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Resumo

RESUMO

SALVI JUNIOR, A. “Schinus terebinthifolius Raddi: estudo farmacognéstico e
investigacdo da atividade bioldégica de extratos e fragcbes”. Araraquara, 2013.
(Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” - UNESP.

A utilizagéo de plantas medicinais vem atingindo um publico cada vez maior visto o retorno a
medicina natural. E fato preocupante o uso indiscriminado de plantas medicinais sem o
devido conhecimento farmacognoéstico. Schinus terebinthifolius Raddi, conhecida como
aroeira-vermelha, € uma espécie arborea nativa, com ocorréncia na Mata Atlantica, Matas
Ciliares e Cerrado. Suas propriedades farmacolégicas tém despertado o interesse de grupos
de pesquisa, desde sua inclusdo na Farmacopeia Brasileira (1929) e recentemente figura
como espécie de interesse na RENISUS (2009) e na RENAME (2012). Apesar de seu
potencial farmacologico, a designagdo do farmacdgeno, como sendo as cascas do tronco,
parte da planta que depende de um processo de regeneragédo apds sua retirada, o que de
acordo com a demanda pode ser visto como um risco ambiental a espécie, este estudo
busca o reconhecimento laboratorial das folhas da espécie como droga, visando sua
conservacao e utilizagdo racional. Este trabalho teve como objetivo estudar os aspectos
farmacognosticos de folhas de S. terebinthifolius Raddi, de trés localidades, visando
contribuir com informacdes referentes ao controle de qualidade fisico-quimico da droga
vegetal, bem como avaliar a atividade antimicrobiana e antiproliferativa in vitro de extratos,
Oleo essencial e fragdes obtidas de folhas de S. terebinthifolius. As analises do controle de
qualidade foram realizadas segundo normas farmacopeicas e nado farmacopeicas, a
atividade antimicrobiana segundo normas do CLSI para microdiluicdo em placa e
bioautografia e a atividade antiproliferativa pelo ensaio da sulforrodamina B. Os resultados
da caracterizagéo fisico-quimica apresentaram, como valores médios, residuo soélido
40,32%, perda de agua por secagem 59,68%, granulometria entre pd grosso e
moderadamente grosso, tamanho médio das particulas 0,3102 mm, densidade 0,57 g/ml,
perda de agua por dessecacao 7,54%, pH 4,12 U, cinzas totais 5,94%, cinzas insollveis em
acido 0,36% e teor de extrativos 29,79%; a analise fitoquimica revelou a presenga de
grupamentos fendlicos, taninos e terpenoides; a atividade antimicrobiana apresentou-se
como relevante, evidenciando uma melhor atividade do 6leo essencial em relagdo aos
extratos brutos, ja para as fracdes apresentou-se como promissora para as fragbes FCgg,
FDes € FEgg com seletividade para S. mitis, S. sanguis, S. mutans, F. nucleatum e C.
albicans, e para as fragcbes FGog, FHoe € FJoe com seletividade para F. nucleatum, C.
albicans, S. aureus, S. mitis e S. mutans, e pelo ensaio de bioautografia delineou-se as
bandas ativas (Rf) da amostra testada; e, a atividade antiproliferativa apresentou, de forma
geral, uma melhor atividade dos extratos brutos em relacdo ao 6leo essencial, ja para as
fragcbes mostrou-se com atividade moderada para a fracdo FAqg, com seletividade para a
linhagem tumoral de ovario e pele, e com uma atividade fraca sobre as linhagens de
leucemia, rim, queratinocito, mama e préstata, do mesmo modo, mostrou-se com atividade
fraca para as fragdes FCgz e FDgs, com seletividade semelhante para a linhagem de
prostata e fibroblasto embrionario murinho, e a FCgg ainda apresentou seletividade para
glioma e célon. Em fung&o dos resultados encontrados, pode-se concluir que as folhas da
aroeira-vermelha apresentam metabdlitos ativos com potencial de interesse farmacolégico.

Palavras-chave: Schinus terebinthifolius. aroeira-vermelha. controle de qualidade. atividade
antimicrobiana. atividade antitumoral.
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Abstract

ABSTRACT

SALVI JUNIOR, A. “Schinus terebinthifolius Raddi: pharmacognosy study and
investigation of the biological activity of extracts and fractions”. Araraquara, 2014.
(Doctor in Pharmaceutical Sciences) Univ. Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” -
UNESP.

The use of medicinal plants has reached a increasing public since the return to natural
medicine. It is a worrisome the indiscriminate use of medicinal plants without proper
pharmacognostic knowledge. Schinus terebinthifolius Raddi, known as mastic-red, is a native
tree species, occurring in the Atlantic Forest, Riparian Forest and Cerrado. Their
pharmacological properties have attracted the interest of research groups, since their
inclusion in the Brazilian Pharmacopoeia (1929) and recently attached as species of concern
in the RENISUS (2009) and RENAME (2012). Despite their pharmacological potential, the
designation of pharmacogeno, as the shells of the trunk, part of the plant depends on a
regeneration process after withdrawal, according to the demand can be viewed as an
environmental risk to the species, This study seeks recognition of laboratory sheets of the
species as a drug, aiming their conservation and rational use.This work aimed to study the
pharmacognostic aspects of leaves of S. terebinthifolius Raddi, of the three localities, to
contribute with information relating to quality control physicochemical vegetal drug, as well as
evaluate the antimicrobial and antiproliferative activity in vitro of extracts, essential oil and
fractions obtained from leaves of S. terebinthifolius. The analyses of quality control were
performed according to pharmacopoeical and non pharmacopoeical standards, the
antimicrobial activity according to standards of the CLSI for microdilution plate and
bioautography, and antiproliferative activity by the test of sulforhodamine B. The results of
physicochemical characterization presented as mean values, solid residue 40.32%, water
loss on drying 59.68%, grain size between coarse and moderately coarse powder, average
particle size of 0.3102 mm, density 0.57 g /mL, moisture content of 7.54%, pH 4.12 U, total
ash 5.94%, acid insoluble ash 0.36% and extractives content 29.79%; the phytochemical
analysis revealed the presence of phenolic groups, tannins and terpenoids; the antimicrobial
activity was presented as relevant, showing a better activity of essential oil compared to
crude extracts, now for fractions appeared as promising for FCgg, FDgg and FEgg fractions
with selectivity for S. mitis, S. sanguis, S. mutans, F. nucleatum and C. albicans, and for
FGoe, FHoe and FJoe fractions with selectivity for F. nucleatum, C. albicans, S. aureus, S.
mitis and S. mutans, and by bioautography assay delimited the active bands (Rf) of the
sample tested; and, the antiproliferative activity showed, in general, a better activity of crude
extracts compared to the essential oil, now for fractions it showed with moderate activity for
FAoe fraction with selectivity for tumor lineage ovarian and skin, and a weak activity against
leukemia, kidney, keratinocyte, breast and prostate cell lines, similarly, it was shown with
weak activity for FCgg and FDgg fractions with similar selectivity to lineage of prostate and
mouse embryonic fibroblasts, and FCgg still showed selectivity for glioma and colon, and
FCegg fraction still showed selectivity for glioma and colon cell lines. Due the these results, it
can be concluded that the leaves of the mastic-red showed active metabolites with potential
of interest pharmaceutical

Key words: Schinus terebinthifolius. mastic-red. quality control. antimicrobial activity.
antitumor activity.
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INTRODUCAO?!

A utilizagdo de produtos naturais como recurso terapéutico € tdo antiga quanto a
civilizagdo humana e, por muito tempo, os produtos vegetais constituiram o Unico arsenal
terapéutico (EISENBERG et al., 1998).

A utilizacdo de plantas medicinais vem atingindo um publico cada vez maior. O
retorno a medicina natural ou tradicional torna-se um fato preocupante, devido ao uso
indiscriminado de plantas medicinais sem qualquer conhecimento farmacognéstico. Isto
exige um posicionamento firme dos meios cientificos e regulatoérios, visto a utilizagdo de
plantas, ditas como medicinais, sem uma dada confirmagéo de sua agéo farmacologica, fato
este, que vem acontecendo com a maioria das espécies vegetais utilizadas pela populagao
(BALLVE et al., 1995).

O Brasil possui uma das maiores diversidades vegetal do mundo e inumeras
experiéncias vinculadas ao conhecimento popular das plantas medicinais e tecnologia para
correlacionar o saber popular e cientifico (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). O Estado de
Sdo Paulo é formado, basicamente, pelos Biomas Mata Atlantica e Cerrado
(BIOTA/FAPESP, 2004). A importancia desses ecossistemas foi mundialmente reconhecida
com a inclusdo de ambos na lista de hotspots (regides biologicamente mais ricas e
ameacgadas do planeta) organizada pela Conservation International (CONSERVATION,
2013).

O interesse pela identificacao e utilizacdo de espécies de plantas com propriedades
farmacoldgicas tem se intensificado nos ultimos anos. Isto pode ser visualizado pelos varios
projetos apoiados pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP)
no ambito do programa BIOTA/FAPESP, os quais geraram resultados que subsidiaram a
criagdo da Rede Biota de Bioprospeccao e Bioensaios (BIOprospecTA), também financiada
pela FAPESP, evidenciando as inumeras possibilidades da exploragdo da biodiversidade do
Estado de S&o Paulo (ZUCCHI, 2013).

A investigacao, que nos ultimos anos tem sido feita no reino vegetal em populacdes
espontdneas de determinadas espécies, mostra a variabilidade genética das plantas
traduzida em composi¢cbes quimicas diferentes, explicando os motivos de uma espécie,
numa determinada regido, ser recomendada para uma aplicagao terapéutica e, noutra, por

vezes, ser indicada para um uso bem diferente.

1 Na organizacéao desta Tese, o texto foi dividido em capitulos numerados sequencialmente, e
sistematizado segundo as normas da Associagéo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).
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As principais caracteristicas morfo-histolégicas e quimicas da espécie Schinus
terebinthifolius Raddi, com vistas ao seu reconhecimento laboratorial como droga, s&o
referentes as partes da planta utilizada e sua relagdo a presenca de certos metabdlitos
secundarios (JORGE; MARKMANN, 1996). Segundo a primeira edicdo da Farmacopeia
Brasileira (AROEIRA, 1929), a parte do material vegetal a ser utilizado é a casca, embora
estudos desenvolvidos por Salvi Junior (2009), revelem que além das cascas, as folhas
também podem ser utilizadas como fonte de constituintes farmacologicamente ativos.

O interesse terapéutico pela espécie S. terebinthifolius se da pelas suas
propriedades farmacolégicas, o que pode ser percebido desde sua inclusdao na primeira
edigcdo da Farmacopeia Brasileira em 1929 e recentemente, pela divulgacdo, em fevereiro
de 2009, da Relacao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), na
qual esta espécie foi incluida. Esta lista de plantas medicinais representa aquelas que
apresentam potencial para gerar produtos de interesse ao Sistema Unico de Saude (SUS),
visando orientar estudos que possam subsidiar a elaboracdo de produtos para uso da
populagdo, com eficacia e seguranca (AROEIRA, 1929; MINISTERIO, 2009a).

Além disso, em novembro de 2009, o Ministério da Saude aprovou a Portaria n°
2.982, que contém em seu anexo |l uma lista de medicamentos fitoterapicos, que inclui a
espécie S. terebinthifolius como produto para tratamento ginecol6gico anti-infeccioso topico
simples, na forma farmacéutica de gel e évulo (MINISTERIO, 2009b).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 2011, elaborou o
Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira, o qual da suporte as praticas de
manipulacao e dispensacéao de fitoterapicos nos Programas de Fitoterapia no SUS e, entre
as formulacbes apresentadas de espécies vegetais e formas farmacéuticas comuns nos
servigos de fitoterapia, encontra-se indicada as cascas secas do caule de S. terebinthifolius
para preparagéo extemporanea de produto ginecolégico anti-inflamatério e cicatrizante de
uso externo (BRASIL, 2011).

Finalmente, o Ministério da Saude publicou, em margo de 2012, a Portaria MS/GM n°
533, que estabelece o elenco de medicamentos e insumos da Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME) no &mbito do SUS, apresentando no item 88.1, do
anexo |, sobre os medicamentos fitoterapicos, a espécies S. terebinthifolius com agao
cicatrizante, anti-inflamatéria e anti-séptica topica, para uso ginecoloégico nas apresentacoes
de gel e 6vulo. Consequentemente, essas divulgacdes acarretam em aumento da procura
da espécie citada e a sua utilizagdo na terapéutica. Fato que desperta preocupacao sobre a
coleta correta do material vegetal utilizado para este fim (MINISTERIO, 2012a;
MINISTERIO, 2012b).

Ademir Salvi Jinior



Introdugéo 14

A utilizacdo terapéutica de uma dada planta medicinal esta relacionada a presenca
de metabdlitos secundarios, que representam uma interface quimica entre as plantas e o
ambiente circundante (KUTCHAN, 2001). Segundo Cunha (2005), as correlagcbes entre a
estrutura quimica dos constituintes ativos e sua acdo farmacoldégica sdo de grande
importancia quanto a apresentacdo da atividade. A aplicacdo de plantas medicinais em
sistemas terapéuticos dependera diretamente da concentragdo e composicdo quimica de
metabdlitos secundarios presentes, os quais podem variar significativamente seu perfil em
funcdo de fatores como estado fitofenoldgico, fatores geograficos (localizagcio), ecologicos
(habitat), variabilidade genética (expressa pelos quimiotipos), processo de extracio
empregado, entre outros (BANDONI, 2000; GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

E recomendavel que as plantas medicinais bem como as drogas vegetais
apresentem uma pequena variabilidade de suas caracteristicas fisico-quimicas, quimicas e
biolégicas resultando em qualidade assegurada para o uso terapéutico. Por isso, torna-se
necessario a padronizagado de alguns aspectos principais da droga vegetal, estabelecendo-
se dessa forma paréametros de qualidade (CUNHA, 2005).

Além das preocupacgdes com a saude do individuo, ha também a preocupacéo
ambiental com espécies nativas do Brasil, as quais vém sofrendo a ameaca de extingéo pela
fragmentacéo e destruicdo de seu habitat, fruto do extrativismo irracional.

Por estas razdes, fez-se necessario o estudo cientifico, da droga vegetal originada
de folhas da espécie S. terebinthifolius, visando o seu estudo farmacognéstico como droga
vegetal, para com a determinacgéo das variacbes de parametros fisico-quimicos do controle
de qualidade da droga vegetal, como também, para verificar sua atividade biologica, para
com o seu potencial farmacolégico, de forma que, a espécie possa vir a ser utilizada como
agente terapéutico seguro e eficaz. Este estudo gerou informacdes relevantes a

identificacdo das populagdes e ao seu emprego na terapéutica.

1. Schinus terebinthifolius Raddi

Schinus terebinthifolius Raddi pertence a familia Anacardiaceae, a qual é
representada por 70 géneros e cerca de 600 espécies de arvores e arbustos, conhecidos
por serem frutiferos e apresentarem madeira de boa qualidade (PIO CORREA, 1984). Cabe
ressaltar que cerca de 25% dos géneros dessa familia sdo conhecidos como toxicos e
causadores de dermatite de contato severa (CORREIA et al., 2006). O género Schinus
compreende cerca de 30 espécies nativas para a América do Sul (EVANS, 2002) e, em
contraste as outras plantas do mesmo género, a dermatite € praticamente desconhecida

para a espécie S. terebinthifolius, que é conhecida como aroeira-mansa (HURTADO, 1986).
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S. terebinthifolius € uma espécie nativa da América do Sul, especialmente do Brasil,
Paraguai e Argentina (DEGASPARI et al., 2005). E encontrada também em algumas partes
da América Central e algumas regides da Europa, Africa, Asia e nos Estados Unidos. No
Brasil, ocorre espontaneamente na costa litoranea, em areas remanescentes da Mata
Atlantica, e em outros tipos de formagbes vegetais, devido a sua grande plasticidade
ecologica (BAGGIO, 1988; LORENZI; MATOS, 2002; SANTOS et al., 2007; CAVALHER-
MACHADO et al., 2008).

1.1. Aspectos botanicos

S. terebinthifolius (Figura 1), € uma espécie dioica e, dentro de sua amplitude
ambiental, apresenta distintas formas de crescimento, com ecoétipos de porte, variando
desde pequenos arbustos até arvores com 15 metros de altura e, de folhas perenes (REITZ
et al., 1983; LORENZI, 2000). O tronco é geralmente curto e tortuoso, sustentando uma
copa arredondada, pouco densa e atraente, principalmente quando ha floracdo (pequenos
cachos de flores brancas) e frutificacéo (cachos de frutos globulosos, vermelhos) (REITZ et
al., 1983).

Figura 1: Aspectos morfolégicos da aroiera-vermelha (S. terebinthifolius) A: aspecto geral da arvore;
B: folhas; C: inflorescéncia; D: frutos maduros; E: casca do caule.

FONTE: Viveiro Ipé (2013).
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A casca, em sua superficie externa, é de cor pardo-acinzentada, fendida no sentido
longitudinal e um tanto no sentido transversal, muito rugosa, recoberta muito irregularmente
de manchas mais claras; a face interna € estriada longitudinalmente e de cor pardo-
avermelhada; esta casca € impregnada de matéria resinosa, que aparece frequentemente
em sua superficie (AROEIRA, 1929).

As folhas s&o compostas, alternadas, imparipinadas, com 2,5 a 12 cm de
comprimento e possuindo normalmente de 7 a 11 foliolos elipticos-oblongos, com
superficies superiores verde-escuras e superficies inferiores verde claras e margens
dentadas, com nervuras claras; tém, como detalhe principal, raquis aladas. As flores sao
pequenas e dispostas em inflorescéncias axilares e terminais do tipo racemo, O
florescimento ocorre durante os meses de setembro a janeiro, surgindo pequenas flores de
coloracado branco-esverdeadas, aromaticas e meliferas. O pélen abundante pode provocar
reagbes alérgicas e irritagcbes em pessoas sensiveis. (REITZ et al., 1983; SANCHOTENE,
1985; FERRITER, 1997; ALLARDICE et al., 1999; LORENZI, 2000; DEGASPARI et al.,
2005; SANTOS et al., 2007).

As arvores de S. terebinthifolius frutificam predominantemente no periodo de janeiro
a julho (LORENZI, 2000). Seus frutos sao pequenos, possuindo um formato arredondado,
do tipo drupa e apresentam coloracdo verde no inicio e depois se tornam rosadas a
avermelhadas e brilhante, reunidos em cachos pendentes. A pequena semente do fruto da
aroeira-vermelha, redonda e lustrosa é Unica, marrom escura medindo cerca de 3 mm de
didametro (REITZ et al., 1983; SANCHOTENE, 1985; FERRITER, 1997; LORENZI, 2000;
DEGASPARI et al., 2005; SANTOS et al., 2007).

1.2. Aspectos fitoguimicos

As principais caracteristicas da espécie S. terebinthifolius, com vistas ao seu
reconhecimento laboratorial como droga, sdo referentes as partes da planta utilizada e sua
relagdo a presenga de classes de metabdlitos secundarios (JORGE; MARKMANN, 1996).
Segundo a Farmacopeia Brasileira, a parte do material vegetal a ser utilizado é a casca,
embora estudos revelem que além das cascas, folhas e frutos também podem ser utilizados
como fonte de substancias e, devido a este fato, desperta um grande interesse para a
pesquisa (PHARMACOPEIA, 1929, SALVI JUNIOR, 2009).

Estudos fitoquimicos de S. terebinthifolius detectaram a presenga de compostos
fendlicos simples, flavonoides e taninos, 6leo essencial, esteroides, triterpenos,
antraquinonas e saponinas (LAWRENCE, 1984; JORGE; MARKMANN, 1996; QUEIRES;
RODRIGUES, 1998; LIMA et al., 2006; SALVI JUNIOR, 2009).
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Segundo estudos de Jorge e Markmann (1996), detectaram que tanto as cascas
como as folhas revelaram-se igualmente ricas em taninos e em 6éleo essencial. Uma das
diferencas substanciais entre a composicdo quimica de ambas é no que se refere a
presenca de flavonoides e saponinas, as quais se destacaram nas cascas (JORGE;
MARKMANN, 1996). Verificou-se também a presenca de compostos fendlicos nos frutos;
extratos obtidos a partir destes apresentaram quantidade significativa de flavona apigenina
(o qual justifica a coloragdo amarelada), acido elagico e também de flavanona naringina
(DEGASPARI et al., 2005).

As folhas e frutos avermelhados sdo ricos em 6leo essencial, e estudos mostraram
altas concentragbes de monoterpenos (STAHL et al., 1983; MALIK et al., 1994), juntamente
com alguns sesquiterpenos hidrocarbonetos (SINGH et al., 1998). Estudos anteriores
apresentaram ainda diferengas na proporgéo relativa dessas substancias, sendo que no
6leo essencial de folhas observou-se como compostos quimicos majoritarios, sabineno, a-
pineno, [(-pineno, cariofileno, germacreno-D, biciclogermagreno, trans-cariofileno e
limoneno, cis-p-terpineol, E-cariofileno, B-cedreno e citronelal (MOURA et al., 2007;
SANTOS et al., 2007; EL-MASSRY et al., 2009). Sendo também identificados, em relagcéo
ao 6leo essencial obtido de frutos maduros, predominantemente, os monoterpenos:
limoneno, a-pineno, a-felandreno, B-felandreno e o-3-careno, e os sesquiterpenos: [-
gurjuneno, cis-B-guaieno, trans-B-guaieno, a-muuroleno, trans-calameno, cubenol e epi-a-
muurolol, (-)-p-elemeno, (-)-a-gurjuneno, (—)-E-B-cariofileno e (+)-germacreno D, além de
trés sesquiterpenos hidrocarbonetos do tipo espiro ciclopropano (GEHRKE et al., 2007;
RICHTER et al., 2010).

A partir das folhas de S. terebinthifolius foram isolados e identificados, sete
compostos polifendlicos, incluindo, dois ésteres de acido quinico (acido 5-O-cafeoilquinico e
acido 5-O-cumaroilquinicos), trés glicosideos miricetina (miricetina 3-O-a-L-ramnopiranosil-
(1”"—6")-p-D-galactopiranésido, miricetina  3-O-B-D-glucuronido, miricetina  3-O-3-D-
galactopiranésido), 1,6-digaloil-B-D-glucose e (+)-catequina (FARAG, 2008). Estudos
desenvolvidos por Hayashi e colaboradores (1989), revelaram a presenca de pentagaloil-
glucose, a partir de isolados das partes aéreas da planta.

Estudos realizados com extrato etandlico obtido a partir de folhas de S.
terebinthifolius identificaram, dentre os principais compostos fendlicos, acido tanico (FARAG,
2008), acido caféico, acido cumarico e 4cido siringico (EL-MASSRY et al., 2009).

A aplicagéo de derivados vegetais de S. terebinthifolius, para o desenvolvimento e/ou
producdo de medicamentos fitoterapicos, em sistemas terapéuticos especificos dependera
diretamente da concentracdo e composi¢do quimica de metabdlitos secundarios presentes

na matéria-prima vegetal e, em relagdo aos estudos supracitados, os dados indicam a
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existéncia de varios quimiotipos de S. terebinthifolius, com prevaléncia de compostos

quimicos majoritarios distintos demonstrados entre espécies de diferentes regibes.

1.3. Aspectos etnobotanicos e farmacoldgicos

Quase todas as partes de S. terebinthifolius, folhas, cascas, frutos, sementes,
resinas, e oleoresina (ou balsamo), tém sido utilizadas medicinalmente pelos povos
indigenas em todas as regides tropicais (PANETTA; MCKEE, 1997). O seu emprego correto
para fins terapéuticos pela populacdo em geral requer o seu uso selecionado por sua
eficacia e seguranca terapéuticas, baseadas na tradicdo popular ou cientificamente
validadas como medicinais (LORENZI; MATOS, 2002).

A literatura etnobotanica cita o uso das cascas, com base na tradicdo popular, na
forma de decocto, em banhos de assento ap6s o parto e como anti-inflamatério e
cicatrizante, ou como medicagéo caseira contra febre e para o tratamento de doencgas do
sistema urinario e do aparelho respiratério, bem como nos casos de hemoptise
(expectoracdo sanguinea ou sanguinolenta), afeccbes e hemorragias uterinas (BRAGA,
1960; LORENZI, 1992; GRUENWALD et al., 2000; LIMA et al., 2006). Da casca, extrai-se o
6leo empregado contra tumores e doencas da cérnea (DEGASPARI et al., 2005). Segundo
Santos e colaboradores (2009), em um estudo etnobotanico de plantas medicinais para
problemas bucais, destacou-se a aroeira dentre as mais vendidas pelos raizeiros, devido
aos relatos de uso como cicatrizante e anti-inflamatorio em afec¢des bucais.

Com base no uso tradicional, farmacol6gico e clinico, o extrato das cascas pode ser
usado no tratamento tépico de ferimentos da pele, de mucosas em geral e nos casos de
cervicites (ferida no colo do utero) e cervicovaginites (WANICK; BANDEIRA, 1974) e
também de hemorroidas inflamadas; na forma de gargarejos ou bochechos com o decocto
para afecgbes gengivais e da garganta, podendo ser ingerido para combater a azia e a
gastrite (MATOS, 2002).

Além das cascas, as folhas também sao usadas como antisséptico, anti-inflamatério,
balsamico, hemostatico e antioxidante (LIMA et al., 2006). Sdo usualmente preparadas na
forma de decocto com finalidade expectorante, antisséptica, antidiarreica e cicatrizante
(PACIORNIK, 1990; RODRIGUES; CARVALHO, 2001; DI-STASI, 2002; LORENZI; MATOS,
2002; MATOS, 2002). Estudos in vitro, com extratos de folhas da aroeira brasileira
demonstraram ac¢&o antiviral contra virus de plantas e apresentaram ser citotoxicos contra
alguns tipos de canceres (SANTANA, et al., 2012). As folhas e frutos sdo adicionados a
agua de lavagem de feridas e Ulceras, para limpeza de pele e de agéo bactericida (BRAGA,
1960; LORENZI, 1992; GRUENWALD et al., 2000).
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Estudos anteriores demostraram que o pentagaloil-glucose isolado das partes aéreas
da planta apresenta atividade de inibicdo da xantina oxidase, enzima envolvida na
hipercolesterolemia e hiperuricemia (HAYASHI et al., 1989); que triterpenos presentes em
frutos apresentaram-se como inibidores especificos competitivos de fosfolipase A,
segregada (JAIN et al., 1995); que fragcdes enriquecidas com flavonoides apresentaram
atividade genotdxica ex vivo e in vivo (CARVALHO et al., 2003); que polifendis purificados a
partir das folhas da planta apresentaram atividade anti-proliferativa, pela indugcéo de
apoptose em células tumorais de préstata (CARVALHO et al., 2003; QUEIRES et al., 2006);
que extratos etanodlicos de folhas apresentaram atividade sequestrante de radicais livres
(CERUKS et al., 2007); e, que extratos aquosos de cascas do caule e fragbes de acetato de
etila apresentaram atividade antialérgica, inibindo a formacéo de edema e a liberagdo de
histamina in vivo (CAVALHER-MACHADO et al., 2008);

Por outro lado, os Oleos essenciais, tanto das folhas quanto do fruto tém
demonstrado agao fungicida contra Candida (in vitro) e uma atividade antimicrobiana em
estudos clinicos. O Oleo essencial das folhas e dos frutos é indicado em disturbios
respiratérios, pois contém alta concentragdo de monoterpenos. E eficaz em micoses,
candidiase (uso local) e alguns tipos de protozoarios intestinais. Age também como auxiliar
no tratamento de alguns tipos de tumores (carcinoma, sarcoma, dentre outros) e como
agente antiviral e antibactericida. Possui acao regeneradora dos tecidos e é util em escaras,
queimaduras e problemas de pele (DEGASPARI et al., 2005; LIMA et al., 2006). O éleo
essencial também ¢é indicado, externamente na forma de gel, logdes ou sabonetes, para
limpeza de pele, coceiras, espinhas (acne), manchas, desinfeccéo de ferimentos, micoses e
para o banho diario (AROEIRA brasileira, 2009).

Os resultados dos ensaios farmacologicos de S. terebinthifolius, em diferentes
modelos, registraram a existéncia de propriedades cicatrizantes, anti-inflamatorias
(GAZZANEO et al., 2005; LUCENA et al., 2006), antioxidante (VELASQUEZ et al., 2003; EL-
MASSRY et al., 2009), antitumoral (QUEIRES et al., 2006) e antimicrobiana, incluindo nesta
acdo Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus cereus e Candida albicans (WANICK; BANDEIRA, 1974, MARTINEZ et
al., 1996; GUERRA et al., 2000; MELO-JUNIOR et al., 2002; DEGASPARI et al., 2005;
SCHMOURLO et al., 2005; LIMA et al., 2006; BRAGA et al., 2007; JOHANN; PIZZOLATTI;
DONNICI, 2007; SOARES et al., 2007; EL-MASSRY et al., 2009; SALVI JUNIOR, 2009). A
acao cicatrizante e anti-inflamatéria da droga pode estar relacionada a presenca de taninos,
que podem apresentar também ac¢&o antimicrobiana, antiviral, antioxidante e antitumoral. A
presenca dos flavonoides pode indicar uma potencializacdo da acdo cicatrizante de S.

terebinthifolius, devido a possibilidade de apresentarem ac&o anti-inflamatérios, embora
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possam apresentar também acgéo antiviral e anticarcinogénica. Os 6leos essenciais podem
estar também relacionados a sua acgdo anti-inflamatéria e antibacteriana (JORGE;
MARKMANN, 1996).

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

desenvolvimento de um medicamento fitoterapico ou fitofarmaco eficaz e seguro.

2. Par@metros da qualidade da droga vegetal

Os estudos desenvolvidos e a crescente participagédo de plantas medicinais e de
medicamento de origem vegetal no arsenal terapéutico despertou em todo o mundo uma
preocupacédo quanto a qualidade da matéria-prima utilizada, segundo o uso ao qual se
destina, havendo a necessidade de se efetuar analises de caracterizagéo referentes ao
controle de qualidade da droga vegetal, utilizando-se de técnicas modernas e eficientes
(SHARAPIN et al., 2000).

Alguns parametros essenciais, como os de autenticidade, de pureza e integridade, e
de analise quantitativa para compostos quimicos e marcadores, para a avaliacdo da
qualidade das matérias-primas vegetais podem variar dependendo da procedéncia do
material e de processamentos inadequados da planta a producdo do fitoterapico e/ou
fitofarmaco. As variacbes se apresentam, principalmente na composicdo quimica, em
relacdo ao teor de constituintes e pelas deterioracdes e contaminagdes, o que ressalta a
importancia dos estudos de caracterizagdo farmacogndéstica, correlacionados com a
atividade farmacolégica. Assim, o controle de qualidade de matérias-primas assume
particular importancia e as informagdes que as circundam devem ser conhecidas
(SHARAPIN et al., 2000; FARIAS, 2001; HEINRICH et al., 2007; BRASIL, 2010).

A partir do estabelecimento dos parametros de qualidade para a matéria-prima, que
€ a determinante inicial da qualidade de um fitoterapico, e considerando-se um
planejamento adequado e um controle do processo de produgdo do medicamento, a
qualidade do produto final estara, em grande parte, assegurada. Os parametros da
qualidade para fins farmacéuticos sao estabelecidos, de acordo com bases cientificas e
técnicas, nas Farmacopeias e Codigos oficiais (FARIAS, 2001). Um método de analise
prescrito na Farmacopeia ndo é necessariamente o Unico nem o mais avang¢ado sob o ponto
de vista cientifico. E, no entanto, o método oficial no qual serdo baseadas as decisdes em
casos de duvidas ou litigio (SHARAPIN et al., 2000).
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3. Investigacao fitoquimica de drogas vegetais

As plantas medicinais sintetizam varios compostos biologicamente ativos, que na
maioria das vezes, sao produtos do metabolismo secundario €, mesmo por ndo estarem
ligados diretamente a manutengédo da vida do vegetal, estdo relacionados a interacdo da
planta com o seu ecossistema. A ampla diversidade de metabdlitos secundarios esta
relacionada a diferentes atividades biologicas, justificando a necessidade de um
aprofundamento no conhecimento das propriedades das espécies vegetais e sua utilizagdo
na formulagdo de medicamentos. Variagbes temporais e espaciais no conteudo total, bem
como as proporcoes relativas de metabdlitos secundarios nas plantas, ocorrem em
diferentes razdes (sazonais e diarias; intra-planta, inter e intra-especifica) e, apesar da
existéncia de um controle genético, a expressdo génica pode sofrer modificacdes
resultantes da interagdo de processos bioquimicos, fisioldgicos, ecologicos e evolutivos. A
existéncia de uma ampla variedade de compostos sintetizados pelas plantas € um dos
maiores obstaculos encontrados nos estudos fitoquimicos e farmacoldgicos de espécies
vegetais, pois quaisquer alteragbes das variacbes temporais e espaciais, bem como de
processos bioquimicos, fisioldgicos, ecologicos e evolutivos, além do estresse e estimulos
fisicos e quimicos, podem alterar qualitativa e quantitativamente a produgdo desses
metabdlitos ativos, em plantas (CORDELL, 2000; CORREA et al., 2006).

A investigacao fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes quimicos de
espécies vegetais ou avaliar a sua presenca, assim podendo indicar os grupos de
metabdlitos secundarios relevantes na mesma. Caso o interesse esteja restrito a uma classe
especifica de constituintes ou as substincias responsaveis por uma certa atividade
biolégica, a investigacdo devera ser direcionada para o fracionamento, isolamento e a
elucidagao estrutural das mesmas (FALKENBERG et al., 2010).

4. Investigacao farmacoldgica de drogas vegetais

A natureza, em especial as plantas, tem sido fonte de agentes medicinais para o
tratamento de um amplo espectro de doengas ha milhares de anos (CRAGG et al., 2009). O
interesse na pesquisa de novas substancias ativas, de origem vegetal, tem aumentado
significativamente nos ultimos anos e com isso, varias empresas privadas e organizagbes
governamentais tém instituido projetos de pesquisa nesta area (CALIXTO, 2000).

