cada

poco recebeu separadamente 50 uL de solugcéo de ampicilina/anfotericina B; 50
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pL de cada extrato de E. uchi utilizado e 50 pL de solu¢do de DMSO-BHI como
controle negativo (DMSO e BHI diluidos na proporcédo 1:1 v/v) colocado nas
placas. Antes da incubacédo a 37 °C por 24-48 horas, as placas foram deixadas
1 hora a temperatura de 4° C para permitir a difusdo das amostras. A inibicao
do crescimento bacteriano e/ou fangico foi determinada pela medida dos halos
ao redor dos pocos com auxilio do paquimetro digital, e foi expressa como a

média de trés determinacdes.

4.2.6.6. Teste de difusdo em agar com discos de papel

O teste de difusdo em &gar foi realizado baseado na Norma M2-A8 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) de 2003 (NCCLS, 2003a).

As placas de Petri receberam agar Mueller Hinton, sobre as quais foram
adicionadas 150 pL de suspenséo bacteriana em concentracdo adequada. Nos
testes para Candida albicans as placas de Petri receberam agar Saboraud,
sobre o qual foram adicionados 100 pL da suspensdo desta levedura
previamente diluida. Depois de homogeneizadas, discos de papel com 6 mm
de diametro, impregnados com 40 pL dos extratos a serem testados, 40 yL da
solugcdo controle DMSO:BHI (1:1, v/iv) e 40 pL dos antibidticos
(ampicilina/anfotericina B) foram colocados sobre a superficie do agar MH
inoculado. Antes da incubacdo a 37 °C por 24-48 horas, as placas foram
deixadas 1 hora a temperatura de 4° C para permitir a difusdo das amostras. A
inibicdo do crescimento bacteriano e/ou fangico foi determinada pela medida
dos halos ao redor dos discos com auxilio do paquimetro digital, e foi expressa

como a média de trés determinacdes.
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4.2.6.7. Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM) através do
método de diluicdo em microplaca e concentracdo bactericida minima
(CBM)

Foi determinada a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) utilizando
diluicdo em microplaca, com modifica¢des, segundo a Norma M7-A6 do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) de 2003 (NCCLS, 2003b).

Em todos os pocos foram colocados 100 yL de BHI. Os extratos foram
diluidos 1:5 em BHI a partir da solucado estoque de 200 mg/mL, obtendo-se
solucdes teste de 10 mg/mL. Foram pipetados 100 yL de cada uma destas
solugdes nos respectivos pocos da primeira coluna da microplaca (linhas 1 a
5). Um poco foi utilizado para adigcdo de 100 yL de DMSO:BHI (1:5; v/v) para
controle do solvente (linha 6) e em outro poco foram colocados 100 pyL da
solugcdo de ampicilina anteriormente preparada (linha 7). Foram realizadas
diluicbes seriadas, transferindo-se 100 pL do poco anterior para 0 poco
subsequente. A linha 8 foi utilizada para controle positivo do crescimento
bacteriano e para controle negativo de esterilidade do meio. Na coluna 12
foram colocados 50 pL da solucdo teste dos extratos para controle
microbiolégico destes. A todos os pocos, exceto os de controle de esterilidade
do meio e microbiolégico dos extratos, foram adicionados 100 uL da suspenséo
bacteriana diluida 1:300 (v/v) em BHI (Figura 6). As microplacas foram
incubadas por 24 horas a 37 °C. A inibicdo do crescimento bacteriano foi
evidenciada pela adicdo de 20 yL de uma solucdo aquosa de 0,01 % de
resazurina apoés incubacdo a 37 °C por 1 hora, e foi determinada como
concentracao inibitéria minima a menor concentracao que inibiu o crescimento

bacteriano. Os testes foram realizados em duplicata.
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Apoés, foi realizada uma subcultura de cada microplaca, utilizando Mueller
Hinton Agar em placa de Petri de 12 cm de diametro, determinando o valor da
concentracdo bactericida minima. As placas de Petri foram incubadas por 24
horas a 37 °C. A concentracdo bactericida minima foi entdo observada pela

auséncia ou presenca de crescimento bacteriano.

’; Amostras testadas .) C+ crescimento bacteriano
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FIGURA 6. Esquema da microplaca utllizada para determinacdo da
concentracgdo inibitéria minima para bactérias (a primeira concentracdo € de 10

mg/mL com subsequente diluicdo 1:1).
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4.2.7. TESTE DE TOXICIDADE ORAL AGUDA EM CAMUNDONGOS

Para este teste, seguindo as diretrizes da OECD (Organization for
Economic Co-operation and Development), Guideline 423, foram utilizados 20
camundongos (Mus musculus) Swiss, machos adultos, pesando entre 29-35 g,
distribuidos em 4 grupos (n = 5), de acordo com as doses recebidas por via
oral. As doses foram Unicas e administradas nas concentracdes 500 mg/kg,
1000 mg/kg, 2000 mg/kg de extrato obtido por decoccdo 20% (m/v) de
Endopleura uchi, utilizando agua destilada para o grupo controle. Os animais
foram mantidos em caixas, em sala com ciclo claro-escuro de 12 horas e
temperatura de 20 °C. Permaneceram em jejum 12 horas antes da
administracdo dos extratos e voltaram a receber racdo e agua somente 4 horas
apos a administracdo dos extratos (BRITO, 1994). Foram observados nos
primeiros 30, 60, 120, 240 e 360 minutos e a cada 24 horas durante 14 dias,
observando-se o0 aparecimento de parametros tais como alteracdo da
locomocéo, frequéncia cardiaca e respiratéria, piloerecao, diarréia, sialorréia,
hipnose, convulsdes e numero de o6bitos.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Estadual Paulista

“Julio de Mesquita Filho”, UNESP, Araraquara (SP) (Anexo 3).

4.2.8. TESTE DA MOTILIDADE INTESTINAL EM CAMUNDONGOS

No ensaio de transito intestinal foi utilizado o extrato obtido por decoccéao
20% (m/v) de E. uchi, ressuspendido em solucdo fisiolégica. Foram
constituidos 2 grupos experimentais com 10 animais cada, sendo que um

grupo foi tratado com o extrato aquoso de E. uchi (200 mg/kg), e o outro com
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solucéo fisiolégica (10 mL/kg), como controle negativo, 0os quais receberam as
solugdes por via oral através de “gavage”. ApoOs 90 minutos, 0os animais
receberam a suspenséo de carvao ativo 10% em solucédo de goma arabica 5%,
0,5 mlL/animal, também através de “gavage”. Decorridos 45 minutos, o0s
camundongos foram sacrificados em camara de CO, e foi realizada a
extirpacdo imediata do intestino desde o piloro até o inicio do ceco. Assim, foi
feita a medida do comprimento total do intestino delgado e da distancia
percorrida pela suspensdo de carvao ativo. A atividade sobre o transito
intestinal foi determinada segundo Janssen e Jageneau (1957) e Wong e Wai
(1981). A andlise estatistica foi realizada pelo teste-t de Student (P < 0,05).
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Estadual Paulista

“Julio de Mesquita Filho”, UNESP, Araraquara (SP) (Anexo 3).

4.2.9. AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade foi realizada frente a células fibroblasticas de cornea de
coelho da linhagem SIRC CCL-60. Estas células foram mantidas em garrafas
de cultura incubadas em estufa a 37 °C sob atmosfera de 5% de CO, em meio
Eagle (pH 7) suplementado 15% de soro bovino fetal e sem bicarbonato de

sédio.

4.2.9.1. Preparo das amostras
Dissolvemos 10 mg de cada um dos seguintes extratos em 1 mL de
DMSO: decocgédo 20% (m/v); infusdo 10% (m/v); maceragdo 5% (m/v) (EtOH

50%), percolagdo 10% (m/v) (EtOH 50%); turbo-extracdo 20% (m/v) (EtOH
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50%. A seguir, a partir dessas solugcbdes-estoque iniciais, foi feita uma nova

diluicdo 1:5 (m/v) em meio Eagle, obtendo-se as solugbes-teste.

