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RESUMO

SILVA, E. M. Caracterizacdo farmacogndstica, fisico-quimica e microbiolégica
das folhas de Anani (Symphonia globulifera Linn. f., Clusiaceae). 2011.xxp.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de P6s Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Federal do Para, Belém, 2011.

Symphonia globulifera Linn. f., popularmente comumente conhecida como
anani, citada em relatos de utlizacdo popular em diferentes paises, como
Camarfes, e em varias regides do Brasil, principalmente na Amazbnia, no
tratamento de inflamacgdes na pele, tbnico geral e laxante para mulheres gravidas,
além de sua seiva/latex ser empregada contra reumatismo e tumores. Embora
alguns trabalhos tenham descrito o perfil fitoquimico de S. globulifera, ndo existem
estudos, até o presente, avaliando as propriedades botanicas, quimicas (analise
térmica) e farmacéutica (spray dryer) desta planta. Assim, foram utilizadas
metodologias classicas contidas em farmacopéias e métodos analiticos mais
modernos. Os resultados obtidos para a caracterizacdo botanica sdo: as células
epidérmicas de ambas as faces da folha sdo heterodimensionais. O complexo
estomatico € do tipo anomocitico encontrado apenas na face abaxial. O peciolo
apresenta-se plano-convexo revestido por células quadrangulares e espessa
cutinizacédo. A caracterizacdo do p6 sao: a analise granulométrica classifica-o como
sendo grosso. Na perda por dessecacao foi de 9%; no teor de cinzas totais foi de
4,3%; com a analise térmica foi possivel verificar em TG entre 31 a 100°C a primeira
perda de massa de 7,8%, em DTA a 64°C um evento endotérmico e em DSC a 84°C
um evento endotérmico de 169 J/g; o perfil espectroscopico na regido do IV sugere a
presenca de compostos fendlicos. Enquanto os resultados para a tintura e extrato
liofilizado séo: densidade aparente de 0,97%g/mL; pH de 6; percentual de residuo
seco de 9%; na prospeccao quimica verificou-se a presenca de saponinas, agucares
redutores e fendis e taninos para o extrato e algumas fracdes; na analise térmica em
TG foi encontrado uma perda de massa de 6,55% entre 28 a 100°C, em DSC
somente um evento exotérmico a 169°C; o perfil espectroscopico na regido do IV
apresentou bandas de absorcdo forte caracteristicas de alcodis e fendis. No
processo de secagem, 0s excipientes que apresentaram os melhores resultados
foram aerosil 40% e celulose microcristalina mais aerosil na proporcao de 35:5. O

extrato apresentou caracteristicas antioxidantes. A matéria-prima vegetal também foi



i
testada quanto a sua atividade antimicrobiana e antifingica, fornecendo resultados
positivos para algumas cepas testadas e apresentado atividade bactericida para
fracOes acetato de etila e hexanica. O extrato e a fracdo hexanica apresentaram

atividade fungistética, Todos esses resultados contribuem para futuros estudos com

essa planta, aumentando assim seu valor agregado.

Palavras-chave: analise farmacogndstica, anani, controle de qualidade fitoterapia,

Symphonia globulifera Linn. f..



ABSTRACT

SILVA, E. M. Pharmacognostic Characterization, Physico-Chemical and
Microbiological Sheets Anani (Symphonia globulifera Linn. f., Clusiaceae).
2011.xxp. Dissertation (Master) — Faculdade de Farmécia, Universidade Federal do
Para, Belém, 2011.

Symphonia globulifera Linn. f., commonly known as anani cited in reports of
popular use in different countries such as Cameroon, and in several regions of Brazil,
mainly in the Amazon, in the treatment of skin inflammations, general tonic and
laxative for pregnant women, and its latex to be employed against rheumatism and
tumors. Although some studies have described the phytochemical profile of S.
globulifera, there are no studies to date, assessing the botanical properties, chemical
properties (thermal analysis) and pharmaceuticals (spray dryer) of this plant. Thus,
classic methodologies were used contained in pharmacopoeias and modern
analytical methods. The results for the botanical characterization are: the epidermal
cells of both sides of the sheet are heterodimensionais. The stomatal complex is
anomocytic type found only on the abaxial surface. The petiole is presented coated
plano-convex cells cutinizagdo square and thick. The characterization of the powder
are: particle size analysis classifies it as being rude. Loss on drying was 9% in total
ash content was 4.3%, with the thermal analysis we observed in TG between 31 and
100°C at the first mass loss of 7.8% in the DTA 64°C and a DSC endothermic event
at 84°C an endothermic event of 169 J/g, the spectroscopic profile in the region of
the IV suggests the presence of phenolic compounds. While the results for the dye
and dried extract are: bulk density of 0.97% g/mL, pH 6; percentage of dry weight of
9% in chemical prospecting verified the presence of saponins, reducing sugars and
phenols and tannins to extract and some fractions, the thermal analysis TG was
found in a mass loss of 6.55% from 28 to 100°C, only one event in DSC exotherm to
169°C, the spectroscopic profile in the region IV showed bands of strong absorption
features of alcohols and phenols. In the study using a spray dryer, excipients that
showed the best results were 40% aerosil more aerosil and microcrystalline cellulose
in the proportion of 35:5. The extract showed antioxidant properties. The vegetable
raw material was also tested for their antimicrobial and antifungal activity, providing

positive results for some strains tested and shown bactericidal activity for fractions of
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ethyl acetate and hexane. The extract and the hexane fraction showed fungistatic

activity, all these results contribute to future studies with this
Plant, thereby increasing their value.