Segundo Kinghorn e colaboradores (2009), desde 1960 pequenas moléculas
derivadas de produtos naturais tém fornecido um numero significante de quimioterapicos

importantes. A pesquisa de produtos naturais, seja como extratos padronizados ou como
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compostos puros, tem como um de seus objetivos, a investigagao cientifica para a obtencao
de produtos mais eficazes e com menos toxicidade.

A investigacdo de plantas medicinais utilizadas popularmente resultou em alguns
avancos terapéuticos, cerca de 50% dos medicamentos utilizados sao de origem sintética,
sendo 25% provenientes de plantas (RATES, 2001). Segundo Cox (1994), 80% da
populagdo mundial residente em paises em desenvolvimento, utilizam plantas como fonte de
medicamentos e 20% dos individuos de paises desenvolvidos recorrem as mesmas para o
tratamento de diversas doencas. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), dos
80% da populagdo que se utiliza de praticas tradicionais (praticas integrativas e
complementares) na atengdo primaria a saude, 85% usam plantas medicinais ou
preparagdes destas e, desse total, pelo menos 30% se deu por indicagdo médica.

Programas de rastreamento de produtos naturais biologicamente ativos requerem
bioensaios especificos. A deteccdo de compostos com a atividade desejada em extratos
complexos de plantas depende da confiabilidade e da sensibilidade de sistemas de ensaio
utilizados. Assim, os bioensaios sdo essenciais para o0 monitoramento dos efeitos requeridos
ao longo do fracionamento e purificagdo pela atividade bioguiada até que as substancias
ativas sejam obtidas (HUSSAIN et al., 2007).

Com o aprimoramento de metodologias de analise em cultura de células foi possivel,
no final da década de 80, o desenvolvimento de modelos, possibilitando a existéncia de uma
metodologia para triagem in vitro, visando a pesquisa de novos compostos que inibam o
crescimento dessas células (BOYD, 1989; QUEIROZ et al., 1999). Os modelos de estudo in
vitro sdo amplamente utilizados e direcionam a pesquisa para moléculas com potencial
terapéutico. Esse tipo de analise, por ter condicbes de avaliar grande numero de
substancias em pouco tempo, aumenta a possibilidade para descoberta de novos
compostos ativos (HOLBECK, 2004; SUGGITT; BIBBY, 2005). Um resultado positivo em um

estudo in vitro, portanto, é apenas o primeiro passo no estudo de um fitomedicamento.
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OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Estudar os aspectos farmacognésticos de folhas de Schinus terebinthifolius Raddi
coletadas em trés localidades, nos campos experimentais da Unesp de Araraquara, do
CPQBA-Unicamp e da UniPinhal, bem como verificar a atividade bioldgica de seus extratos,
6leo essencial e fragdes, intencionando fornecer informacdes para o uso terapéutico racional

da espécie.

2. Objetivos especificos

- Avaliar os parametros farmacognosticos referentes ao controle de qualidade fisico-
quimico das drogas vegetais oriundas das trés localidades;

- Realizar a triagem fitoquimica dos extratos de folhas de S. terebinthifolius;

- Verificar a variabilidade de composi¢cdo dos extratos, dos individuos de S.
terebinthifolius coletados;

- Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos e fragcbes obtidos de folhas de
S. terebinthifolius, sobre cepas de referéncia (ATCC) prevalentes na microbiota oral,
utilizando-se a técnica de microdiluicdo em placas e bioautografia;

- Avaliar a atividade antiproliferativa in vitro de extratos e fragcdes obtidos de folhas de

S. terebinthifolius sobre linhagens de células tumorais humanas.
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CAPITULO |
CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA DROGA VEGETAL

1. Introducéo

Considerando a crescente participacdo de plantas medicinais e de medicamento de
origem vegetal no arsenal terapéutico, e a preocupacao quanto a qualidade da matéria-
prima utilizada, observa-se a necessidade de se efetuar analises de caracterizagédo
referentes ao controle de qualidade da droga vegetal, utilizando-se de técnicas modernas e
eficientes (SHARAPIN et al., 2000).

Alguns parametros essenciais para a qualidade das matérias-primas vegetais podem
variar dependendo da procedéncia do material e de processamentos inadequados da planta
a produgéo do fitoterapico e/ou fitofarmaco. As variagdes se apresentam, principalmente, na
composi¢cdo quimica, em relagcdo ao teor de constituintes e pelas deterioracbes e
contaminagbes, o que ressalta a importdncia dos estudos de caracterizacdo
farmacognostica, correlacionados com a atividade farmacoldgica. Assim, o controle de
qualidade de matérias-primas assume particular importancia (SHARAPIN et al., 2000;
FARIAS, 2001; HEINRICH et al., 2007).

A qualidade da droga vegetal, determinante inicial da qualidade de um produto, é
dada por um conjunto de critérios de andlises que caracterizam a matéria-prima para o uso
ao qual se destina. A partir do estabelecimento de parametros de qualidade para a matéria-
prima vegetal, os procedimentos de analise devem ser realizados de acordo com bases
técnicas e cientificas, preconizando o emprego de metodologias quimicas, fisicas ou fisico-
quimicas e biologicas, sendo necessaria a correlagdo entre os parédmetros analisados e a
finalidade pretendida. Estabelecido esses critérios, o emprego de protocolos de analise,
permitindo o acompanhamento e a documentacdo de todos os procedimentos, é
fundamental para assegurar e/ou gerenciar a qualidade (FARIAS, 2001).

Nos ultimos anos, a legislagéo brasileira para medicamentos fitoterapicos evoluiu
muito em varios aspectos, com a criacdo de regras especificas e recomendacdes para a
matéria-prima farmacéutica a base de plantas e, para produtos fitoterapicos, para garantir
sua eficacia, seguranca e um padrao de qualidade consistente (BUFAINO, 2013; ZOLLNER;
SCHWARZ, 2013). Embora haja no pais uma legislacdo que estabeleca critérios para a
qualidade, e normas para producédo e comercializagdo, os produtos fitoterapicos ainda tém
sido comercializados fora dos padrbes estabelecidos, sem garantia da eficiéncia terapéutica

desejada ou da auséncia de riscos a saude do consumidor. Segundo Zéliner e Schwarz
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(2013), isso ocorre porque as condicbes regulamentares para produtos fitoterapicos no
Brasil foram negligenciadas em um nivel alarmante. Soma-se a isto, ainda, a venda de
produtos a base de plantas medicinais sem nenhuma comprovacao pré-clinica nem clinica
de sua eficacia e seguranca (YUNES et al.,, 2001) e a auséncia de farmacovigilancia
(BRANDAO et al., 2002).

1.1. Estabelecimento dos parametros da qualidade

A partir do estabelecimento dos parametros de qualidade para a matéria-prima, e
considerando-se um planejamento adequado e um controle do processo de producgao, a
qualidade do produto final estara, em grande parte, assegurada. Os parametros da
qualidade para fins farmacéuticos sao estabelecidos, de acordo com bases cientificas e
técnicas, nas Farmacopeias e Cédigos oficiais, podendo ser utilizadas Farmacopeias de
diferentes paises, além de monografias complementares, como as elaboradas pela OMS,
onde sao descritos os padrées de qualidade dos medicamentos e os métodos para a sua
analise, os quais a monografia deve ser considerada como um todo, capaz de assegurar
qualidade adequada ao produto a que se destina. Quando uma droga vegetal ndo consta
em uma Farmacopeia atualizada, é essencial que se elabore uma monografia
estabelecendo padrées de qualidade dessa planta como matéria-prima, sendo de forma que
todo o processo analitico deve ser validado e variagdes nos resultados devem ser
consideradas estatisticamente (SHARAPIN et al., 2000; FARIAS, 2001).

Alguns parametros essenciais, como os de autenticidade, de pureza e integridade, e
de analise quantitativa para compostos quimicos e marcadores, para a avaliacao da
qualidade das matérias-primas vegetais podem variar dependendo da procedéncia do
material. As variagdes, principalmente na composi¢céo quimica, ressaltam a importancia dos
estudos de caracterizagdo farmacognéstica, correlacionados com a atividade farmacologica.
Assim sendo, a origem geografica exata e as condicbes do cultivo, estagio de
desenvolvimento, colheita, secagem e armazenamento, bem como de tratamentos com
agrotoxicos, descontaminantes e conservantes devem ser conhecidos (FARIAS, 2001;
BRASIL, 2010).

O objetivo final em todos os casos é fazer com que o produto oferecido como
substancia medicamentosa satisfaca um padrdo de qualidade, enquadrando-se nas
exigéncias da monografia, quando analisado pelos métodos preconizados (SHARAPIN et
al., 2000).
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2. Materiais e Métodos

2.1. Material botanico

Folhas de S. terebinthifolius foram colhidas da colecdo de plantas medicinais,
localizadas no Horto de Plantas Medicinais e Toéxicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (Unesp) de
Araraquara, no municipio de Araraquara, estado de Sao Paulo; no Campo Experimental do
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA), da Colegéo
de Plantas Medicinais e Aromaticas (CPMA), da Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp), no bairro de Betel, municipio de Paulinia, estado de Sao Paulo; €, na Area de
Experimentagéo de Horticultura do Centro Regional Universitario de Espirito Santo do Pinhal
(UniPinhal), na Rodovia Pinhal/Jacutinga, municipio de Espirito Santo do Pinhal, estado de
Sao Paulo.

Na mesma ocasido, foram amostrados ramos férteis do mesmo exemplar para a

confecgéo de exsicatas a serem depositadas em herbario.

2.2. Processamento pos-colheita para a obtencdo da droga vegetal (selecdo e

secagem)

As folhas frescas colhidas foram examinadas e separadas manualmente,
descartando as que nao apresentavam caracteristicas convenientes, como manchas,
deformacgbes, rompidas, perfuradas por insetos, com corpos/residuos estranhos.
Sequencialmente procedeu-se entdo a secagem em estufa com ar circulante (Marconi® MA
035, para a amostra da Unesp; e, Fabbe®, modelo 170, para as amostras do CPQBA e
UniPinhal) aquecido a temperatura de 40 °C, até a obtengdo de massa constante, quando
entdo foram acondicionadas adequadamente e armazenadas em local seco e ao abrigo da

luz.

2.3. Determinacgao do residuo sdélido do vegetal fresco

Foi tomada uma amostra, de 10 g, das folhas frescas, a qual foi fragmentada com
auxilio de tesoura e, em seguida, transferida para uma estufa com circulacdo de ar a
temperatura de 40 °C, até massa constante. Foi calculada a porcentagem do residuo sélido
na amostra e o0s resultados foram expressos pela média de trés determinactes
(DETERMINACAO, 1997, p.X-1.).
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2.4. Obtencao da droga vegetal pulverizada

O processo utilizado para a moagem das folhas secas, obtidos apds secagem, foi por
seccionamento através de moinho de facas (Tecnal®, para a amostra da Unesp; e, MR®,

para as amostras do CPQBA e UniPinhal).

2.5. Caracterizacdao fisico-quimica da droga vegetal pulverizada originada das folhas

de Schinus terebinthifolius

Os métodos de avaliagdo da droga vegetal foram desenvolvidos segundo normas
farmacopeicas, descritas nas seguintes obras de referéncia: Farmacopeia Brasileira (1988 e
2010) e, outras técnicas ndo farmacopeicas descritas por Ansel e colaboradores (2000);
Martins e Sacramento (2004) e Aulton (2005).

2.5.1. Amostragem

Do total obtido de droga pulverizada, foram retiradas amostras utilizando a técnica de
quarteamento, conforme a necessidade para a execugédo das analises (AMOSTRAGEM,
2010, p.196).

2.5.2. Determinacdo da granulometria da droga vegetal pulverizada

Para padronizar a anélise e determinar a granulometria da droga vegetal pulverizada
foi amostrada 25 g de pd (Tecnal® Mark 1300). Foi montado um conjunto de tamises
(Granutest®) de acordo ao tamis de maior abertura sobre o de abertura menor e, colocando
o conjunto sobre o receptor de tamises operado por dispositivo mecanico (Produtest®). A
amostra foi distribuida uniformemente pelo tamis superior e, em seguida, o conjunto foi
tampado. O processo foi executado em tamisador vibratorio, de agdo mecanica uniforme,
durante um periodo de quinze minutos, com vibragéo de 100 vibra¢des/min. Apos o término
deste tempo, utilizando um pincel, foi removida toda a amostra retida na superficie superior
de cada malha para um papel impermeavel. Os pés recolhidos do coletor e das fragdes
remanescente sobre cada tamis foram pesados. Calculou-se o percentual retido em cada

tamis, utilizando o seguinte calculo (DETERMINACAO, 2010, p.92):
% retida pelotamis= P, /P, .100
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onde:

P1 = Peso da amostra retida em cada tamis (em gramas);

P2 = Soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas);

100 = Fator de porcentagem.

Os célculos foram realizados com auxilio de software Excel® e expressos como

média de trés determinagdes.
2.5.2.1. Estudo e determinacdo do tamanho de particula

Pela distribuicdo apresentada na determinacdo da granulometria e por estudos de
passagem e retencdo da droga vegetal pelos tamises a partir da quantidade de pé utilizada,
realizada pelo método de tamisagéo, foi possivel construir planilhas e graficos para a
determinagdo do tamanho médio das particulas e distribuicdo do tamanho das particulas,
utilizando-se o software Excel®.

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

O tamanho médio das particulas da droga vegetal pulverizada foi deterninado por
método de tamisacdo, quanto as suas propor¢cbes de faixa granulométrica e assim
determinado pelo calculo do didmetro medio das particulas (d(.)), como segue, sendo o
resultado obtido pela média de trés determinagbes (ANSEL et al., 2000).

d. - > (% retida) . (abertura média)
(@) 100

2.5.3. Determinacéo da densidade

Para a determinacdo da densidade aparente da droga vegetal pulverizada foram
tomadas trés amostras, obtidas por quarteamento. Cada amostra foi transferida para um
encapsulador onde foram dispostos trés grupos de vinte e cinco capsulas gelatinosas duras
de tamanho 0 (zero), que individualmente possuem volume conhecido de 0,688 mL. A
massa das capsulas vazias referente a cada grupo foi determinada anteriormente. Apds o
preenchimento dos grupos de capsulas com a droga vegetal pulverizada, a massa foi
determinada e descontada da massa das capsulas vazias. A densidade aparente foi

calculada dividindo-se os valores obtidos por exatamente 17,20 mL (25 x 0,688 mL)
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(MARTINS; SACRAMENTO, 2004). Os valores de densidade considerados resultaram da

média calculada de trés determinacdes para cada amostra.
2.5.4. Determinacdo de agua pela perda por dessecacao

Foi transferido cerca de 5 g, exatamente pesado, de amostra preparada, para pesa-
filtro tarado, previamente dessecado nas mesmas condigbes a serem adotadas para a
amostra, durante 30 minutos. A amostra foi dessecada em estufa (Fanen®) a 100-105 °C,
durante cinco horas, até peso constante. A porcentagem de agua foi calculada em relagéo a
droga seca (DETERMINACAO, 2010, p.194).

A porcentagem da perda por dessecacao foi calculada pela equagédo segundo
Farmacopeia Brasileira (DETERMINACAO, 2010, p.91) e expressa pela média de trés
determinacdes.

Pu - Ps

Pa X

100

Pa = massa da amosta;
Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacéo;

Ps = massa do pesa-filtro contendo a amostra apés a dessecacéo.

2.5.5. Determinacéo do pH

Foram pesadas 99,0 g de agua destilada e, apés aquecimento e ebulicdo durante
cinco minutos, a agua destilada fervente foi vertida sobre exatamente 1,0 g da droga vegetal
pulverizada. Em seguida, o recipiente foi tampado e o material foi deixado em infusdo por
quinze minutos. Decorrido este periodo, foi realizada uma filtracdo utilizando-se algodao.
Aguardou-se o arrefecimento da solugido extrativa obtida, a temperatura ambiente, para a
verificacdo do pH da solugéo-problema em peagémetro (Analion® pH-metro), previamente
calibrado. Para uma melhor reprodutibilidade deste teste o valor do pH da agua também foi
verificado (DETERMINACAO, 1988, p.V.2.19.). O resultado foi expresso pela média de trés

determinacdes.

2.5.6. Determinacdo de cinzas totais

Foi calcinado previamente o cadinho de porcelana em mufla (Quimis®) a temperatura

de 450 °C, por 30 minutos. O mesmo foi resfriado em dessecador e sua massa-tara
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determinada em balanga analitica (Tecnal® Mark 1300) (DETERMINAGCAO, 1988,
p.vV.4.2.4)).

Foram pesados, exatamente, cerca de 3 g da amostra pulverizada e, transferida para
cadinho previamente tarado. A amostra foi distribuida uniformemente no cadinho e
incinerada, aumentando-se gradativamente a temperatura até no maximo 600 + 25 °C, até
que todo o carvao fosse eliminado. Um gradiente de temperatura (30 minutos a 200 °C, 60
minutos a 400 °C e 90 minutos a 600 °C) foi utilizado. Ap6s procedimento, o cadinho foi
resfriado em dessecador e pesado, até massa constante (DETERMINACAO, 2010, p.195).
Os resultados calculados foram expressos em porcentagem de cinzas em relagdo a droga

seca e representados pela média de trés determinacgdes.

2.5.7. Determinacao de cinzas insoluveis em acido

O residuo obtido na determinacdo de cinzas totais foi fervido durante cinco minutos
com 25 mL de acido cloridrico a 7% (m/v) em cadinho coberto com vidro de reldgio. O vidro
de relégio foi lavado com 5 mL de agua quente, juntando-se a agua de lavagem ao cadinho.
O residuo insoluvel em acido foi recolhido sobre papel de filtro isento de cinza (Nalgon®
3550), lavando-o com agua quente até que o filtrado se mostrasse neutro. O papel de filtro
contendo o residuo foi transferido para o cadinho original, seco sobre chapa quente (Tecnal®
TE 018) e incinerado a cerca de 500 °C, em mulfla, até peso constante (DETERMINACAO,
2010, p.195). Os resultados calculados foram expressos em porcentagem de cinzas
insoliveis em acido em relagdo a droga seca e representados pela média de trés

determinagdes.

2.5.8. Determinacéao de substancias extraiveis

Método de extracdo a quente: foi determinada a massa-tara de um frasco de
erlenmeyer com capacidade para 250 mL, com boca esmerilhada. Foi transferido para ele,
exatamente, cerca de 4,0 g de droga vegetal seca, finamente pulverizada. Foram
adicionados 100 mL de agua e, em seguida, pesado para obter a massa total, incluindo o
frasco. O frasco foi tampado, agitado e deixado em repouso por uma hora. Um condensador
de refluxo foi acoplado ao frasco, e o sistema foi aquecido por uma hora, posteriormente
resfriado e pesado. Apds o refluxo, a massa original foi corrigida com solvente especificado
no ensaio para a droga vegetal. O solvente adicionado foi misturado bem e filtrado,
rapidamente, por meio de um filtro seco. Foram transferidos 25 mL do filtrado para uma

capsula de porcelana tarada e evaporado até secura em banho de agua. O residuo foi seco
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a 105 °C por seis horas, e esfriado em dessecador por 30 minutos e pesado, imediatamente.
A porcentagem de materiais extraidos foi calcuada em mg/g de material seco e os

resultados foram representados pela média de trés determinagées (DETERMINACAO, 2010,
p.199).
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3. Resultados e Discusséao

O controle de qualidade e a padronizagao de um fitoterapico envolvem varias etapas,
tendo um papel central na obtencdo de produtos com consténcia de composicdo e
propriedades terapéuticas reprodutiveis (CALIXTO, 2000).

Tendo em vista as exigéncias atuais por parte da ANVISA (BRASIL, 2010) e a
auséncia de estudos farmacognésticos, dessa natureza, para folhas da espécie S.
terebinthifolius, buscou-se colaborar com o estudo desta espécie. Para isso foram realizados
ensaios com o objetivo de verificar a variabilidade dos paradmetros de qualidade do material

botanico.

3.1. Obtencdo do material boténico e processamento pos-colheita para a obtencao da

droga vegetal pulverizada

As folhas de S. terebinthifolius Raddi foram colhidas, ao amanhecer, das cole¢des de
plantas medicinais, na FCF-Unesp, nas coordenadas geograficas (latitude e longitude) -21°
48 53.7’S e 48° 12’ 07,6”W, com altitude de 656 metros, em agosto de 2008 (Acesso 1); na
CPMA-Unicamp, do exemplar de referéncia 1707, nas coordenadas geograficas -22° 47'
50.81", -47° 6' 44.18", em maio de 2011 (Acesso 2); e, na UniPinhal, nas coordenadas
geograficas -22° 12' 29.20", -46° 44' 39.71", em maio de 2011 (Acesso 3). As exsicatas
confeccionadas foram depositadas no Herbario da Universidade Estadual de Campinas
(UEC) sob o numero de tombo N°PUEC 172003, N°UEC 94740 e N°UEC 172004,
respectivamente para os Acessos 1, 2 e 3.

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

As folhas frescas colhidas foram selecionadas de modo a se obter amostras em
condi¢des adequadas para a utilizagao, conforme descrito no item 2.2.

A etapa considerada a mais importante do processamento p6s-colheita é a secagem.
O processo de secagem interrompe o processo de degradacao pela inativagdo enzimatica e
processos fermentativos, impede o desenvolvimento de micro-organismos e as reagdes de
oxidagdo e hidrolise quando conduzidos adequadamente (SHARAPIN et al., 2000).

Posteriormente ao processo de secagem, desenvolveu-se o processo de moagem,
no qual, por meio de aplicagdo de uma forga localizada, s&o produzidas tensbes nas

particulas, capazes de provocar sua ruptura, e assim, a obtencdo da droga vegetal
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pulverizada. O procedimento de moagem possibilitou reduzir mecanicamente o material
vegetal a fragmentos de pequenas dimensdes, preparando-o para as préximas etapas de

desenvolvimento de analises e, posteriormente, a um processo adequado de extragio.

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

de Schinus terebinthifolius

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

De um modo geral, para se observar os resultados das analises desenvolvidas,
seguem os valores determinados para cada parametro (Tabela 1), referentes as amostras

de S. terebinthifolius e que serdo abordados com maiores detalhes na sequéncia do texto.

Tabela 1: Dados dos parametros de analises farmacognosticas desenvolvidas para a espécie S.
terebinthifolius, referentes ao controle de qualidade fisico-quimico de drogas vegetais oriundas de
trés Acessos (resultados expressos pela média de trés determinacdes +.desvio padrdo).

Determinacéao Acesso 1 Acesso 2 Acesso 3 M_Acesso

Residuo sélido do vegetal fresco (%) 40,96 +049 41,23 +024 38,78 +1,87 40,32
Perda de agua por secagem (%) 59,04 +049 568,77 1024 61,22 +1,87 59,68
Classificagdo granulométrica dos pods Grosso MD. grosso1 MD. grosso1 -
Distribuicdo de tamanho das particulas  Assim. neg.2 Bimodal Bimodal -
Tamanho médio das particulas (mm) 0,4460 0,2553 0,2292 0,3102
Densidade (g/mL) 0,52 0,009 0,59 +0,007 0,59 0,003 0,57
Perda de agua por dessecagéo (%) 6,21 +0,17 8,05 +0,02 8,37 +0,10 7,54
pH por potenciometria (U) 396 +0,06 4,39 +002 4,00 +0,01 4,12
Cinzas totais (%) 563 +0,06 6,25 +0,11 594 +154 5,94
Cinzas insoluveis em acido (%) 059 =+031 0,29 0,22 0,20 =+0,07 0,36
Teor de extrativos (%) 30,12 1,31 31,80 +1,70 27,44 +1,71 29,79

Acessos: Acesso 1 (Unesp); Acesso 2 (CPQBA); Acesso 3 (UniPinhal).
M_Acesso: média dos valores dos parametros de analise.

' MD. grosso: moderadamente grosso.

2 Assim. neg.: assimetria negativa.

Paralelamente ao processo de secagem, executou-se a determinacdo do residuo
sélido de vegetal fresco, determinacao esta que indica a perda de agua e/ou de substancias
volateis durante o processo de secagem da espécie vegetal. A estabilizacido das amostras
da droga vegetal, com a obtencdo de uma massa constante, deu-se apds decorrido 72

horas do inicio do processo de secagem e, os resultados da analise apresentaram um valor
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meédio de 40,96% =+ 0,49, 41,23% + 0,24 e 38,78% + 1,87 de residuo solido do vegetal
fresco. Dessa forma, pode-se correlacionar, a um valor médio de 59,04% + 0,49, 58,77% +
0,24 e 61,22% + 0,24 a perda de agua e/ou de substancias volateis durante o processo de
secagem, para os Acessos 1, 2 e 3, respectivamente. As diferencas entre esses valores
podem estar relacionadas as variagdes dos elementos ambientais, como umidade relativa
do ar, disponibilidade hidrica, temperatura e altitude, em fungéo dos locais de acesso.

A avaliagdo granulométrica do material vegetal pulverizado é€ um parémetro
importante a ser investigado. Ao determinar a granulometria do pé resultante da reducao de
folnas de S. terebinthifolius, pode-se estimar a eficiéncia dos processos de moagem
utilizados, correlacionando-os ao grau de divisdo da droga vegetal obtido ao seu
enquadramento as caracteristicas granulométricas expressas em farmacopeias e codigos
oficiais e, também, deduz-se que o maior grau de pulverizacado da droga vegetal representa
uma influéncia direta sobre a eficiéncia no processo extrativo, devido a maior exposi¢do das
células a operacdo de extracdo, de auxiliar no processamento de mistura de poés, e a
reducdo do volume bruto do 6rgao vegetal, visando melhores condicdes de manipulagéo e
transporte.

A granulometria dos pés obtidos a partir das folhas pulverizadas de S. terebinthifolius
em moinhos de facas, permitiu apontar que a maior parte das particulas encontra-se entre a
faixa granulométrica de 1,000 mm a 0,300 mm, para o Acesso 1, e de 0,850 mm a 0,250
mm, para os Acessos 2 e 3, como apresentados na Tabela 2 e Figura 2. Segundo a
classificagdo dos p6s proposta pela Farmacopeia Brasileira V (2010), os p6s de folhas de S.
terebinthifolius obtidos nesse processo de moagem, puderam ser classificados como p6
grosso (Acesso 1), o qual se refere aquelas particulas que passam em sua totalidade pelo
tamis com abertura nominal de malha de 1,7 mm e, no maximo, 40% pelo tamis com
abertura nominal de malha de 355 pym, e p6 moderadamente grosso (Acessos 2 e 3), o qual
se refere aquelas particulas que passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal
de malha de 0,710 mm e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de
250 ym. Comparativamente as amostras sao distintas entre si, porém as amostras dos
Acessos 2 e 3 demonstram similaridade granulométrica, diferentemente da amostra do
Acesso 1, essa observacao pode ser melhor compreendida pela influéncia das propriedades
do material vegetal na redugédo de tamanho das particulas (STANIFORTH, 2005a), que se
deve ao processo de propagacdo de quebra, resisténcia do material vegetal e dureza
superficial, além do conteddo de umidade do material vegetal, fatores estes que podem
afetar o processo de cominui¢do. Considerando que as amostras se originam de um mesmo

tipo de 6rgao vegetal - as folhas - embora de individuos diferentes, pode se considerar que a
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resisténcia do material vegetal (da fragilidade ou da plasticidade) e a dureza superficial
(material mais duro ou de elevada elasticidade) séo relativamente semelhantes.

Em contrapartida, o teor de umidade dos materiais analisados apresentaram valores
relativamente semelhantes para as amostras dos Acessos 2 e 3, de 8,05% e 8,37% de
umidade, respectivamente. Entretanto, valor diferente e inferior para a amostra do Acesso 1,
de 6,21% de umidade, e considerando as inter-relagdes com a iniciagéo e a propagacao de
quebra do material, que esta relacionado ao processo de moagem utilizado, embora
executado mediante ao mesmo principio de funcionamento - por seccionamento -, foi
desenvolvido em moinhos de marcas de fabricante diferentes, para a amostra do Acesso 1 e
amostras dos Acessos 2 e 3, conforme apresentado no item 2.4., onde as condi¢des
mecanicas dos equipamentos podem apresentar caracteristicas especificas, quanto ao
motor, rotacado, rotor, capacidade de moagem e poténcia. Fatores esses constatados que,
podem interferir na operag¢ado de redugéo de tamanho da particula, levando a essa diferenca
granulométrica e, consequentemente aos resultados das anadlises de distribuicdo de
tamanho das particulas e tamanho médio das particulas. Fica evidente que é importante
conhecer e controlar o tamanho da particula, no que tange a producdo e eficacia de

medicamentos fitoterapicos.

Tabela 2: Analise granulométrica por tamisacao de folhas de S. terebinthifolius pulverizadas, oriundas
de trés Acessos.

Faixa granulométrica Acesso 1 Acesso 2 Acesso 3
(mm) Massa (g) % retida Desvpad® Massa (g) % retida Desvpad® Massa (g) % retida Desvpad*®
0,00 |— 125 1,92 7,83 0,13 4,53 18,47 1,06 5,86 24,18 0,33
125 |-180 1,18 4,80 0,05 4,93 20,11 0,97 3,40 14,02 0,09
180 |- 250 1,78 7,25 0,04 4,14 16,88 0,36 514 21,23 0,09
250|—3OO 1,98 8,09 0,05 2,81 11,45 0,11 3,73 15,40 0,13
300 |— 425 4,96 20,25 0,08 4,89 19,96 0,26 4,29 17,71 0,21
425 |- 600 6,82 27,82 0,36 2,66 10,87 0,40 1,56 6,44 0,11
600 |- 850 5,22 21,29 0,30 0,49 2,00 0,10 0,23 0,94 0,03
850 |— 1000 0,61 2,50 0,04 0,05 0,20 0,01 0,02 0,08 0,01
1000 |— 2000 0,04 0,16 0,00 0,01 0,05 0,01 0,00 0,00 0,00
2000}- 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Acessos: Acesso 1 (Unesp); Acesso 2 (CPQBA); Acesso 3 (UniPinhal).
* Desvpad: desvio padréo.
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Figura 2: Distribuicdo da faixa granulométrica, da andlise por tamisacéo, de folhas pulverizadas de S.
terebinthifolius, originarias de trés Acessos. Acesso 1 (Unesp), Acesso 2 (CPQBA) e Acesso 3

(UniPinhal).
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Pela distribuicdo apresentada na determinagcdo da granulometria (Figura 2) e por
estudos de passagem e retencdo da droga vegetal a partir da quantidade de pés utilizada,
realizada pelo método de tamisacdo, pode-se determinar a distribuicdo de tamanho das
particulas e o tamanho médio das particulas de folhas pulverizadas de S. terebinthifolius.

Como a maioria dos p6s contém particulas com um numero elevado de diametros
equivalentes diferentes, a distribuicdo de tamanho de particula foi desdobrada em intervalos
de tamanhos diferentes, representados na forma de histograma (Figura 3), gerado a partir
de dados da faixa granulométrica (Tabela 2), o qual permitiu que o percentual de particulas

apresentadas num dado didmetro equivalente fosse determinado.

Figura 3: Histograma da distribuicdo de particula e curva de distribuicdo de massa relativa do
tamanho da particula de folhas pulverizadas de S. terebinthifolius, oriundas de trés Acessos. A:
Acesso 1 (Unesp), uma distribuigdo com assimetria negativa; B: Acesso 2 (CPQBA), uma distribuicdo
bimodal; C: Acesso 3 (UniPinhal), uma distribuicdo bimodal.
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O histograma (Figura 3) possibilitou definir a distribuicdo de tamanho de particula e
comparar as caracteristicas dos pés constituidos de particulas com inumeros didmetros

diferentes e com diferente distribuicdo de tamanho. Dessa forma, foi possivel confrontar a
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distribuicdo de tamanho apresentado na Figura 3.A, a qual expressou uma maior propor¢ao
de particulas mais grossas quando comparada com a distribuicdo dos pds apresentados nas
Figuras 3.B e 3.C, analise esta que corrobora com a determinagédo granulométrica dos pos,
a qual classificou a amostra do Acesso 1 como pb grosso e as amostras dos Acessos 2 e 3
como pé moderadamente grosso.

O valor do maior percentual de particulas apresentadas num dado didmetro
equivalente - representado como moda - separa a curva normal em duas metades iguais,
uma vez que a distribuicdo é simétrica, mas nem todas as populac¢des de particulas séo
caracterizadas por uma curva de distribuicdo normal, de modo que as distribuicbes de
particulas dessas populagbes exibem assimetria e, em algumas distribuicbes, ocorre mais
de uma moda, a qual representa uma distribuigdo bimodal de um pé (STANIFORTH, 2005b).
Dessa forma, foi possivel classificar as curvas de distribuicdo de massa relativa do tamanho
da particula das folhas pulverizadas de S. terebinthifolius, a qual apresentou para a amostra
do Acesso 1 uma assimetria negativa, caracteristica esta, por apresentar uma curva com um
alongamento da cauda no sentido das faixas de tamanho menor, conforme disperséo
apresentada na Figura 3.A. e, para as amostras dos Acessos 2 e 3 uma distribuicdo
bimodal, caracterizada por apresentar algumas das particulas mais grosseiras da populagéo
que ficaram com uma granulometria maior, provocando o surgimento de uma moda na
regido das particulas de maior tamanho, enquanto uma fragcao das particulas apresentaram
um outro valor modal, localizado na regido das particulas mais finas, conforme disperséo
apresentada nas Figuras 3.B e 3.C.