4.2.9.2. Avaliacdo da citotoxicidade dos extratos

A técnica consistiu em coletar as células crescidas nas garrafas de cultura
por raspagem, centrifuga-las a 1500 rpm por 10 minutos e conta-las com
auxilio do corante Turk, em céamara de Neubauer, ajustando para a
concentracdo de 1 x 10° células/mL em meio Eagle suplementado. As células
desta suspensao foram incubadas em microplaca de 96 pocos a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO, por 72 h. Apés este periodo, foi observada a
formacéo de tapete celular e, subsequentemente, foi retirado o meio existente,
ja inadequado para a manutencéo celular. Foram colocados 100 yL de meio
novo, exceto no primeiro pogo de cada linha no qual foram colocados 180 uL
de meio Eagle suplementado, e 20 pyL das amostras de E. uchi.
Posteriormente, em cada linha foi realizada uma diluicdo seriada 1:1 (v/v) nos
demais pocos da microplaca. A coluna 11 foi utilizada como controle do
solvente colocando-se 20 uL de solucdo DMSO:Eagle (1:5; v/v), e quatro pocos
da coluna 12 foram utilizados para controle positivo do crescimento celular e
quatro como controle negativo de auséncia de crescimento. A concentracéo
inicial dos extratos testados foi de 2 mg/mL, seguindo-se diluicdes seriadas na
proporcao 1:1 (v/v) (Figura 7). A microplaca foi incubada por 24 h a 37 °C em
estufa com atmosfera de 5% de CO, (LEI et al.,, 2008; OHNO et al., 1998;
TAKAHASHI et al., 2008). Posteriormente, adicionaram-se 15 yL de solugéo
aguosa de resazurina 0,1 mg/mL, incubando a microplaca em estufa sob

atmosfera a 5% de CO; a 37 °C para leitura apos 3 h. A leitura dos resultados
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foi feita visualmente pela diferenciacdo entre a cor azul (auséncia de células
vivas) e cor-de-rosa (presenca de células vivas) (O’'BRIEN et al., 2000) e por

meio de leitor de fluorescéncia utilizando filtros de 530 e 590 nm.

9) 180 pL Eagle suplementado + 20 pL amostras
\ ’) 20 uL DMSO:Eagle (5:1 v/v)
\‘) Controle positivo do crescimento

!) Controle negativo do crescimento
St

2 mg/mL == 0,019 mg/mL
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FIGURA 7. Representacdo esquematica da avaliacdo de citotoxicidade de

extratos vegetais de E. uchi em microplaca de 96 pocos.
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4.2.10. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média de trés determinacdes + 0s
desvios-padrbes dos valores obtidos, utilizando-se o programa Microsoft Office
Excel 2007®. Quando conveniente, foi realizado o teste-t de Student ou a

analise de variancia ANOVA, com P < 0,05.



5.1. ANALISES FISICO-QUIMICAS

5.1.1. Granulometria

RESULTADOS

5. RESULTADOS

Os resultados da avaliacdo da granulometria estdo apresentados na

Tabela 2. A aplicacdo de analise estatistica dos resultados, expressos nha

Tabela 2 e demonstrada na Figura 8, revela um didametro médio de particulas

de 0,268 mm % 0,01.

TABELA 2. Porcentagens cumulativas de passagem e de retencdo do p6 das

cascas pulverizadas de Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. (Humiriaceae).

Tamanho da malha (mm)

% Passagem

% Retencéao

0
0,074
0,125
0,177
0,250

0,420

0
1,74
16,25
33,67
50,33

80,38

100
98,2
83,74
66,33
49,67

19,62

Média de trés determinacgdes
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0,268

FIGURA 8. Tamanho médio da particula das cascas pulverizadas de

Endopleura uchi.

5.1.2. Determinacé&o do pH
Em relacédo ao pH do p6 das cascas pulverizadas de E. uchi, apresenta-se
o valor da média de trés determinacdes na Tabela 3. O valor do pH da 4gua

destilada foi de 6,77.

TABELA 3. Média dos valores de pH do pé das cascas pulverizadas de

Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. e pH da agua destilada utilizada.

pH da agua destilada Média do valor de pH + DP

6,77 4,85+ 0,01

DP = desvio padréao
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5.1.3. Determinacéo da densidade aparente ndo compactada
A Tabela 4 apresenta os valores das trés determinagfes, em g/mL, da

densidade aparente ndo compactada das cascas pulverizadas de E. uchi.

TABELA 4. Densidade aparente de trés amostras de cascas pulverizadas de

E. uchi, obtidas comercialmente

Amostras Proveta (Q) Proveta Cheia (g) Densidade (g/mL)
Amostra 1 98,432 156,286 0,578
Amostra 2 97,427 149,325 0,519
Amostra 3 97,104 151,281 0,542

A densidade aparente ndo compactada média encontrada foi de 0,546

g/mL = 0,03.

5.1.4. Determinagao do teor de cinzas totais

A Tabela 5 apresenta os valores das trés determinagbes, em
porcentagem relativa a massa de amostra inicialmente pesada, do teor de
cinzas totais apresentado pelo p6 das cascas pulverizadas de E. uchi obtido

comercialmente.

TABELA 5. Teor de cinzas totais de cascas pulverizadas de E. uchi

Amostras massa inicial (g) massa cinzas (g)  teor cinzas (%)
Amostra 1 3,004 0,175 5,83
Amostra 2 3,001 0,201 6,70

Amostra 3 3,007 0,214 7,12
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Assim, foi encontrado um valor médio de teor de cinzas totais de 6,55% =+

0,65.

5.1.5. Determinacdo da perda por

infravermelho (INFRATEST)

dessecacdo em balanga com

A Tabela 6 apresenta o decréscimo de massa das amostras iniciais de

cascas pulverizadas de Endopleura uchi.

TABELA 6. Decréscimo de massa das amostras iniciais do p6 das cascas

pulverizadas de Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.

Pesagem Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
1 4,032 4,01 4,021
2 3,881 3,715 3,798
3 3,846 3,701 3,773
4 3,829 3,699 3,764
5 3,819 3,698 3,758
6 3,812 3,696 3,754
7 3,811 3,691 3,751
8 3,811 3,691 3,751

Os célculos revelaram uma perda porcentual média de massa de 6,72% =+

1,23.
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5.1.6. Determinacéo da perda por dessecacao em estufa

ApoOs cada pesagem, foi calculada a média de massa perdida, a partir de
uma amostra inicial de 2 g de p6 das cascas de E. uchi. Assim, seguem na
tabela 7 os valores de perda, em gramas, de massa das amostras iniciais da

droga vegetal.

TABELA 7. Decréscimo de massa das amostras iniciais do p6 das cascas

pulverizadas de Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.

Pesagem Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
1 27,630 27,430 26,960
2 27,525 27,274 26,814
3 27,523 27,272 26,813
4 27,520 27,269 26,809
5 27,519 27,268 26,808
6 27,519 27,268 26,808

A média da massa perdida total, ap0s todas as pesagens, foi de 0,1417g.
Assim, foi obtida uma perda por dessecacdo de 7,08% % 1,35 em massa da

amostra inicial do p6 das cascas pulverizadas de E. uchi.

5.1.7. Determinacao do teor de extrativos para a droga
O valor médio do teor de extrativos encontrado para a droga foi de

13,77% £ 2,04. Esse valor corresponde a média de trés determinacoes.
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5.2. ANALISES MICROSCOPICAS

5.2.1. Analise microscoépica comparativa das amostras pulverizadas com
as amostras in natura (secas) de cascas de E. uchi

A andlise das laminas contendo os cortes anatbmicos das amostras in
natura possibilitou evidenciar a disposi¢cdo da estrutura da casca de E. uchi.
Fica evidente uma distribuicdo periclinal das células do esclerénquima em
relacdo ao parénquima radial (Figura 9). H4 grande abundéancia de idioblastos
cristaliferos contendo monocristais poliédricos, em meio ao tecido
parenquimatico, o qual € preenchido por células com reservas de compostos
fenolicos em seu interior (Figura 9).

Na microscopia de p6 da casca do uchi-amarelo, foi observada a
presenca de fragmentos de fibras lignificadas envolvidas por bainha cristalifera,
de cristais prisméaticos, de fragmentos de fibras gelatinosas, poucas células

pétreas e graos de amido pequenos, esféricos e isolados (Figura 10).