Keywords: analysis pharmacognostic, anani, quality control, herbal, Symphonia
globulifera Linn. f..
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1 INTRODUCAO

E crescente o interesse em terapias alternativas e na utilizagio de produtos
naturais, especialmente aqueles derivados de plantas, pela importancia que
representa para a pesquisa farmacoldgica e o desenvolvimento de drogas, néo
somente quando seus constituintes sao usados diretamente como agentes
terapéuticos, mas também como matérias-primas para a sintese, ou modelos para
compostos farmacologicamente ativos (WHO, 2003).

O Governo brasileiro, visando a importancia desse segmento nha economia,
lancou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), aprovada
pelo Decreto n° 5.813/06 (ANVISA) e em dezembro de 2008 foi publicada a Portaria
n° 2.960, que aprovou o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e
criou o Comité Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (COFID). Um dos
objetivos do programa é construir e aperfeicoar o marco regulatorio em todas as
etapas da cadeia produtiva de plantas medicinais e fitoterapicas, a partir dos
modelos e experiéncias existentes no Brasil e em outros paises (BRASIL, 2008).

E, para isso, faz-se necessario, cada vez mais, estudos sobre espécies
vegetais. Nesse contexto, insere-se o0 projeto “Desenvolvimento e Avaliacdo da
Permeacao in vitro de Formulagdes Fitoterapicas Antimicrobianas de Uso Tépico”
gue se propOe a investigar trés espeécies vegetais de uso corrente na regiao
amazobnica, com um elevado potencial mercadologico e excelente viabilidade
técnica, requisitos que associados aos dados, a serem produzidos com o
desenvolvimento do projeto, poderao contribuir para a inclusdo delas na nova edicao
da Farmacopéia Brasileira.

As trés espécies vegetais sdo: o0 mata-pasto ou fedegoso (Heliotropium
indicum (L.) DC - Boraginaceae), o lacre (Vismia guianensis (Aubl.) Choisy -
Clusiaceae) e o anani (Symphonia globulifera L. F. - Clusiaceae). Essas espécies
propostas no referido projeto apresentam aspectos econdmicos, académicos e
etnofarmacéuticos que justificam sua escolha para investigacdo. Os vegetais, se
aproveitados em produtos farmacéuticos, podem ser cultivados na regido, e tém sido
frequentemente citados em levantamentos e abordagens etnofarmacéuticas
realizadas em diferentes municipios do Brasil e, em particular, do Estado do Para.

No presente trabalho foi estudada a espécie Symphonia globulifera Linn. f.
(Clusiaceae), que no Brasil € comumente conhecida como anani, citada em relatos

de utilizacdo popular em diferentes paises, como Camardes, e em varias regides do
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Brasil, principalmente na Amazonia, no tratamento de inflamagdes na pele, tbnico
geral e laxante para mulheres gravidas (AUBREVILLE, 1950; IRVINE, 1961), além
de sua seival/ldtex ser empregada contra reumatismo e tumores (AMOROZO e
GELY, 1988; REVILLA, 2002). H& estudos que comprovam a eficacia de suas folhas
na atividade antiplasmodial e como antioxidante (NGOUELA et al. 2006), suas raizes
demonstraram atividade antimicrobiana (NKENGFACK et al. 2002a).

A partir do exposto, adota-se como premissa a caracterizacao da espécie
vegetal e dos seus derivados (p6 e extratos), no sentido de contribuir para estudos
direcionados a busca de novos fitoterapicos, visando o controle de qualidade das
etapas de desenvolvimento tecnoldgico utilizando matérias-primas vegetais e para
provavel inclusdo dessa espécie na Farmacopéia Brasileira.

Para atingirmos nossos obijetivos, fez-se necessaria a criagdo de uma
equipe multidisciplinar trabalhando em conjunto, como esperado de um estudo para
a avaliagdo de uma planta. Assim, este trabalho foi realizado em colaboragdo com
pesquisadores da Universidade de S&do Paulo (USP/RP), fitoquimicos, quimicos,
microbiologistas e farmacéuticos responsaveis pelas avaliagfes fitoquimicas, por
testes relacionados a controle de qualidade e pela avaliacdo da concentracdo
inibitéria minima da amostra, e com pesquisadores da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa/PA) juntamente com pesquisadores do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB/UFPA), botanicos, responsaveis pelo estudo quimico-
botanico da espécie, e também com pesquisadores do Instituto de Ciéncias Exatas e
Naturais (ICEN/UFPA), guimicos e engenheiros quimicos responsaveis pelo perfil
térmico do po6 e do extrato liofilizado juntamente com as analises do infravermelho,
firmando-se assim uma integracdo interinstitucional e promovendo um

compartilhamento de experiéncias, tdo importantes para o progresso cientifico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos botanicos