O tamanho médio das particulas da droga vegetal pulverizada foi quantificado por
método de tamisacdo, quanto as suas propor¢des de faixa granulométrica, devido a
dificuldade em determinar uma unica dimens&o de particula, uma vez que o processo de
moagem resulta em particulas irregulares. Os valores do tamanho médio das particulas
apresentados para os Acessos 1, 2 e 3 foram de 0,4460 mm, 0,2553 mm e 0,2292 mm,
respectivamente, sendo determinado pelo calculo descrito em micromeritica, segundo Ansel

e colaboradores (2000) e representados na Tabela 3.
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Tabela 3: Calculo de tamanho médio das particulas de folhas de S. terebinthifolius pulverizadas,
segundo Ansel e colaboradores (2000).

Acesso 1 Acesso 2 Acesso 3
Abertura
meédia (mm) Massa % % retida Massa % % retida Massa % % retida

retida (g) retida x AB retida (g) retida x AB retida (g) retida x AB

- 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,500 0,04 0,16 0,24 0,01 0,05 0,08 0,00 0,00 0,00
0,925 0,61 2,50 2,31 0,05 0,20 0,19 0,02 0,08 0,08
0,725 5,22 21,29 15,44 0,49 2,00 1,45 0,23 0,94 0,68
0,513 6,82 27,82 14,26 2,66 10,87 5,57 1,56 6,44 3,30
0,363 4,96 20,25 7,34 4,89 19,96 7,23 4,29 17,71 6,42
0,275 1,98 8,09 2,22 2,81 11,45 3,15 3,73 15,40 4,23
0,215 1,78 7,25 1,56 4,14 16,88 3,63 5,14 21,23 4,57
0,153 1,18 4,80 0,73 4,93 20,11 3,07 3,40 14,02 2,14
0,063 1,92 7,83 0,49 4,53 18,47 1,15 5,86 24,18 1,51
> 24,51 100 44,60 24,50 100 25,53 24,22 100 22,92

Acessos: Acesso 1 (Unesp); Acesso 2 (CPQBA); Acesso 3 (UniPinhal).
AB: abertura média.
>: somatoria.

A densidade é empregada como sinbnimo de massa especifica. Salvo determinag&o
contraria, a densidade adotada é a aparente a 25°25°, isto &, representa a relagédo entre a
massa aparente de uma substancia (droga vegetal) ao ar a temperatura de 25 °C e a massa
de igual volume de agua destilada nas mesmas condigbes de temperatura e presséo
(DENSIDADE, 1977, p.38).

A densidade aparente para as particulas obtidas, na pulverizagdo de folhas de S.
terebinthifolius pelo processo de moagem realizado, foi avaliada segundo metodologia
descrita por Martins e Sacramento (2004). A média dos resultados das analises
desenvolvidas apresentou o valor de densidade de 0,52 g/mL % 0,009, 0,59 g/mL + 0,007 e
0,59 g/mL % 0,003 para os Acessos 1, 2 e 3, respectivamente. Nota-se novamente a
variagdo de valores entre as amostras analisadas, com as amostras dos Acessos 2 e 3
bastante similares e diferindo da amostra do Acesso 1. Essa variacdo também pode estar
relacionada a influéncia das propriedades do material vegetal na redugdo de tamanho das
particulas, onde se deduz que a granulometria do material pode representar uma influéncia
direta sobre a determinagdo da densidade aparente, pelo fato de apresentar particulas com
inumeros diametros equivalentes diferentes. Observa-se diferengas significativas nas
acomodacdes dessas particulas, quanto ao grau de concentracdo de massa, em um
determinado volume. Particulas com maior grau de divisdo - amostras dos Acessos 2 e 3 -
apresentam faixa de distribuicdo mais ampla, tendem a ocupar um menor volume, dessa
forma necessita-se de uma maior massa de droga vegetal para ocupar um dado volume

determinado, apresentando assim uma maior densidade aparente. O caso inverso — amostra
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do Acesso 1 - corresponde a uma menor densidade aparente. Vale ressaltar que tal ensaio
constitui-se numa exigéncia estabelecida pela RDC 14/2010 (BRASIL, 2010).

A densidade aparente de um dado material vegetal pode ser utilizada como
ferramenta auxiliar para fins de identificacdo da espécie vegetal, visto que 6rgaos diferentes
de diferentes espécies apresentam constituicdo celular que diferem muito na sua estrutura,
essas diferencas sao resultado de processos de diferenciacdo. Dessa forma, se padronizar
um dado didmetro equivalente de particula de uma droga vegetal, de um 6rgao especifico
de uma dada espécie, pode-se utilizar a analise deste parametro para a identificacdo de
uma dada amostra (granulometricamente padronizada) em relacao a espécie em questéo.

A droga vegetal contém, naturalmente, uma certa quantidade de agua, que subsiste
a secagem da planta. E importante que se conheca esse valor, pois é um indice relacionado
a sua preparagao e a garantia de sua conservagao (COSTA, 2001). Dai a necessidade do
estabelecimento de limites de umidade para drogas vegetais (DETERMINACAO, 1988,
p.V.2.9.). A determinagédo do teor de &gua pela perda por dessecagdo do material vegetal
pulverizado de S. terebinthifolius foi conduzida por método gravimétrico, segundo
Farmacopeia Brasileira (2010, p.194). Este ensaio visa determinar a quantidade de
substancia volatii de qualquer natureza expelida nas condi¢des especificas
(DETERMINACAO, 1988, p.V.2.9.). Uma quantidade residual excessiva de agua pode
indicar a possibilidade de a matéria-prima vegetal ter sido mal preparada ou de se encontrar
acondicionada inconvenientemente (COSTA, 2001). Portanto, em circunstancias capazes de
propiciar o desenvolvimento de insetos e de micro-organismos, como bactérias e fungos e,
permitir a ocorréncia de reag¢des enzimaticas, como hidrélise, as quais promovem alteracoes
e/ou degradagcdo dos seus constituintes ativos e, consequentemente acarretando a
deterioracao da droga vegetal.

Para assegurar a qualidade da matéria-prima vegetal, a Farmacopeia Brasileira IV
(1988, p.V.4.2.3.) estabelece limites de umidade para drogas vegetais na faixa de 8 a 14%.
A média dos resultados obtidos na determinacao por dessecagéo de folhas pulverizadas de
S. terebinthifolius foi dada por concluida quando duas pesagens sucessivas nao diferiram
entre si por mais de 5 mg, conforme estabelecido pela Farmacopeia Brasileira (1988,
p.V.4.2.3.) e, apresentaram um valor de 6,21% + 0,17, 8,05% + 0,02 e 8,37% =+ 0,10 de
umidade contida na droga vegetal para os Acessos 1, 2 e 3, respectivamente. Esse valor,
observado para a amostra do Acesso 1, situado fora da faixa percentual estabelecida, pode
ser validado segundo a Farmacopeia Brasileira 1l (1977, p.38), no que se refere a, toda vez
que na descricdo de um produto nao for indicada a percentagem da perda por dessecacao,

€ tolerado um valor de até cinco por cento. Portanto, alicercado neste conteudo, pode-se
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afirmar que o teor de umidade encontrado na determinacgéo por dessecacgéo de folhas de S.
terebinthifolius amostradas, encontra-se dentro das normas adequadas.

Outro parametro utilizado para a caracterizagdo de um material vegetal é referente a
concentracao hidrogenibénica do extrato, ou seja, a determinacdo do pH da solugéo extrativa.
Encontram-se nas plantas, diversos acidos minerais, mas particularmente acidos orgénicos
pertencentes as diversas séries, tais como aromaticos, terpénicos, heterociclicos, em geral
combinados sob a forma de sais, ésteres, lactonas, amidas, nos lipidios, esséncias, resinas,
glicidios, proteinas e em outros constituintes naturais. Uma parte destes acidos encontra-se
também no estado livre, solubilizada no citoplasma. Em solugbes aquosas, os acidos
dissociam-se parcialmente em ions, e essa acidez pode ser medida pela concentragdo dos
hidrogénios na solugdo (COSTA, 2001). Para a determinagédo do pH do extrato de folhas de
S. terebinthifolius, primeiramente, o valor do pH da agua destilada utilizada como liquido
extrator foi verificado. Desenvolveu-se, para a determinagéo do valor do pH, segundo
Farmacopeia brasileira (1988, p.V.2.19.-V.2.19-2.), o método de potenciometria.

A determinacdo potenciométrica do pH foi obtida pela leitura em peagémetro,
obtendo-se o valor médio para a agua destilada de 4,75 + 0,09 unidades de pH e, para os
extratos de folhas de S. terebinthifolius dos Acessos 1, 2 e 3, os valores médios de 3,96 +
0,06, 4,39 + 0,02 e 4,00 + 0,01 unidades de pH, respectivamente, o que sugere a presenca
de substancias acidas no farmacoégeno analisado.

O conteudo de cinzas nas drogas vegetais constitui, dentro de certos limites, um
indice individual simultaneamente de identificagdo e pureza. Valores acima do limite maximo
estabelecido podem indicar a presengca de contaminantes. Ha, portanto, necessidade de
estabelecer os limites de variacdo considerados normais para o conteudo de cinzas de uma
determinada espécie vegetal (COSTA, 2001). Para tal, procedeu-se a determinacdo de
cinzas totais, seguido da determinagdo de cinzas insoluveis em acido. As cinzas resultantes
da incineragdo do material vegetal podem derivar de constituintes minerais e de organo-
metalicos integrantes da planta (cinzas fisiolégicas) e/ou de matéria estranha,
principalmente solo e areia que adere a superficie da droga (cinzas ndo fisioldgicas)
(FARMACOPEIA, 1988; SHARAPIN et al., 2000; COSTA, 2001).

A determinacdo de cinzas totais envolve a determinacdo tanto da cinza fisioldgica
quanto da néo fisiolégica e consiste em medir a quantidade do residuo nio volatilizado apés
a calcinagdo da droga (DETERMINACAO, 1988, p.V.4.2.4.; SHARAPIN et al., 2000). A
determinagéo das cinzas insoluveis em acido permite a verificagcao de silica, principalmente
areia e terra silicea e constituintes silicosos presentes na droga vegetal (DETERMINACAO,
1988, p.V.4.2.5.; SHARAPIN et al.,, 2000; COSTA, 2001; FARIAS, 2001). As médias das

analises desenvolvidas apresentaram os valores de 5,63% =+ 0,06, 6,25% + 0,11 e 5,94% +
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1,54 para cinzas totais e, 0,59% + 0,31, 0,29% + 0,22 e 0,20% + 0,07 para cinzas insolluveis
em acido, para as amostras dos Acessos 1, 2 e 3, respectivamente.

As substancias extrativas obtidas de drogas vegetais dependem de sua prépria
natureza e/ou da classe das substancias de interesse e, do solvente utilizado no processo
de extragdo dessas substancias. A determinagédo de substancias extraiveis € um processo
quantitativo relacionado aos constituintes quimico presentes na espécie vegetal. Este ensaio
destina-se a determinagédo do teor de substancias extraiveis (ativas ou n&o), segundo o
método utilizado. A média dos resultados obtidos nas determinacdes de substéncias
extraiveis referente aos processos extrativos de folhas pulverizadas de S. terebinthifolius,
dos Acessos 1, 2 e 3, apresentaram respectivamente os valores de 301,17 mg/g + 13,14,
318,00 mg/g + 16,99 e 274,43 mg/g + 17,08 de materiais extraidos, o que representa um
percentual de 30,12% + 1,31, 31,80% + 1,70 e 27,44% + 1,71 do teor de extrativos obtido

nas circunstancias estabelecidas.
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4. Concluséao

A matéria-prima vegetal deve ser submetida a testes padrdes de referéncia iniciais
de acordo com a sua finalidade e, deve apresentar caracteristicas dentro dos padrdes
apresentados em monografias especificas, como nas farmacopeias, caso contrario é
intitulada como inadequada para sua aplicabilidade.

Mediante os resultados obtidos foi possivel demonstrar, primeiramente, que as
amostras analisadas de S. terebinthifolius encontram-se dentro dos limites gerais de
normalidade, para o teor de umidade, preconizado por bases cientificas e técnicas,
apresentando valores inferiores a 14%. Para os demais parametros analisados ndo ha
dados de literatura especificos para folhas S. terebinthifolius para a realizagdo de uma
analise comparativa aos resultados obtidos. Dessa forma, os dados apresentados neste
trabalho podem ser utilizados como dados preliminares, podendo compor especificagbes
futuras.

Nesta amostragem, os valores apresentados pelos pardmetros analisados para cada
amostra, em relacdo a média geral e aos desvios padrbes pertinentes, ndo apresentam
variacbes que possam intervir na representatividade e qualidade da droga vegetal. Os
resultados ndo sugerem uma grande influéncia dos parédmetros quanto aos fatores
ambientais, e mesmo genéticos, pelas analises de residuo sélido do vegetal fresco, perda
de agua pelo processo de secagem, pH, cinzas e teor de extrativos, onde os valores obtidos
nao apresentaram variagbes que possam ser ditas como significativas.

Em contrapatida, os resultados apresentaram uma influéncia dos parametros quanto
aos fatores relacionados ao processamento da droga vegetal, devido a utilizagdo de
diferentes moinhos para o processamento das amostras do Acesso 1 e Acessos 2 e 3,
observado pela diferenga dos valores apresentados pelas analises relacionadas a
granulométrica (classificagéo, distribuicao e tamanho médio das particulas) e densidade.

Destaca-se a importancia dessas informagdes para o inicio do estabelecimento dos
parametros referentes ao controle da qualidade das folhas de S. terebinthifolius, com a
realizagdo de futuros estudos para essa espécie vegetal, garantindo com isso, a
confiabilidade nos resultados, para que sejam utilizadas com finalidade fitoterapica. Como
os métodos sdo convencionais e de resultados reprodutiveis e, conduzem a resultados uteis
de analise, o interesse despertado € em permitir que o nosso mercado tenha medicamentos
a base de plantas contendo matérias-primas vegetais coerentes com os dados da literatura

e, consequentemente, a eficacia esperada e seguranga.
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CAPITULO I
ESTUDO FITOQUIMICO

1. Introducéo

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

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

Os estudos fitoquimicos compreendem as etapas de extracdo, fracionamento,
isolamento, elucidacdo estrutural e identificagdo dos constituintes mais importantes do
vegetal, principalmente de substancias originarias do metabolismo secundario, responsaveis
pela acédo biolégica. Esses conhecimentos permitem identificar a espécie vegetal e,
conjuntamente com ensaios de atividade biolégica, analisar e caracterizar fragbes ou
substancias bioativas (SONAGLIO et al., 2001).
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A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes quimicos de
espécies vegetais ou avaliar a sua presenga. Quando néo se dispbe de estudos quimicos
sobre a espécie de interesse, a analise fitoquimica preliminar pode indicar os grupos de
metabdlitos secundarios relevantes na mesma. Caso o interesse esteja restrito a uma classe
especifica de constituintes ou as substincias responsaveis por uma certa atividade
bioldgica, a investigacido devera ser direcionada para o isolamento e a elucidacao estrutural
das mesmas (FALKENBERG et al., 2010).

1.1. Analise fitoquimica preliminar

A ftriagem fitoquimica ou “screening” fitoquimico € uma das etapas iniciais da
investigacdo de plantas medicinais, através de um conjunto de técnicas, para o
desenvolvimento da pesquisa fitoquimica (LUCIO, 2000).

A triagem fitoquimica preliminar consiste na caracterizagédo de um determinado grupo
de substancias presentes em uma espécie vegetal, desenvolvida a partir do processo
extrativo de substancias presentes na planta com a utilizacdo de um solvente adequado e
posterior caracterizagdo dessas substancias no extrato. Em analises fitoquimicas, quando
nao se conhece previamente o conteudo do material a ser analisado, costuma-se submeter
o material vegetal a sucessivas extragcbes, com solventes de polaridade crescente,
conseguindo-se uma extracéo fracionada, em que as diferentes fragbes contém compostos
de polaridades também crescentes (FALKENBERG et al., 2010).

Classicamente, a caracterizagdo dos principais grupos de substancias vegetais de
interesse tem sido conseguida pela realizagdo de reacdes quimicas que resultem no
desenvolvimento de coloragéo e/ou precipitado caracteristico (FALKENBERG et al., 2010).
Métodos estes, que devem permitir avaliagdo rapida, com reacgdes sensiveis, reprodutiveis e
de baixo custo e, que permitem determinar qualitativamente a presenca dos principais
grupos de constituintes quimicos de uma planta, tanto livres, quanto na forma conjugada e,
a partir dai, orientar a extragdo e/ou fracionamento dos extratos para o isolamento dos
grupos de maior interesse (LUCIO, 2000).

A utilizacdo de material vegetal fresco pode ser indispensavel para a deteccao de
alguns componentes especificos, visto que seu emprego traz a vantagem de evitar a
presenca de substancias provenientes do metabolismo de fenecimento vegetal. No caso de
execugdo da analise fitoquimica em tempo distante da coleta, o material deve ser tratado,
visando: a sua estabilizacdo, de forma a impedir a acdo enzimatica e, assim, evitar a

alteragdo dos compostos quimicos originalmente presentes no vegetal e; a retirada de agua,
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através da secagem, tendo por finalidade impedir reagcbes de hidrélises e de crescimento
microbiano. (FALKENBERG et al., 2010).

Usualmente, estas reacdes séo realizadas em tubo de ensaio ou placa de toque,
podendo também ser utilizada a detecgdo cromatografica com reagentes especificos
(FALKENBERG et al., 2010).

A realizacdo das reacbes de caracterizagcdo diretamente no extrato bruto pode
eventualmente mascarar o resultado. O fracionamento do extrato permite concentrar os
metabdlitos, e a realizagdo dos testes com as fragdes obtidas aumentam a sensibilidade do

método e possibilitam geralmente reacdes mais nitidas (FALKENBERG et al., 2010).

1.2. Processo extrativo: consideracdes gerais

Antes de executar uma extragdo, deve-se considerar uma série de fatores que
interferem nessa operagéo, tais como as caracteristicas do material vegetal, o seu grau de
divisdo, o meio extrator e o processo extrativo (FALKENBERG et al., 2010).

O solvente utilizado deve ser o mais seletivo possivel para extrair apenas as
substancias de interesse ou em maior quantidade. Como a seletividade depende da
polaridade, o grau de polaridade do grupo de substancias que se deseja extrair determina o
solvente ou mistura de solventes que se aproxima do 6timo de seletividade para a extracédo
(FALKENBERG et al., 2010).

Os fatores relacionados aos métodos de extracdo dizem respeito a agitacao,
temperatura e ao tempo de execucgdo. Na escolha de um método extrativo, deve-se avaliar a
eficiéncia, a estabilidade das substancias extraidas, a disponibilidade dos meios extratores e
o custo do processo escolhido, considerando a finalidade do extrato que se deseja preparar
(FALKENBERG et al., 2010).

1.3. Cromatografia em camada delgada

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

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica amplamente utilizada
para fins de andlise, tanto de extratos vegetais quanto para avaliar o resultado de um
processo de separacdo (FALKENBERG et al., 2010). Esta técnica consiste na separagéo

dos componentes de uma mistura através da migragéo diferencial sobre uma camada fina
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de adsorvente, retido sobre uma superficie plana (ROCHA, 2000; CROMATOGRAFIA, 2010,
p.105). Utiliza-se o desenvolvimento dessa técnica com maior frequéncia na analise vegetal,
em virtude da simplicidade e facilidade de compreensdo, rapidez de execucao,
sensibilidade, versatilidade, reprodutibilidade e baixo custo oferecido pela técnica e, ainda,
pelos resultados apresentados. Assim, algumas farmacopeias empregam-na como processo
habitual na identificacdo de substancias (ROCHA, 2000; COSTA, 2001).

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

1.4. Cromatografia em coluna por adsorgéo

A cromatografia em coluna € um método de separagcado que desempenha um papel
importante na purificagdo de compostos de valor na investigagcao e produgédo de produtos
farmacéuticos. E um método que pode ser utilizado, de maneira rapida e econdmica, para a
obtencdo de substdncias com pureza elevada. Na pratica, fornecem um alto grau de
confiabilidade, a transferéncia direta de escala de analise e um processamento otimizado
(CROMATOGRAFIA, 2010, p.107).

Além da separacado dos compostos de uma mistura, tem-se o interesse em coletar as
fragbes resultantes desse processo contendo os componentes da mistura para posterior
analise e/ou utilizacdo, que pode ser a identificagdo de um ou mais de seus componentes,
determinacgéo da atividade biolégica de um ou mais constituintes da fracéo, verificagdo da

utilizacdo de uma fragéo isolada; purificacdo de um farmaco e outros.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Processos fitoquimicos

Para o desenvolvimento dos processos fitoquimicos foram utilizados os materiais
vegetais obtidos e preparados conforme as metodologias descritas (itens 2.1., 2.2. € 2.4.) no

Capitulo 1.

2.1.1. Processos extrativos para a obtencdo dos extratos brutos em diclorometano e

etanol e, do 6leo essencial de folhas de Schinus terebinthifolius

Os extratos brutos foram obtidos a partir de folhas secas por processos de extragéo
sob refluxo em aparelho extrator de Soxhlet, sob aquecimento suficiente para manter o
solvente em ebuligdo moderada durante quatro horas e, por maceragdo dinamica, em
periodos de duas horas, em agitador oscilatorio (realizando uma sequéncia de trés séries), a
temperatura ambiente, adotando-se a propor¢do de 1:5 (m/v) entre a droga vegetal
pulverizada e o liquido extrator.

Para ambos os processos, foram realizadas extragdes, primeiramente, com
diclorometano (Merck® P.A.) (polaridade de 3,4), para a obtencdo da solugdo extrativa. No
processo de maceracdo a solugcido extrativa obtida foi filtrada em algod&o. As solugbes
extrativas recolhidas foram concentradas em evaporador rotatoério sob pressido reduzida
(Buchi® R-215) com temperatura maxima de 40 °C, transferidas a frascos de vidros
adequados e secas em capela, resultando no extrato bruto diclorometanico (EBd). O residuo
vegetal, resultante do processo de extracdo com diclorometano, foi retomado e submetido a
uma segunda extracdo, com etanol (Merck® P.A.) (polaridade de 5,2), para a obtencgdo da
solucdo extrativa etandlica. No processo de maceragéo a solugéo extrativa etandlica obtida
foi filtrada em algoddo. As solugdes extrativas recolhidas foram concentradas em
evaporador rotatorio sob pressdo reduzida com temperatura maxima de 40 °C, transferidas
a frascos de vidros adequados e secas em capela, resultando no extrato bruto etandlico
(EBet). Os valores de rendimento referentes aos processos extrativos desenvolvidos foram
calculados com base na massa (Micronal® AB204) de residuo seco obtido.

O dleo essencial foi obtido a partir de folhas frescas pelo processo de destilagéo por
arraste a vapor, com auxilio de aparelho tipo Clevenger. Foi introduzida no baldo uma
quantidade de massa de folhas frescas rasuradas, e sequencialmente, destilada por arraste
a vapor, utilizando agua destilada como solvente, por periodo de duas horas. Terminada a

operacdo, o sistema foi deixado a esfriar e, o volume do Oleo essencial, e também o
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hidrolato, foram recolhidos do tubo graduado. O aparelho tipo Clevenger foi lavado com
diclorometano para a retirada de residuos aderidos a parede da vidraria e, o seu conteudo
transferido e agitado, juntamente com éleo obtido, em funil de separagéo. A fase contendo o
6leo essencial e o hidrolato (diclorometano) foi recolhida em béquer, a amostra foi seca,
agitando-a em mistura com sulfato de so6dio anidro. A mistura foi filtrada e levada ao
evaporador rotatério, a temperatura ambiente, para a obtencido do 6leo essencial (OE). Os
valores de rendimento referentes aos processos extrativos desenvolvidos foram calculados

com base na massa de 6leo essencial obtido.

2.1.2. Perfil cromatografico dos derivados vegetais por cromatografia em camada
delgada (CCD)

Os extratos brutos e 6leo essencial obtidos foram monitorados por cromatografia em
camada delgada (CCD), usando como fase estacionaria cromatoplacas de aluminio
cobertas com silica gel (Merck® CCF-C/25). As analises foram desenvolvidas utilizando-se
como fase movel sistemas de solventes (Merck® P.A.), de diferentes polaridades, utilizando:
hexano:acetato de etila (85:15), CH,Cl,/MeOH (99:01), CH,CIl,/MeOH (95:05) e,
CH,CI,/MeOH (90:10) e BAW, aos quais as cromatoplacas foram eluidas (o sistema BAW foi
constituido por um sistema de solventes, butanol:acido acético:agua destilada (4:1:5), o qual
foi preparado em funil de separacgéo e, ap6s homogeneizagéo e separacao das fases, a fase
inferior constituida foi descartada e utilizada a fase superior). Em seguida, para a detecc¢éo
dos compostos, as cromatoplacas foram submetidas a irradiacdo com luz ultravioleta a 254
e 365 nm e, posteriormente pulverizadas com solugao de anisaldeido como revelador,
seguido de aquecimento em estufa a 100 °C. Posteriormente as imagens das cromatoplacas

foram digitalizadas.

2.1.3. Triagem fitoquimica por cromatografia em camada delgada

Os extratos brutos diclorometanico e etandlico obtidos por processos extrativos,
conforme metodologia descrita no item 2.1.1., foram submetidos a triagem fitoquimica por
CCD, para a caracterizagdo dos principais grupos de substancias vegetais de interesse. As
amostras foram aplicadas em cromatoplacas de aluminio de silica gel (Merck® CCF-C/25)
para separacdo dos compostos quimicos presentes. As placas foram eluidas com
CH,CI,/MeOH (90:10) e, reveladas com reagentes seletivos para cada classe de compostos
(Tabela 4), para a verificagcdo dos principais grupos quimicos, os quais resultaram no

desenvolvimento de coloragéo caracteristica. As classes de substéncias foram determinadas
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pela comparacao das coloragbes das manchas observadas nas placas quando reveladas,

com as coloragdes das classes descritas na literatura (WAGNER et al., 1984).

Tabela 4: Triagem fitoquimica desenvolvida em cromatoplacas por reacdes quimicas de
caracterizagéo de classes de substancias (WAGNER et al., 1984) presentes nos derivados da droga
vegetal de folhas de S. terebinthifolius.

Grupo de substancias vegetais de interesse Reveladores com reagente seletivo
Grupos cromoéforos UV 254 e 365 nm

Alcaloides Dragendorff

Cumarinas KOH metandlico + UV

Esteroides Liebermann

Flavonoides Produto natural (NP/PEG)

Taninos FeCl;:MeOH:4gua

Terpenos Vanilina sulfurica acida

UV: radiagdo ultravioleta; KOH: hidroxido de potassio; NP/PEG: difenilborato de aminoetanol; FeCls:cloreto férrico; MeOH:
metanol.

2.1.4. Fracionamento e purificagdo do extrato bruto e do éleo essencial

Dentre os derivados vegetais testados, o que apresentou melhores resultados quanto
a avaliacdo da resposta da atividade biologica (Capitulos Il e IV), foi submetido ao processo
de fracionamento, dando-se continuidade a pesquisa, com as fragbes obtidas nesse

processo.
2.1.4.1. Fracionamento e purificacdo do extrato bruto por extracdo em fase sélida

As fracbes foram obtidas pela separagdo dos componentes constituintes da mistura
de compostos presentes no extrato por extragdo em fase sélida, em funil de placa porosa,
empregando-se como fase estacionaria silica gel 60 (0,063-0,200 mm) para cromatografia
em coluna (Merck®). A técnica foi conduzida utilizando-se como fase moével sistemas de
solventes (Merck® P.A.), eluido sucessivamente, com gradientes de hexano (100%),
hexano:CH,Cl; (90:10 - 10:90), CH,Cl, (100%), CH,Cl,:MeOH (99,9:0,1 - 98,0: 2,0) e MeOH
(100%), respectivamente. A amostra foi preparada com o extrato bruto:silica gel (1:1 m/m), a
qual foi introduzida & coluna preparada nas condigdes de correlagédo de amostra:silica gel
(1:3 m/m). O eluato foi controlado, recolhendo-se fragdes de 25 mL, por um cromatograma
de fluxo por CCD. As fragbes recolhidas foram concentradas em evaporador rotatorio sob
pressdo reduzida (Buchi® R-215) com temperatura maxima de 40 °C até completa
eliminagcdo do solvente, resultando nas fragdes do extrato bruto (Fgg). Os valores de
rendimento referente ao processo desenvolvido foram calculados com base na massa

(Micronal® AB204) de componente seco das fragdes obtidas.
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2.1.4.2. Fracionamento e purificacdo do 6leo essencial por cromatografia em coluna

As fracbes foram obtidas pela separagdo dos componentes constituintes da mistura
de compostos presente no 6leo essencial por cromatografia em coluna usando sistema
isocratico, em suporte de vidro preenchido com silica gel 60 (0,063-0,200 mm) para
cromatografia em coluna (Merck®), como fase estacionaria. A técnica foi conduzida
utilizando-se como fase movel (Merck® P.A.) hexano:acetato de etila (95:05). A amostra foi
preparada com o 6leo essencial:silica gel (1:1 m/m), a qual foi introduzida a coluna
preparada nas condi¢cdes de correlagdo de amostra:silica gel (1:30 m/m). O eluato foi
controlado, recolhendo-se fragbes de 10 mL, por um cromatograma de fluxo por CCD. As
fragbes recolhidas foram concentradas em evaporador rotatério (Buchi® R-215), a
temperatura ambiente, resultando nas fragbes do 6leo essencial (Fog). Os valores de
rendimento referente ao processo desenvolvido foram calculados com base na massa
(Micronal® AB204) das fracdes obtidas.
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3. Resultados e discusséo

Os derivados da droga vegetal foram obtidos de folhas de S. terebinthifolius por
processos extrativos, desenvolvidos sob refluxo em aparelho de Soxhlet e por maceragéo
em agitador oscilatério, resultando em extratos brutos diclorometanicos (EBdS e EBdM) e
extratos brutos etanodlicos (EBetS e EBetM) e, por processo de destilagdo por arraste de
vapor, com aparelho tipo Clevenger, resultando na obtencdo do 6leo essencial (OE),
conforme metodologia descrita no item 2.1.1., e esquematicamente representada nas

Figuras 4 e 5.

Figura 4: Fluxograma dos processos extrativos, sob refluxo em aparelho de Soxhlet e por maceragéo
dindmica, para a obtencdo dos extratos brutos diclorometanicos e etandlicos de folhas de S.
terebinthifolius.

Droga vegetal pulverizada
(folhas secas)

Refluxo (Soxhlet) | Maceragdo (dinamica)
- Extracdo. dicloromelano
- Extragdo: diclorometano {2 horas/ 3x conseculivas)
{4 horas - Filtragdo
[ | | |
EBdS Residuo EBdM Residuo
= | e (]
- t"(tfagﬁﬂ 'E'Taﬁi:ll ".‘I_JHIEI%;‘.IU Elﬂlb_\_:i ~
(4 horas) -Lhcra:‘-_?x conssculivas
- Filtracdo
[ | [ |
EBetS Residug EBetM Residun

Figura 5: Fluxograma do processo de destilagado por arraste de vapor, em aparelho tipo Clevenger,
para a obtengéo do 6leo essencial de folhas de S. terebinthifolius.

Matéria-prima vegetal
falhas frescas)

Arraste de vapor(Clevenger)
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- Filtragdo. sulfato de sodio anidro
- Evaporacdo do solvente
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Com base na massa de residuo seco dos extratos brutos e do 6leo essencial obtidos
foram calculados os valores de rendimento dos processos extrativos que estdo expressos

na Tabela 5.

Tabela 5: Rendimento dos processos extrativos - sob refluxo em aparelho de Soxhlet, por maceracao
dindmica e por arraste de vapor em aparelho tipo Clevenger - referente 8 massa de residuo seco dos
extratos brutos e do 6leo essencial obtidos no processo extrativo de folhas de S. terebinthifolius.

Processo extrativo Rendimento*, segundo origem da matéria-prima vegetal
Método de extracao Derivado Acesso 1 Acesso 2 Acesso 3
Refluxo em Soxhlet EBdS 6,69% 9,01% 4,92%
(método a quente) EBetS 11,14% 6,50% 8,80%
Maceragao dindmica EBdM 7,50% 9,33% 6,58%
(método a frio) EBetM 20,20% 14,36% 18,88%
Arraste de vapor em Clevenger OE - 0,08% -

Acessos: Acesso 1 (Unesp); Acesso 2 (CPQBA); Acesso 3 (UniPinhal).

*Porcentagem (%): massa/massa.

Derivados: EBAS: extrato bruto diclorometanico obtido por Soxhlet; EBetS: extrato bruto etandlico obtido por Soxhlet; EBAM:
extrato bruto diclorometanico obtido por maceragéo; EBetM: extrato bruto etanélico obtido por maceragéao; OE: 6leo essencial.

Empregou-se para a analise do perfil quimico dos extratos brutos e 6leo essencial
obtidos da matéria-prima vegetal, a técnica de cromatografia em camada delgada. A anélise
foi desenvolvida conforme metodologia descrita no item 2.1.2. Buscou-se avaliar os
compostos presentes nos derivados de droga vegetal obtidos, quanto a separagéo de seus
componentes pela migragdo diferencial das substancias sobre a camada adsorvente da
cromatoplaca, por trés sistemas eluentes de fase organica de diferentes polaridades
utilizados: hexano:acetato de etila (85:15), CH,Cl;:MeOH (99:01) e CH,Cl,:MeOH (90:10).

Os perfis cromatograficos por CCD estao apresentados na Figura 6.
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Figura 6: Perfil cromatografico por CCD de extratos brutos e dleo essencial de folhas de S.
terebinthifolius, matéria-prima vegetal oriundas da Unesp, CPQBA e UniPinhall.
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Amostras: 01 EBdSCpQBA; 02 EBdSUNEsp; 03 EBdSUnipinha|; 04 EBetSchBA; 05 EBetSUNEsp; 06 EBetSUnipi,—,ha|; 07 EBdMCPQBA; 08
EBdMuynesp; 09 EBdMunipinhai; 10 EBetMcpaga; 11 EBetMunesp; 12 EBetMunipinnal € 13 OEcpaea. Fase movel: A) hexano:acetato de
etila (85:15); B) CH,Cl,:MeOH (99:01); C) CH,Cl,:MeOH (90:10). Revelador: UV a 254 e 365 nm e sol. anisaldeido.