10 pm

W

20 pm
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FIGURA 9. Secc¢des anatOmicas de cascas in natura secas de Endopleura uchi

(Huber) Cuatrec. (Humiriaceae). A) Seccao longitudinal radial, submetida ao

reagente azul de toluidina, evidenciando a disposicdo anatdmica estrutural. A

seta indica células parenquimaticas preenchidas por material fendlico, corado

mais intensamente. A ponta de seta indica idioblastos cristaliferos dispostos ao

longo do esclerénquima. B) Seccao longitudinal radial, submetida ao reagente

cloreto férrico 10%, evidenciando a presenca de material fendlico no tecido

parenquimatico.
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Ga
Ic
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FIGURA 10. Microscopia do p6 da casca de Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.
(Humiriaceae) submetida ao reagente azul de toluidina. Ga — grédo de amido; Ic
— idioblastos cristaliferos; Cp — cristal poliédrico; Fg — fibra gelatinosa.

5.2.2. Pesquisa histoquimica para compostos fendlicos

Foi verificada a positividade da reacdo com cloreto férrico 10% (m/v), pelo
surgimento de pequenos depodsitos de coloracdo bastante escura, negro-
esverdeada, ao longo de toda a estrutura do material vegetal, sobretudo em
depdsitos no esclerénquima, dispostos radialmente ao longo do parénquima

(Figura 11).
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FIGURA 11. Seccdes anatdbmicas de cascas in natura secas de Endopleura
uchi  (Huber) Cuatrec. (Humiriaceae). A) Seccédo longitudinal radial
evidenciando os principais tecidos formadores, bem como os idioblastos
cristaliferos abundantes dispostos ao longo do esclerénquima (ponta de seta).
As esclereides mostram-se acompanhadas de conteudo fendlico, corado
intensamente (seta); B) Visualizacdo do resultado da reacdo com FeCl; 10%
(m/v), evidenciando os depdsitos de compostos fendlicos (seta) no interior das

esclereides.

5.3. ANALISES FITOQUIMICAS
5.3.1. Triagem fitoquimica das principais classes de metabdlitos
secundérios

Os dados da triagem fitoquimica, realizada com as cascas pulverizadas
de E. uchi (Tabela 8), revelaram os taninos, as saponinas e as cumarinas como
grupos de substancias quimicas que podem ser empregadas para a
caracterizacdo da matéria-prima. Vale ressaltar que para que fique
caracterizada a presenca de determinado grupo de substancia quimica na

amostra, todos os testes executados devem ser positivos.
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TABELA 8. Andlise fitoquimica das cascas pulverizadas de Endopleura uchi

(Huber) Cuatrec. (Humiriaceae).

Classes Reacdes

Resultado

Shinoda
Taubock
Flavonoides Pew
cloreto férrico

cloreto de aluminio

gelatina
Taninos sais de ferro

acetato de chumbo

_ formacao e permanéncia de
Saponinas
espuma

Legal
Kedde

Pesez

Glicosideos

Cardiotdnicos o
Keller-Kiliani

Liebermann-Burchard

_ livres
Antragquinonas
Borntrager

Bertrand
. Bouchardat
Alcaldides
Dragendorff

Mayer

Cumarinas NaOH

( +): reacdo positiva; ( - ): reacdo negativa

5.3.2. Perfil cromatogréfico

Na Figura 12 pode-se visualizar o cromatograma obtido da particdo com

acetato de etila do decocto 20% (m/v) a partir de cascas pulverizadas de E.
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uchi. A figura mostra ainda as manchas apresentadas por substancias puras
padréao, da classe dos taninos, evidenciados na triagem fitoquimica. Na Tabela
9 encontramos o0s valores dos fatores de retencdo (Rf) das manchas
apresentadas para cada uma das amostras e das substancias padréo. O fator

de retencéo consiste na seguinte razao:

Rf =dA /dF

Em que: Rf = fator de retencéo; dA = distancia percorrida pela amostra;

dF = distancia da fase movel
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1 4 7
2
3 5 8
6
12 cm
A B C D E

Figura 12. Cromatograma das fracOes acetato de etila do extrato decoccéao
20% (m/v) obtidos das cascas pulverizadas de Endopleura uchi. Sistema
eluente: acetato de etila:acido formico:agua (9:5:1 v/v/v).; revelador: cloreto
férrico 2% em metanol. (A) acido tanico (B) acido galico; (C) bergenina; (D)

fracdo acetato de etila; (E) fragdo aquosa.
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TABELA 9. Fator de retengcdo das manchas apresentadas no cromatograma da

figura 12.

Amostra N° da mancha Rf
Acido tanico 1 0,89
Acido galico 2 0,86
Bergenina 3 0,67
4 0,89
Frac&o acetato de etila 5 0,66
6 0,52
7 0,90

Fracdo aquosa

8 0,69

Na Figura 13 pode-se visualizar o cromatograma obtido com todos os
extratos preparados neste trabalho. A Tabela 10 apresenta os valores

correspondentes de Rf.
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D5 15 M5 P5 T5 D10 110 M10 P10 T10 D20 120 M20 P20 T20

10,3 cm

Figura 13. Cromatograma dos seguintes extratos de E. uchi: decoc¢ao a 5, 10
e 20% (m/v) (D5, D10 e D20); infuséo a 5, 10 e 20% (m/v) (I5, 110 e 120);
maceragao a 5, 10 e 20% (m/v) (M5, M10 e M20); percolacéo a 5, 10 e 20%
(m/v) (P5, P10 e P20) e turbo-extracdo a 5, 10 e 20% (m/v) (T5, T10 e T20).
Sistema eluente: acetato de etila:acido formico:agua (9:5:1 v/v/v).; revelador:
cloreto férrico 2% em metanol.1) Grupo de manchas com Rf = 0,89; 2) Grupo

de manchas com Rf = 0,64.
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TABELA 10. Fator de retencdo das manchas apresentadas no cromatograma

da figura 13.
A N° Rf A N° Rf A N° Rf
1 0,89 1 0,89 1 0,89
D5 D10 D20
2 0,64 2 0,64 2 0,64
1 0,89 1 0,89 1 0,89
15 110 120
2 0,64 2 0,64 2 0,64
1 0,89 1 0,89 1 0,89
M5 M10 M20
2 0,64 2 0,64 2 0,64
1 0,89 1 0,89 1 0,89
P5 P10 P20
2 0,64 2 0,64 2 0,64
1 0,89 1 0,89 1 0,89
T5 T10 T20
2 0,64 2 0,64 2 0,64

A: amostra; N© numero da mancha; Rf: fator de rete n¢ao

5.3.3. Perfil espectrofotométrico na regido de luz ultravioleta

O perfil espectrofotométrico dos compostos padréo da classe dos taninos,

acido galico e &cido tanico, esta mostrado na Figura 14 e o perfil dos extratos

na Figura 15.
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Absorbancia

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 14. Perfil espectrofotométrico, na regido de luz ultravioleta, de acido

galico (linha azul) e acido tanico (linha preta).

Absorbancia

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 15. Perfil espectrofotométrico, na regiao de UV (190-400 nm), dos
seguintes extratos de cascas pulverizadas de Endopleura uchi: linha preta —
decoccado 20% (ml/v); linha azul — infusdo 10% (m/v); linha vermelha —

maceracao 5% (m/v); linha rosa — percolacédo 10% (m/v); linha amarela — turbo-

extracao 20% (m/v)
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5.3.4. Obtencéo e rendimento dos extratos

Foram calculados os valores de rendimento para todos 0S processos,

obtendo os seguintes valores, listados na Tabela 11 abaixo:

TABELA 11. Valores de rendimento em porcentagem (%) dos extratos obtidos

a partir de cascas pulverizadas de E. uchi (Huber) Cuatrec.

Extrato Rm (%) Rp (%) Rt (%) Rd (%) Ri (%)
EIOH50% 4 564 11,464 8568 X X
(5%, m/v)

0,
EtOH50% 13 000 14.160 8.980 X X
(10%, mAv)
EIOH50% 15 431 23,870 14.470 X X
(20%, m/v)

AQuoso X X X 7,520 8,128
(5%, M)

Aquoso X X X 5590 6.220

(10%, m/v)

Aquoso X X X 4,370 13,270
(20%, M)

EtOH 50%: etanol 50%; x: ndo se aplica; Rm: rendimento final em porcentagem
da maceracdo; Rp: rendimento final em porcentagem da percolacdo; Rt:
rendimento final em porcentagem da turbo-extracdo; Rd: rendimento final em

porcentagem da decocc¢ao; Ri: rendimento final em porcentagem da infuséo

5.4. ANALISES QUANTITATIVAS

5.4.1. Determinacéo do teor de fendis totais
As leituras de absorvancia da solucéo padrdo de acido tanico e do extrato

foram feitas em triplicata, portanto, os resultados apresentados referem-se a
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média da absorvancia, para cada concentracdo (em pg/mL) utilizada nas
leituras. A Figura 16 apresenta a curva analitica construida com diferentes

concentracOes da solucéo padrao de acido tanico.