De acordo com a Figura 6, percebe-se que ha uma pequena variagdo nos perfis
cromatograficos dos extratos diclorometénicos bem como dos extratos etandlicos de folhas
de S. terebinthifolius, o que pode ser devido ao quimiotipo, isto é, diferenga na composicao

quimica entre os diferentes Acessos estudados. Segundo Santos e colaboradores (2007),
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em um estudo que avaliou as possiveis alteragdes quimicas do derivado vegetal de
exemplares de S. terebinthifolius, ndo houve variagdo da composicao quimica do derivado
vegetal, para um mesmo acesso, durante os meses de coleta. Por outro lado, foram
observadas diferengas quimicas entre os Acessos estudados, em todos os meses avaliados,
verificando que as mesmas produzem compostos quimicos maijoritarios diferentes. Pilan e
pesquisadores (2011), em um estudo para avaliar o teor e a composigdo quimica do
derivado vegetal de populagbes de aroeira, observaram em suas analises uma grande
variabilidade em termos de teor de 6leo e composicdo quimica entre as populagdes,
ressaltando a importancia do quimiotipo de interesse para uma dada utilizagdo em particular.
Esses estudos corroboram a variagdo dos perfis cromatograficos encontrados para as
amostras estudadas no presente trabalho e podem justificar a diferenga na resposta das
atividades biologicas em relacdo aos derivados vegetais frente aos testes avaliados (ver
Capitulos Il e V).

Desenvolveu-se também analise, por cromatografia em camada delgada, para os
extratos brutos diclorometanico e etanélico, em solugdo de concentragdo de 30 mg mL™,
sendo aplicado & placa 10 pL (microsseringa Microliter™ #701) do extrato padronizado. As
analises foram desenvolvidas utilizando-se como fase mdével dois sistemas de solventes:
CH,CIl,:MeOH (90:10) e BAW. Os perfis cromatograficos por CCD estdo apresentados na
Figura 7.

Figura 7: Perfil cromatografico por CCD de extratos brutos de folhas de S. terebinthifolius, matéria-
prima vegetal oriundas da Unesp, CPQBA e UniPinhal.
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Amostras: 01 EBdSCPQBA; 02 EBdSUNESP; 03 EBdSUnipinha|; 04 EBetSchBA; 05 EBetSUNEsp; 06 EBetSUnipinha|; 07 EBdMCPQBA; 08
EBdMUNEsp; 09 EBdMUnipinha|; 10 EBetMchBA; 11 EBetMUNEsp e 12 EBetMUmpinha|. Fase movel: A) CHzolleeOH (9010), B) BAW.
Revelador: UV a 254 e 365 nm e sol. Anisaldeido.
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Com a finalidade inicial de investigagdo e de avaliacdo da presenca de grupos de
metabdlitos secundarios em folhas de S. terebinthifolius, utilizou-se um conjunto de técnicas
apropriadas para a triagem fitoquimica por CCD da droga vegetal em questdo. Os

resultados da analise fitoquimica dos extratos brutos estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Resultado referente a triagem fitoquimica por CCD dos extratos brutos da droga vegetal
pulverizada de folhas de S. terebinthifolius, segundo Wagner e colaboradores (1984),

Grupos de substancias Reveladores especificos Resultados das analises Extratos brutos
Grupos croméforos UV 254 e 365 nm Positivo EBdS e EBdMcpara
Alcaloides Dragendorff Negativo -
Cumarinas KOH metandlico + UV Negativo -
Esteroides Liebermann Negativo -
Flavonoides NP/PEG Negativo -

Taninos FeCl3;:MeOH:H,O Positivo EBetS e EBetM
Terpenos Vanilina sulfurica acida Positivo EBdS e EBdM

Pela analise do perfil cromatografico, dentre os grupos de substancias pesquisadas
na triagem fitoquimica por CCD (Tabela 6), pela comparagédo das coloragbes das manchas
observadas nas placas quando reveladas com reagentes especificos as classes descritas
na literatura (WAGNER et al., 1984), foi possivel observar e inferir, pela positivagédo da
reagéo (Figura 8), a presenca de terpenoides nos extratos diclorometanicos (EBdS e EBdM),
a partir da reagdo com vanilina sulfurica acida, caracterizado pela coloragéo violeta e, a
presenga de taninos nos extratos etandlicos (EBetS e EBetM), a partir da reagdo com o
revelador seletivo constituido de FeCl;:MeOH:H,0, caracterizada pela coloragdo azul,
localizada no ponto de aplicagdo, indicando a presenga de taninos hidrolisaveis. Foi
observado também pontos de fluorescéncia através da irradiacdo com luz UV a 254 e 365
nm, somente para os extratos diclorometanicos proveniente da matéria-prima vegetal
coletada no Acesso 2 (CPQBA), obtidos tanto por refluxo (EBdScpqsa) quanto por

maceracao (EBdMcpaga).
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Figura 8: Triagem fitoquimica por CCD, segundo Wagner e colaboradores (1984), de extratos brutos
de folhas de S. terebinthifolius, matéria-prima vegetal oriundas da Unesp, CPQBA e UniPinhal.

CCD_10: Schinus tarebenthifolivs Es FeCly:MeOH:H,O CCD_11: Schinus teredinthiolivs_im Vanilina
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Amostras: 01 EBdSCpQBA; 02 EBdSUNEsp; 03 EBdSUmpinha|; 04 EBetSchBA; 05 EBetSUNEsp; 06 EBetSUmpinha|; 07 EBdMCPQBA; 08
EBdMUNEsp; 09 EBdMUmPi"haﬁ 10 EBetMchBA; 11 EBetMUNEsp e 12 EBetMUnipmha|. Fase movel: CHZC'Z/MeOH (9010)
Reveladores: A) FeCl;:MeOH:H,O (Taninos) e B) vanilina sulfurica acida (Terpenacs).

Os resultados da triagem fitoquimica constituem uma orientacdo e devem ser
interpretados em conjunto com os resultados de triagem farmacologica. Assim, quando uma
planta revela uma dada acdo durante uma triagem farmacoldgica e presenca de um dado
grupo de substancias na triagem fitoquimica, & bastante provavel que a agéo farmacolégica

seja devida a fracdo da substancia ou associagdo delas (LUCIO, 2000).

Posteriormente, procedeu a analise pela técnica de cromatografia em camada
delgada para os extratos brutos diclorometanico e etandlico e 6leo essencial, em solugbes
de concentragdes de 30 mg mL™" para os EB e de 10 mg mL™ para o OE, sendo aplicados a
placa 10 pL (microsseringa Microliter™ #701) do derivado padronizado. As analises foram
desenvolvidas utilizando-se como fase movel, CH,Cl.MeOH (95:05) para os EBd,
CH,CI,:MeOH (90:10) para os EBet e, hexano:acetato de etila (90:10) para o OE, a fim de
evidenciar diferencas em relagdo a origem da matéria-prima vegetal e do método de

extracdo. Os perfis cromatograficos por CCD estao apresentados na Figura 9.
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Figura 9: Perfil cromatografico por CCD de extratos brutos e dleo essencial de folhas de S.
terebinthifolius, matéria-prima vegetal oriundas da UNESP, CPQBA e UniPinhal.

& & 4 . ol * ®
B2 o8 W1 07 03 MA 05 11 ® W 08 12B| O

Coo. 12 EBd CHLIMeOH 3% | CCD_1XEBal  CH:ChMeOH 10% [ CCDO_14.0E

¥ joeoEA B

0EC

m

Amostras: A) 02 EBdSUNEsp; 08 EBdMUNEsp; 01 EBdSCpQBA; 07 EBdMCPQBA; 03 EBdSUmpinha|; 09 EBdMUnipinha|; B) 05 EBetSUNEsp;
1 EBetMUNESp; 04 EBetSchBA; 10 EBetMchBA; 06 EBetSUnipinhm; 12 EBetMUnipinha|; C) OECPQBA. Fase moével: A) CHzClz:MeOH
(95:05); B) CH,Cl,:MeOH (90:10); C) hexano:acetato de etila (90:10). Revelador: UV a 254 e 365 nm e sol. anisaldeido.

Pela analise do perfil cromatografico (Figura 9) foi possivel comparar os perfis dos
extratos obtidos, em relacdo a origem do material vegetal e a técnica utilizada no processo
extrativo. Pode-se constatar uma certa similaridade entre os perfis dos extratos
diclorometanico obtidos, tanto por refluxo quanto por maceragédo de um mesmo individuo,
diferindo-se em relagdo a area de coleta das amostras vegetais (Figura 9.A).

Na Figura 9.B observou-se a ocorréncia das mesmas bandas, tanto pela extragao
por refluxo quanto por maceragao, entretanto a intensidade de sinal apresenta-se mais
intensa para os extratos obtidos por refluxo, o que pode ser indicativo de um melhor
rendimento no processo, pois se trata de um procedimento exaustivo de extragcdo, o qual
leva ao esgotamento do material vegetal. Na Figura 9.C pode-se observar a separag¢éo dos
constituintes majoritarios, em trés bandas distintas, o que pode representar grupos de

constituintes de caracteres semelhantes.

Inicialmente, foram obtidos os extratos brutos diclorometéanico, rico em compostos de
baixa a média polaridade, os extratos brutos etandlicos, enriquecido em compostos de
média e alta polaridade, e 6leo essencial, composto por constituintes de baixa polaridade.
Esses derivados vegetais foram submetidos a prévios ensaios de atividade antimicrobiana e
antiproliferativo, assim sendo, de acordo aos resultados apresentados nos Capitulos Il e 1V,
0 EBdScpara, foi selecionado, juntamente com o OE, para o prosseguimento dos estudos

fitoquimicos, e da atividade biolégica.
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Conduziu-se entao o fracionamento do EBdScpasa, pela técnica de extragdo em fase
soélida, conforme metodologia descrita no item 2.1.4.1. As fragdes foram recolhidas, em
frascos devidamente identificados, resultando em um total de 46 fragbes, e monitoradas por
cromatogramas de fluxo por CCD, sendo os seus componentes determinados (Figura 10).
Com base na analise dos perfis cromatograficos, as fragées equivalentes foram agrupadas,
inicialmente, em 9 fracdes, sendo de F1-F6, F7-F8, F9-F10, F11-F13, F14-F22, F23-F30,
F31-F36, F37-F40, F41-F46, e nomeadas em FA, FB, FC, FD, FE, FF, FG, FH, FI,
respectivamente (Figura 11.A). Posteriormente, apds reanalise do perfil cromatografico
dessas fragbes, elas foram reagrupou-as em 6 fragdes, sendo de FA-FD, FE, FF, FG, FH, FI
e, renomeadas em FAgg, FBgg, FCes, FDgg, FEgg, FFes, respectivamente.(Figura 11.B). Com

base na massa das fragdes obtidas, foram calculados os valores de rendimento (Tabela 7).
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Figura 10: Cromatograma de fluxo por CCD das fragbes obtidas, por cromatografia em coluna
filtrante, do EBdScpqpa de folhas de S. terebinthifolius.
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Fase movel: CH,Cl,:MeOH (95:05). Revelador: UV a 254 e 365 nm e sol. anisaldeido.
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Figura 11: Perfil cromatografico por CCD das fragcdes obtidas, por cromatografia em coluna filtrante,
do EBdScpqga de folhas de S. terebinthifolius.
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A) perfil cromatografico das fragdes equivalentes agupadas e nomeadas em FA, FB, FC, FD, FE, FF, FG, FH, Fl. B) perfil
cromatografico das fragbes equivalentes reagupadas e renomeads em FAgg, FBgg, FCes, FDgs, FEgs, FFes. Fase movel:
CH,CI,:MeOH (95:05). Revelador: UV a 254 e 365 nm e sol. anisaldeido.

Tabela 7: Rendimento referente @ massa do componente seco constituinte das fragcdes obtidas do
processo de cromatografia em coluna filtrante do EBdScpasa de folhas de S. terebinthifolius.

Fragdo do EBdScpagsa Massa do componente da fragéo (g) Rendimento (%)
FAEg 0,3208 31,83
FBes 0,2409 23,90
FCes 0,0572 05,67
FDeg 0,1318 13,08
FEes 0,0156 01,55
FFes 0,1053 10,45

Dado: massa de EBdScpqsa Utilizado, para calculo de rendimento, de 1,008 g.

Conduziu-se também o fracionamento do OE, pela técnica de cromatografia em
coluna, conforme metodologia descrita no item 2.1.4.2. As fragbes foram recolhidas, em
frascos devidamente identificados, resultando em um total de 175 fragbes, e monitoradas
por cromatogramas de fluxo por CCD (Figura 12). Com base na analise dos perfis
cromatograficos, as fragdes equivalentes foram agrupadas em 14 fracbes, sendo de F1-F7,
F8-F22, F23, F24-F26, F27-F32, F33-F36, F37-F42, F43-F47, F48-54, F55-F72, F73-F90,
F91-126, F127-F162, F163-175, e nomeadas como FJ, FA, FB, FC, FD, FE, FF, FG, FH, FI,
FJ, FK, FL, FM, respectivamente (Figura 13.A). Posteriormente, apds reanalise do perfil
cromatograficos dessas fragdes, estas foram reagrupadas em 11 fragbes, sendo a FQJ
descartada e, de FA, FB, FC, FD, FE-FF, FG, FH, Fl, FJ, FK, FL-FM, e, renomeadas em
FAog, FBog, FCog, FDog, FEog, FFog, FGog, FHoE, Flog, FJoe, FKog, respectivamente (Figura
13.B). Com base na massa das fragcdes obtidas e da quantidade de 6leo fracionado, foram

calculados os valores de rendimento (Tabela 8).
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Figura 12: Cromatograma de fluxo por CCD das fragbes obtidas, por cromatografia em coluna
classica isocratica, do OE de folhas de S. terebinthifolius, resultando em 175 fragdes.
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Fase movel: hexano:acetato de etiva (90:10). Revelador: UV a 254 e 365 nm e sol. anisaldeido.
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Figura 13: Perfil cromatografico por CCD das fragbes obtidas, por cromatografia em coluna classica
isocratica, do OE de folhas de S. terebinthifolius.
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A) perfil cromatografico das fragdes equivalentes agupadas e nomeadas em FQ, FA, FB, FC, FD, FE,
FF, FG, FH, FI, FJ, FK, FL, FM. B) perfil cromatografico das fragdes equivalentes reagupadas e
renomeads em FAOE, FBOE, FCOE, FDOE, FEOE, FFOE, FGOE, FHOE, FlOE, F‘JOE, FKOE. Fase movel:
hexano:acetato de etiva (90:10). Revelador: UV a 254 e 365 nm € sol. anisaldeido.

Tabela 8: Rendimento referente & massa do componente do éleo das fragbes obtidas do processo de
cromatografia em coluna classica isocratica do OE de folhas de S. terebinthifolius.

Fragéo do OE Massa da fracéo (g) Rendimento (%)
FAoe 0,6611 64,13
FBoe 0,0107 1,04
FCok 0,0140 1,36
FDoe 0,0106 1,03
FEoe 0,0077 0,75
FFoe 0,0044 0,43
FGoe 0,0056 0,54
FHoe 0,0314 3,05
Floe 0,0261 2,53
FJoe 0,0408 3,96
FKoe 0,0282 2,74

Dado: massa de OE utilizado, para calculo de rendimento, de 1,0308 g.

Queires e pesquisadores (2006) avaliaram os efeitos de polifenois purificados a partir
de folhas de aroeira brasileira e observaram efeitos inibidores de fragbes purificadas de
flavonoides sobre linhagem de cancer de prostata. Ceruks e colaboradores (2007), em seu
estudo fitoquimico dos constituintes fendlicos polares de S. terebinthifolius, desenvolveram o
fracionamento cromatografico do extrato em etanol das folhas de S. terebenthifolius, guiado
pelo ensaio para deteccdo do potencial antirradicalar, que resultou no isolamento de cinco
compostos fendlicos ativos (galato de etila, galato de metila, miricetrina, quercitrina e
miricetina). Cavalher-Machado e pesquisadores (2008) investigaram a atividade antialérgica

da fracao de acetato de etila de folhas de S. terebinthifolius, enriquecida de acido galico,
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metil galato e 1,2,3,4,6-pentagaloilglucose e, demostraram a inibicdo da liberacdo de
histamina durante a degranulagdo de mastdcitos e influxo de eosinéfilos. Farag (2008), em
seu estudo sobre compostos fendlicos de folhas de S. terebinthifolius, isolou e identificou
pela primeira vez dois ésteres de acido quinico (acido 5-O-cafeoilquinico e acido 5-O-
cumaroilquinicos), trés glicosideos miricetina (miricetina 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1""—6")-p-
D-galactopiranésido, miricetina 3-O-B-D-glucuronido, miricetina 3-O-p-D-galactopiranésido),
1,6-digaloil-B-D-glucose e (+)-catequina. El-Massry e colaboradores (2009), estudando a
composi¢do quimica, no extrato etandlico, de folhas de S. terebinthifolius identificaram os
compostos fendlicos: acido caféico, acido siringico, acido cumarico, acido elagico, acido
galico e catequina (traco). Segundo Santos e colaboradores (2009), em um estudo
etnobotanico de plantas medicinais para problemas bucais, destacou-se a aroeira dentre as
mais vendidas pelos raizeiros, devido aos relatos de uso sobre a atividade cicatrizante e
anti-inflamatéria em afecgdes bucais. Salvi Junior (2009), em seu estudo farmacognéstico
com folhas de S. terebinthifolius, detectou, por triagem fitoquimica preliminar e triagem por
CCD, do extrato bruto etandlico e fragbes, a presenca de taninos pirogalicos (hidrolisaveis),
de galotaninos e elagitaninos, flavonoides (flavonéis), saponinas, terpenoides e/ou nucleo
fundamental de esteroides e heterosideos e, avaliou o efeito do extrato e das fragbes sobre
micro-organismos, observando-se uma atividade promissora dos derivados vegetais como
agentes antibacterianos. Gomes e pesquisadores (2010) avaliaram a atividade de lectina
isolada de folhas S. terebinthifolius contra C. albicans e E. coli, e constataram que esta
substancia € um biomaterial de potencial aplicagdo antimicrobiana. Fatos esses que fizeram
relevante a continuidade dos estudos com folhas de aroeira, para com o desenvolvimento do
presente trabalho.

Tomando-se como base esses estudos e outros ja publicados, correlacionando
dados fitoquimicos quanto a presenca de certos metabdlitos, técnicas de separacao,
purificacdo e isolamento de componentes quimicos de plantas medicinais, com
investigacdes de atividades biologicas desses componentes, pelas evidéncias dos derivados
de folhas de S. terebinthifolius possuirem tais compostos ativos, reforca-se o tema desse

trabalho quanto a utilizagao das folhas de aroeira como farmacégeno.
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4. Concluséao

As folhas de S. terebinthifolius podem ser indicadas como fonte de compostos, de
diferentes classes, passiveis de ser extraidos. Isso pode ser observado pelo rendimento
obtido nos processos extrativos. Quanto aos valores de rendimento obtidos, observou-se um
melhor rendimento no processo de maceragao dindmica em relacdo a extracao sob refluxo
em aparelho Soxhlet, independente dos liquidos extratores utilizados. Em relacdo aos
solventes usados, o diclorometano apresentou similaridades relativas aos processos
utilizados, logo o etanol apresentou diferencas de rendimento aos processos extrativos,
revelando uma maior eficiéncia na maceragéo dindmica. Em relagdo as amostras, a do
Acesso 1 apresentou um maior rendimento extrativo, quando utilizado etanol como solvente,
dessa forma, calcula-se que esse Acesso apresenta uma concentragdo maior de compostos
de média e alta polaridade em relagao aos demais. Da mesma forma, a amostra do Acesso
2 apresentou um maior rendimento, ao uso de dicloromentano, o que se pode considerar
uma concentragcdo maior de compostos de baixa a média polaridade em relacdo aos demais
Acessos.

Os resultados da pesquisa relacionada com o perfil fitoquimico das folhas de aroeira-
vermelha verificaram a ocorréncia de grupos de metabdlitos secundarios de interesse, e
revelaram a presencga de terpenoides nos extratos diclorometénicos (EBdS e EBdM) e, de
compostos fendlicos (taninos hidrolisaveis) nos extratos etandlicos (EBetS e EBetM), tanto
para o processo de extragdo sob refluxo em aparelho Soxhlet quanto para maceragéo
dindmica, para todos os Acessos avaliados.

Os resultados observados na extragcdo em fase soélida mostraram-se inferiores,
quando comparados a cromatografia em coluna, a qual se mostrou mais efetiva para a
separagao dos componentes da mistura do derivado vegetal analisado, com a obtencao de
compostos mais purificados, ou até mesmo, susbtancias puras.

Esses resultados permitem estabelecer uma estratégia para a extragao,
fracionamento, purificagdo e isolamento das substancias presentes no derivado vegetal de

folhas de S. terebinthifolius.
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CAPITULO 1Il
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
PARA MICRO-ORGANISMOS ORAIS

1. Introducéo

As plantas sempre foram o principal meio a que a humanidade recorreu para
tratamento das doencgas. Inicialmente, de modo empirico, foi pela experimentacao,
selecionando e conhecendo sua atividade e toxicidade, como foi o caso de plantas que
ainda hoje sao utilizadas na medicina tradicional e na medicina classica (CUNHA; ROQUE,
2005).

No inicio do século 20, antes da “Era sintética”, 80% dos medicamentos eram obtidos
de raizes, cascas e folhas. Ao longo da histéria, os produtos naturais tém sido investigados
e utilizados como matéria-prima para tratamentos de doencas. Em tempos atuais os
produtos naturais continuam sendo fontes significantes de farmacos e o emprego de
medicamentos a base de plantas é muito importante em muitas regides do mundo (CUNHA,;
ROQUE, 2005; McCHESNEY et al., 2007).

Deve-se destacar o importante emprego das plantas na terapéutica nos paises em
desenvolvimento, onde a populagéo, devido a sua grande ligagcdo a costumes ancestrais,
continua a usa-las como principal fonte de medicamento (CUNHA; ROQUE, 2005). Segundo
a OMS, 80% da populagdo mundial residente em paises em desenvolvimento, faz uso de
medicamentos derivados de plantas medicinais. Pesquisas demonstram que mais de 90%
da populagéo ja fez uso de alguma planta medicinal (CORREA; ALVES, 2008). No Brasil, a
rica biodiversidade, como a maior diversidade vegetal do mundo, ampla diversidade
sociocultural, uso de plantas medicinais vinculado ao conhecimento tradicional e tecnologia
para validar cientificamente esse conhecimento, contribuiu para que a utilizagéo das plantas
medicinais seja considerada uma area estratégica e um grande potencial para o
desenvolvimento dessa terapéutica para o pais.

No mundo Ocidental, principalmente nas ultimas décadas, tem ocorrido um renovado
interesse pelo uso das plantas medicinais na terapéutica, constituindo, em certas
circunstancias, uma ajuda nos cuidados primarios a saude e um excelente complemento
terapéutico, compativel com a medicina classica (CUNHA; ROQUE, 2005). Esse interesse,
popular e institucional, vem crescendo no sentido de fortalecer a fitoterapia no SUS. A OMS
tem expressado a sua posicao a respeito da necessidade de valorizar a utilizagdo de plantas

medicinais no admbito sanitario, tendo em conta a utilizacdo de plantas ou preparac6es
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destas no que se refere a atencdo primaria de saude. Ao lado disso, destaca-se a
participacdo dos paises em desenvolvimento nesse processo, ja que possuem 67% das
espécies vegetais do mundo (MINISTERIO, 2006).

No Brasil, a regulamentacdo de acesso e utilizacdo de plantas medicinais e
fitoterapicos esta sendo contemplada pela Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF), que vem estabelecendo diretrizes e linhas prioritarias para o
desenvolvimento de agdes nessa area. Cabe ressaltar a normatizagéo, pela Portaria n® 971
de maio de 2006, da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC)
no SUS, a qual enfatiza a introducao de plantas medicinais e fitoterapicas no admbito da

atencéo basica no sistema publico.

1.1. Pesquisa da atividade biolégica

Considerando-se a existéncia de aproximadamente 300 mil espécies de plantas
superiores, apenas uma pequena porcentagem, estimada em 10 mil espécies, tem seu uso
medicinal documentado (McCHESNEY et al., 2007). Dentre as espécies botanicas
existentes, a espécie S. terebinthifolius foi selecionada para o estudo da atividade biologica,
levando-se em conta o aspecto etnobotanico e seu potencial antimicrobiano.

A pesquisa da atividade biologica de plantas medicinais e aromaticas visa descobrir
aquelas que apresentam finalidades terapéuticas. A triagem deve ser cuidadosamente
padronizada para que seja segura e reprodutivel. A quantidade do material em teste,
necessaria para efetivar essa triagem, deve ser pequena e os procedimentos planejados
podendo-se utilizar o material bruto como extratos de plantas, éleos essenciais, fragbes ou
substancias isoladas. Seja geral ou especifica, a triagem produz somente suposi¢cdes sobre
a atividade que a amostra possa vir a ter (LUCIO, 2000).

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

mais aprofundados da espécie vegetal em questao.
1.2. Estudo antimicrobiano
As substancias antimicrobianas ou antibiéticas representam talvez o maior avango da

farmacoterapia nas ultimas cinco décadas ou mais, com progresso sem limites dentro da

terapéutica medicamentosa. O referido grupo de medicamentos condiciona, de forma
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efetiva, o efeito de espécies microbianas patogénicas e oportunistas responsaveis pelas
mais variadas patologias que provocam a incapacidade prolongada ou Obito de seres
humanos, sem restrigdo de faixa etaria, situagado financeira ou estado da saude do individuo
atingido. Os antimicrobianos constituem um grupo especial de agentes terapéuticos,
geralmente produzidos e obtidos a partir de organismos vivos. Sao substancias que, em
pequenas concentragdes, devem possuir atividade letal ou inibitoria contra muitas espécies
microbianas, prevenir o desenvolvimento de micro-organismos resistentes, ndo ter efeitos
indesejaveis ao hospedeiro, ser estavel quimicamente, entre outras. A atividade
antimicrobiana é um item relevante na caracterizacdo de extratos vegetais, dada a
importancia e o numero bastante grande de doengas infecciosas que acometem o homem
(COWAN, 1999; LIMA et al., 2000).

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

Em um amplo estudo sobre plantas medicinais, avaliando a atividade antimicrobiana
de extratos vegetais contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, micobactérias,
leveduras e fungos filamentosos, confirmou-se, quanto ao potencial antimicrobiano
apresentado em baixas concentracbes de extrato, a ocorréncia de inibicdo sobre o
crescimento de micro-organismos (LIMA et al., 2000). Isso confirma a grande importancia
que tais produtos possuem como perspectiva para produg¢do de novos e eficientes farmacos
que possam ser utilizados na medicina para terapéutica de processos infecciosos e, de
modo geral, os agentes antimicrobianos podem manifestar sua atividade por varios
mecanismos, como lesao da parede celular, alteragdes da permeabilidade celular, alteracéo
das moléculas de proteinas e acidos nucléicos e inibicao da sintese de acidos nucleicos.

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

Véarios métodos podem ser utilizados para a determinagcdo da atividade
antimicrobiana in vitro, sendo aplicados em estudos de triagem de novas substancias ativas.
A técnica de difusdo em agar e métodos de diluigdo em tubos e/ou microplacas podem ser

utilizados para avaliacdo da atividade antimicrobiana de compostos quimicos, sendo o
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método de microdiluicdo em placas, um método quantitavivo, utilizado para a determinacgéo
da concentracdo inibitéria minima e que permite a andlise de varios compostos em
pequenas quantidades e em diferentes espécies bacterianas concomitantemente (ELOFF,
1998).

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

Schinus terebinthifolius, como agentes antimicrobianos.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro

2.1.1. Amostras vegetais

Para o desenvolvimento dos estudos de atividade antimicrobiana, pela
bioprospeccao de compostos vegetais antimicrobianos, foram utilizados os extratos brutos e
6leo essencial e, posteriormente todas as fragdes do extrato e do 6leo essencial vegetal de

S. terebinthifolius obtidos conforme as metodologias descritas no Capitulo Il.

2.1.2. Micro-organismos

As cepas de bactérias utilizadas para a avaliagdo da atividade antimicrobiana foram
selecionadas levando-se em consideragédo a composigdo microbiana dos biofilmes orais e
dos principais micro-organismos relacionados a carie, gengivite e outras infec¢des da
cavidade oral: Fusobacterium nucleatum (anaerobio estrito) ATCC 25586, Porphyromonas
gingivalis (anaerébio estrito) ATCC 33277, Prevotella intermedia (anaerobio estrito) ATCC
25611, Staphylococcus aureus (aerébio) ATCC 6538, Streptococcus mitis (anaerébio) ATCC
903, Streptococcus mutans (microaeréfilo) ATCC 25175 e Streptococcus sanguis
(microaerdfilo) ATCC 10556. A cepa de levedura, Candida albicans (aerébio) ATCC 18804,
foi introduzida ao estudo devido a sua coparticipagdo na formacédo dos biofilmes dentais e

sua prevaléncia na cavidade oral.

2.1.3. Meios de cultura

Foram utilizados para manutencdo dos micro-organismos e realizacdo dos testes de
atividade antimicrobiana por método de bioautografia, os meios de cultura: Brain Heart
Infusion Agar (BHI Agar) (BD Bacto™) ou Tryptic Soy Agar (TSA) (Merck®) para a cepa de
Staphylococcus aureus, Brain Heart Infusion Agar (BHI Agar) (BD Bacto™) acrescido de
cloreto de L-cisteina (Synth®) para as cepas de Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Streptococcus mitis, Streptococcus mutans e Streptococcus
sanguis e, Agar Sabouraud Dextrose (SDA) (Merck ®) para a cepa da levedura C. albicans.

Para a realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana pelo método de

microdiluicdo em placas foi utilizado o caldo BHI para a bactéria aerébia, o caldo BHI
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acrescido de L-cisteina para as bactérias anaerdbias e microaeroéfilas e, o caldo Sabouraud,
para a levedura.

Para a realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana pelo método de
bioautografia em CCD foi utilizado o BHI Agar ou TSA para a bactéria aerébia, o BHI Agar
acrescido de L-cisteina para as bactérias anaerdbias e microaeréfilo e, o SDA para a

levedura.

2.1.4. Estocagem e manutencéo das cepas

As amostras microbianas foram mantidas em meios de cultura apropriados acrescido
de 20% de glicerol e conservadas em ultrafreezer a -70 °C. Para os ensaios de atividade, as
cepas foram repicadas em caldos apropriados, incubadas em estufa (Fanem®, modelo 002
CB) durante 24 horas a 37 °C.

2.1.5. Preparo do in6culo

O preparo dos in6culos para os testes de suscetibilidade foram realizados seguindo
as recomendacdes do protocolo M7-A6, para bactérias (CLSI, 2005) e, recomendagbes do
protocolo M27-A2, para leveduras (CLSI, 2002).

2.1.5.1. Padronizacdo da suspensao bacteriana

A suspensdo bacteriana foi padronizada a partir de cultura obtida conforme item
2.1.3. Apds agitacdo e consequente repouso, uma aliquota da suspensao foi transferida
para tubo contendo solugdo salina 0,85% estéril, seguida de leitura e ajuste
espectrofotométrico a 625 nm com absorvancia de 0,08 a 0,10, correspondente a uma
concentragdo equivalente a 1,5 x 108 UFC mL™. Para utilizagdo na microplaca, foi realizado
uma diluicdo seriada do inéculo a 1:10 em meio de cultura especifico descrito no item
2.1.3.1., obtendo-se uma suspenséao de concentracdo a 1,5 x 108 células mL™" e, desta, 1 mL
foi adicionado em 500 pL de meio de cultura especifico, obtendo-se uma suspensdo
correspondente a concentracdo de 1 x 10° células mL™, para que, com a aplicagdo de 100
L desta nos pocos da microplaca, resulte em uma concentragéo final de 5 x 10° células mL’

' conforme as recomendacdes do protocolo M7-A6 para bactérias (CLSI, 2005).
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2.1.5.2. Padronizacdo da suspenséo de levedura

A suspensao de levedura foi padronizada a partir de cultura obtida conforme item
2.1.3. Apébs agitacdo e consequente repouso, uma aliquota da suspenséo foi transferida
para tubo contendo solugdo salina 0,85% estéril, seguida de leitura e ajuste
espectrofotométrico a 530 nm com absorvancia de 0,08 a 0,10, correspondente a uma
concentragao equivalente a 5,0 x 10 UFC mL™. Para utilizagdo na microplaca, foi realizado
uma diluicdo seriada do inéculo a 1:100 em meio de cultura especifico descrito no item
2.1.3.1., obtendo-se uma suspensao de concentracado a 5,0 x 10* células mL™", seguida de
uma diluicdo de 1:20 da suspensao, para que, com a aplicacdo de 100 yL desta nos pocos
da microplaca, resulte em uma concentragéo final de 2,5 x 103 células mL™", conforme as

recomendacgdes do protocolo M27-A2, para leveduras (CLSI, 2002).
2.1.6. Preparo dos derivados vegetais para os ensaios de atividade microbiana

Os extratos brutos e o éleo essencial foram preparados em solugdo de 20 mg mL™,
em propileno glicol P.A. (Cetus/Ecibra®), antes da realizagdo dos testes de atividade
antimicrobiana.

As fragdes do extrato EBdScpqea € do 6leo essencial foram preparadas em solugéo

de 4 mg mL™", em propileno glicol P.A. (Cetus/Ecibra®), antes da realizagao dos testes.