0,35

05 y=0,062x+ 0,019 /
J RZ= 0,997 /
0,25

<
o
% /
<
e 0,2
2
o) 3,15
<
ot &

Concentragao pg/mL

FIGURA 16. Curva analitica de absorvancia da solucdo padrao de acido tanico

A partir da curva analitica obtida com a solu¢do padréo de acido tanico
pbde-se calcular a porcentagem de fendis totais existentes nas amostras de
cascas pulverizadas de E. uchi utilizando a equacéo da reta da solucéo padréo
de &cido tanico. As porcentagens finais sdo expressas pela média dos valores
de porcentagem da absorvancia de cada solugédo de leitura das amostras e

podem ser visualizadas na Tabela 12 e Figura 17.
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TABELA 12. Valores dos teores de fendis totais (TFT) dos extratos de

Endopleura uchi

amostras TFT (%) + DP
D5 5,810+0,81
D10 4,940 + 2,44
D20 5,610 +1,18
15 4,620 + 2,34
110 3,830+ 0,98
120 4,150 +1,81
M5 3,326 + 0,16
M10 3,920 +£1,10
M20 3,130 + 0,13
P5 3,327 £+ 0,63
P10 3,220 £ 0,97
P20 3,170+ 0,81
T5 3,520 + 0,99
T10 3,110+ 0,48
T20 3,290 + 1,09

D5: decoccao 5% (m/v); D10: decoccao 10% (m/v); D20: decoccao 20% (m/v);
I5: infusdo 5% (m/v); 110: infusdo 10% (m/v); 120: infusdo 20% (m/v); M5:
maceracgao 5% (m/v); M10: maceragao 10% (m/v); M20: maceracao 20% (m/v);

P5: percolacdo 5% (m/v); P10: percolacdo 10% (m/v); P20: percolacdo 20%
(m/v); T5: turbo-extracdo 5% (m/v); T10: turbo-extracdo 10% (m/v); T20: turbo-

extracdo 20% (m/v). Os extratos obtidos por maceragéo, percolacéo e turbo-

extracao foram preparados com etanol 50% (v/v).
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FIGURA 17. Teor de fendis totais dos extratos de cascas pulverizadas de

Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. (Humiriaceae).

Na andlise da Figura 17 foi verificado que algumas amostras
apresentaram, para um nivel de confianca de 95%, desvios-padrfes acima do

limite estatistico aceitavel, como no caso dos extratos D10 e |5.

5.4.2. Doseamento de taninos totais em extratos vegetais

Os valores médios das quantidades de taninos totais (TT) e os valores
médios de residuo seco (teor de extrativos, TE) para cada um dos extratos das
cascas pulverizadas de Endopleura uchi estdo apresentados na Tabela 13 e na

Figura 18, assim como mais ou menos seus respectivos desvios-padroes.
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TABELA 13. Valores de teores de extrativos (TE) e taninos totais (TT) para

cada um dos extratos obtidos a partir de cascas pulverizadas de E. uchi.

amostras TT (%) TE (%)

D5 19,65 + 1,59 12,53 +1,02
D10 16,34 + 3,18 11,41 £ 0,40
D20 20,27 £ 1,16 9,65+ 0,22

15 22,66 £ 0,53 9,70 £ 0,05
110 26,06 + 4,27 8,85 + 0,05
120 12,08 + 2,11 8,525 + 0,25
M5 23,62 + 1,00 13,73 +0,11
M10 23,41 £ 2,47 13,10+ 0,17
M20 23,18 £ 0,93 13,04 £ 0,05
P5 20,72 £0,79 18,60 + 0,26
P10 32,85+ 1,62 16,80 £ 0,39
P20 18,56 + 1,79 18,87 £ 0,27
T5 19,99 + 0,49 12,83 £ 0,32
T10 20,26 =+ 0,50 12,95 £ 0,62
T20 24,77 £ 2,54 14,85 + 0,54

D5: decoccao 5% (m/v); D10: decoccao 10% (m/v); D20: decoccao 20% (m/v);
I5: infusdo 5% (m/v); 110: infusédo 10% (m/v); 120: infusdo 20% (m/v); M5:

maceragao 5% (m/v); M10: maceragéo 10% (m/v); M20: maceracdo 20% (m/v);

P5: percolacdo 5% (m/v); P10: percolacdo 10% (m/v); P20: percolacdo 20%
(m/v); T5: turbo-extracdo 5% (m/v); T10: turbo-extracdo 10% (m/v); T20: turbo-

extracdo 20% (m/v). Os extratos obtidos por maceragéo, percolacéo e turbo-

extracdo foram preparados com etanol 50% (v/v). Os valores estdo expressos

como porcentagem da média de trés determinacbfes mais ou menos oS

desvios-padroes.
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FIGURA 18. Teor de taninos totais dos extratos de cascas pulverizadas de
Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. (Humiriaceae).

Na andlise da Figura 18 foi verificado que algumas amostras
apresentaram, para um nivel de confiangca de 95%, desvios-padrfes acima do

limite estatistico aceitavel. Foi o caso dos extratos D10, 110, 120 e M10.

5.4.3. Determinacao da capacidade de sequestro de radicais livres

O potencial da atividade antioxidante dos extratos foi determinado
baseado na atividade sequestrante da solugdo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH). A atividade anti-radicalar, em porcentagem, dos padrbes e das
amostras, em suas definidas concentracdes, esta apresentado na Tabela 14 e

ilustrado na Figura 19.
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TABELA 14. Atividade anti-radicalar percentual das substancias padrdo e dos

extratos estudados na concentragao de 250 pg/mL.

Amostra (250 pg/mL) Atividade anti-radicalar (%)
acido galico 97,24 + 0,05
rutina 96,83 + 0,06
vitamina C 98,14 + 0,06
extrato de Ginkgo biloba 96,97 £ 0,09
D20 87,46 £ 2,59
110 79,54 + 2,63
M5 89,22 +£ 0,82
P10 88,9 + 2,52
T20 90,58 + 0,62

Os valores correspondem a média de trés determinacfes e estdo expressos
em porcentagem + os desvios-padrdes. D20: decocgéao 20% (m/v); 110: infuséo
10% (m/v); M5: maceracdo 5% (m/v); P10: percolacdo 10% (m/v); T20: turbo-

extracdo 20% (m/v).

As analises estatisticas dos valores observados na Tabela 14 (ANOVA)
mostraram que ha diferenca significativa entre as porcentagens de atividade

anti-radicalar dos extratos em relacédo aos padroes.
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FIGURA 19. Atividade anti-radicalar percentual das substancias padrédo e dos
extratos estudados na concentracao de 250 pg/mL. (1) acido galico; (2) rutina;
(3) vitamina C; (4) extrato de Ginkgo biloba; (5) decoccado 20% (m/v); (6)
infusdo 10% (m/v); (7) maceracdo 5% (m/v); (8) percolagdo 10% (m/v); (9)
turbo-extragéo 20% (m/v).

5.5. ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.5.1. Teste de difusdo em &gar

A solucéo de controle de atividade do DMSO néo apresentou formacéao de
halo de inibicdo contra as bactérias em estudo, portanto, este solvente nao foi
interferente da atividade antimicrobiana apresentada pelos extratos utilizados.
Os resultados dos testes de difusdo com templates sdo apresentados na
Tabela 15 e os resultados dos testes de difusdo com discos na Tabela 16.

A Figura 20A ilustra o halo de inibicdo do antibidtico anfotericina B frente

a linhagem de C. albicans pelo método de difusdo com “template”. Foi



RESULTADOS

constatado ainda, da analise desta figura, que nenhum dos extratos testados
foi efetivo na inibicdo do crescimento do microrganismo. A Figura 20B ilustra o
halo de inibicdo do antibiético ampicilina frente a linhagem de E. coli pelo
meétodo de difusdo com “template”. Também foi observado da analise desta
figura que nenhum dos extratos testados foi efetivo na inibicdo do crescimento
do microrganismao.

A Figura 21A ilustra o halo de inibicdo do antibidtico anfotericina B e
também um pequeno halo de inibicdo do extrato 110 (infusdo 10%, m/v) frente a
linhagem de Candida albicans pelo método de difusdo com discos. A Figura
21B ilustra o halo de inibicdo do antibiético ampicilina frente a linhagem de
Staphylococcus aureus pelo método de difusdo com discos. Apesar de néo
aparecer claramente nesta figura, foi observado o aparecimento de pequenos

halos de inibigcéo para todos os extratos testados.
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TABELA 15. Diametro dos halos (mm) de diferentes extratos de cascas de E.
uchi pelo teste de difusdo em agar com templates.

Amostra EC SA BS SS SE CA
D20 - 15,0 - ; 3 _
110 - 15,0 - - - -
M5 - 13,0 - - - -
P10 - 13,0 - - - -
T20 - 14,0 - - - -

A 18,0 23,0 15,5 13,0 17,5 23,5
C - - - - - -

Os valores representam a média de trés determinagfes. D20 — decocccdo 20%
(m/v); 110 — infusdo 10% (m/v); M5 — maceracédo 5% (m/v); P10 — percolacao
10% (m/v); T20 — turbo-extracdo 20% (m/v). A = antibidtico
(ampicilina/anfotericina B); C = controle negativo (solu¢cdo de DMSO-BHI); EC =
Escherichia coli; SA = Staphylococcus aureus; BS = Bacilus subtilis; SS =

Shigella sonnei; SE = Staphylococcus epidermidis; CA = Candida albicans
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TABELA 16. Diametro dos halos (mm) de diferentes extratos de cascas de E.
uchi pelo teste de difusdo em agar com discos.

Amostra EC SA BS SS SE CA
D20 - 7,0 - ; _ _
110 - 7,0 - - - 8,0
M5 - 7,0 - - - -
P10 - 8,1 - - - -
T20 - 7,9 - - ] ]

A 13,7 19,3 19,7 17,5 12,7 17,5
C - - - - - -

Os valores representam a média de trés determinagfes. D20 — decocccdo 20%
(m/v); 110 — infusdo 10% (m/v); M5 — maceracédo 5% (m/v); P10 — percolacao
10% (m/v); T20 — turbo-extracdo 20% (m/v). A = antibidtico
(ampicilina/anfotericina B); C = controle negativo (solu¢cdo de DMSO-BHI); EC =
Escherichia coli; SA = Staphylococcus aureus; BS = Bacilus subtilis; SS =

Shigella sonnei; SE = Staphylococcus epidermidis; CA = Candida albicans
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FIGURA 20. A) Avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo método de difuséo
em agar com templates dos extratos de E. uchi contra Candida albicans; B)
Avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar com
discos dos extratos de E. uchi contra E. coli. Anf: anfotericina B; Amp:
ampicilina; D20: decoccgéao 20% (m/v); 110: infusdo 10% (m/v); M5: maceracéo

5% (m/v); P10: percolagéo 10% (m/v); T20: turbo-extracédo 20% (m/v).

FIGURA 21. A) Avaliagéo da atividade antimicrobiana pelo método de difuséo
em agar com discos dos extratos de E. uchi contra Candida albicans; B)
Avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar com
discos dos extratos de E. uchi contra S. aureus. Anf. anfotericina B; Amp:
ampicilina; D20: decoccgéao 20% (m/v); 110: infusdo 10% (m/v); M5: maceracéo

5% (m/v); P10: percolacdo 10% (m/v); T20: turbo-extracdo 20% (m/v).
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5.5.2. Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) através do
método de diluicdo em microplaca e concentracdo bactericida minima
(CBM)

A Figura 22 mostra uma microplaca incubada com Staphylococcus
aureus, segundo o esquema apresentado na Figura 6. Houve crescimento
bacteriano nos pocos selecionados para controle positivo de crescimento.
Nota-se auséncia de crescimento bacteriano nos po¢os que nao receberam o
in6culo, indicando a esterilidade do meio de cultura (controle negativo) e a
auséncia de contaminagcdo dos extratos. Houve crescimento bacteriano nos
pocos onde foram colocados os controles de solvente DMSO indicando que
este solvente né&o foi interferente dos resultados de inibigdo do crescimento
bacteriano apresentados pelos extratos. Quanto ao antibiético, mostrou-se
efetivo nas quatro primeiras diluicdes, perdendo sua atividade a partir dai (CIM
= 0,125 mg/ mL). Em relacdo aos extratos, nenhum deles foi efetivo em
nenhuma das diluicdes. Assim sendo, também ndo foram encontrados
resultados positivos na determinacdo de concentracdo bactericida minima,
tendo havido crescimento da linhagem de S. aureus em todas as diluicbes

empregadas.
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FIGURA 22. Determinacdo de CIM pelo método de microdiluicho em

microplaca contra Staphylococcus aureus.

5.6. TESTE DE TOXICIDADE ORAL AGUDA EM RATOS

Os resultados ndo revelaram sinais de toxicidade sistémica com a
administracao do extrato aquoso obtido por decocg¢ao 20% (m/v) de Endopelura
uchi. Nao foram observadas mortes e nem alteragbes de comportamento dos

animais, tampouco ocorreram alteracdes de massa corporal dos animais.

5.7. TESTE DA MOTILIDADE INTESTINAL EM CAMUNDONGOS

O ensaio do transito intestinal em camundongos demonstrou que houve
uma reducdo na distancia percorrida pelo carvao ativo apdés administracao do
extrato obtido por decocgédo 20% (m/v) de cascas pulverizadas de Endopleura
uchi, quando comparados com o controle negativo (solugéo fisioldgica) (Tabela

17). Porém, para P < 0,05, o valor de “t” encontrado (t = 0,9057) foi menor que
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o “T” tabelado (T=2,101), sugerindo que o resultado apresentado pela nossa

amostra nao difere significativamente do controle.

TABELA 17. Distancia percorrida pelo carvao ativo no intestino dos
camundongos ap0s a administragdo do extrato aquoso das cascas

pulverizadas de Endopleura uchi e da soluc¢ao fisioldgica controle.

Tratamento Dose (mg/kg) Distancia média (cm)
Extrato aquoso 200 mg/kg 43,81 +£11,84
Controle negativo 10 mL/kg 48,00 = 8,58

Os resultados representam a média de trés determinacbes + os desvios-

padrdes.

5.8. AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE
A Figura 23 mostra um esquema, baseado na Figura 7, com os resultados
do teste de citotoxicidade. A Tabela 18 apresenta os valores, em porcentagem,
de sobrevivéncia das células da cérnea de coelhos da linhagem SIRC CCL-60.
Verificamos a partir do teste que nenhum dos extratos aplicados foi toxico,
em nenhuma das concentracdes utilizadas, apresentando ICsy maior que 2

mg/mL.
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FIGURA 23. Representagcdo dos resultados de citotoxicidade dos extratos

obtidos de cascas pulverizadas de Endopleura uchi.

TABELA 18. Avaliacdo da citotoxicidade de extratos de cascas pulverizadas de
E. uchi frente a células da cornea de coelhos da linhagem SIRC CCL-60

Amostra % Sobrevivéncia ICso
D20 100 > 2 mg/mL
110 100 > 2 mg/mL
M5 100 > 2 mg/mL
P10 100 > 2 mg/mL
T20 100 > 2 mg/mL

D20: decoccao 20% (m/v), 110: infusdo 10% (m/v), M5: maceragcdo 5% (Mm/v);
P10: percolacdo 10% (m/v), T20: turbo-extracdo 20% (m/v); ICso: indice de
citotoxicidade para 50% das células testadas.
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6. DISCUSSAO

A atividade farmacéutica teve origem na preparacdo artesanal de
medicamentos, posteriormente evoluindo para a fase industrial. Por motivos
diversos, a atividade magistral teve uma retomada de interesse nas Ultimas
décadas e hoje ocupa setores expressivos de mercado. O volume de matérias-
primas associadas a essa atividade e as dificuldades de avaliacdo da qualidade
dos materiais levou ao surgimento de problemas de diversas ordens,
estimulando a regulamentacao oficial do segmento para assegurar a qualidade
dessa classe de produtos. Para isso, 0 Ministério da Saude Brasileiro, através
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, vem instituindo uma série de
normas com O objetivo de organizar a producdo dos medicamentos
fitoterapicos comercializados no pais. Para se obter o0s registros de
comercializacdo junto a ANVISA, as empresas produtoras precisam cumprir
uma série de procedimentos, indispensaveis para a preparacdo dos produtos
dentro de padrdes de qualidade. A legislacdo que rege o registro destes
medicamentos € a RDC 48/04, sendo complementada pelas RE 88, 89, 90 e
91/04 (BRASIL, 2004). No entanto, tal norma foi editada com enfoque
predominantemente voltado as boas praticas farmacéuticas e com exigéncias
de controle de qualidade especificas para farmacos sintéticos, geralmente
inaplicaveis aos produtos da classe de fitoterapicos (TOBIAS, 2007).