2.1.7. Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) pelo método de

microdiluicdo em placas

A CIM foi determinada através da microdiluicdo em placa, segundo a Norma M7-AB,
para bactérias (CLSI, 2005) e, Norma M27-A2, para leveduras (CLSI, 2002) do Clinical and
Laboratory Standards Institute (anteriormente, National Committee for Clinical Laboratory

Standards), com modificagdes.
2.1.7.1. Método de microdiluicdo em placas

Os métodos para determinagdo da CIM foram realizados segundo normas do CLSI
adaptando-se as técnicas propostas. Os testes foram realizados em placas para cultura
(Test Plate 96F 92096 / TPP®), descartaveis e estéreis de 96 pogos (8 linhas de A-H / 1-12
colunas), de fundo plano, com tampa. Foram utilizados os meios de cultura, conforme item

2.1.3.1. Os derivados vegetais foram preparados em solugdo conforme descrito no item
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2.1.5. Para o desenvolvimento dos testes foram utilizadas cepas padrdo, conforme
apresentado no item 2.1.2.

Aos 96 pocos da placa (linhas de A a H e colunas de 1 a 12) (Figura 14), foram
depositados, aos orificios das linhas B-H das colunas de 1-10, 100 pyL do meio de cultura
liquido (caldo) estéril (item 2.1.3.1.). Em seguida, aos orificios da linha B das colunas de 1-
10 foram acrescentados 100 pL das solugbes das amostras a serem testadas, de
concentracdo conhecida (uma amostra diferente para cada coluna, em duplicata) e, o
conteudo dos orificios foi homogeneizado com o meio e transferidos (Multicanal Eppendorf
Research® plus), por diluicdes seriadas, das linhas B até H, sendo os 100 uL finais
desprezados de modo a obter uma concentracdo decrescente das amostras. Apds as
diluicbes seriadas, as concentragbes avaliadas, para a bioprospec¢do das amostras
vegetais variaram entre 5000 e 78,13 ug mL™" e, para a avaliagdo das fracdes, do extrato e
do 6leo, variaram entre 1000 e 0,06 ug mL™". Sequencialmente, foram adicionados 100 pL
do in6culo do micro-organismo a ser avaliado (item 2.1.2.), para concentragao final de 5 x
10° células mL™", para bactérias e, 2,5 x 10° células mL™, para leveduras, aos orificios das
linhas B-H das colunas de 1-10. Foram reservados orificios para teste de controles, sendo
aos orificios da coluna 11 das linhas de A-D depositados 200 pL (Multicanal Eppendorf
Research® plus) do meio, para controle de esterilidade do meio de cultura; aos orificios da
coluna 11 das linhas de E-H foram depositados 100 pL do meio e adicionados,
posteriormente, 100 pL do inéculo, para o controle de crescimento bacteriano; aos orificios
da coluna 12 das linhas de A-D foram depositados 50 puL do meio, adicionados 50 pL de
antibiético e, posteriormente, 100 pL do indculo, para o controle positivo; aos orificios da
coluna 12 das linhas de E-H foram depositados 50 pL do meio, adicionados 50 uL do
solvente utilizado para o preparo da amostra (item 2.1.5.) e, posteriormente, 100 uL do
in6culo, para o controle negativo. Aos orificios da linha A das colunas de 1-10 foram
depositados 150 yL do meio e acrescentados 50 uL da solucao da amostra a ser testada, de
concentracdo conhecida (uma amostra diferente para cada coluna, em duplicata), sendo
estes referentes ao controle de esterilidade das amostras. Posteriormente, as microplacas
foram levadas a estufa incubadora (Fanem®, modelo 002 CB), por 24/48 horas, a
temperatura de 36 °C, em atmosfera aerébia, microaerofilia ou anaerébia (AnaeroGen™)

dependendo da exigéncia do micro-organismo (CLSI 2002, 2005).
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Figura 14: Esquema demonstrativo da microplaca de 96 orificios, mostrando a distribuicdo das linhas
e colunas, utilizada para a avaliagéo da CIM.

Coluna 11, linhas A-D: controle de esterilidade do meio de cultura. Coluna 11, linhas E-H: controle de crescimento bacteriano.
Coluna 12, linhas A-D: controle positivo (antibiético). Coluna 12, linhas E-H: controle negativo (solvente); Linha A, colunas 1-10:
controle de esterilidade das amostras. Linhas B-H, colunas 1-10: avaliagdo das amostras vegetais.

2.1.7.2. Leitura das placas utilizando solucdo de cloreto de trifenil tetrazolio (CTT)

como revelador para determinacéo da CIM

Apbs o periodo de incubacao foi desenvolvido o método de revelagdo da placa por
solugdo de cloreto 2-3-5 trifenil tetrazélio (CTT) para a determinagdo da CIM. Para isto,
foram adicionados aos 96 orificios das placas, 50 uL da solu¢cdo de CTT, preparado na
concentragcdo de 0,1 g / 100 mL em agua estéril e, posteriormente, as placas foram
reincubadas por trés horas, para a viragem de coloragéo. O valor da CIM foi definida como a
menor concentragcdo de um agente antimicrobiano, capaz de impedir o crescimento visivel
de um micro-organismo, pelo aparecimento de coloragcdo vermelha conferida ao meio
quando as células apresentam atividade respiratéria, em testes de sensibilidade (CLSI,
2002; CLSI, 2005).

2.1.8. Determinacdo da concentracao bactericida (CBM) e fungicida minima (CFM) dos

derivados vegetais selecionados a partir do método de microdiluicdo em placas

A atividade bactericida e fungicida das amostras vegetais foi confirmada pela
determinacdo da CBM e CFM, pelo plaqueamento por superficie do material do pogo
correspondente a CIM e concentragdes anteriores a este, em meio de cultura especifico. A
CBM e CFM foram definidas como a concentragdo capaz de impedir o crescimento

microbiano em meio de cultura sélido especifico (CLSI 2002, 2005).
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2.1.9. Atividade antimicrobiana diferencial com base nha concentracdo inibitoria
minima (CIM)

O método para a determinacdo da atividade antimicrobiana diferencial foi adaptado
das técnicas do National Cancer Institute (NCI, 2013). Este estudo foi realizado
considerando-se os valores da concentragdo inibitéria minima obtidos da avaliagdo da
atividade antimicrobiana in vitro pelo método de microdiluicdo em placas.

Para executar analise comparativa, os valores das CIMs para os micro-organismos
testados frente ao composto teste foram convertidos nos seus valores logaritmicos
[log10(CIM)]. Os valores de log:o(CIM) dos micro-organismos foram utilizados para calculo da
média [M_CIM] em relagdo ao composto teste. Para a preparagéo dos dados, cada valor de
log10(CIM) foi subtraido da média correspondente para criar um valor, nomeado de delta,

originando valores positivos e negativos, segundo a expressao:
A=M_CIM -Log,,(CIM)

Criou-se um grafico padrdo tracando os valores de delta, positivos e negativos,

gerados a partir de um conjunto de valores de CIM.

2.1.10. Determinacdo da atividade antimicrobiana por método de bioautografia, de
acordo com SLUSARENKO e colaboradores (1989) em placas de cromatografia em
camada delgada (CCD)

Para o desenvolvimento dos estudos de atividade antimicrobiana por método de
bioautografia por CCD, foram utilizados o 6leo essencial vegetal (OE) e as fragbes do
extrato bruto (EBdScpqea) de S. terebinthifolius obtidos conforme a metodologia descrita no

Capitulo 1.

2.1.10.1. Preparo dos derivados vegetais

As amostras de OE e fragdes do EBdScpqea foram preparadas em solugéo, na

concentragdo de 10 mg mL™", em acetato de etila (Merck® P.A.).
2.1.10.2. Preparo das placas de CCD
Primeiramente, as cromatoplacas foram ajustadas as dimensdes adequadas, de 6x6

cm, para acomodacdo em placas de Petri. Apos dissolucdo das amostras vegetais em

acetato de etila, aplicou-se uma concentracéo (uL) (seringa Microliter™ #701), previamente
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determinada, de 60 e 90 yg do OE e de 100 ug das fragbes FBgs, FCeg € FDgg do
EBdScpasa, €m cromatoplacas de aluminio de silica gel (Merck® CCF-C/25), em triplicata.
Para elui¢do utilizou-se um sistema solvente, previamente determinado, de hexano:acetato
de etila (90:10) para as cromatoplacas de OE e CH,Cl,:MeOH (95:05) para as
cromatoplacas das fragcdes do EBdScpasa. Uma das placas foi submetida a irradiagdo com
luz ultravioleta a 254 e 365 nm e, posteriormente pulverizadas com solugao de anisaldeido

como revelador e as outras duas foram submetidas aos ensaios de bioautografia.

2.1.10.3. Preparo e padronizacéo do in6culo

O inbculo, dos micro-organismos utilizados (item 2.1.2.) para os testes de
bioautografia, foi preparado a partir do crescimento microbiano decorrido de 24/48 horas em
meios de cultura BHI Agar ou TSA (aerébios), BHI Agar acrescido de cloreto de L-cisteina
(anaerdbios) e, SDA (levedura) a temperatura de 37 °C. Procedeu-se a padronizagcéo
transferindo-se células, da cultura preparada, do tubo de manutencgéo, para tubo contendo
solucédo salina 0,15%, esterilizada. A densidade 6ptica da suspensao microbiana foi ajustada
de acordo a leitura espectrofotométrico, a 625 nm (bactérias) e 530 nm (levedura), com
absorvancia de 1,9, de modo a padronizar a concentragdo inicial de células a uma

concentracgdo equivalente de 108 UFC mL™.

2.1.10.4. Teste de atividade antimicrobiana

A suspensdo de micro-organismos preparada, conforme descrito no item 2.1.9.3., foi
inoculada por técnica de “pour plate” no meio de cultura (agar) apropriado, conforme item
2.1.3.1., utilizando-se a proporgéo de 1:1000 (v:v). Uma aliquota de 0,5 mL de solugdo de
cloreto 2-3-5 trifenil tetrazélio (CTT) a 1 mg mL™ foi adicionada ao meio inoculado, como
indicador de atividade respiratoria das células. A seguir, o meio foi vertido em placas de
Petri, sobre as placas de CCD, onde foram aplicadas as amostras de derivados vegetais.
Posteriormente, ap6s homogeneizagdo, as placas foram levadas a estufa incubadora
(Fanem®, modelo 002 CB), por 24/48 horas, a temperatura de 37 °C, em atmosfera aerébia,

microaerofilia ou anaerébia (AnaeroGen™) dependendo da exigéncia do micro-organismo.
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2.1.10.5. Leitura dos resultados

O CTT permite avaliar qualitativamente se houve inibicdo do crescimento em locais
correspondentes a uma determinada fragdo da amostra corrida na placa em questéao, pela

formacgéao de halos de inibigéo, regido onde ndo havera reagdo com o revelador.

Ademir Salvi Jinior



Capitulo lll: Avaliagao da atividade antimicrobiana para micro-organismos orais 77

3. Resultados e discusséo

3.1. Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) pelo método de

microdiluicdo em placas

Os testes de microdiluicdo em placas foram realizados conforme descritos na
metodologia para a avaliagdo da atividade antimicrobiana (item 2.1.6.) As amostras
avaliadas foram representadas, primeiramente, pelos extratos brutos diclorometanicos e
etandlicos e, o 6leo essencial vegetal de S. terebinthifolius obtidos conforme a metodologia
descrita no item 2.1.1., do Capitulo Il. Posteriormente, pela analise dos resultados obtidos
pela bioprospeccao dos derivados vegetais testados, com a melhor atividade antimicrobiana
observada e, por outros fatores anteriormente apresentados, um dos extratos brutos e o
6leo essencial vegetal foram selecionados e submetidos ao processo de fracionamento,
conforme a metodologia descrita no item 2.1.4., do Capitulo Il, para prosseguimento do
estudo microbiologico.

A atividade antimicrobiana dos extratos brutos e 6leo essencial vegetal testados
pode ser observada pela leitura das placas, de acordo com a viragem da coloragéo, e os
resultados das analises revelaram os perfis de susceptibilidade ou resisténcia das cepas de
referéncia as amostras vegetais testadas e, estdo apresentados na Tabela 9 com os valores

das CIMs correspondentes e, representados pela Figura 15.

Tabela 9: Valores da concentragéo inibitéria minima (CIM) em ug mL™", dos extratos brutos e 6leo
essencial de S. terebinthifolius, pelo método de microdiluigdo em placas utilizando soluc&o de cloreto
2-3-5 trifenil tetrazolio (CTT) como revelador.

Concentragéo Inibitéria Minima (ug mL'1)

Micro-organismos Acesso 1 Acesso 2 Acesso 3

EBdS EBetS EBdAM EBetMiEBdS EBetS EBdM EBetM OE iEBdS EBetS EBAM EBetM
C. albicans 2500 312 1250 625 | 625 312 625 625 2500)2500 625 1250 625
F. nucleatum « 2500 « 11250 2500 = « 3120 « 2500 « 2500
P.gingivalis 2500 2500 5000 2500 5000 2500 5000 2500 156 | 2500 2500 2500 2500
P.intermedia 5000 1250 + 1250 {5000 1250 + 1250 156 5000 2500 2500 2500
S. aureus + 2500 2500 {2500 2500 s 625 12500 2500 + 2500
S. mutans » 2500 « 2500 {1250 2500 1250 « 625 + 2500 « 2500
S. mitis + 1250 « 2500 | 625 1250  « s 3127 2500 o« 2500
S. sanguis 1250 1250 1250 1250 {1250 1250 1250 1250 312 {2500 2500 2500 2500

Acessos: Acesso 1 (Unesp); Acesso 2 (CPQBA); Acesso 3 (UniPinhal).

EBdS: extrato bruto diclorometanico obtido por Soxhlet; EBetS: extrato bruto etanélico obtido por Soxhlet; EBAM: extrato bruto
diclorometanico obtido por maceragéo; EBetM: extrato bruto etanélico obtido por maceragao; OE: 6leo essencial.

*:> 5000 yg mL™".
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Figura 15: Concentrag&o inibitoria minima (CIM) relevante em pg mL', dos extratos brutos e dleo
essencial de S. terebinthifolius como potenciais agentes antimicrobianos, pelo método de
microdiluicdo em placas utilizando solugao de cloreto 2-3-5 trifenil tetrazolio (CTT) como revelador.
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Derivados vegetais

Derivados: EBdS: extrato bruto diclorometanico obtido por Soxhlet; EBetS: extrato bruto etanélico obtido por Soxhlet; EBAM:
extrato bruto diclorometanico obtido por maceragéo; EBetM: extrato bruto etanélico obtido por maceragéao; OE: 6leo essencial.

Pode-se dizer que houve atividade inibitéria em funcdo da concentracdo (CIM), dos
derivados vegetais avaliados, frente ao crescimento dos micro-organismos testados. A
concentracdo inicialmente testada para a biosprospeccdo dos extratos brutos e dleo
essencial vegetal foi de 5000 pug mL™ indicando que se n&o houve atividade antimicrobiana
nesta concentragéo, o que nao quer dizer que a amostra vegetal ndo tenha atividade contra
0s micro-organismos testados em concentragbes superiores a esta ou em outras que nao
foram testadas.

Pesquisadores relatam que os derivados de produtos naturais com um CIM inferior a
1000 yg mL™" s&do considerados relevantes e derivados vegetais com um CIM inferior a 100
ug mL' sdo considerados promissores como potenciais agentes antimicrobianos
(GIBBONS, 2004; VAN VUUREN, 2008; LAMOUNIER, 2012)

Os resultados das analises revelaram certa sensibilidade dos micro-organismos
testados as amostras vegetais, apresentando uma atividade relevante das amostras do éleo
essencial e de certos extratos brutos, de folhas de S. terebinthifolius, como potenciais
agentes antimicrobianos.

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 9 e Figura 15) pode-se dizer que o 6leo
essencial das folhas de S. terebinthifolius apresentou uma melhor atividade antimicrobiana
contra P. gingivalis e P. intermedia (CIM 156 ug mL™"), também para F. nucleatum, S. mitis e
S. sanguis (CIM 312 uyg mL™") e, S. aureus e S. mutans (CIM 626 yg mL™") em relagéo aos
outros derivados vegetais testados. Em relagdo aos extratos brutos testados,

diclorometanicos e etandlicos, também obtidos de folhas de S. terebinthifolius, o EBetSynesp

Ademir Salvi Junior



Capitulo lll: Avaliagao da atividade antimicrobiana para micro-organismos orais 79

e 0 EBetScpaea se destacaram em atividade inibitéria em fungdo da concentragéo e,
apresentram uma melhor atividade antimicrobiana contra C. albicans (CIM 312 ug mL™),
seguido dos extratos, EBdScpqasa que apresentou atividade contra C. albicans e S. mitis (CIM
625 ug mL'1) e EBetMynesp, EBdMcpaea, EBetMcpaea, EBetSunipinhar € EBetMunipinna que
apresentaram atividade contra C. albicans (CIM 625 ug mL™).

Pelos resultados obtidos na avaliacdo da atividade antimicrobiana e, em conjunto aos
fatores discutidos nos demais Capitulos, levou-se ao fracionamento do 6leo essecial
(OEcpaea) € do extrato bruto (EBdScpagsa), 0 que resultou em 11 fracdes do OEcpqsa, as
quais foram nomeadas em FAgg, FBog, FCog, FDog, FEoE, FFog, FGog, FHoE, Flog, FJoe €
FKoe €, 6 fragbes do EBdScpaea, as quais foram nomeads em FAgg, FBgg, FCeg, FDgg, FEgs
e FFgs, como pode ser observado no Capitulo .

As fragbes obtidas foram entdo submetidas a avaliagdo da atividade antimicrobiana e
puderam ser observadas pela leitura das microplacas para a determinagédo das CIMs. Pode-
se dizer que houve atividade inibitéria em fungdo da concentragdo (CIM), das fracdes
OEcpaen € das do EBdScpgsa avaliadas, frente ao crescimento dos micro-organismos
testados. A concentracdo inicialmente testada para a avaliagdo das atividades
antimicrobianas foi de 1000 pg mL™.

Os resultados referentes as atividades das fragdes do OEcpqea de folhas de S.
terebinthifolius estdo apresentados na Tabela 10 com os valores das CIMs correspondentes

e, representados pela Figura 16.

Tabela 10: Valores da concentrag&o inibitéria minima (CIM) em ug mL™", das fracdes do OEcpqea de
S. terebinthifolius, pelo método de microdiluicdo em placas utilizando solugéo de cloreto 2-3-5 trifenil
tetrazdlio (CTT) como revelador.

CIM das fragbes do OEcpqga (g mL'1)

Micro-organismos
FAoe FBoe FCoe FDoe  FEoe  FFoe FGoe FHoe Floe FJoe FKoe

C. albicans 250 250 250 250 125 NA 125 125 125 125 250
F. nucleatum 250 250 250 250 125 250 31,25 62,50 125 62,50 250
P. gingivalis 1000 1000 500 500 500 NA 125 250 250 250 500
P. intermedia 500 500 500 500 500 NA 125 500 500 500 500
S. aureus 1000 1000 500 500 125 NA 125 125 125 125 500
S. mutans 500 NA NA NA NA NA NA 500 250 250 250
S. mitis 250 NA NA NA NA NA NA 125 125 125 250
S. sanguis 500 500 500 500 500 500 125 250 250 250 500

NA: n&o avaliado
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Figura 16: Concentragdo inibitéria minima (CIM) em pg mL", das fracdes do OEcpgea de S.
terebinthifolius, pelo método de microdiluigdo em placas utilizando solugdo de cloreto 2-3-5 trifenil
tetrazolio (CTT) como revelador.
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De acordo com os resultados apresentados da analise das fracdes do 6leo essencial
testadas (Tabela 10 e Figura 16) e, segundo consideracdes de certos pesquisadores
(GIBBONS, 2004; VAN VUUREN, 2008; LAMOUNIER, 2012), pode-se dizer que os
resultados revelaram que as fragdes FGog, FHoe € FJoe apresentaram uma atividade
antimicrobiana mais elevada em relagdo as demais, podendo ser consideradas promissoras
como potenciais agentes antimicrobianos. A fracdo FGoe se destacou em atividade inibitoria
em funcdo da concentracdo e, apresentou uma melhor atividade antimicrobiana contra F.
nucleatum (CIM 31,25 ug mL™), e contra C. albicans, P. gingivalis, P. intermedia, S. aureus e
S. sanguis (CIM 125 pg mL"), seguida das frages FHoe e FJog que apresentaram
atividades semelhantes contra F. nucleatum (CIM 62,50 ug mL™") e contra C. albicans, S.
aureus e S. mitis (CIM 125 ug mL™"). Cabe ressaltar a atividade antimicrobiana das fragdes
Floe contra C. albicans, F. nucleatum, S. aureus e S. mitis (CIM 125 ug mL'1) e FEoe contra
C. albicans, F. nucleatum e S. aureus (CIM 125 pg mL™"). De um modo em geral, os
resultados revelaram certa sensibilidade dos micro-organismos as demais fragdes
analisadas, podendo ser consideradas relevantes como potenciais agentes antimicrobianos.

Posteriormente ao teste de determinacdo da CIM, foi determinada a CBM e CFM, a
menor concentracdo de amostra vegetal capaz de destruir o micro-organismo, das amostras
que apresentaram atividade antimicrobiana.

Para tal, as amostras vegetais diluidas, no método de microdiluicdo em placas, foram
subcultivadas pelo plaqueamento por superficie do material do pogo correspondente a CIM

e concentragdes inferiores a esta, em meio de cultura especifico e, incubadas durante 24/48
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horas a temperatura de 37 °C. Este teste consiste verificar em quais concentragbes as
substancias que possuem atividade antimicrobiana sao bacteriostaticas ou bactericidas e
fungistaticas ou fungicidas. Os resultados para esta determinacéo estdo apresentados de

acordo com a Tabela 11.

Tabela 11: Valores da concentragédo bactericida minima (CBM) e da concentragédo fungicida minima
(CFM) das fracdes do OEcpgsa de S. terebinthifolius que apresentaram atividade antimicrobiana.

CBM e CFM do OEcpasa (Mg mL™")

Micro-organismos
FAOE FBOE FCOE FDOE FEOE FFOE FGOE FHOE FIOE FJOE FKOE

C. albicans 1000 1000 * 1000 * NA 1000 * * * *
F. nucleatum 250 250 250 1000 * * * 1000 1000 125 *
P. gingivalis * * * * * NA * * * * *
P. intermedia * * * * * NA 500 500 * 1000 *
S. aureus 1000 1000 500 500 250 NA 125 500 1000 250 1000
S. mutans 500 NA NA NA NA NA NA 500 500 250 250
S. mitis 250 NA NA NA NA NA NA 125 125 125 250
S. sanguis * * 500 * * * 250 500 1000 1000 *

*:> 1000 yg mL™
NA: no avaliado.

De acordo com os resultados obtidos para a CBM e CFM (Tabela 11) pode-se dizer
que as fracdes do 6leo essencial apresentaram acdo bactericida e fungicida para os micro-
organismos testados na concentragao indicada na Tabela 11, sendo que em concentracdes
superiores a essas apresentam acgio bacteriostatica e fungistatica. Os resultados também
revelaram, para determinadas fragdes, valores de CBMs ou CFMs iguais as CIMs, o que
pode ser considerado como os melhores resultados apresentados, devido a esses valores
terem permanecido, como observado para as fragbes FGoe frente a S. aureus (CIM 125 ug
mL™), FHoe, Floe frente a S. mitis (CIM 125 ug mL™) e FJoe frente a F. nucleatum e S. mitis
(CIM 125 ug mL™"). Cabe ainda destacar que nao foi possivel determinar a CBM e CFM para
aquelas concentrag¢des de fragdes que apresentaram valores acima da testada (> 1000 ug
mL™7).

Os resultados referentes as atividades das fragdes do EBdScpqea de folhas de S.
terebinthifolius estdo apresentados na Tabela 12 com os valores das CIMs correspondentes
e, representados pela Figura 17. Para os valores de CIMs obtidos acima da concentracdo de
62,5 ug mL™", foram desenvolvidos faixas de concentracdes, para verificar a possibilidade de
valores de CIM intermediarias, entre 1000 e 500, 500 e 250, 250 e 125 e 125 € 62,5 g mL™",

para avaliar melhor o valor das CIMs correspondentes as fracdes testadas.
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Tabela 12: Valores de concentragéo inibitoria minima (CIM) em pg mL™", das fracdes do EBdScpqea de
S. terebinthifolius, pelo método de microdiluigdo em placas utilizando solugao de cloreto 2-3-5 trifenil
tetrazdlio (CTT) como revelador.

CIM das fracdes EBdScpasa (g mL™)

Micro-organismos

FAes FBes FCes FDes FEes FFes
C. albicans 250 175 150 175 175 150
F. nucleatum 600 250 31,25 62,50 62,50 100
P. gingivalis 500 250 62,50 150 62,50 250
P. intermedia 500 250 300 300 250 300
S. aureus 500 500 250 250 250 500
S. mutans 350 62,50 31,25 15,63 7,81 125
S. mitis 125 15,63 1,95 1,95 1,95 15,63
S. sanguis 250 15,63 1,95 1,95 1,95 15,63

Figura 17: Concentragéo inibitéria minima (CIM) em pg mL", das fracdes do EBdScpqsa de S.
terebinthifolius, pelo método de microdiluigdo em placas utilizando solugéo de cloreto 2-3-5 trifenil
tetrazolio (CTT) como revelador.
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De acordo com os resultados apresentados da andlise das fracdes do EBdScpasa
testadas (Tabela 12 e Figura 17) e, levando-se em consideracdo as ponderagdes
anteriormente utilizadas (GIBBONS, 2004; VAN VUUREN, 2008; LAMOUNIER, 2012), pode-
se dizer que os resultados revelaram que as fragdes FCgg, FDegg € FEgg apresentaram uma
atividade antimicrobiana mais elevada em relacdo as demais, podendo ser consideradas
promissoras como potenciais agentes antimicrobianos. A fracdo FEgs se destacou em
atividade inibitéria em funcdo da concentracdo e, apresentou uma melhor atividade
antimicrobiana contra S. mitis e S. sanguis (CIM 1,95 ug mL™), contra S. mutans (CIM 7,81
ug mL") e contra F. nucleatum e P. gingivalis (CIM 62,50 ug mL™), seguida das fracdes,

FDes que apresentou atividade contra S. mitis e S. sanguis (CIM 1,95 yg mL™), contra S.
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mutans (CIM 15,63 ug mL") e contra F. nucleatum (CIM 62,50 pug mL") e FCgs que
apresentou atividade contra S. mitis e S. sanguis (CIM 1,95 ug mL™), contra F. nucleatum e
S. mutans (CIM 31,25 ug mL™) e contra P. gingivalis (CIM 62,50 ug mL™). Cabe ressaltar a
atividade antimicrobiana das fragdes FBgg € FFegg que apresentaram atividades semelhantes
contra S. mitis e S. sanguis (CIM 15,63 ug mL"). De um modo em geral, os resultados
revelaram certa sensibilidade dos micro-organismos as demais fragcdes analisadas, podendo
ser consideradas relevantes como potenciais agentes antimicrobianos.

Posteriormente ao teste de determinacéo da CIM, foi determinada a CBM e CFM das
fragbes do EBdScpqea. Para tal, as amostras vegetais microdiluidas (CIM) foram
subcultivadas pelo plaqueamento por superficie do material do pogo correspondente a CIM
e concentragdes anteriores a esta, em meio de cultura especifico e, incubadas durante
24/48 horas a temperatura de 37 °C. Este teste consiste verificar em quais concentragdes as
substancias que possuem atividade antimicrobiana sao bacteriostaticas ou bactericidas e
fungistaticas ou fungicidas. Os resultados para esta determinagéo estdo apresentados de

acordo com a Tabela 13.

Tabela 13: Valores da concentragao bactericida minima (CBM) e da concentragéo fungicida minima
(CFM) das fragbes do EBdScpasa de S. terebinthifolius que apresentaram atividade antimicrobiana.

CBM e CFM das fragdes do EBdScpaga (Hg mL"1)

Micro-organismos

FAes FBes FCes FDes FEes FFes
C. albicans 250 175 150 175 175 200
F. nucleatum 700 250 31,25 62,50 62,50 125
P. gingivalis 500 500 125 150 300 250
P. intermedia * 250 500 500 300 350
S. aureus * 500 400 400 400 *
S. mutans 400 62,50 31,25 31,25 15,63 200
S. mitis 300 125 3,91 15,63 15,63 15,63
S. sanguis 250 15,63 1,95 1,95 1,95 31,25

*

Acao bacteriostatica

De acordo com os resultados obtidos para a CBM e CFM (Tabela 13) pode-se dizer
que as fracdes do EBdScpqsa apresentaram acgéo bactericida e fungicida para os micro-
organismos testados na concentracao indicada na Tabela 13, sendo que em concentragbes
superiores a essas apresentam acgio bacteriostatica e fungistatica. Os resultados também
revelaram, para determinadas fragdes, valores de CBMs ou CFMs iguais as CIMs, o que
pode ser considerado como os melhores resultados apresentados, devido a esses valores
terem permanecido, como observado para as fragdes FCgg frente a S. sanguis (CIM 1,95 ug
mL'1) e frente a F. nucleatum e S. mutans (CIM 31,25 ug mL'1) e FDgg e FEgg frente a S.
sanguis (CIM 1,95 uyg mL™) e frente a F. nucleatum (CIM 62,50 ug mL™). Cabe anida
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salientar a atividade bactericida da fragdo FBgg frente a S. sanguis (CIM 15,63 uygmL") e S.
mutans (CIM 62,50 ug mL™).

3.2. Atividade antimicrobiana diferencial com base na concentracéo inibitéria minima
(CIM)

Este modelo pode ser utilizado para triar amostras com atividade antimicrobiana em
potencial. O método de ensaio utilizado permite avaliar as amostras testadas em condicoes
idénticas. A analise de dados experimentais, gerados de informagbes provenientes dos
resultados dos testes biologicos - da avaliagéo da atividade antimicrobiana - é efetuada por
método de comparacao para classificar uma base de dados em ordem a similaridade das
respostas, que é expressa quantitativamente como um coeficiente de correlagdo. (PAULL et
al., 2013b)

A partir dos valores obtidos das CIMs, das fragdes do OEcpqea € das fragdes do
EBdScpasa, (Tabela 10 e 12, respectivamente), obteve-se a atividade antimicrobiana
diferencial pelos valores de delta obtidos, calculando-se o log:(CIM) e a média dos
logaritmos das fragdes do OEcpqgsa € das fragdes do EBdScpasa (M_CIM), subtraindo-se o
valor de log(CIM) de cada micro-organismo da média correspondente. O resultado
referente a atividade antimicrobiana diferencial das fracdes do OEcpqea € das fragbes do
EBdScrasa de folhas de S. terebinthifolius frente aos micro-organismos testados esta

apresentado nas Tabelas 14 e 15, e representado pelas Figuras 18 e 19, respectivamente.

Tabela 14: Valores de delta, resultantes de um conjunto de valores de CIMgg, para estimar a atividade
antimicrobiana diferencial das fracbes do OEcpgga de S. terebinthifolius frente aos micro-organismos
testados.

Delta das fragdes do OEcpqaga

Micro-organismos
FAEB FBOE FCOE FDOE FEOE FFOE FGOE FHOE FIOE FJOE FKOE

C. albicans 0,2634 0,3010 0,2007 0,2007 0,3010 NA -0,1003 0,1881 10,1881 0,1505 0,1505
F. nucleatum 0,2634 0,3010 0,2007 0,2007 0,3010 0,1505 0,5017 0,4892 10,1881 10,4515 0,1505
P. gingivalis -0,3387 -0,3010 -0,1003 -0,1003 -0,3010 NA -0,1003 -0,1129 -0,1129 -0,1505 -0,1505
P. intermedia -0,0376  0,0000 -0,1003 -0,1003 -0,3010 NA -0,1003 -0,4139 -0,4139 -0,4515 -0,1505
S. aureus -0,3387 -0,3010 -0,1003 -0,1003 0,3010 NA -0,1003 0,1881 10,1881 0,1505 -0,1505
S. mutans -0,0376 NA NA NA NA NA NA -0,4139 -0,1129 -0,1505 0,1505
S. mitis 0,2634 NA NA NA NA NA NA 0,1881 0,1881 0,1505 0,1505
S. sanguis -0,0376 0,0000 -0,1003 -0,1003 -0,3010 -0,1505 -0,1003 -0,1129 -0,1129 -0,1505 -0,1505

Delta: A = M_CIM - log1o(CIM)]
NA: ndo avaliado.
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Figura 18: Atividade antimicrobiana média gerada com os valores de delta, resultantes de um
conjunto de valores de CIMgg, para estimar a atividade antimicrobiana diferencial das fragbes do
OEcpaea de S. terebinthifolius frente aos micro-organismos testados.
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Tabela 15: Valores de delta, resultantes de um conjunto de valores de ClMggys, para estimar a
atividade antimicrobiana diferencial das fragbes do EBdScpqea de S. terebinthifolius frente aos micro-

organismos testados.