Uma grande parte das plantas medicinais brasileiras encontra-se descrita
apenas na primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira, editada em 1926, com
partes das mesmas suprimidas na Segunda edicdo ou destinadas ao

Formulario Nacional. Com o0s avangos cientificos e tecnoldgicos, suas
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monografias tornaram-se obsoletas para fins analiticos. Sendo assim, quando
uma droga vegetal ndo consta em uma Farmacopéia atualizada, & essencial
gque a empresa gque emprega essa planta como matéria-prima elabore uma
monografia estabelecendo seus padrbes de qualidade (FARIAS, 1999). Porém,
fica evidente em nosso pais, ainda bastante enraizado as tradicées populares,
que grande parte das drogas vegetais estdo sendo utilizadas
indiscriminadamente, sem quaisquer cuidados ou medidas de controle,
fundamentado no pensamento de que “o que € natural ndo faz mal’. E fato
bastante conhecido nos meios cientificos que dependendo da dose, podem-se
ter plantas com atividade terapéutica ou téxica. Como exemplo, a Digitalis
purpurea L. (popularmente conhecida como “dedaleira”), espécie vegetal que
contém glicosideos cardioténicos, utilizada em casos de insuficiéncia cardiaca,
com dose terapéutica muito préxima a dose tdéxica. Uma dose um pouco mais
elevada pode causar intoxicacdo, provocando a morte por parada cardiaca
(SIMOES, 2004).

Os processos de prospeccéo fitoquimica sdo de extrema importancia, pois
permitem identificar quais classes de metabdlitos secundarios e/ou principios
ativos estdo presentes em determinada amostra vegetal e, a partir dai, orientar
a extracdo e/ou fracionamento de extratos para isolamento de compostos de
maior interesse.

Muitas substancias, quando tratadas com determinados reativos,
apresentam reacbes de coloracdo e/ou precipitacdo caracteristicas, que
permitem a identificacdo das amostras que as contém. As plantas produzem
diferentes substancias quimicas e o fazem em diferentes proporcoes,

dependendo do habitat, do regime de chuvas, da insolacdo, do solo, enfim, das
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caracteristicas climato-edaficas. Entretanto, algumas substancias quimicas séo
bastantes caracteristicas para um determinado vegetal, e desta forma podem
servir como parametro para sua caracterizacao e identificacéo.

No caso das cascas pulverizadas de E. uchi, ficou bem evidente, a partir
da triagem fitoquimica executada, a presenca de trés grupos: saponinas,
cumarinas e taninos. Apesar da reacdo de cloreto férrico no teste para
flavonoides ter sido positiva, as demais reacfes ndo apresentaram
positividade, descaracterizando assim a presenca deste grupo de substancias
na amostra em estudo.

A positividade para taninos pode representar uma explicacdo quanto ao
uso das cascas como antibacteriano ou mesmo antiinflamatério. Tal afirmacéo
encontra respaldo ao confirmar-se o uso de plantas medicinais ricas em
polifendis para obtencéo de efeito anti-séptico (KOLODZIEJ et al., 2003).

A presenca de substancias antimicrobianas nos vegetais superiores, bem
COmo 0 seu uso para tratar infecgcdes ndo séo fatos recentes (RODRIGUES,
1980; BUHNER, 1999; COWAN, 1999; YUNES e CALIXTO, 2001). Durante a
sua vida, as plantas reagem a varias injurias advindas do ambiente, e séo
capazes de produzir compostos antimicrobianos para protegé-las contra
infeccbes causadas por patdbgenos como bactérias, fungos e virus
(RODRIGUES, 1980; WOJTASZEK, 1997; YUNES e CALIXTO, 2001;
ESQUENAZI et al., 2002).

Em vista da resisténcia que muitos patdgenos humanos apresentam
devido a selecédo a que passaram pelo uso indiscriminado de antimicrobianos,
da emergéncia de infec¢cdes incomuns e efeitos adversos apresentados por

alguns medicamentos, as pesquisas tornaram-se mais direcionadas as plantas
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medicinais, sendo que muitas espécies ja se mostraram eficazes como agentes
antimicrobianos (ZAMPINI et al., 2005).

Entre tantas plantas nativas e aclimatadas no Brasil, o objetivo deste
trabalho foi o estudo farmacognéstico e das atividades antimicrobiana e
citotoxica de extratos de cascas pulverizadas de Endopleura uchi (Huber)
Cuatrec. As cascas de uchi-amarelo, como conhecido popularmente, s&o
vendidas, trituradas ou pulverizadas, em mercados municipais, feiras de
produtos naturais, internet ou até mesmo em farmacias magistrais, sem
quaisquer restricdes, e 0 que é mais preocupante, sem que haja estudos que
comprovem sua real eficdcia e seguranca. A populacdo utiliza o cha destas
cascas no tratamento de diversos males, destacando-se seu uso no tratamento
de miomas e inflamacfes do trato digestivo, gripes, resfriados e afeccdes
intestinais. Assim, para atingir os objetivos deste trabalho, foram necessarios
estudos de caracterizacao fisico-quimica, qualitativa e quantitativa da droga e
dos extratos utilizados. E importante ressaltar que praticamente ndo existem
estudos de referéncia com esta droga na literatura, o que torna este trabalho
pioneiro, aumentando sua importancia.

Inicialmente, foi determinada a granulometria da droga para sua
padronizacdo, a fim de otimizar os processos extrativos (SONAGLIO et al.,
2004). A granulometria, que é o grau de divisdo de pds, € expressa em
referéncia a abertura nominal da malha do tamis utilizado (FARMACOPEIA,
1988). Segundo a literatura (LIST e SCHMIDT, 2000), a droga pulverizada que
apresente particulas de tamanho superior a classificagdo de fino € mais
adequada para 0s processos de extracdo. No caso do material utilizado neste

trabalho, aconteceu justamente o contrario. A granulacdo muito fina dificultou a
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obtencdo de extratos por turbo-extracdo e por percolacdo, sobretudo no
momento da filtracdo. Constata-se que o uchi-amarelo € vendido como po fino
para facilitar o seu encapsulamento, mesmo sendo proibido, por empresas que
lidam com o comeércio de produtos naturais. Para fins cientificos, o ideal seria
trabalhar com cascas moidas de forma mais grosseira, acima da classificacao
de p6 muito fino.

Uma das importancias do pH nos vegetais esta no mecanismo de
formacdo de ATP, que é impulsionado por uma forca préton-motriz durante a
fotofosforilacdo nos cloroplastos (STRAYER, 1996). O ATP é uma molécula de
alta energia, que acopla rea¢des ndo favoraveis no interior das células. Entre
essas reacles, estdo aquelas que fazem parte da biossintese de enzimas
importantes no metabolismo secundario (STRAYER, 1996). As alteracdes
metabdlicas provocadas por reacfes de Oxido-reducdo podem modificar o pH
das células vegetais, promovendo desvio das rotas metabdlicas normais
(STRAYER, 1996). De acordo com os dados da Tabela 3, encontrou-se um pH
médio de 4,85 na amostra de E. uchi, conferindo-a um carater acido.

A determinacdo do teor de cinzas totais permite a verificacdo de
impurezas inorganicas nao-volateis (SIMOES et al., 2004; VIGO et al., 2004).
Essa analise permite a verificacdo de adulteracdo da amostra, através da
observacdo da quantidade de material contaminante na mesma, apés a
calcinacdo. As cinzas totais incluem aquelas derivadas de tecido vegetal
(cinzas fisiologicas) e derivadas de materiais estranhos, especialmente areia e
terra aderente a superficie da droga (cinzas nao fisiologicas) (FARMACOPEIA

BRASILEIRA, 2000). Como néo existem valores de teor de cinzas totais, na
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literatura, para as cascas de Endopleura uchi, os resultados obtidos neste
trabalho tornam-se importantes para o processo de sua padronizacao.

Outro parametro que auxilia a caracterizacdo da droga € representado
pela perda por dessecacdo, que esta ligada a estabilidade microbiolégica da
droga, como expressdo de sua susceptibilidade ao desenvolvimento de
bactérias e fungos, e estabilidade quimica, representada especialmente pelos
processos de hidrélise (WHO, 1992). A variabilidade nos valores pode ser
reduzida, desde que haja padronizacdo nos parametros de plantio, coleta,
armazenagem e tratamento prévio da droga utilizada. A perda por dessecac¢ao
pode fornecer dados acerca do rendimento de extragéo, ja que a secagem influi
no estado de integridade das estruturas celulares, expondo-as mais ou menos
ao contato com solventes (HARBORNE, 1993). Além do mais, sob o ponto de
vista tecnoldgico e de producdo, € importante conhecer quantitativamente o
contetdo de 4gua presente na matéria-prima vegetal, para que este valor seja
considerado nos calculos de rendimento. Embora ndo existam dados de
referéncia na literatura para E. uchi, os valores encontrados tanto para perda
por dessecacdo em balanca com infravermelho quanto para perda por
dessecacdo em estufa, estdo abaixo dos limites maximos encontrados no
codigo oficial brasileiro (8 a 14% de umidade), com relacdo a maioria das
drogas vegetais constituidas de sumidades floridas (FARMACOPEIA, 2000).

Ha uma consideravel variacdo na distribuicdo dos extrativos através da
madeira de uma determinada espécie vegetal. Aclcares e outros constituintes
da seiva e as substancias de reserva como acidos graxos e amidos séo
encontradas no alburno. Materiais fendlicos, contudo, sao usualmente

depositados no cerne. Existe ainda uma variacdo na quantidade de material
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depositado através da altura da arvore e entre o tronco e os galhos
(BUCHANAN, 1963). De acordo com BROWNING (1967), a extracdo com
solventes organicos (éter, acetona, etanol, benzeno, e alcool-benzeno) retira da
madeira, resina, acidos graxos, ésteres, ceras, substancias insaponificaveis e
materiais corantes. A extracdo em agua retira sais inorganicos, acucares,
polissacarideos e algumas substancias fendlicas. Alguns dos materiais soltveis
em agua sao mais ou menos sollveis em solventes organicos (NEARN, 1955).
O ensaio do teor de extrativos (TE) indica a quantidade de substancias
extraiveis, ou seja, sollveis em determinado sistema solvente. E um método
empregado na selecdo do solvente mais adequado a extracdo das substancias
de interesse de uma planta ou como indicativo para o ajuste da quantidade de
matéria-prima a ser utilizada visando uma concentracdo final determinada de
substancia de interesse no produto da extracdo. Neste estudo, o teor de
extrativos da droga vegetal foi empregado exclusivamente como um ensaio
auxiliar na caracterizacao fisico-quimica, visto que se trata de um parametro
importante no controle de qualidade da matéria-prima vegetal. O valor de TE
encontrado para a droga vegetal em estudo foi de 13,77 % (m/m).
Considerando que o presente trabalho propds-se a buscar e comprovar o
efeito antibacteriano de extratos de cascas pulverizadas de E. uchi e
considerando ainda a bem documentada atividade antimicrobiana apresentada
pelos taninos, justifica-se a realizacdo do doseamento deste grupo de
substancias presentes neste farmacdégeno. Porém, ao efetuarem-se o0s
doseamentos, estava-se na verdade sendo escolhido um parametro pelo qual
pudéssemos optar pelos melhores extratos, ao menos segundo o teor total de

taninos, para que fossem empregados nos testes antimicrobianos e citotoxicos.
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Das analises dos dados apresentados na Tabela 14, constatou-se que o
extrato a 5% (m/v) com maior teor de taninos totais foi o preparado por
maceracao (23,62% = 1,0); o extrato a 10% (m/v) com maior teor de taninos
totais foi o preparado por percolagéo (32,85% + 1,62), sendo também, o extrato
com o maior teor de taninos totais dentre todos os demais; por fim, o extrato a
20% (m/v) com o maior teor de taninos totais foi o preparado por turbo-extracéo
(24,77% + 2,54).

Ainda, além destes trés extratos, foram inclusos, nos testes biologicos, a
infusdo 10% (m/v) (26,06% + 4,27) e a decocgcao 20% (m/v) (20,27% + 1,16),
uma vez que o0 uso popular é quase que totalmente baseado no consumo de
chas. Verificamos que para alguns processos de extracdo, os valores do teor
de taninos totais (TT) encontrados nos extratos a 5% (m/v) sdo muito proximos
aos valores encontrados nos extratos a 20% (m/v), sendo que estas diferencas
ndo sao estatisticamente significativas (P<0,05), o que os tornam mais
interessantes do ponto de vista econbmico, uma vez que € necessario menos
material vegetal ao prepara-los. Esses valores de TT encontrados para 0s
extratos de cascas pulverizadas de E. uchi, em torno de 21%, podem ser
considerados razoaveis, comparando-se com o0s valores encontrados por
Yamaguti-Sasaki e colaboradores (2007), que trabalharam com extratos
aguosos 5% (m/v) (16,16% = 0,44), brutos (acetona:agua) (31,15% + 1,46) e
fracbes semi-purificadas (30,05% + 0,54; 17,09% * 0,52) de sementes de
Paullinia cupana H. B. K. var. sorbilis (Mart.) Ducke (“guarand”).

O reagente de Folin-Denis nédo € especifico para uma determinada classe
de metabolitos e pode detectar todos os fendis, acidos fendlicos, flavondides e

taninos presentes em uma planta. Assim, esta metodologia pode ser usada
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para a quantificacdo do total de fendis, uma vez que ocorre a oxidacao de
qualquer fenol presente pela reacdo com o acido fosfomolibidico e tungistico do
reagente de Folin-Denis (TEIXEIRA et al.,, 1990, FERREIRA et al., 2004). A
partir da curva analitica obtida com a solucdo padréo de &cido tanico pode-se
calcular, através da equacao da reta, a porcentagem de fendis totais existentes
nas amostras. Assim, constatamos que 0s extratos aquosos obtidos por
decoccao e infusdo apresentaram os maiores valores de fendis totais, 0 que
pode ser explicado, pela polaridade similar do solvente e dos polifendis.
Podemos sugerir também que os processos de decocc¢ao e infuséo, por serem
métodos de extracdo com aquecimento, retiram uma quantidade maior de
substancias, uma vez que o calor aumenta a solubilidade das mesmas.

Ainda com relacdo a caracterizacdo fitoquimica, procurou-se avaliar a
atividade antioxidante dos extratos. O DPPH é um radical livre estavel que
interage com substancias antioxidantes, que, por sua vez, transferem elétrons
ou atomos de hidrogénio ao DPPH, neutralizando o radical livre. Quando o
processo antioxidante ocorre, a coloracdo da reacdo muda de violeta a amarelo
e a absorvancia torna-se reduzida a 517 nm (BANERJEE et al., 2005). A
analise de variancia demonstrou que 0s extratos testados apresentaram
valores semelhantes de atividade anti-radicalar quando comparados entre si e
diferencas estatisticas significantes quando comparados com o extrato de
Ginkgo biloba e demais padrdes (acido galico, vitamina C e rutina). Porém, ha
de se dizer que os valores de atividade sequestrante do radical estavel DPPH
dos padrdes sao altos por se tratarem de substancias puras isoladas e que,
desta forma, ndo descaracterizam a atividade antioxidante de nossas amostras.

Na verdade, como ndo ha valores de referéncia citados na literatura para as
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cascas de E. uchi, devemos aceitar os resultados aqui apresentados como
padréao para o controle de qualidade desta droga vegetal.

A partir do perfil espectrofotométrico na faixa de comprimento de onda da
radiacdo ultravioleta, observou-se correspondéncia do pico de maxima
absorcdo entre todos os extratos e os padrdes. No entanto, como néo foi
isolada nenhuma substéncia dos extratos, ndo é possivel afirmar a constituicdo
dos mesmos com base nos espectros de ultravioleta.