Delta das fragdes do EBdScpasa

Micro-organismos

FAes FBes FCes FDes FEes FFes
C. albicans 0,1410 -0,2031 -0,6238 -0,6349 -0,7299 -0,1468
F. nucleatum -0,2392 -0,3580 0,0574 -0,1877 -0,2828 0,0293
P. gingivalis -0,1600 -0,3580 -0,2436 -0,5679 -0,2828 -0,3686
P. intermedia -0,1600 -0,3580 -0,9248 -0,8690 -0,8848 -0,4478
S. aureus -0,1600 -0,6591 -0,8457 -0,7898 -0,8848 -0,6696
S. mutans -0,0051 0,2440 0,0574 0,4143 0,6203 -0,0676
S. mitis 0,4421 0,8461 1,2615 1,3174 1,2224 0,8355
S. sanguis 0,1410 0,8461 1,2615 1,3174 1,2224 0,8355

Delta: A = M_CIM - log1o(CIM)]
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Figura 19: Atividade antimicrobiana média gerada com os valores de delta, resultantes de um
conjunto de valores de ClMggys, para estimar a atividade antimicrobiana diferencial das fragdes do
EBdScpaea de S. terebinthifolius frente aos micro-organismos testados.
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A organizacdo e apresentacdo dos graficos foram planejados para otimizar efeitos
especificos, sendo um acessorio util para o conceito de comparagéo. A analise comparativa
dos dados apresentados requer uma compreenséo do grafico de atividade antimicrobiana
média, uma forma de representacdo de resultados do ensaio in vitro desenvolvido para
enfatizar os efeitos diferenciais das amostras testadas frente ao diversos micro-organismos
avaliados. O grafico € um padrao criado por uma delineagéo de valores de delta - positivos e
negativos - gerados a partir do conjunto de valores da CIM. Os valores positivos e negativos
tracados ao longo da linha vertical representam a resposta média de todos os micro-
organismos testados para a amostra em estudo. Os valores positivos projetados para a
direita, da linha vertical, representam a sensibilidade do micro-organismo que excede a
média. Os valores negativos projetados para a esquerda representam a sensibilidade do
micro-organismo que se faz inferior ao valor da média (PAULL et al., 2013a). Assim, uma
barra saliente para a direita indica que a CIM para esse micro-organismo ocorre a uma
concentracdo menor do que a concentracdo média necessaria para os demais micro-
organismos testados.

Pela analise comparativa dos dados apresentados (Figuras 18 e 19) enfatizando os
efeitos diferenciais, que representam a resposta dos micro-organismos aos derivados
vegetais de folhas de S. terebinthifolius analisados, observa-se respostas diferentes quanto
a sensibilidade de alguns micro-organismos para fragbes do OEcpgea € do EBdScpasa,
destacando-se, de uma forma geral, uma melhor atividade das fracbes do EBdScpqgsa €m

relacdo as do OEcpgga.
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A andlise comparativa e interpretacdo dos dados apresentados (Tabela 14 e Figura
18) das fragbes do OEcpgsa de folhas de S. terebinthifolius analisadas evidenciaram os
efeitos diferenciais das amostras testadas indicando a sensibilidade dos micro-organismos
avaliados. De maneira geral, a analise comparativa das Foe indicou uma maior sensibilidade
(valor de delta maior) das cepas de F. nucleatum e C. albicans, além de revelar uma
sensibilidade moderada para S. aureus, S. mitis e S. mutans. Porém, quando se analisa a
atividade sobre cada micro-organismo, é possivel verificar que a fracdo FGog, apresentou
seletividade para a cepa de F. nucleatum (A = 0,5017), enquanto as fragbes FHoe € FJoe
mantiveram a seletividade para a cepa de F. nucleatum (A = 0,4892 e 0,4515,
respectivamente) e passaram a ser seletiva para as cepas de C. albicans, S. aureus e S.
mitis (A = 0,1881 e 0,1505, respectivamente). Cabe ressaltar a atividade da fragdo FBoe com
seletividade semelhante para cepas de C. albicans e F. nucleatum (A = 0,3010), e da fracao
FEoe, que manteve a seletividade, semelhante, para as cepas de C. albicans e F. nucleatum
(A =0,3010) e passou a ser seletiva para S. aureus (A = 0,3010).

Ja a anadlise comparativa e interpretacdo dos dados apresentados (Tabela 15 e
Figura 19) das fragdes do EBdScpqen de folhas de S. terebinthifolius analisadas
evidenciaram os efeitos diferenciais das amostras testadas indicando a sensibilidade dos
micro-organismos avaliados. De maneira geral, a andlise comparativa das Fgg indicou uma
maior sensibilidade (valor de delta maior) das cepas de S. mitis e S. sanguis, além de
evidenciar uma sensibilidade moderada para S. mutans, e também uma certa sensibilidade
para F. nucleatum e C. albicans. Quando se analisa a atividade sobre cada micro-
organismo, é possivel verificar que a fracdo FDgg apresentou seletividade semelhante para
S. mitis e S. sanguis (A = 1,3174) e para S. mutans (A = 0,4143). Da mesma forma, a fragédo
FEes apresentou seletividade semelhante para S. mitis e S. sanguis (A = 1,2224) e para S.
mutans (A = 0,6203), enquanto a FCgg manteve a seletividade para S. mitis e S. sanguis (A
= 1,2615) e para S. mutans (A = 0,0574), e passou a ser seletiva para F. nucleatum (A =
0,0574). Cabe salientar a atividade da fracdo FBgg com seletividade semelhante para cepas
de S. mitis e S. sanguis (A = 0,8461) e para S. mutans (A = 0,2440), e da fracdo FFgg, que
manteve a seletividade para S. mitis e S. sanguis (A = 0,8355), e passou a ser seletiva para
F. nucleatum (A = 0,0293). Além da FAgg, que foi seletiva para S. mitis (A = 0,4421) e para
S. sanguis e C. albicans (A = 0,1410), semelhantemente.

A diferenga na composigédo (Capitulo I, Figuras 11.B e 13.B) e concentragdo dos
compostos presentes nas fracdes pode explicar a diferenca na efetividade das amostras

frente aos micro-organismos testadas.
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3.3. Determinacdo da atividade antimicrobiana por método de bioautografia, em
placas de CCD

A bioautografia € uma técnica utilizada para deteccdo, que avalia qualitativamente e
quantitativamente substancias de origem natural quanto a atividade antimicrobiana,
particularmente, sobre um micro-organismo especifico inoculado em um recipiente
especifico com meio de cultura adequado distribuido sobre uma placa de CCD apés eluigédo
da mistura a ser avaliada em eluente especifico, na qual se avalia a zona de inibicao, se
houver, a luz natural e/ou apdés a aplicagdo de um corante especifico. Esta técnica é
utilizada devido a sua sensibilidade e facilidade de visualizagdo dos resultados de inibigéo
do crescimento de micro-organismos (BETINA, 1973; LUND; LYON, 1975; DIDRY et al.,
1990; SAXENA et al., 1995; GOMES et al., 2010).

Os testes de bioautografia em placas de CCD foram realizados conforme descritos
na metodologia para a avaliagdo da atividade antimicrobiana (item 2.1.9.) As amostras
avaliadas foram representadas pelo 6leo essencial (OE) e pelas fragdes FBgg, FCgg € FDgg,
do extrato bruto diclorometanico (EBdScpqea) de S. terebinthifolius obtidos conforme a
metodologia descrita no Capitulo II.

Para a execugao dos testes foi necessario a realizacdo de ajustes e padronizacao
das condigbes do ensaio, conciliando o fendmeno fisico de difusdo e os fenbmenos
bioldégicos relacionados ao micro-organismo. A polaridade da fase moével foi ajustada
utilizando-se hexano:acetato de etila (90:10) para a eluigcdo das cromatoplacas com o OE e
CH,CI;:MeOH (95:05) para a eluicdo das cromatoplacas com as fragbes do EBdScpgsa. A
observacdo dos compostos foi obtida sob luz visivel e ultravioleta e com solugdo de
anisaldeido, o que proporcionou a visualizagdo de bandas individuais e a obtencédo de
valores de indice de retencdo (Rf) para determinadas bandas (Figura 20). As demais

cromatoplacas foram submetidas aos ensaios de bioautografia.
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Figura 20: Perfil cromatografico por CCD, para a determinacdo da atividade antimicrobiana, por
método de bioautografia, para os derivados vegetais de S. terebinthifolius, com valores especificados
de Rf para as determinadas bandas.

CCO-30:0F Hex+ ACOEL10% | CCOD_31:Fr_EB - CHyClyMeOH 5% | CCDI32Fr_EB " CH;ClLMaOH 5%
Bioautografia Binautografia Binautografia
o0 [ -
Fi- 036 <«
Rf: 0,26 { o2 M BB
Rf. 0,13
Padrdo OE, OE: A Padrao FB FC FD B | - Padrdo FB 2 FD &

A) Amostras de OE, nas concentragdes de 60 ug para OE; e 90 pg para OE,. Fase movel: hexano:acetato de etila (90:10).
Deteccgao: luz visivel e UV e sol. anisaldeido. B e C) Amostras de fragdes, FBgg, FCeg € FDgg, na concentragdo de 100 ug. Fase
mével: CH,Cl,:MeOH (95:05). Detecgao: luz visivel e UV (B) e solugéo de anisaldeido (C).

Nos ensaios bioautograficos realizados com o OE de S. terebinthifolius, foi verificado
nas placas em estudo (apés periodo de incubagao), se havia presenca de zonas de inibi¢cdo
de crescimento ao redor das bandas individuais. Com a interpretacdo dos resultados
obtidos, zonas de inibigdo puderam ser observadas, revelando perfis de susceptibilidade de
certos micro-organismos as bandas ativas da amostra vegetal analisada.

Os resultados referentes ao perfil de susceptibilidade dos micro-organismos as
bandas ativas do OE de folhas de S. terebinthifolius podem ser observados na Figura 21 e,
as zonas de inibicdo de crescimento estdo expressas na Tabela 16, juntamente com o valor

da medida do halo de inibigdo correspondente.
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Figura 21: Determinagéo da atividade antimicrobiana, por método de bioautografia em CCD, do OE
de folhas de S. terebinthifolius bioautografado, nas concentragdes de 60 ug para OE; e 90 ug para
OE,, com destaque as zonas de inibicdo de crescimento, frente aos micro-organismos testados, como
segue: A) C. albicans, B) F. nucleatum, C) P. gingivalis, D) P. intermedia, E) S. aureus, F) S. mutans,

G) S. mitis e, H) S. sanguis.

Tabela 16: Atividade antimicrobiana, por bioautografia em CCD, de acordo com as zonas de inibigdo
de crescimento em relagdo ao Rf das bandas invidiuais e medida do halo de iinibigdo do OE de folhas
de S. terebinthifolius bioautografado.

OE1 (60 ug) OE2 (90 pg)

Micro-organismos
Zona de inibigao (Rf) Halo de inibigdo (mm) Zona de inibigao (Rf) Halo de inibigdo (mm)

C. albicans - - - -

F. nucleatum + (Rf1 e Rf3) Rfi1=5e Rf;=8 + (Rf1 e Rf3) Rfi=5e Rf;=8

P. gingivalis + (Rf1 e Rf3) Rfi=5e Rf;=8 + (Rfy e Rf3) Rfi=5e Rf;=8

P. intermedia - - - -

S. aureus + (Rfy, R, e Rf3) Rfi=5, Rf;=3eRf;=8 + (Rfy, Rf e Rfs) Rfi=5,Rf;=3eRf;=8
S. mutans + (Rf1 e Rf3) Rfi1=5 e Rf;= 8 + (Rf1 e Rf3) Rfi=5e Rf;=8

S. mitis + (Rfy, R, e Rf3) Rfi=5, Rf.=3eRf;=8 + (Rfy, Rf e Rfs) Rfi=5,Rf;2=3 e Rf;=8
S. sanguis - - + (Rf3) Rfi=5

(+) Inibicdo do crescimento microbiano.

(-) Nao houve inibigdo do crescimento microbiano.

Zona de inibigdo: localidade do ponto central de inibicdo em relagédo ao indice de retengéo (Rf) para determinadas bandas da
amostra bioautografada.

A comparagéo entre inibicdo e crescimento microbiano é visualmente diagnosticada,
sendo que as regides que ndo apresentam crescimento permanecem incolores, enquanto
onde houve crescimento microbiano apresenta-se avermelhado, devido a presenca do
indicador CTT incorporado ao meio.

Pela andlise dos resultados obtidos pela bioprospecg¢do foi possivel avaliar e

comparar a agdo antimicrobiana do OE bioautografado, com a averiguagéo de zonas de
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inibicdo de crescimento em locais correspondentes a determinadas bandas do OE
fracionado na cromatoplaca (Figura 21) e, dessa forma, delineou-se as bandas ativas do
Oleo frente aos micro-organismos testados, pela comparagéo das zonas de inibigdo dessas
placas com a cromatoplaca revelada e seus valores de Rf (Figura 20.A).

Os resultados das andlises de atividade inibitéria do OE revelaram certa
sensibilidade dos micro-organismos testados a amostras do O&leo avaliadas, nas
concentragdes analisadas. Pode-se visualizar a formagdo de zonas de inibigdo
correspondente as bandas de Rf; (0,18) e Rf; (0,70) do OE frente a F. nucleatum, P.
gingivalis, S. aureus, S. mutans e S. mitis e a banda de Rf, (0,36) frente a S. aureus e S.
mitis nas concentragdes avaliadas e, também para a banda de Rf; (0,18) frente a S. sanguis,

na maior concentragdo avaliada.

Os resultados referentes ao perfil de susceptibilidade dos micro-organismos as
bandas ativas das fragdes FBgg, FCgg € FDgg do EBdScraea folhas de S. terebinthifolius
podem ser observados na Figura 22 e, as zonas de inibicdo de crescimento estdo
apresentadas na Tabela 17, juntamente com o valor da medida do halo de inibi¢cdo, ou

melhor, da regido de inibicdo correspondente.

Figura 22: Determinagéo da atividade antimicrobiana, por método de bioautografia em CCD, das
fracdes FBgg, FCes € FDgg do EBdScpqea de folhas de S. terebinthifolius bioautografado, na
concentragdo de 100 ug, com destaque as zonas de inibicdo de crescimento, frente aos micro-
organismos testados, como segue: A) C. albicans, B) F. nucleatum, C) P. gingivalis, D) P. intermedia,
E) S. aureus, F) S. mutans, G) S. mitis e, H) S. sanguis.

In.
\
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Tabela 17: Atividade antimicrobiana, por bioautografia em CCD, de acordo com as zonas de inibicao
de crescimento em relagdo ao Rf das bandas e medida da regido de inibicdo das fragbes do
EBdScpara de folhas de S. terebinthifolius bioautografado.

Micro- FBes FCes FDes
organismos ~ Zonade _Regido de ~ Zonade _Regi&o de ~ Zonade _Regido de
inibicdo (Rf) inibicdo (cm) inibicéo (Rf) inibicdo (cm) inibicéo (Rf) inibicdo (cm)
C. albicans - - - - - -
F. nucleatum + (Rfy) 0,7x1,3 + (Rfy) 0,7x1,3 + (Rfy) 0,6x1,3
P. gingivalis + (Rfs) 0,7x2,0 + (Rf3) 0,7x2,0 + (Rf3) 0,7x2,0
P. intermedia - - - - - -
S. aureus - - - - - -
S. mutans + (Rfy) 0,8x1,3 + (Rfy) 0,8x1,3 + (Rfy) 0,8x1,3
S. mitis - - + (Rfy) 0,6x1,3 + (Rfy) 0,7x1,3
S. sanguis - - + (Rf) 0,6 x0,9 + (Rf) 0,6 x0,9

(+) Inibigdo do crescimento microbiano.

(-) Nao houve inibigdo do crescimento microbiano.

Zona de inibigdo: localidade do ponto central de inibicdo em relagdo ao indice de retengdo (Rf) para determinadas bandas das
amostras bioautografadas.

Regido de inibigdo: ndo houve formacédo de halo de inibicdo propriamente dito, mas sim a presenga de uma area (largura x
altura) de inibigdo correspondente a disposi¢cdo da amostra fracionada, de acordo a sua eluigdo na cromatoplaca.

Pela andlise dos resultados obtidos foi possivel avaliar e comparar a acao
antimicrobiana das fracdes FBgg, FCeg € FDgg do EBdScpqsa bioautografado, com a
averiguagcdo de zonas de inibicdo de crescimento em regides correspondentes a
determinadas bandas das amostras fracionadas na cromatoplaca (Figura 22) e, dessa
forma, delineou-se as “bandas ativas” das fragbes frente aos micro-organismos testados,
pela comparacao das zonas de inibicdo dessas placas com a cromatoplaca revelada e seus
valores de Rf (Figura 20.B e .C).

Os resultados das analises de atividade inibitéria das fragbes do EBdScpqsa
revelaram certa sensibilidade dos micro-organismos testados a amostras das fragdes FBgg,
FCeg e FDgg avaliadas, na concentracdo analisada. Pode-se visualizar a formacao de zonas
de inibicdo correspondente as bandas de Rf; (0,13) das fracées FBgg, FCes € FDgg frente a
F. nucleatum e S. mutans e também das fragbes FCgg € FDgg frente a S. mitis, da mesma
forma, pode-se visualizar a formagéo de zonas de inibigdo correspondente as bandas de Rf;
(0,20) das fragdes FCgg e FDgg frente a S. sanguis e de Rf; (0,20) das fragdes FBgg, FCgs €
FDegg frente a P. gingivalis, na concentragao avaliada. De um modo em geral, os resultados
revelaram zonas de inibigdo de crescimento microbiano ao longo do percurso de eluicdo das
amostras das fragbes FBgg, FCes € FDgg bioautografadas nas regides correspondente as
bandas de Rf; (0,13) a Rf4 (0,26) frente aos micro-organismos F. nucleatum, P. gingivalis, S.
mutans, S. mitis e S. sanguis.

A utilizagdo da bioautografia é de suma importédncia na avaliacdo da atividade
antimicrobiana de substancias especificas presentes nos 6leos essenciais e extratos de

plantas medicinais, pois na cromatografia em camada delgada ocorre a separagdo de
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componentes bioativos presentes no 6leo essencial e extratos e a atividade antimicrobiana
de cada componente é avaliada individualmente, pela formag&o ou ndo de zonas de inibicao
do crescimento microbiano. Através do uso desta técnica para a avaliagdo dos derivados
vegetais apresentados neste trabalho, foi possivel demonstrar a presenca de componentes
bioativos presentes, tanto no OE quanto nas fragbes do EBdScpasa, responsaveis pela
atividade antimicrobiana dos mesmos.

Paragrafando as palavras de Pereira e colaboradores (2009), para dar continuidade
aos estudos € necessario identificar quimicamente os componentes, as fracdes e a
diferenca da composicdo entre o 6leo essecial e 0 extrato gerados, utilizando-se para isso
de métodos analiticos quantitativos e qualitativos, como cromatografia gasosa,
cromatografia gasosa acoplada a massas e cromatografia liquida de alta eficiéncia. Assim,
podera-se apontar qual ou quais componentes presentes na planta sdo potenciais agentes

antimicrobianos.

Ademir Salvi Jinior



Capitulo lll: Avaliagao da atividade antimicrobiana para micro-organismos orais 94

4. Conclusao

Os dados apresentados neste capitulo para a avaliagao do potencial antimicrobiano
das amostras vegetais foram apresentados como valores de CIM e serviram de referencia
para a determinagcdo da CBM, CFM e atividade antimicrobiana diferencial e revelaram perfis
de susceptibilidade dos micro-organismos avaliados as amostras testadas.

Os resultados revelaram amostras com atividade antimicrobiana relevante (CIM
inferior a 1000 pug mL™") que podem ser consideradas como candidatos a novos agentes
antimicrobianos, apresentando de forma geral, uma melhor atividade do 6leo essencial em
relagdo aos extratos brutos, obtidos de folhas de S. terebinthifolius.

A analise do 6leo essencial evidenciou atividade antimicrobiana contra P. gingivalis,
P. intermedia, F. nucleatum, S. mitis, S. sanguis, S. aureus e S. mutans. Ja a analise dos
extratos brutos, diclorometanicos e etandlicos, evidenciou a atividade inibitéria do
EBetSynesp € EBetScpara contra C. albicans, do EBdScpqea contra C. albicans e S. mitis e do
EBetMynesp, EBAMcpaea, EBetMcpara, EBetSunipinnal € EBetMunipinnal contra C. albicans.

O extrato EBdScpqea, apesar de ndo ter sido o extrato mais ativo, foi o extrato
selecionado para prosseguimento dos estudos devido ao conjunto de caracteres avaliados
nesse trabalho.

O estudo das fragcdes do extrato EBdScpqsa € do OE, obtidos no processo de
fracionamento, evidenciou diversas fragbes ativas.

A analise comparativa das fragbes evidenciou os efeitos diferenciais das amostras
testadas indicando a sensibilidade do micro-organismo avaliado. Observou-se respostas
diferentes quanto a sensibilidade, destacando-se, de uma forma geral, uma melhor atividade
das fragdes do EBdScpoea €m relagdo as do OE. Assim, a andlise comparativa das Fgg
indicou uma maior sensibilidade (valor de delta maior) das cepas de S. mitis e S. sanguis,
além de evidenciar uma sensibilidade moderada para S. mutans, e também uma certa
sensibilidade para F. nucleatum e C. albicans. Ja a analise das Foe indicou uma maior
sensibilidade das cepas de F. nucleatum e C. albicans, além de revelar uma sensibilidade
moderada para S. aureus, S. mitis e S. mutans.

Quanto a atividade, os dados apresentados para as Fgg revelaram melhor atividade,
com uma atividade antimicrobiana promissora (CIM inferior a 100 ug mL™"), para as fragdes
FCeg, FDes € FEgs, que podem ser consideradas como candidatas em potencial a novos
agentes antimicrobianos. Quando se analisa a atividade sobre cada micro-organismo, é
possivel verificar que a fragdo FEgg apresentou atividade e seletividade para S. mitis, S.
sanguis e S. mutans, além da atividade sobre F. nucleatum e P. gingivalis, enquanto que a

fracdo FDgg apresentou atividade e seletividade para S. mitis, S. sanguis e S. mutans, e
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atividade sobre F. nucleatum, e a fracdo FCgg apresentou atividade e seletividade para S.
mitis, S. sanguis, F. nucleatum e S. mutans, e atividade contra P. gingivalis.

Os resultados também revelaram, pela determinacdo da CBM, a acgéo bactericida
das Fgg, € dessa forma, verificou-se como melhores resultados, a agdo da fragdo FCgg frente
a S. sanguis, F. nucleatum e S. mutans, e das fracdes FDgg € FEgg frente a S. sanguis e F.
nucleatum.

Em relagdo as Fog, 0s dados revelaram melhor atividade, com atividade
antimicrobiana promissora, para as fracbes FGog, FHoe € FJog, que também podem ser
consideradas como candidatas em potencial a novos agentes antimicrobianos. Ao se
analisar a atividade sobre cada micro-organismo, & possivel verificar que a fracdo FGoe
apresentou atividade promissora e seletividade para F. nucleatum, além de certa atividade
sobre C. albicans, P. gingivalis, P. intermedia, S. aureus e S. sanguis, enquanto que as
fracdes FHoe € FJog mantiveram a atividade e seletividade para F. nucleatum, e passaram a
ser seletivas, com certa atividade, sobre C. albicans, S. aureus e S. mitis.

Os resultados das CBMs das Foe revelaram a agdo bactericida de algumas das
fracbes, e dessa forma, verificou-se como melhores resultados, a acdo da fragcdo FGoe
frente a S. aureus, da fracdo FHoe frente a S. mitis, e da fracdo FJoe frente a F. nucleatum e
S. mitis.

Os resultados da atividade antimicrobiana obtidos pelo ensaio de bioautografia
delinearam as bandas ativas da amostra testada. Dessa forma, a andlise da atividade
inibitéria das fracbes do EBdScpqea revelou, de modo geral, zonas de inibicdo de
crescimento microbiano ao longo do percurso de eluigdo das fragbes FBeg, FCeg € FDgg nas
regides correspondente as bandas de Rf; (0,13) a Rfy (0,26) frente a F. nucleatum, P.
gingivalis, S. mutans, S. mitis e S. sanguis. Ja a analise da atividade inibitéria do OE revelou
a formacgéo de zonas de inibicdo correspondente as bandas de Rf; (0,18) e Rf; (0,70) frente
a F. nucleatum, P. gingivalis, S. aureus, S. mutans e S. mitis e a banda de Rf; (0,36) frente a
S. aureus e S. mitis nas concentragbes avaliadas e, também para a banda de Rf; (0,18)
frente a S. sanguis, na maior concentragéo avaliada.

A diferenca na composi¢do e concentragdo dos compostos presentes nas fragbes
pode explicar a diferenca na efetividade das amostras frente aos micro-organismos
testadas.

Os resultados obtidos demonstram o potencial de utilizagéo das fragdes ativas como
agentes antimicrobianos promissores. Supfe-se que os resultados desse estudo irdo
contribuir para a continuidade da pesquisa com a espécie vegetal em questéo e, sugere-se

a continuidade desse trabalho, com objetivo de identificar os principios ativos e comprovar o
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mecanismo de acdo e a atividade in vivo. Dessa forma, sera possivel considerar o real

potencial da espécie vegetal como um agente antimicrobiano.
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CAPITULO IV
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

1. Introducéo

O corpo humano vive em constante homeostase, fazendo com que todos os
processos fisioloégicos atuem em conjunto visando o bem estar geral do organismo. As
células normais respondem a estimulos internos e externos, que regulam os seus processos
de proliferagdo, diferenciacdo e morte celular (ALBERTS et al., 2002). O balango entre
divisdo e morte celular é de importancia fundamental para o desenvolvimento e manutencao
dos organismos. Desordens nesse processo tém consequéncias patogénicas muito graves
na embriogénese, nas doencas neuro-degenerativas e no cancer (BROKER et al., 2005).

O cancer é a designacdo dada ao conjunto de manifestagdes patolégicas que se
caracterizam pela perda de controle da proliferacdo celular, ganho de capacidade de invadir
tecidos adjacentes ou de sofrer metastases para tecidos distantes. Esta perda de controle &
consequéncia direta de danos causados aos mecanismos de regulacao do ciclo celular bem
como, aos genes que nele atuam. Sendo assim, a malignidade de uma célula é resultado de
mutacdes no material genético, que podem ser hereditarias ou adquiridas somaticamente
pela exposicdo a uma variedade de fatores ambientais podendo ser estes quimicos, fisicos
e biologicos. O aumento da expectativa de vida da populagdo mundial representa também
maior possibilidade de desenvolvimento dessa doenga (MONTESANO; HALL, 2001).

As células tumorais apresentam alguns aspectos que as diferenciam das células
normais, sendo elas ndo dependentes de fatores de crescimento, visto que sido capazes de
secretar seus préprios fatores de crescimento para estimular a proliferacédo (as células
normais param de proliferar quando atingem certa densidade, mas as tumorais continuam a
proliferar); sdo independentes de ancoragem, n&o requerendo contato com a superficie do
meio extracelular para poderem crescer (em cultura, as células tumorais frequentemente
crescem umas sobre as outras, sendo que as células normais possuem inibicdo por contato
formando uma monocamada); as células tumorais s&o0 menos aderentes que as normais
(MACDONALD; FORD, 2000).

As abordagens principais para o tratamento do cancer incluem exciséo cirurgica,
radioterapia, quimioterapia e transplante de medula éssea, a imunoterapia tem sido
empregada de forma promissora, e o papel de cada uma delas depende do tipo de tumor e
de seu estagio de desenvolvimento, sendo em muitos casos, necessario combinar mais de
uma modalidade (RANG; DALE; RITTER, 1995; ALMEIDA et al., 2005; INCA, 2013). A
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quimioterapia antineoplasica € um dos métodos mais utilizados, aumentando
significantemente os indices de cura de alguns tumores, e consiste no uso de agentes
citotoxicos e/ou anti-hormonais, que eliminam as células neoplasicas diminuindo assim o
crescimento da massa tumoral e a proliferacdo desordenada das células, danificando-as ou
matando-as. Tem-se se apresentado com uso crescente como adjuvante da cirurgia e/ou da
radioterapia em varios tipos de tumor (MANS et al., 2000). A imunoterapia, apesar de
promissora, € ainda uma técnica antineoplasica adjuvante, usada especialmente para
destruir as células cancerosas residuais apds intervengao cirurgica ou outro tratamento
(ALMEIDA et al., 2005).

Com o avango crescente na area da quimioterapia antineoplasica verificado nas
ultimas décadas, tem-se atualmente, quimioterapicos mais ativos e menos toxicos
disponiveis para uso na pratica clinica. A maioria dos agentes utilizados no tratamento do
cancer interfere de algum modo na fungdo e na proliferagdo celular, e conforme a sua
atuacao sobre o ciclo celular sdo classificados em: ciclo-inespecificos (que atuam nas
células que estdo ou n&o no ciclo proliferativo); ciclo-especificos (que atuam somente nas
células que se encontram em proliferacdo); e, fase-especificos (que atuam em determinadas
fases do ciclo celular, como na fase S, fase G2 e fase M) (INCA, 2014).

Cabe ressaltar que a maior falha da quimioterapia antineoplasica é devida, além da
toxicidade dos quimioterapicos por nao atuarem exclusivamente sobre as células tumorais, a
resisténcia aos farmacos, que ocorre ou porque as populacdes celulares desenvolvem nova
codificacado genética ou porque séo estimuladas a desenvolver tipos celulares resistentes ao
serem expostas aos farmacos (INCA, 2014). Consequentemente, torna-se evidente a
necessidade de ensaios para a triagem de farmacos menos toéxicos, mais seletivos e
eficazes para o tratamento dessa doenca, além de um melhor conhecimento do
comportamento do tumor a ser tratado, envolvendo a biologia celular e molecular dos
mesmos (NAM; PARANG, 2003).

Com o aprimoramento da metodologia de cultura de células foi possivel, no final da
década de 80, o estabelecimento de diversas linhagens celulares oriundas de tumores
humanos, possibilitando o desenvolvimento de protocolos para triagem in vitro, visando a
pesquisa de novos compostos que inibam o crescimento dessas células (BOYD, 1989;
SHOEMAKER, 2006).

Na busca de novos compostos com acao antiproliferativa, o National Cancer Institute
(NCI-EUA), um dos mais importantes centros de estudos sobre o céncer, preconiza a
utilizacdo de um painel de células tumorais humanas a fim de verificar a atividade
antiproliferativa in vitro (CHABNER; ROBERTS, 2005; SHOEMAKER, 2006). Tal
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metodologia permite a avaliagdo de farmacos nos diversos tipos de células neoplasicas,
com maior especificidade (BOYD, 1989).

Os testes de citotoxicidade in vitro, os quais direcionam a pesquisa para agentes
com potencial de inibir o crescimento e/ou matar as células neoplasicas em cultura sdo os
mais amplamente utilizados (SKEHAN et al., 1990; HOLBECK, 2004). Esse tipo de analise
permite avaliar um grande numero de substancias em pouco tempo, o que aumenta a
possibilidade de descoberta de novos farmacos anticAncer. Além disso, € uma técnica
relativamente simples, barata, reproduzivel e, ainda, evidencia um provavel mecanismo de
acdo da droga (SUGGITT; BIBBY, 2005). Contudo, a atividade citotoxica e a seletividade
sobre células cancerosas observada em modelos in vitro podem ndo se refletir
necessariamente numa atividade in vivo (SMITH et al., 2005), mas contribuem para a
selecdo de derivados de plantas com potencial antineoplasico fornecendo dados
preliminares as pesquisas (ITHARAT et al., 2004).

Segundo Harvey (2008), os produtos naturais representaram uma parcela
significativa na pesquisa em fase clinica de novos farmacos, especialmente para area de
oncologia. Um dos motivos que faz dos produtos naturais fontes ricas de compostos com
potencial terapéutico é que grande parte deles sdo produzidos para defesa contra predacgéo
e também para comunicagdo, sendo muitas vezes toxicos e, consequentemente
apresentando-se, com potenciais antiproliferativos ou irritativos (CRAGG et al., 2009).

A busca por novos farmacos que exibem atividade em varios tipos de cancer é um
dos assuntos mais interessantes no campo de pesquisa de produtos naturais (MESQUITA et
al., 2009), sendo estes a mais produtiva fonte de novas moléculas para o desenvolvimento
de novos farmacos (HARVEY, 2008). Partindo do principio que plantas e drogas derivadas
de plantas tém uma impressionante variedade de estruturas e fungbes, esta claro que
podem ser a fonte de novos farmacos para a quimioterapia do cancer, pois, do total de
farmacos introduzidos na terapéutica no periodo de 1981 a 2010, 75% s&o ou produtos
naturais per si ou compostos, sintéticos ou semissintéticos, baseados em produtos naturais
(PEZZUTO, 1997; CRAGG; NEWMAN, 2012).

A biodiversidade brasileira tornou-se uma fonte interessante para a selecéo de novos
compostos quimicos que podem levar ao tratamento do cancer. Varios compostos
citotéxicos de plantas tém sido encontrados nas plantas brasileiras, tais como os alcaloides
(RANG; DALE; RITTER, 1995; SILVA et al., 2009), terpenoides (ROCHA et al., 2007),
flavonoides (CAZAROLLI et al., 2008), naftoquinonas (ESTEVES-SOUZA et al., 2008), bem
como poliacetilenos (BUSKUH et al., 2009). Segundo Kinghorn e colaboradores (2009),
desde 1960 pequenas moléculas derivadas de produtos naturais (plantas e micro-

organismos) tém fornecido um numero significante de quimioterapicos importantes. A
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pesquisa de produtos naturais, seja como extratos padronizados ou como compostos puros,
tem como um de seus objetivos, a investigacao cientifica para a obtencao de produtos mais

eficazes e com menor toxicidade.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Avaliacéo da atividade antiproliferativa in vitro

A atividade antiproliferativa foi determinada segundo avaliacdo do crescimento

celular (MONKS et al., 1991), pelo ensaio da sulforrodamina B.

2.1.1. Extratos vegetais

Para o desenvolvimento dos estudos de atividade antiproliferativa foram utilizados os
extratos brutos (EB) e 6leo essencial (OE) e, posteriormente as fragdes do extrato (Fgg) e do
Oleo essencial (Fog) vegetal de S. terebinthifolius obtidos conforme a metodologia descrita

no Capitulo Il.

2.1.2. Amostras celulares

As linhagens celulares utilizadas neste trabalho s&o originarias de neoplasias
humanas, provenientes de culturas mantidas pela Divisdo de Farmacologia e Toxicologia do
CPQBA/Unicamp, e que foram cedidas pelo National Cancer Institute (NCI) dos Estados
Unidos.

As linhagens celulares foram mantidas em frascos de manutencdo de 25 cm? (T?),
com 5 mL de RPMI/SFB (meio RPMI 1640/Gibco®) (Roswell Park Memorial Institute)
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB/Gibco®) e, incubadas a 37 °C em

atmosfera de 5% de CO,, em ambiente Umido.

2.1.3. Ensaio para a determinacdo da atividade antiproliferativa

A avaliagdo da atividade antiproliferativa foi realizada em dez linhagens celulares
tumorais humanas, uma linhagem celular ndo tumoral humana e, uma linhagem celular ndo
tumoral de camundongo, sendo dispostos 100 uL de células/compartimento, em placas de
96 compartimentos, em meio RPMI/SFB acrescido de 50 pg mL" de gentamicina
(RPMI/SFB/gentamicina), nas suas respectivas densidades celulares de inoculagdo (Tabela
18). Antes da adicdo das amostras, as placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C em

atmosfera de 5% de CO,, em ambiente Umido.
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Tabela 18: Linhagens de células tumorais humanas empregadas na avaliacdo da atividade
antiproliferativa.

Tipo de linhagem celular Linhagﬁem_de _ Densidfi\de qelular de
referéncia inoculagao (células/mL)
gclijtletri}gcr:rang:(i:r;c:)rg\?éﬁc:)m fendtipo de resisténcia NCI-ADR/RES 5.0 x 10*
Adenocarcinoma: célon HT-29 4,0 x 10*
Adenocarcinoma: mama MCF-7 6,0 x 10*
Adenocarcinoma: ovario OVCAR-3 7,0x 10*
Adenocarcinoma: préstata PC-3 5,0 x 10*
Adenocarcinoma: renal 786-0 4,5x10*
Carcinoma: pulméo NCI-H460 4,0 x 10*
Glioma U251 4,0 x10*
Queratinocito* HaCat 4,0 x 10*
'Fibroblasto embrionario murino* 3T3 4,0 x 10*
Leucemia mieloide: medula 6ssea K-562 6,0 x 10*
Melanoma: pele UACC-62 5,0 x 10*

*Célula ndo tumoral.
'Linhagem celular de camundongo.

2.1.3.1. Preparo das amostras vegetais (extratos brutos, 6leo essencial e fracdes)

Os derivados vegetais - extratos brutos, 6leo essencial e, posteriormente as fragdes -
de S. terebinthifolius foram submetidos ao ensaio de atividade antiproliferativa, sendo
diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) na concentragéo de 0,1 g mL™, resultando em solugdes
estoques. Estas solugbes foram diluidas 400 vezes em RPMI/SFB/gentamicina. Apds a
diluicdo, amostras de 100 pL/compartimento dos derivados vegetais a serem testadas,
foram adicionadas a placas de 96 compartimentos, exceto na T, (placa controle), nas
concentracdes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg mL’ (Figura 23). Neste momento, foi realizado a
fixacdo da placa Ty, pela adicdo de 50 pL/compartimento de &cido tricloroacético (TCA) a
50%, a qual permitiu determinar a quantidade de células presentes no momento em que as
amostras foram adicionadas. Para o controle positivo, foi utilizado o quimioterapico
doxorrubicina, nas concentracdes de 0,025 a 25 ug mL’. As placas tratadas foram
incubadas por 48 horas e, apés este periodo, o experimento foi interrompido, para a fixagdo
das células, pela adigédo de 50 pL/compartimento de TCA 50% seguida de incubagao por 1
hora a 4 °C. Apds esse periodo, as placas foram submetidas a quatro lavagens
consecutivas com agua para a remoc¢ao dos residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos

secundarios, sendo mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa.
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Figura 23: Esquema demonstrativo da microplaca de 96 orificios, corada com SRB, apresentando a
distribuicdo das linhas e colunas, utilizada para a avaliagdo antiproliferativa dos derivados vegetais.
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2.1.3.2. Determinacdo da atividade antiproliferativa das amostras, pelo ensaio da

sulforrodamina B (SRB), com leitura espectrofotométrica das microplacas

A avaliagcao do crescimento celular foi realizada por um método colorimétrico que
estima indiretamente o numero de células presentes, corando o total de proteina celular,
utilizando a sulforrodamina B (SKEHAN et al., 1990).

Decorridos as 48 horas de tratamento, as células fixadas foram coradas com 50
pL/compartimento de SRB, um corante proteico, a 0,4% (m/v), dissolvido em acido acético a
1% e, em seguida incubadas a 4 °C, por 30 minutos. Decorrido este periodo, as placas
foram lavadas, por quatro vezes consecutivas, com uma solu¢cdo de acido acético 1% e,
secas a temperatura ambiente. Sequencialmente, o corante ligado as proteinas celulares foi
solubilizado por adicao de 150 pyL/compartimento de com Trizma Base (10 uM e pH 10,5).

Ao término do procedimento, as microplacas foram submetidas a leitura
espectrofotométrica da absorbancia em leitor de microplacas (ELISA - Molecular Devices
Versa Max Microplate Reader) a 540 nm.

A SRB é um corante proteico que se liga aos aminoacidos basicos das proteinas de
células que estavam viaveis no momento da fixagcdo. Por isso, quanto maior a quantidade de
SRB ligada ao compartimento, menor a atividade citotéxica da amostra em teste (SKEHAN
et al., 1990).
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2.1.4. Andlise dos resultados

Com os valores médios de absorbancia, para cada concentracédo de cada amostra,
obtidos na leitura espectrofotométrica, foi calculada a porcentagem de crescimento (%C),

pelas médias das absorbancias, descontadas de seus respectivos brancos.

Considerando-se:
Se T > T4: a amostra apresenta estimulo de crescimento celular.

Se T4 > T = Ty: a amostra apresenta atividade citostatica e, a formula utilizada é:
% C =100x [(T —T,) /(T, - T,)]
Se T < Ty: a amostra apresenta atividade citocida e, a formula utilizada é:

% C =100 [(T ~T,) (T,)]

Onde:
T = média da absorbancia da célula tratada com a amostra;
T4 = absorbancia do controle de célula (branco);

To = absorbancia do controle das células no dia da adi¢ao das drogas.

Foram gerados graficos de porcentagem de crescimento em fun¢do da concentragéo
da amostra testada e, as concentragbes efetivas denominadas Glsp, que representa a
concentragdo necessaria para inibir 50% do crescimento celular, e TGl (total growth
inhibition), que representa a concentragéo necessaria para inibir totalmente o crescimento
celular (0% de crescimento celular) (SHOEMAKER, 2006), foram calculadas por regressao
nao linear, tipo sigmoidal, utilizando-se software Origin® - versdo 8, e classificadas quanto &
atividade pelos valores de Glsq €, posteriormente, apresentado o TGl mais promissores das
amostras mais ativas (FOUCHE et al., 2008). Esses valores foram utilizados para comparar

a poténcia das amostras e evidenciando a seletividade.
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3. Resultados e discusséo

Os testes de atividade antitumoral foram realizados conforme descritos na
metodologia para a avaliagdo da atividade antiproliferativa in vitro, em cultura de células
tumorais e ndo tumorais humanas e n&o tumorais de camundongos (Tabela 18), em fase
exponencial de crescimento, a diferentes concentracbes das amostras, sendo a
quantificagcao final de células realizada pelo ensaio da SRB.

A metodologia de triagem antiproliferativa in vitro, preconizada pelo NCI-EUA e
utilizada neste trabalho, permite a avaliacdo da resposta biolégica de amostras de origem
vegetal, buscando a inibigéo seletiva de crescimento e/ou morte celular, na complexidade de
uma dose-resposta produzida, frente a diversos tipos de células neoplasicas, ou para
determinar se o padrao de resposta € uUnico e ndo é semelhante ao de qualquer outra
amostra, possibilitando a selegdo de amostras com maior especificidade, rapidez, eficiéncia
e reprodutibilidade (SKEHAN et al., 1990, SCREENING, 2013).

Diante dessa perspectiva, os extratos brutos diclorometanicos e etandlicos e o 6leo
essencial de S. terebinthifolius obtidos conforme a metodologia descrita no item 2.1.1. do
Capitulo Il foram avaliados. Posteriormente, pela analise dos resultados obtidos, o extrato
que apresentou a melhor atividade antiproliferativa, assim como o 6leo essencial, foi
submetido ao processo de fracionamento, conforme item 2.1.4. do Capitulo Il, para
prosseguimento do estudo de atividade antiproliferativa.

A avaliacao da influéncia dos extratos, 6leo essencial e fragdes sobre a proliferagédo
celular foi feita por método colorimétrico utilizando-se a SRB, o qual estima indiretamente o
numero de células presentes no meio. O ensaio da SRB é consideravelmente rapido,
simples e apresenta sensibilidade comparavel aquelas das metodologias fluorescentes e
superior aos ensaios que utilizam outros corantes visiveis, mesmo em baixas concentragbes
celulares (SKEHAN et al., 1990).

O resultado obtido foi expresso graficamente com o crescimento celular em fungéo
da concentragdo da amostra. A leitura desse grafico indica que valores positivos (acima de
zero e abaixo de 100%) representam crescimento celular, enquanto que valores negativos
(abaixo de zero) representam morte celular, pois neste caso, a quantidade de células
(aferida pela absorbancia no final do experimento) é menor do que a que iniciou o
experimento (absorbancia em Ty). As concentragdes efetivas Glso (concentragéo para inibir
50% do crescimento celular), TGl (concentragdo para inibir 100% do crescimento celular) e
LCso (concentragdo para que ocorra 50% de morte celular) sdo parametros utilizados para

mensurar a atividade celular (Figura 24) (SERVAT, 2010). No presente trabalho, optou-se
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pelas concentracdes efetivas Glsg € TGI, tendo em vista o perfil de atividade apresentado
pelas amostras.

Figura 24: Relacdo de crescimento celular em fungcdo da concentragdo da amostra em destaque as
concentragdes efetivas Glsg (concentragéo para inibir 50% do crescimento celular), TGI (concentracao

para inibir 100% do crescimento celular) e, LCsy (concentragdo para que ocorra 50% de morte
celular).
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Os resultados das analises de atividade antiproliferativa dos extratos brutos e 6leo
essencial vegetal testados foram avaliados, evidenciando perfis de seletividade das
amostras vegetais (Figura 25) e, os valores das concentragdes efetivas foram utilizados para
comparar a poténcia das amostras vegetais (Tabelas 19 e 20). Como controle positivo, a
doxorrubicina foi utilizada nos ensaios, para o monitoramento do perfil de resposta das
linhagens empregadas.
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Figura 25: Curvas de concentragédo-resposta dos derivados vegetais de S. terebinthifolius, para a
avaliacdo da atividade antiproliferativa in vitro, pelo ensaio da sulforrodamina B, sobre as linhagens
celulares, correlacionando a porcentagem de crescimento da célula a concentracdo do composto

utilizado.
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As curvas concentragdo-resposta em A, B e C representam os EB do Acesso 1 (Unesp), Acesso 2 (CPQBA) e Acesso 3
(UniPinhal) e, correspondentes em 1, 2, 3, e 4 para o EBdS, EBetS, EBAM e EBetM, respectivamente. A curva concentragéo-
resposta em D representa o OE e, em E a Doxorrubicina (controle positivo).
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Tabela 19: Valores da concentragéo efetiva Glsy (ug mL'1) referente a atividade antiproliferativa in vitro
dos extratos brutos e 6leo essencial de S. terebinthifolius, frente as linhagens tumorais e nao-
tumorais.

Linhagem Acesso 1 (ug mL"1) Acesso 2 (ug mL'1) Acesso 3 (ug mL"1)

celular EBJS EBetS EBAM EBetM:EBdS EBetS EBdM EBetM OE :'EBdS EBetS EBdM EBetM
U251 39,56 150,59 28,18 29,45:2853 4184 4096 50,68 47,78!2478 38,33 39,56 29,45
MCF-7 27,91 62,69 24,88 30,03525,34 28,69 24,77 27,17 32,05527,24 16,79 14,12 211,32
NCI/ADR-RES 28,35 21,22 2521 19,45529,59 16,05 25,35 30,32 25,99528,38 2599 26,28 27,03
786-0 2,64 276 3035 30,97528,19 28,06 29,95 196,88 29,08526,52 152,41 31,78 224,07
NCI-H460 1,32 <025 1,21 28,38528,73 1,07 3,36 <025 30,36526,95 0,29 <025 41,16
PC-3 26,81 27,39 <0,25 28,88524,41 21,93 1256 0,78 30,35523,30 0,57 0,56 100,25
OVCAR-3 2541 2566 27,23 28,04524,28 24,96 26,38 32,82 29,29524,51 32,42 27,54 30,61
HT29 30,60 4042 32,06 30,54528,36 52,86 32,39 38,53 27,71528,71 33,13 51,23 30,84
HaCaT 40,23 205,09 30,36 58,70@31,65 5520 34,82 92,89 38,33@25,97 76,30 28,25 4274
M_Glso 24,76 <59,56 <22,19 31,60527,68 30,07 2562 <52,26 32,33@26,26 41,80 <24,40 81,94

Acessos: Acesso 1 (Unesp); Acesso 2 (CPQBA); Acesso 3 (UniPinhal).

EBAS: extrato bruto diclorometanico obtido por Soxhlet; EBetS: extrato bruto etandlico obtido por Soxhlet; EBdM: extrato bruto
diclorometanico obtido por maceragéo; EBetM: extrato bruto etanélico obtido por maceragao; OE: 6leo essencial.

Linhagens: U251 (glioma), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario com fenétipo de resisténcia), 786-O (renal), NCI-H460
(pulmao), PC-3 (prostata), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (c6lon), HaCat (queratinocito).

M_G|50: média de G|50.

Tabela 20: Valores da concentragdo efetiva TGl em ug mL™ referente a atividade antiproliferativa in
vitro dos extratos brutos e 6leo essencial de S. terebinthifolius, frente as linhagens tumorais e néo-
tumorais.

Linhagem Acesso 1 (g mL'1) Acesso 2 (ug mL'1) Acesso 3 (ug mL"1)

celular EBdS EBetS EBdM EBetM EBdS EBetS EBdAM EBetM OE EBdS EBetS EBAM EBetM
U251 1970 >250 585 118,6: 63,7 >250 2084 2459 1789: 51,3 2221 2260 1186
MCF-7 139,14 >250 82,5 2244 I 67,5 229,6 57,4 1514 959 I 922 >250 268,3 >250
NCI/ADR-RES 126,1 >250 56,1 >250 161,6 >250 69,2 237,7 479 73,4 75,2 745 1143
786-0 336 >250 68,0 113,6 43,3 1272 1243 >250 434 53,3 >250 >250 >250
NCI-H460 37,3 96 245 1324 75,4 351 >250 >250 78,9 72,4 1050 76 >250
PC-3 58,9 156,7 1,4 186,1 i 36,7 >250 >250 31,5 63,0 i 46,0 14,7 >250 >250
OVCAR-3 53,7 770 52,0 91,0 44,6 96,9 59,1 1712 55,0 48,0 140,5 76,1 1414
HT29 78,9 2438 894 171,45 64,2 249,6 824 2173 521 102,2 163,0 2229 2478
HaCaT 2248 >250 91,1 >250 I 140,8 >250 157,8 >250 125,77 I 59,4 >250 147,8 >250
M_TGI 105,5 >193,0 58,2 >170,8 775 >193,2 >139,8 >200,5 823 66,5 >163,4 >169,3 >208,0

Acessos: Acesso 1 (Unesp); Acesso 2 (CPQBA); Acesso 3 (UniPinhal).

EBdS: extrato bruto diclorometanico obtido por Soxhlet; EBetS: extrato bruto etandlico obtido por Soxhlet; EBdM: extrato bruto
diclorometanico obtido por maceragéo; EBetM: extrato bruto etanélico obtido por maceragéo; OE: 6leo essencial.

Linhagens: U251 (glioma), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario com fenétipo de resisténcia), 786-O (renal), NCI-H460
(pulmao), PC-3 (prostata), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (c6lon), HaCat (queratinocito).

> 250: inativo.

M_TGI: média de TGI.

Pode-se dizer que, os derivados vegetais avaliados apresentaram certa atividade
antiproliferativa em fungdo da concentragdo sobre certas linhagens celulares testadas. As
concentracoes testadas para os extratos brutos e 6leo essencial vegetal foram de 0,25; 2,5;
25 e 250 ug mL™". Pela analise das curvas concentragdo-resposta dos derivados vegetais

sobre as linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento das células a
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concentracao de extrato utilizado, p6de-se apresentar o perfil de acdo e a seletividade das
amostras, sendo consideradas de atividade citostatica as curvas que apresentaram valores
de crescimento celular abaixo ou igual a 50% e, de atividade citocida as que apresentaram
morte celular (valores abaixo de zero).

Os resultados das quatro doses analisadas foram apresentados como valores de Glsg
e TGI (Tabelas 19 e 20). De maneira geral, os extratos diclorometanicos (EBd) foram um
pouco mais ativos [valores médios de Gls, (M_Glso) menores] do que os respectivos extratos
etandlicos (EBet). Assim como observado nas CCDs (Capitulo Il, Figura 9), ndo houve
diferenca significativa quanto a atividade antiproliferativa com relacdo ao método de
extracdo utilizado para a preparagédo dos extratos EBd, considerando-se os valores médios
de Glso. Porém, quando se analisa a atividade sobre cada linhagem, é possivel verificar que
para o individuo coletado no Acesso 1, o extrato EBAS apresentou seletividade para as
linhagens tumorais de rim (786-0, Glsq = 2,64 ug mL'1) e de pulmao (NCI-H460, Gls, = 1,32
ug mL™") enquanto o extrato EBdAM manteve a seletividade para linhagem tumoral de pulmao
(NCI-H460, Gls, = 1,21 ug mL™") e passou a ser seletivo para a linhagem tumoral de préstata
(PC-3, Glsp < 0,25 pg mL'1). De maneira semelhante, os extratos EBdS dos individuos
coletados no Acesso 2 e Acesso 3 apresentaram uma atividade antiproliferativa moderada
(M_Glso = 27,68 e 26,26 ug mL™", respectivamente) agindo de maneira semelhante em todas
as linhagens tumorais. Ja os extratos EBAM desses mesmos individuos (Acesso 2 e Acesso
3) apesar de grande semelhanga quimica com os EBdS, apresentaram atividade
antiproliferativa média um pouco mais potente (M_Gls, = 2562 e < 24,40 ug mL™,
respectivamente) com seletividade para as linhagens tumorais de pulméo (NCI-H460, Glsy =
3,36 e < 0,25 ug mL™", respectivamente) e de prostata (PC-3, Glso = 12,56 e 0,56 g mL",
respectivamente).

Em relacdo aos extratos EBet, a analise por CCD (Capitulo IlI) evidenciou uma
diferenca na composi¢do quimica (Figuras 7.A e .B, 9.B) que pode explicar a diferenca
observada na atividade antiproliferativa média frente ao painel de células tumorais humanas
para os extratos etandlicos obtidos por Soxhlet (EBetS) e maceragéo (EBetM). Assim os
extratos EBetS foram mais ativos (M_Glsg = 30,07 e 41,80 ug mL", para individuos do
Acesso 2 e Acesso 3) do que os EBetM (M_Gls, = < 52,26 e 81,94 ug mL™", para individuos
do Acesso 2 e Acesso 3, respectivamente). A excecao foram os extratos EBet do Acesso 1,
para qual o EBetS (M_Gls, < 59,56 pg mL™) foi menos ativo do que o EBetM (M_Glso =
31,60 ug mL"). Quanto a seletividade, o extrato EBetS do Acesso 1 foi seletivo para as
linhagens tumorais de rim (786-0, Glsy = 2,76 ug mL™") e de pulmao (NCI-H460, Gls, < 0,25
ug mL"), enquanto o EBetM, do mesmo Acesso, ndo apresentou seletividade significativa

para nenhuma das linhagens avaliadas. J& o extrato EBetM do Acesso 2 inibiu
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seletivamente a proliferagdo das linhagens tumorais de pulméo (NCI-H460, Gls, < 0,25 ug
mL") e de prostata (PC-3, Gls, = 0,78 ug mL™") sendo que o EBetS, do mesmo Acesso, foi
seletivo para linhagem de pulmdo (NCI-H460, Gls, = 1,07 ug mL™"). Finalmente, o extrato
EBetS do Acesso 3 também inibiu seletivamente a proliferagdo das linhagens de pulméo
(NCI-H460, Gls; = 0,29 pug mL™") e de prostata (PC-3, Glsy = 0,57 pyg mL™) enquanto o
EBetM, do mesmo Acesso, nao apresentou seletividade para nenhuma das linhagens
avaliadas. Enfim, o OE apresentou uma atividade antiproliferativa moderada (M_Gls, = 32,33
ug mL™) sem seletividade significativa.

De acordo a descricao de critérios, segundo Fouche e colaboradores (2008), para a
classificagdo de amostras com atividade antiproliferativa, os resultados do ensaio dos
derivados vegetais apresentados como valores de TGl podem ser separados em quatro
categorias, a saber, inativo (TGl > 50 ug mL™"), fraca atividade (15 yg mL™" < TGI < 50 pyg mL"
"), atividade moderada (6,25 ug mL™" < TGI < 15 ug mL™) e, atividade potente (TGI < 6,25 ug
mL'1). Circunstancial a este critério e, de acordo com os resultados dos valores de TGI
obtidos (Tabela 20), foi possivel classificar a atividade das amostras analisadas sobre cada
linhagem, com relagdo ao método de extracdo utilizado para a preparagédo dos extratos EBd,
sendo que para o individuo coletado no Acesso 1, o extrato EBAM apresentou uma atividade
potente sobre a linhagem tumoral de prostata (PC-3, TGl = 1,4 yg mL") e uma atividade
fraca sobre a linhagem de pulmao (NCI-H460, TGl = 24,5 ug mL™"). Para o individuo
coletado no Acesso 3, o extrato EBAM apresentou uma atividade moderada sobre a
linhagem tumoral de pulmao (NCI-H460, TGl = 7,6 yg mL™"). De maneira semelhante, o
extrato EBdS do individuo coletado no Acesso 1 apresentou uma atividade fraca sobre as
linhagens tumorais de rim (786-0, TGl = 33,6 ug mL™") e pulm&o (NCI-H460, TGI = 37,3 ug
mL™), enquanto o extrato EBdS (Acesso 2) manteve a atividade para a linhagem tumoral de
rim (786-0, TGl = 43,3 ug mL™") e passou a ser seletivo, da mesma forma que o EBdS
(Acesso 3), sobre as linhagens tumorais de préstata (PC-3, TGl = 36,7 e 46,0ug mL",
respectivamente), e ovario (OVCAR-3, TGl = 44,6 e 48,0 yg mL™, respectivamente).

Em relagédo aos extratos EBet, a andlise dos valores de TGI obtidos (Tabela 20)
evidenciou uma atividade moderada dos extratos EBetS dos individuos coletados no Acesso
1 e Acesso 3 sobre a linhagem tumoral de pulmédo (NCI-H460, TGl = 9,6 ug mL") e de
prostata (PC-3, TGl = 14,7 ug mL™"), respectivamente. J& para o individuo coletado no
Acesso 2, o extrato EBetS apresentou uma atividade fraca sobre a linhagem tumoral de
pulmé&o (NCI-H460, TGI = 35,1 ug mL'1), da mesma forma que o EBetM, sobre a linhagem
de préstata (PC-3 = 31,5 yg mL™). E, finalmente, com a analise dos valores de TGl obtidos
para o OE, foi observada uma atividade fraca sobre as linhagens tumorais de rim (786-0,
TGl = 43,4) e de ovario (NCI/ADR-RES, TGl = 47,9).
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Outro parametro a ser mencionado refere-se a um método comparativo que pode ser
realizado a partir dos valores das concentragdes efetivas, gerados dos resultados dos testes
de atividade antiproliferativa. Esta comparagdo permite avaliar as amostras testadas em
condigbes idénticas, através de um grafico criado por uma delineagéo de valores de delta -
positivos e negativos - gerados a partir de um conjunto de valores de Glsg, TGl ou LCsg. Esta
analise foi desenvolvida pela NCI para enfatizar efeitos diferenciais das amostras testadas
em varias linhagens de células tumorais humanas (SPINDOLA et al., 2009; PAULL et al.,
2013a e 2013b).

A partir dos valores obtidos das concentracdes efetivas Glsy e TGl dos derivados
vegetais (Tabelas 19 e 20, respectivamente), obteve-se a atividade antiproliferativa
diferencial pelos valores de delta obtidos, calculando-se o logo(Glso € TGI) € a média dos os
logaritmos do derivado vegetal (M_Glsq e TGI), subtraindo-se o valor de log1,(Glso € TGI) de
cada linhagem celular da média correspondente (PAULL et al., 2013a). O resultado
referente a atividade antiproliferativa diferencial dos derivados vegetais de folhas de S.
terebinthifolius frente as linhagens celulares testadas esta apresentado nas Tabelas 21 e 22,

e representado pelas Figuras 26 e 27.

Tabela 21: Valores de delta, resultantes de um conjunto de valores da concentragdo efetiva Glsy, para
estimar a atividade antiproliferativa diferencial dos derivados vegetais de S. terebinthifolius frente as
linhagens celulares testadas.

Linhagem Delta do Acesso 1 Delta do Acesso 2 Delta do Acesso 3

celular EBdS EBetS EBdM EBetM: EBdS EBetS EBdM EBetM OE :EBdS EBetS EBdM EBetM
U251 0,38 -0,85 -0,38 0,01 0,01 -029 -0,28 -045 -0,18 0,02 -041 -055 0,29
MCF-7 023 -047 -0,33 0,00 0,04 -0,13 -0,06 -0,18 0,00 5-0,02 -0,05 -0,10 -0,57
NCI/ADR-RES  -023 0,00 -033 0,19 0,03 012 -007 -023 0,09 0,03 -024 -0,37 0,32
786-0 0,80 088 -041 -0,01 -0,01 -0,12 -0,14 -1,04 0,04 -0,01 -1,01 -046 -0,60
NCI-H460 1,10 <1,92 0,99 0,03 0,02 1,30 080 1,85 0,02 0,01 1,71 1,65 0,14
PC-3 021 -011 <167 0,02 0,05 -0,01 023 <136 0,02 005 141 <129 -0,25
OVCAR-3 0,19 -0,09 -0,36 0,03 0,06 -0,07 -009 -0,26 0,04 0,03 -0,34 -0,39 027
HT29 027 -0,28 -044 0,00 0,01 -039 -0,18 -0,33 0,06 0,04 -035 -066 0,27
HaCaT 0,39 -099 -041 -029 0,06 -041 -021 -072 -0,08 0,00 -0,71 -040 0,112

Delta: A = M_Glsg - l0g10(Glsp)]

Acessos: Acesso 1 (Unesp); Acesso 2 (CPQBA); Acesso 3 (UniPinhal).

EBJS: extrato bruto diclorometanico obtido por Soxhlet; EBetS: extrato bruto etandlico obtido por Soxhlet; EBdM: extrato bruto
diclorometanico obtido por maceragéo; EBetM: extrato bruto etanélico obtido por maceragao; OE: 6leo essencial.

Linhagens: U251 (glioma), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario com fenétipo de resisténcia), 786-O (renal), NCI-H460
(pulméo), PC-3 (prostata), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (c6lon), HaCat (queratinocito).
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Figura 26: Atividade antiproliferativa média gerada com os valores de delta, resultantes de um
conjunto de valores da concentracao efetiva Gls, para estimar a atividade antiproliferativa diferencial
dos derivados vegetais de S. terebinthifolius frente as linhagens celulares testadas.

EBetM_unipinhal M EBAM_unipinhal M EBetS_unipinhal EBdS_unipinhal
M EBetM_cpgba B EBdM_cpgba M EBetS_cpgba M EBdS_cpgba
M EBetM_unesp H EBAM_unesp M EBetS_unesp W EBdS_unesp
OE_folhas
HaCaT
HT29 ]
S
K OVCAR-3
=
7] PC-3
o
£ NCI-H460 —
_.c%" 786-0 _ =
c
5 NCI/ADR-RES
MCF7 |
U251 7
-1,2 -0,8 -0,4 0 0,4 0,8 1,2 1,6 2

Valores de delta dos derivados vegetais [A = M_Gl, - log,,(Gl;,)]

Tabela 22: Valores de delta, resultantes de um conjunto de valores da concentragéo efetiva TGI, para
estimar a atividade antiproliferativa diferencial dos derivados vegetais de S. terebinthifolius frente as
linhagens celulares testadas.

Linhagem Delta do Acesso 1 Delta do Acesso 2 Delta do Acesso 3

celular EBJS EBetS EBAM EBetM: EBAS EBetS EBAM EBetM OE |EBJS EBetS EBdM EBetM
U251 036 IN -017 013 | 003 IN 024 015 -039:010 -024 -027 022
MCF-7 021 N -032 014 | 001 -014 032 007 -011:-016 IN -035 N
NCUADR-RES 017 IN 015 IN |-037 IN 024 -013 019 |-006 023 021 024
786-0 041 IN 023 015 | 020 012 002 IN 023|008 IN N N
NCI-H460 036 118 021 008 |-004 068 N N 003 }-005 009 120 N
PC-3 016 -004 147 -006 | 027 N N 075 007 | 014 094 N IN
OVCAR-3 020 027 011 025 {019 023 031 001 013 {013 -004 020 015
HT29 003 023 035 -003|003 018 016 -009 015 -020 010 -027 -0,10
HaCaT 042 IN 0,36 IN 031 IN 012 IN  -023 003 IN 009 IN

Delta: A = M_TGI - log:o(TGI)]

Acessos: Acesso 1 (Unesp); Acesso 2 (CPQBA); Acesso 3 (UniPinhal).

EBdS: extrato bruto diclorometanico obtido por Soxhlet; EBetS: extrato bruto etandlico obtido por Soxhlet; EBdM: extrato bruto
diclorometanico obtido por maceragéo; EBetM: extrato bruto etanélico obtido por maceragéo; OE: 6leo essencial.

Linhagens: U251 (glioma), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario com fenétipo de resisténcia), 786-O (renal), NCI-H460
(pulmao), PC-3 (prostata), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (c6lon), HaCat (queratinocito).

IN: inativo.
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Figura 27: Atividade antiproliferativa média gerada com os valores de delta, resultantes de um
conjunto de valores da concentragdo efetiva TGI, para estimar a atividade antiproliferativa diferencial
dos derivados vegetais de S. terebinthifolius frente as linhagens celulares testadas.

EBetM_unipinhal EBdM_unipinhal M EBetS_unipinhal EBdS_unipinhal
M EBetM_cpgba M EBdM_cpgba M EBetS_cpgba M EBdS_cpgba
M EBetM_unesp M EBAM_unesp M EBetS_unesp M EBdS_unesp
OE_folhas

HaCaT
HT29 ]
5 OVCAR-3 —
I
[] PC-3 E
9
€ NC-Ha60 i
& 786-0 I — S
< —
£ NCI/ADR-RES - —
MCF7 ] —
U251
05 0,25 0 0,25 0,5 0,75 1 1,25 15

Valores de delta dos derivados vegetais [A = M_TGI - log,,(TGl)]

A analise comparativa dos dados apresentados requer uma compreensao do grafico
de atividade antiproliferativa média. Os valores positivos e negativos tragcados ao longo da
linha vertical representam a resposta média de todas as linhagens celulares testadas para a
amostra em estudo. Os valores positivos projetados para a direita, da linha vertical,
representam a sensibilidade celular que excede média. Os valores negativos projetados
para a esquerda representam a sensibilidade celular inferior ao valor da média (SPINDOLA
et al., 2009; PAULL et al., 2013a). A organizacdo e apresentacdo dos dados foram
planejados para otimizar efeitos especificos, para listar linhagens de células por tipo de
doenca, sendo um acessoério util para o conceito de comparagao (PAULL et al., 2013a).

A anadlise comparativa e interpretagcédo dos dados apresentados (Figuras 26 e 27)
para Gls, e TGl para os derivados vegetais de folhas de S. terebinthifolius analisados
corrobora com os resultados ja descritos quanto a seletividade para as linhagens celulares
tumorais de pulméo (NCI-H460), prostata (PC-3) e rim (786-0), além de evidenciar também
uma seletividade moderada para linhagens de ovario (NCI-ADR/RES e OVCAR-3).

Os resultados indicaram ainda uma melhor atividade dos extratos brutos em relagéo
ao 6leo essencial, obtido de folhas de S. terebinthifolius. Uma diferenca na composicéo e
concentracao dos compostos presentes nos derivados vegetais pode explicar a diferenga na
efetividade das amostras frente as linhagens celulares testadas.

Dando continuidade ao estudo fitoquimico, o extrato EBdScpqaea (Acesso 2) foi
selecionado para fracionamento, uma vez que, apesar de nao ser o mais ativo dentre os

extratos diclorometéanico avaliados, foi o que apresentou bons rendimentos no processo de
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extracdo, bons resultados nas avaliagbes de caracterizacdo fisico-quimica, além de
atividade antimicrobiana promissora e grande semelhanca de perfil quimico com o extrato
diclorometanico do individuo coletado no Acesso 3 (EBdSunipinnal). Além disso, o OE também
foi submentido ao fracionamento por seu perfil quimico. Assim as fragdes do 6leo essencial
(FAoE, FBog, FCog, FDog, FEog, FFor, FGog, FHoE, Flog, FJoe € FKoe) € aquelas obtidas a
partir do extrato bruto EBdScpasa, (FAes, FBes, FCes, FDeg, FEes € FFgg), foram submetidas

a avaliagao da atividade antiproliferativa in vitro, frente ao painel de células tumorais.
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Os resultados referentes as atividades das fragbes do OE (Foe) de folhas de S.
terebinthifolius, evidenciando os perfis de seletividade das fragbes, estéo representados na
Figura 28, e seus valores de concentragdo efetiva correspondentes a Glsy e TGl estéo

apresentados nas Tabelas 23 e 24, respectivamente.