Quanto ao preparo dos extratos, a escolha dos solventes para extragao
deve basear-se, principalmente, na seletividade que o mesmo apresenta pelos
compostos a serem extraidos. No entanto, outras caracteristicas ndo podem
ser ignoradas, como a facilidade de manuseio, protecdo ao ambiente e
toxicidade (LIST e SCHMIDT, 2000). Foi possivel observar que a extracdo mais
eficiente, em termos de rendimento, foi a percolacdo. Cabe ressaltar que dos
processos extrativos utilizados, o Unico que se enquadra no grupo de
processos extrativos exaustivos é este, possibilitando o esgotamento da
matéria-prima. Assim, considerando apenas o rendimento final obtido para os
extratos, podemos assegurar que a percolacéo trata-se do processo extrativo
mais apropriado. Porém, na escolha de um método extrativo, deve-se avaliar a
eficiéncia, a seletividade, a estabilidade das substancias extraidas e o custo do
processo escolhido, considerando a finalidade do extrato que se quer preparar
(COSTA, 1994; SIMOES et al., 2003). Assim sendo, a turbo-extracéo aparece
como uma boa alternativa. Esta técnica baseia-se na extracdo com simultanea
reducdo do tamanho de particula, resultado da aplicacdo de elevadas forcas de
cisalhamento, geradas no pequeno espaco compreendido entre o extrator e um

rotor de alta velocidade. A reducdo drastica do tamanho da particula e, o
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consequente rompimento das células, favorece a rapida dissolucdo das
substancias ativas. Nestas circunstancias, a difusdo das substancias
dissolvidas pela membrana celular fica relegada a um plano secundario,
resultando em tempos de extracdo da ordem de minutos e 0 quase
esgotamento da droga. A esse incremento da eficiéncia somam-se a
simplicidade, rapidez e versatilidade da técnica, que permitem a facil utilizacao
dela em processamentos em pequena e média escala (DAR, 1981; VOIGT e
BORNSCHEIN, 1982; SIMOES et al., 2003). No caso da decoccédo e da
infusdo, o solvente aquoso apresenta certos inconvenientes, tais como o alto
ponto de ebulicdo, que pode corromper a estrutura de algumas substancias
presentes no material vegetal, e o fato de extrair sais inorganicos, que
possivelmente interferirdo nos ensaios biolégicos. Portanto, antes de utiliza-los,
seria necessario fazer uma particao, para remover estes reagentes.

Nas analises de atividade antimicrobiana, pelo método de difusdo em
agar, ndo obtivemos resultados satisfatérios para nenhum dos extratos
testados, sendo que verificamos uma pequena atividade destes frente a S.
aureus nos testes de difusdo com templates e com discos e ainda uma acéo
isolada do extrato 110 contra C. albicans no teste de difusdo com discos.
Porém, em estudos preliminares com outros extratos de cascas pulverizadas
de E. uchi realizados por POLITI et al. (2008), verificou-se uma pequena
atividade frente a Escherichia coli, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus e Candida albicans. Aqui vale ressaltar que, pelo fato
dos taninos complexarem-se com proteinas, pode ter ocorrido precipitacéo
local, impedindo os mesmos de difundirem-se no meio de cultura,

impossibilitando sua real atividade, mesmo tendo sido utilizado o Tween® 80.
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De forma geral, o extrato de uma planta contém baixa concentracdo de
compostos ativos e um grande numero de outros compostos que podem ter
atividades promissoras, embora necessitando para isto, adequada
sensibilidade dos testes (RATES, 2001a). E possivel também que existam
outras substancias nos extratos interferindo com o potencial antimicrobiano real
dos taninos neles presentes, sendo, portanto, bem mais interessante fraciona-
los para isolarmos os compostos, obtendo-se assim, uma avaliacao precisa.

Apesar desta baixa atividade apresentada pelos extratos testados, foi feita
a determinacdo da concentracdo inibitéria e bactericida minima para a
linhagem de S. aureus utilizada. Ao menos para as concentra¢des utilizadas,
ndo foi verificada nenhuma atividade. Desta forma, seria necessario realizar
novos testes, com outras concentracdes, para assegurar de fato a atividade
antimicrobiana dos extratos de cascas de E. uchi.

O ensaio do transito intestinal em camundongos demonstrou que houve
uma pequena reducdo na distancia percorrida pelo carvao ativo nos animais
apO0s administracdo do extrato decoccdo 20% (m/v), obtido de cascas
pulverizadas de E. uchi, quando comparados com o controle negativo (solugéo
fisiologica). Porém, segundo o teste t de Student realizado, o valor de distancia
percorrida pelo carvao ativo encontrado na amostra ndo é significativamente
diferente do valor encontrado para o controle. Assim sendo, ndo podemos
concluir que o extrato aplicado tenha alterado a motilidade intestinal dos
animais. Uma possibilidade alternativa seria testar fracbes dos extratos, em
busca de um resultado mais satisfatorio.

Nos testes de toxicidade oral aguda em camundongos os resultados nao

revelaram sinais de toxicidade sistémica com a administracdo do extrato obtido
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por decoccdo 20% (m/v). Nao foram observadas mortes, tampouco alteracdes
fisiologicas ou comportamentais em nenhum dos animais. Os resultados
caracterizam o extrato de cascas de Endopleura uchi como pouco toxico,
conforme Larini (1987), que classifica os agentes téxicos via oral como
extremamente téxicos (DLsp igual ou inferior a 25 mg/kg), altamente toxicos
(DLso entre 100 e 500 mg/kg), mediamente téxicos (DLsp entre 500 e 2000
mg/kg) e pouco téxicos (DLso acima de 2000 mg/kg).

Na avaliacdo de citotoxicidade em células fibroblasticas da cérnea de
coelho da linhagem SIRC CCL-60, nenhum dos extratos avaliados mostraram-
se toxicos, sendo que todos os valores, em porcentagem, de sobrevivéncia das
células foi 100%. Assim sendo, o ICso para os extratos utilizados € maior que a

maior concentracao testada (2 mg/mL).
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7. CONCLUSOES

s Uma vez que nenhum estudo de controle de qualidade fora feito com
cascas de E. uchi, os resultados obtidos em nosso trabalho conferem um
padréo para eventuais pesquisas futuras.

% A triagem fitoquimica revelou a presenca de trés classes de metabdlitos
secundarios predominates: taninos, cumarinas e saponinas, embora a
importancia da droga como agente fitoterdpico ao menos em nosso trabalho
esteja voltada para o estudo dos primeiros. Aqui cabe ressaltar que, apesar
de enfocarmos esta classe, sabemos que o principal marcador do uchi
amarelo é uma isocumarina, a bergenina. Porém, néo foi a intencéo trabalhar
com composto isolado, mas sim com extratos, sobretudo considerando-se
gue o uso popular é basicamente voltado ao consumo de chas.

s A analise microscopica comparativa comprovou que as amostras
utilizadas em nosso trabalho séo de fato cascas de Endopleura uchi.

« O doseamento de taninos totais de todos os extratos revelou que o
processo mais eficaz em extracdo foi a percolacdo 10% (m/v), embora em
termos de rendimento bruto, o melhor extrato tenha sido a percolacdo 20%
(m/v).

« A andlise cromatografica dos extratos revelou a presenca dos principais
marcadores utilizados, a bergenina e o acido galico, sendo que este ultimo
confirma que os extratos possuem taninos em sua constituicao.

« Dos extratos escolhidos para o0s testes antimicrobianos, nenhum

apresentou atividade inibitoria de crescimento satisfatoria; mesmo os que
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apresentaram, ndo foram efetivos na determinacdo da concentracao inibitoria
minima.

% O ensaio de transito intestinal em camundongos, executado com o
extrato decoccao 20% (m/v), ndo apresentou alteracbes significativas de
motilidade do carvao ativo.

% No teste de toxicidade oral aguda em camundongos, executado também
com o extrato decoccao 20% (m/v), os animais ndo apresentaram quaisquer
sinais de alteracdes fisiol6gicas ou comportamentais, tampouco ocorreram
mortes. Assim, para a concentracdo testada, o extrato ndo apresentou tragos
de toxicidade.

% As andlises de citotoxicidade indicaram que todos os extratos testados
apresentaram ICsp maior que a maior concentracao aplicada, indicando assim,

gue nao conferem riscos de consumo.
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