Figura 28: Curvas concentragao-resposta das fragdes do OE de S. terebinthifolius, para a avaliagédo
da atividade antiproliferativa in vitro, pelo ensaio da sulforrodamina B, sobre as linhagens celulares,
correlacionando a porcentagem de crescimento da célula a concentragcdo do composto utilizado.
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As curvas concentragdo-resposta em A, B, C, D, E, F e G correspondem as fragdes FAog, FCog, FHog, Flog, FJog, FKoe €
Doxorrubicina (controle positivo), respectivamente.
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Tabela 23: Valores da concentragéo efetiva Glsy (ug mL'1) referente a atividade antiproliferativa in vitro
das fragdes do OE de S. terebinthifolius, frente as linhagens tumorais e ndo-tumorais.

Fragdes do 6leo essencial vegetal (ug mL'1)

Linhagem celular

FAoce FCoe FHoe Floe FJoe FKoe
U251 25,00 28,37 27,39 28,52 25,97 40,12
UACC-62 0,39 24,25 25,34 27,70 22,57 0,77
MCF-7 9,94 27,40 25,60 27,24 26,11 26,02
NCI/ADR-RES 2,69 5,18 26,55 24,51 24,78 28,76
786-0 2,85 26,39 3,66 25,53 23,33 28,16
NCI-H460 25,00 28,73 27,88 29,22 26,81 68,94
PC-3 24,96 25,00 26,39 24,43 25,00 38,70
OVCAR-3 25,04 26,38 26,83 28,72 24,97 54,55
HT29 29,68 28,71 27,55 2047 25,25 32,32
K-562 0,60 0,34 1,43 3,89 26,00 <0,25
HaCaT 3,65 25,49 25,75 26,67 2517 30,15
M_Gilso 13,62 22,39 22,21 25,08 25,09 < 31,70

Linhagens: U251 (glioma), UACC-62 (pele), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario com fenoétipo de resisténcia), 786-O (renal),
NCI-H460 (pulmao), PC-3 (prostata), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (célon), K-562 (leucemia), HaCat (queratinocito).
M_G|50: média de Glsg.

Tabela 24: Valores da concentracao efetiva TGl (ug mL'1) referente a atividade antiproliferativa in vitro
das fragcbes do OE de S. terebinthifolius, frente as linhagens tumorais e ndo-tumorais.

Frages do 6leo essencial vegetal (ug mL™")

Linhagem celular

FAoe FCoe FHoe Floe FJoe FKoe
U251 50,59 74,45 60,67 69,39 59,49 224,81
UACC-62 12,21 50,22 52,79 70,75 36,84 25,82
MCF-7 37,74 64,41 57,10 67,30 58,51 101,76
NCI/ADR-RES 10,94 55,43 73,65 66,89 52,46 135,22
786-0 15,71 46,09 34,84 44,42 39,46 93,49
NCI-H460 60,91 91,04 95,32 114,10 69,94 > 250
PC-3 42,11 47,10 53,31 42,49 46,91 > 250
OVCAR-3 55,21 57,60 69,77 87,14 55,82 > 250
HT29 63,56 60,93 60,41 74,39 46,88 178,84
K-562 15,64 > 250 32,30 > 250 89,74 > 250
HaCaT 29,06 57,25 69,54 73,11 76,74 100,93
M_TGI 35,79 > 77,68 59,97 > 87,27 57,53 > 169,71

Linhagens: U251 (glioma), UACC-62 (pele), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario com fenoétipo de resisténcia), 786-O (renal),
NCI-H460 (pulmao), PC-3 (préstata), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (c6lon), K-562 (leucemia), HaCat (queratinocito).

> 250: inativo.

M_TGI: média de TGI.

As Foe avaliadas apresentaram certa atividade antiproliferativa em funcdo da
concentragdo sobre certas linhagens celulares testadas, e pela analise das curvas
concentragao-resposta das Fog sobre as linhagens, relacionando a porcentagem de
crescimento das células & concentracdo da amostra utilizada (0,25; 2,5; 25 e 250 ug mL™),

apresentou-se o perfil de acdo e a seletividade das fragdes.
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Os resultados das quatro doses analisadas foram apresentados como valores de Glsg
e TGI (Tabelas 23 e 24). De maneira geral, a fracdo FAqe foi mais ativa [valor médio de Glsg
menor (M_Glso = 13,62 ug mL'1)] do que as demais fracbes do OE, e a FKoe foi a menos
ativa (M_Glsg < 31,70 ug mL'1). Do mesmo modo, as fragdes Flog € FJoe apresentaram uma
atividade antiproliferativa moderada (M_Gls, = 25,08 e 25,09 ug mL™, respectivamente). Ja
as fragbes FCoe € FHoe apresentaram uma atividade um pouco mais potente (M_Glsp =
22,39 e 22,21 pyg mL", respectivamente). Assim como observado na CCD (Capitulo Il
Figura 13.B), ha uma diferenca na composi¢cdo quimica que pode explicar a diferenca
observada na atividade antiproliferativa média frente ao painel de células tumorais para as
Foe. Quando se analisa a atividade sobre cada linhagem, é possivel verificar que a FAqe € a
FKog, apesar da diferenca quimica e de valores de Gls, apresentaram seletividade
semelhantes para as linhagens tumorais de pele (UACC-62, Gls, = 0,39 e 0,77 pg mL™),
mama (MCF-7, Glso = 9,94 e 26,02 ug mL'1), ovario (NCI/ADR-RES, Gls, = 2,69 e 28,76 ug
mL'1), rim (786-0, Glso = 2,85 e 28,16 ug mL'1) e leucemia (K-562, Gls, = 0,60 e < 0,25 ug
mL™, respectivamente) e para a linhagem n&o tumoral de queratinocito (HaCaT, Gls, = 3,65
e 30,15 yg mL™", respectivamente). Ja a fragdo FCoz apresentou seletividade para as
linhagens tumorais de leucemia (K-562, Gls, = 0,34 ug mL") e de ovario (NCI-ADR/RES,
Glso = 5,18 pyg mL™") enquanto a fragdo FHoe manteve a seletividade para linhagem tumoral
de leucemia (K-562, Glso = 1,43 ug mL'1), e passou a ser seletiva para a linhagem tumoral
de rim (786-0, Gls, = 3,66 ug mL'1). Enfim, a fracdo Floe inibiu seletivamente a proliferacéo
das linhagens tumorais de ovario (NCI-ADR/RES, Glsy = 24, 51 ug mL'1), préstata (PC-3,
Glso = 24,43 g mL'1) e leucemia (K-562, Glso = 3,89 ug mL'1), enquanto que a fracdo FJoe
manteve a seletividade para as linhagens tumorais de ovario (NCI/ADR-RES e OVCAR-3,
Glso = 24,78 e 24,97 ug mL™, respectivamente) e de préstata (PC-3, Glso = 25,00 ug mL™), e
passou a ser seletiva para as linhagens tumorais de pele (UACC-62, Glso = 22,57 ygmL™") e
de rim (786-0, Glso = 23,33 ug mL™).

Os resultados, do ensaio das Fog, apresentados como valores de TGl foram
classificados segundo Fouche e colaboradores (2008), e circunstancial a esse critério de
classificagéo e, de acordo com os valores de TGl obtidos (Tabela 24), foi possivel descrever
a atividade das amostras analisadas sobre cada linhagem. Dessa forma, a fracdo FAoe
apresentou uma atividade moderada sobre a linhagem tumoral de ovario (NCI-ADR/RES,
TGl = 10,94 ug mL™") e de pele (UACC-62, TGl = 12,21 yg mL™") e uma atividade fraca
sobre a linhagem de leucemia (K-562, TGl = 15,64 yg mL™), rim (786-0, TGl = 15,71 ug mL’
"), queratinocito (HaCaT, TGl = 29,06 ug mL™), mama (MCF-7, TGl = 37,74 ugmL") e
prostata (PC-3, TGl = 42,11 uyg mL™"). De maneira semelhante, as fragdes FCo e Flog

apresentaram uma atividade fraca sobre as linhagens tumorais de rim (786-0, TGl = 46,09 e
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44,42 ug mL", respectivamente) e de préstata (PC-3, TGl = 47,10 e 42,49 ug mL",
respectivamente), enquanto a fracdo FJog manteve a atividade para as linhagens tumorais
de rim (786-0, TGl = 39,46 ug mL™") e de prostata (PC-3, TGl = 46,91 ug mL™), e passou a
ser seletiva para pele (UACC-62, TGI = 36,84 ug mL™") e célon (HT-29, TGI = 46,88 ug mL"
'), da mesma forma que a fragdo FKoe manteve a atividade para linhagem de pele (UACC-
62, TGl = 25,82 yg mL™), a fracdo FHoe apresentou atividade para as linhagens tumorais de
leucemia (K-562, TGl = 32,30) e de rim (86-0, TGl = 34,84 yg mL™).

A partir dos valores obtidos das concentragbes efetivas Glsy € TGl das Foe (Tabelas
23 e 24, respectivamente), obteve-se a atividade antiproliferativa diferencial pelos valores de
delta, segundo método comparativo (PAULL et al., 2013a) para enfatizar os efeitos
diferenciais das amostras testadas em varias linhagens de células tumorais. O resultado
referente a atividade antiproliferativa diferencial das fragbes do OE de folhas de S.
terebinthifolius frente as linhagens celulares testadas esta apresentado nas Tabelas 25 e 26,

e representado pelas Figuras 29 e 30.

Tabela 25: Valores de delta, resultantes de um conjunto de valores da concentragdo efetiva Glsy, para
estimar a atividade antiproliferativa diferencial das Fog de S. terebinthifolius frente as linhagens
celulares testadas.

) Delta das fragdes do 6leo essencial vegetal
Linhagem celular

FAoe FCoe FHoe Floe FJoe FKoe
U251 -0,59 -0,26 -0,21 -0,10 -0,02 -0,39
UACC-62 1,21 -0,19 -0,17 -0,09 0,05 1,33
MCEF-7 -0,19 -0,25 -0,18 -0,08 -0,02 -0,20
NCI/ADR-RES 0,38 0,48 -0,19 -0,03 0,00 -0,24
786-0 0,35 -0,23 0,67 -0,05 0,03 -0,24
NCI-H460 -0,59 -0,27 -0,21 -0,11 -0,03 -0,62
PC-3 -0,59 -0,21 -0,19 -0,03 0,00 -0,37
OVCAR-3 -0,59 -0,23 -0,20 -0,10 0,00 -0,52
HT29 -0,67 -0,27 -0,21 -0,11 0,00 -0,29
K-562 1,03 1,65 1,08 0,77 -0,02 1,82
HaCaT 0,24 -0,22 -0,18 -0,07 0,00 -0,26

Delta: A = M_G|50 - |Og1o(G|50)]
Linhagens: U251 (glioma), UACC-62 (pele), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario com fenétipo de resisténcia), 786-O (renal),
NCI-H460 (pulmao), PC-3 (préstata), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (c6lon), K-562 (leucemia), HaCat (queratinocito).
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Figura 29: Atividade antiproliferativa média gerada com os valores de delta, resultantes de um
conjunto de valores da concentracao efetiva Gls, para estimar a atividade antiproliferativa diferencial

das Foe de S. terebinthifolius frente as linhagens celulares testadas.

HaCaT
K-562
HT29
OVCAR-3

PC-3

NCI-H460
786-0

Linhagem celular
|

NCI/ADR-RES
MCF7
UACC-62
U251

—_—
i
—
—
—

-1 -0,5 0

Valores de delta das Fq [A = M_Gl, - log,,(Gls,)]

1

1,5

2

FKOE
m FJOE
H FIOE

FHOE
W FCOE
HFAOE

Tabela 26: Valores de delta, resultantes de um conjunto de valores da concentragéo efetiva TGI, para
estimar a atividade antiproliferativa diferencial das Foe de S. terebinthifolius frente as linhagens

celulares testadas.

Delta das fragbes do 6leo essencial vegetal

Linhagem celular

FAoce FCoe FHoe Floe FJoe FKoe
U251 -0,23 -0,04 -0,02 0,05 -0,03 -0,19
UACC-62 0,39 0,13 0,04 0,04 0,18 0,75
MCF-7 -0,10 0,02 0,00 0,06 -0,02 0,15
NCI/ADR-RES 0,44 0,09 -0,11 0,06 0,03 0,03
786-0 0,28 0,17 0,22 0,24 0,15 0,19
NCI-H460 -0,31 -0,13 -0,22 -0,17 -0,10 -0,24
PC-3 -0,15 0,16 0,03 0,26 0,07 -0,25
OVCAR-3 -0,27 0,07 -0,08 -0,05 0,00 -0,24
HT29 -0,33 0,04 -0,02 0,01 0,07 -0,10
K-562 0,28 -0,57 0,25 -0,51 -0,21 -0,24
HaCaT 0,01 0,07 -0,08 0,02 -0,14 0,15

Delta: A= M_TGI - log:o(TGI)]

Linhagens: U251 (glioma), UACC-62 (pele), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario com fenétipo de resisténcia), 786-O (renal),

NCI-H460 (pulmao), PC-3 (préstata), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (c6lon), K-562 (leucemia), HaCat (queratinocito).
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Figura 30: Atividade antiproliferativa média gerada com os valores de delta, resultantes de um
conjunto de valores da concentragdo efetiva TGI, para estimar a atividade antiproliferativa diferencial
das Foe de S. terebinthifolius frente as linhagens celulares testadas.

HaCaT ‘ T —
K-562
HT29 —
£ S
&  OVCAR-3 —
3 FKOE
g PC-3 | —
HFJOE
g NCI-H460 -
& 786-0 _ mFIOE
i = -
£ NCI/ADR-RES = FHOE
MCF7 - M FCOE
UACC-62 — B FAOE
U251 =—

-06 -04 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8
Valores de delta das F, [A = M_TGI - log,,(TGl)]

Conforme ja mencionado, os valores de delta tracados representam a resposta
média de todas as linhagens celulares testadas para a amostra em estudo, evidenciando
dessa forma a sensibilidade celular.

A analise comparativa e interpretacdo dos dados apresentados (Figuras 29 e 30)
para Glsg e TGl para as Foeg de folhas de S. terebinthifolius analisados, quanto a
sensibilidade celular, corrobora com os resultados ja descritos quanto a seletividade para as
linhagens celulares tumorais de leucemia (K-562), pele (UACC-62), rim (786-O) e ovario
(NCI-ADR/RES), além de evidenciar também uma sensibilidade moderada para linhagens
de queratinocito (HaCat), préstata (PC-3) e mama (MCF-7).

Os resultados das analises de bioprospecgédo das Foe revelaram certas diferencas
tanto para a seletividade das fragbes as linhagens tumorais testadas, quanto para a
sensibilidade das linhagens responsivas a agdo da amostra em estudo. Os resultados
indicaram uma melhor atividade da fragdo FAoe em relagdo as demais fragdes testadas,
apresentando seletividade com atividade moderada sobre as linhagens tumorais de ovario
(NCI-ADR/RES) e de pele (UACC-62) e uma atividade fraca sobre as linhagens de leucemia
(K-562), rim (786-0), queratinocito (HaCaT), mama (MCF-7) e préstata (PC-3). A diferenca
na composi¢cdo e concentracdo dos compostos presentes nas fracdes do OE pode explicar a

diferenga na efetividade das amostras frente as linhagens celulares testadas.
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Os resultados referentes as atividades das fragcbes do EBdScpasa (Fes) de folhas de
S. terebinthifolius, evidenciando os perfis de seletividade das fragdes, estdo representados
na Figura 31, e seus valores de concentragdo efetiva correspondentes a Glsg € TGI estdo

apresentados nas Tabelas 27 e 28, respectivamente.

Figura 31: Curvas concentragao-resposta das fragbes do EBdScpqea de S. terebinthifolius, para a
avaliagédo da atividade antiproliferativa in vitro, pelo ensaio da sulforrodamina B, sobre as linhagens
celulares, correlacionando a porcentagem de crescimento da célula a concentracdo do composto
utilizado.
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As curvas concentragdo-resposta em A, B, C, D, E, F e G correspondem as fragoes FAgg, FBgs, FCes, FDes, FEgs, FFes ©
Doxorrubicina (controle positivo), respectivamente.
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Tabela 27: Valores da concentragéo efetiva Gls, (ug mL'1) referente a atividade antiproliferativa in vitro
das fragdes do EBdScpara de S. terebinthifolius, frente as linhagens tumorais e ndo-tumorais.

Fracdes do EBdScpaea (Mg mL'1)

Linhagem celular

FAgs FBes FCes FDes FEes FFes
U251 > 250 26,41 4,93 26,53 > 250 27,40
NCI/ADR-RES > 250 26,96 26,96 10,22 81,91 28,58
786-0 > 250 28,90 27,54 27,7 > 250 32,80
NCI-H460 > 250 27,67 24,42 2547 196,38 47,81
PC-3 > 250 23,30 9,88 5,27 57,69 25,98
HT29 > 250 27,39 24,55 25,22 143,87 30,62
K-562 > 250 15,06 1,43 1,00 <0,25 0,29
3T3 > 250 24,36 7,28 6,32 38,00 25,85
M_Glso > 250 25,01 15,87 15,97 > 127,26 27,42

Linhagens: U251 (glioma), NCI-ADR/RES (ovario com fendtipo de resisténcia), 786-O (renal), NCI-H460 (pulm&o), PC-3
(prostata), HT-29 (célon), K-562 (leucemia), 3T3 (fibroblasto embrionario murino).

> 250: inativo.

M_G|50: média de Glsg.

Tabela 28: Valores da concentracao efetiva TGl (ug mL'1) referente a atividade antiproliferativa in vitro
das fracbes do EBdScpasa de S. terebinthifolius, frente as linhagens tumorais e ndo-tumorais.

Fragoes do EBdScraga (ug mL™")

Linhagem celular

FAes FBes FCes FDes FEes FFes
U251 > 250 70,75 38,08 56,84 > 250 59,86
NCI/ADR-RES > 250 117,60 117,60 59,34 > 250 108,39
786-0 > 250 94,22 70,93 95,06 > 250 125,21
NCI-H460 > 250 117,70 52,19 86,25 > 250 > 250
PC-3 > 250 42,88 33,40 27,06 > 250 40,84
HT29 > 250 71,10 45,07 55,93 > 250 104,35
K-562 > 250 > 250 > 250 > 250 > 250 > 250
3T3 > 250 52,41 36,38 40,14 > 250 60,61
M_TGI > 250 > 102,08 > 80,46 > 83,83 > 250 > 124,91

Linhagens: U251 (glioma), NCI-ADR/RES (ovario com fenétipo de resisténcia), 786-O (renal), NCI-H460 (pulméo), PC-3
(préstata), HT-29 (célon), K-562 (leucemia), 3T3 (fibroblasto embrionario murino).

> 250: inativo.

M_TGI: média de TGI.

As Fgg avaliadas apresentaram certa atividade antiproliferativa em fungcdo da
concentracao sobre certas linhagens celulares testadas, e pela analise das curvas
concentracao-resposta das Fgg sobre as linhagens, relacionando a porcentagem de
crescimento das células a concentragdo da amostra utilizada (0,25; 2,5; 25 e 250 ug mL'1),
apresentou-se o perfil de agao e a seletividade das fragdes.

Os resultados das quatro doses analisadas foram apresentados como valores de Glsg
e TGI (Tabelas 27 e 28). De maneira geral, as fragbes FCgg € FDgg foram as mais ativas
[valor médio de Gls, menor (M_Gls, = 15,87 e 15,97ug mL™”, respectivamente)]. De maneira
semelhante, as fracbes FBgg e FFgg apresentaram uma atividade antiproliferativa moderada

(M_Gls, = 25,01 e 27,42 ug mL™", respectivamente). Ja a fracdo FEgs apresentou uma
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atividade média fraca (M_Glso = 127,26 ug mL'1) e a FAgg mostrou-se inativa (M_Glsq < 250
ug mL") as linhagens tumorais avaliadas. Assim como observado na CCD (Capitulo Il
Figura 11.B), ha uma diferenca na composi¢do quimica que pode explicar a diferenca
observada na atividade antiproliferativa média frente ao painel de células tumorais para as
Foe. Quando se analisa a atividade sobre cada linhagem, é possivel verificar que as fracoes
FBes, FCes, FDes, FEes € FFgs, apesar da diferenca quimica e de valores de Gls,
apresentaram seletividade semelhantes para as linhagens tumorais de préstata (PC-3, Glsg
= 23,30, 9,88, 5,27, 57,69 e 25,98 ug mL™") e de leucemia (K-562, Gls, = 15,086, 1,43, 1,00, <
0,25 e 0,29 yg mL™", respectivamente) e para a linhagem nao tumoral de fibroblasto
embrionario murinho (3T3, Glsg = 24,36, 7,28, 6,32, 38,00 e 25,85ug mL", respectivamente).
Ja as fragdes FCgg € FFgg passaram a ser seletivas para a linhagem tumoral de glioma
(U251, Glsp = 4,93 e 27,40 ug mL™", respectivamente) e as fragbes FDgg € FEgg para a
linhagem de ovario (NCI-ADR/RES, Gls, = 10,22 € 81,91 ug mL", respectivamente). Por fim,
a fracdo FAgs ndo apresentou nenhum perfil de acdo e seletividade para nenhuma das
linhagens avaliadas.

Os resultados, do ensaio das Fgg, apresentados como valores de TGl foram
classificados segundo Fouche e colaboradores (2008), e circunstancial a esse critério de
classificagcéo e, de acordo com os valores de TGl obtidos (Tabela 28), foi possivel descrever
a atividade das amostras analisadas sobre cada linhagem. Dessa forma, a fracdo FCgs
apresentou uma atividade fraca sobre as linhagens tumorais de préstata (PC-3, TGl = 33,40
ug mL"), glioma (U251, TGI = 38,08) e colon (HT-29, TGl = 45,07 ug mL") e sobre a
linhagem nao tumoral de fibroblasto embrionario murinho (3T3, TGl = 36,38 uyg mL™"). De
maneira semelhante, as fracdes FBgg, FDegg € FFgg apresentaram atividade fraca sobre a
linhagem tumoral de prostata (PC-3, TGl = 42,88, 27,06 e 40,84 ug mL™, respectivamente),
e a FDgg apresentou também, fraca atividade sobre a linhagem nao tumoral de fibroblasto
embrionario murinho (3T3, TGI = 40,14 ug mL'1). Por fim, as fragdes FAgs e FEgg foram
consideradas inativas sobre as linhagens avaliadas.

A partir dos valores obtidos das concentragbes efetivas Glso e TGl das Fgg (Tabelas
27 e 28, respectivamente), obteve-se a atividade antiproliferativa diferencial pelos valores de
delta, segundo método comparativo (PAULL et al., 2013a). O resultado referente a atividade
antiproliferativa diferencial das fragdes do EBdScpqea de folhas de S. terebinthifolius frente
as linhagens celulares testadas esta apresentado nas Tabelas 29 e 30, e representado

pelas Figuras 32 e 33.
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Tabela 29: Valores de delta, resultantes de um conjunto de valores da concentragéo efetiva Gls,, para
estimar a atividade antiproliferativa diferencial das Fgg de S. terebinthifolius frente as linhagens
celulares testadas.

Delta das fragées do EBdScpasa (g mL'1)

Linhagem celular

FAgs FBes FCes FDes FEes FFes
U251 IN -0,03 0,35 -0,40 -0,66 -0,20
NCI/ADR-RES IN -0,04 -0,39 0,02 -0,18 -0,22
786-0 IN -0,07 -0,40 -0,42 -0,66 -0,28
NCI-H460 IN -0,05 -0,34 -0,38 -0,56 -0,45
PC-3 IN 0,02 0,05 0,30 -0,02 -0,18
HT29 IN -0,05 -0,35 -0,38 -0,42 -0,25
K-562 IN 0,21 0,89 1,03 2,34 1,77
3T3 IN 0,00 0,18 0,23 0,16 -0,18

Delta: A = M_Glsg - l0g10(Glsp)]

Linhagens: U251 (glioma), NCI-ADR/RES (ovario com fendtipo de resisténcia), 786-O (renal), NCI-H460 (pulméo), PC-3
(préstata), HT-29 (cdlon), K-562 (leucemia), 3T3 (fibroblasto embrionario murino).

IN: inativo

Figura 32: Atividade antiproliferativa média gerada com os valores de delta, resultantes de um
conjunto de valores da concentragéo efetiva Gls,, para estimar a atividade antiproliferativa diferencial
das Fgg de S. terebinthifolius frente as linhagens celulares testadas.
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Tabela 30: Valores de delta, resultantes de um conjunto de valores da concentragéo efetiva TGI, para
estimar a atividade antiproliferativa diferencial das Fgg de S. terebinthifolius frente as linhagens
celulares testadas.

Delta das fragbes do EBdScpaea

Linhagem celular

FAgs FBes FCes FDes FEes FFes
U251 IN 0,10 0,21 0,07 IN 0,24
NCI/ADR-RES IN -0,12 -0,28 0,05 IN -0,02
786-0 IN -0,03 -0,06 -0,15 IN -0,08
NCI-H460 IN -0,12 0,08 -0,11 IN -0,38
PC-3 IN 0,31 0,27 0,40 IN 0,40
HT29 IN 0,09 0,14 0,08 IN 0,00
K-562 IN -0,45 -0,60 -0,57 IN -0,38
3T3 IN 0,23 0,23 0,22 IN 0,23

Delta: A = M_TGI - log1o(TGl)]

Linhagens: U251 (glioma), NCI-ADR/RES (ovario com fenétipo de resisténcia), 786-O (renal), NCI-H460 (pulm&o), PC-3
(préstata), HT-29 (célon), K-562 (leucemia), 3T3 (fibroblasto embrionario murino).

IN: inativo

Figura 33: Atividade antiproliferativa média gerada com os valores de delta, resultantes de um
conjunto de valores da concentragéo efetiva TGI, para estimar a atividade antiproliferativa diferencial
das Fgg de S. terebinthifolius frente as linhagens celulares testadas.
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Conforme mencionado anteriormente, os valores de delta tracados representam a
resposta média de todas as linhagens celulares testadas para a amostra em estudo,
evidenciando dessa forma a sensibilidade celular.

A anadlise comparativa e interpretagcédo dos dados apresentados (Figuras 32 e 33)
para Gls e TGl para as Fgg de folhas de S. terebinthifolius analisados, quanto a
sensibilidade celular, corrobora com os resultados descritos quanto a seletividade para as

linhagens celulares tumorais de leucemia (K-562), prostata (PC-3) e glioma (U251) e para a
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linhagem nao tumoral de fibroblasto embrionario murinho (3T3), além de evidenciar também
uma sensibilidade moderada para a linhagem tumoral de co6lon (HT-29) para TGI.

Os resultados das analises de bioprospeccéo das Fgg revelaram certas diferencas
tanto para a seletividade das fragdes as linhagens tumorais testadas, quanto para a
sensibilidade das linhagens responsivas a agdo da amostra em estudo. Os resultados
indicaram uma melhor atividade, embora classificada como atividade fraca, da fragdo FDgg,
com seletividade sobre a linhagem tumoral de préstata (PC-3). A diferengca na composicéo e
concentracao dos compostos presentes nas fracées do EBdScpqsa pode explicar a diferenca

na efetividade das amostras frente as linhagens celulares testadas.
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4. Concluséao

Os dados apresentados neste capitulo para a bioprospeccdo e avaliacdo do
potencial quimioterapéutico das amostras vegetais avaliadas foram apresentados como
valores de Glsy e TGI, valores estes que foram utilizados para comparar a poténcia das
amostras e evidenciar sua seletividade.

Os resultados revelaram amostras que podem ser consideradas como possiveis
candidatos a novos agentes com elevada seletividade para o cancer, apresentando de
forma geral, uma melhor atividade dos extratos brutos em relacdo ao 6leo essencial, obtidos
de folhas de S. terebinthifolius.

A analise comparativa dos derivados vegetais de folhas de S. terebinthifolius
evidenciaram os efeitos diferenciais das amostras testadas indicando a sensibilidade celular
das linhagens tumorais de pulmao (NCI-H460), préstata (PC-3) e rim (786-0), além de
revelar uma sensibilidade moderada para linhagens de ovario (NCI-ADR/RES e OVCAR-3).

Em relagéo aos extratos, o EBdMynesp (Acesso 1) apresentou uma potente atividade
antiproliferativa, com seletividade para a linhagem tumoral de prostata (PC-3) e uma
atividade fraca sobre a linhagem de pulm&o (NCI-H460). O EBdMynipinnar (Acesso 3) e o
EBetSynesp (Acesso 1) apresentaram atividade moderada com seletividade para a linhagem
tumoral de pulméo (NCI-H460), enquanto o EBetSynipinna (Acesso 3) apresentou atividade
semelhante para a linhagem de préstata (PC-3). Ja o OE apresentou uma fraca atividade
com seletividade para as linhagens tumorais de rim (786-0) e de ovéario (NCI/ADR-RES).

O EBdScpasa (Acesso 2) apesar de ndo ter sido o extrato mais ativo, apresentando
uma atividade fraca com seletividade para a linhagem tumoral de préstata (PC-3), rim (786-
0) e ovario (OVCAR-3), foi o extrato selecionado para prosseguimento dos estudos devido
ao conjunto de caracteres avaliados nesse trabalho.

O estudo das fragdes do extrato EBdScpqsa € do OE, obtidos no processo de
fracionamento, evidenciou diversas fragbes ativas.

A analise comparativa das fragbes evidenciou os efeitos diferenciais das amostras
testadas indicando a sensibilidade celular das linhagens avaliadas. Assim, a analise
comparativa das Foe indicaram a sensibilidade celular das linhagens tumorais de leucemia
(K-562), pele (UACC-62), rim (786-O) e ovario (NCI-ADR/RES), além de revelar uma
sensibilidade moderada para linhagens de queratinocito (HaCat), prostata (PC-3) e mama
(MCF-7). Ja a anadlise das Fgg indicou sensibilidade celular das linhagens tumorais de
leucemia (K-562), préstata (PC-3) e glioma (U251) e para a linhagem n&o tumoral de
fibroblasto embrionario murinho (3T3), além de evidenciar também uma sensibilidade

moderada para a linhagem tumoral de célon (HT-29), em relagéo ao TGl.

Ademir Salvi Jinior



Capitulo IV: Avaliagéo da atividade antiproliferativa 128

Quanto a atividade, os dados apresentados para as Foe revelaram melhor atividade
para a fragdo FAqg, que se destacou pela atividade antiproliferativa moderada com
seletividade para a linhagem tumoral de ovario (NCI-ADR/RES) e de pele (UACC-62), além
de evidenciar uma atividade fraca sobre as linhagens de leucemia (K-562), rim (786-0),
queratinocito (HaCaT), mama (MCF-7) e prostata (PC-3). Ja os dados apresentados para as
Fes revelaram melhor atividade, apesar de considerada como fraca, para as fracdes FCgz €
FDgg, com seletividade semelhante para a linhagem tumoral de préstata (PC-3) e para a
linhagem nao tumoral de fibroblasto embrionario murinho (3T3), enquanto a FCgs ainda
apresentou seletividade para as linhagens de glioma (U251) e de célon (HT-29).

Uma diferenca na composicdo e concentragdo dos compostos presentes nos
derivados vegetais pode explicar a diferenca na efetividade das amostras frente as
linhagens celulares testadas.

Os resultados obtidos demonstram o potencial de utilizagéo das fragdes ativas como
agentes quimioterapicos. Porém a atividade e seletividade sobre as células cancerosas
observada nos modelos in vitro pode nao refletir necessariamente numa atividade in vivo, o
que sugere a continuidade desse trabalho, com objetivo de identificar os principios ativos e
comprovar o mecanismo de agéo e a atividade in vivo. Recomenda-se o estudo combinado
desses fatores (SMITH et al., 2005) indicados para uma conclusdo mais fundamentada a

respeito da atividade de novas substancias com potencial anticancer.
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CONSIDERACOES FINAIS

O interesse pelo estudo das folhas de Schinus terebinthifolius Raddi surgiu
primeiramente pelo fato de sua utilizagdo popular na terapéutica seguir a indicagéo
farmacopeica, a qual designa a casca do tronco como farmacdgeno e, pelo impacto
ambiental decorrente deste fato, despertando a preocupacgio, sobre a coleta incorreta do

material vegetal, o que pode dificultar a permanéncia da espécie em sua area de dominio.

Os dados apresentados neste trabalho demonstraram que o perfil quimico obtido de
folhas de S. terebinthifolius induziu a atividade antimicrobiana e antiproliferativa in vitro.
Estas descobertas sugerem que os derivados vegetais de aroeira podem ser uma fonte
promissora de compostos ativos, com potencial para um futuro agente quimioterapico, para
fins terapéuticos inovadores e/ou estratégias de prevengéo de doencgas, em particular contra
micro-organismos e cancer. Diante desses dados, a droga vegetal originada de folhas de
aroeira pode vir a ser utilizada como matéria-prima para o desenvolvimento e producao de
produtos farmacéuticos, entretanto ela deve ser caracterizada e, cumprir todas as
determinagdes regulatorias em relagdo a qualidade da matéria-prima, em conformidade com

os requisitos legais.

Os resultados obtidos neste estudo podem ser considerados como ponto de partida
para novas pesquisas para identificar especificamente os compostos responsaveis pelas
atividades bioldgicas, sendo necessarios outros estudos in vitro e in vivo para estabelecer
mecanismos farmacologicos, toxicidade e viabilidade de produg&o. Podem orientar e
subsidiar futuras investigagdes sobre o potencial da espécie S. terebinthifolius Raddi, e
colaborar com estudos voltados para plantas medicinais e drogas vegetais, visando a

obtencao e estudo de novos fitoterapicos.
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