No Brasil ocorrem varias espécies da familia Clusiaceae, algumas delas de
valor medicinal. Essa familia foi descrita por Antonie Laurent de Jussieu e
compreende aproximadamente 1.370 espécies, dentro de 45 géneros de ocorréncia
em regides tropicais (MABBERLEY, 1997). No Brasil ocorrem 21 géneros, com
aproximadamente 131 espécies de ampla distribuicdo por todo o territério
(BARROZO, 1991). A familia Clusiaceae ou Guttifferae (nomina conservandum),
pertence a ordem Theales, subclasse Dilleniidae, classe Magnoliopsida e divisdo
Magnoliophyta. Essas angiospermas sdo compostas por arvores, subarbustos e
poucas ervas.

Sao plantas caracterizadas por possuirem folhas opostas ou alternas, sendo
elas simples, sem estipulas e com varias nervuras secundarias delgadas.
Raramente encontram-se flores solitarias. As inflorescéncias s&o vistosas,
compostas por flores geralmente assimétricas, contendo de 2 a 5 sépalas distintas e
4 ou 5 pétalas persistentes, andréginas ou unissexuadas. O androceu em geral €
constituido de muitos estames, filetes filiformes, espessados ou nulos e anteras
bitecas e rimosas. Os graos de pdlen produzidos possuem tamanho variado. O
ovario é supero, formado de 3 a 15 carpelos, com um a muitos 6vulos em cada
I6culo. Os frutos podem ser capsula, quando secos e baga ou drupa, quando
carnosos. Na familia sdo encontradas, com grande freqiéncia, células secretoras de
compostos fenodlicos dispersas, geralmente produzindo proantocianidinas e
armazenando varios tipos de xantonas (CRONQUIST, 1981).

Alguns géneros dessa familia s8o, destacando-se 0s com importancia
medicinal no Brasil, Hypericum, Clusia, Calophyllum, Garcinia e Symphonia, além de
possuirem espécies econdmicas para a producdo de madeiras, gomas, pigmentos,
Oleos essenciais e resinas (DI STASI e LIMA, 2002). O género Symphonia consiste
de 18 espécies distribuidas desde a América do Sul até Africa e Madagascar. Assim
como o género Vismia sdo de interesse farmacéutico, esse pertencente também a
familia estudada, tem como espécie principal a Vismia guianensis (Aubl.) Choisy,

popularmente conhecida como lacre, destacando-se principalmente pela sua
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utilizacdo no tratamento de dermatoses e por possuir propriedades antipiréticas e
anti-reumaticas (LORENZI e MATOS, 2002). As antraquinonas sao metabdlitos
tipicos que constituem esse género (MIRAGLIA et al. 1981) e a ocorréncia de
antraguinonas preniladas é limitado apenas a trés géneros da familia Clusiaceae:
Vismia, Hurungana e Psorospermum (DELLE MONACHE, 1985). H4 ainda outros
componentes também encontrados nesse género, tais como varios triterpendides,
diantraquinonas, benzofenonas e lignanas (NAGEN e De OLIVEIRA, 1997).

Enquanto no género Calophyllum, destaca-se a espécie Calophyllum
brasiliense, conhecida popularmente como guanandi ou jacarelUba, cuja infusdo da
casca € um remédio popular utilizado para o tratamento de reumatismo, varicoses,
hemorroidas e Ulceras cronicas (CORREA, 1978). Segundo Cronquist (1981), uma
das caracteristicas anatdmicas marcantes da familia Clusiaceae é a presenca de
canais e cavidades secretores esquizogenos em todos os tecidos, onde sao
elaborados e secretados diversos metabdlitos secundarios. Suas folhas apresentam
cavidades secretoras resiniferas, sendo algumas delas produtoras de resinas
aromaticas que, somadas aos canais secretores, promovem o acumulo de diversos
tipos de metabdlitos secundarios, tais como xantonas e cumarinas (CARDONA et al.
1990; CORTEZ et al., 1999) podendo estar na forma isolada ou agrupar-se com
cristais oxalato de calcio.

Diversas cumarinas e xantonas isoladas de representantes do género
Calophyllum apresentaram importantes atividades moluscicida, antitumoral, antiviral
e antimicrobiana (GUILET, 2001). Segundo Oliveira e colaboradores (1998) outro
fator importante para a diagnose de drogas vegetais, além da descricdo anatdmica,
corresponde as inclusdes celulares tanto de natureza organica (amido, compostos
fendlicos, goticulas de oOleo etc.) como inorganicas (cristais de oxalato de calcio,
carbonato de calcio etc.) e estas inclusbes podem ser evidenciadas por meio de
reacdes histoquimicas adequadas.

A espécie Symphonia globulifera Linn. f. (Figura 1) é uma arvore de
ocorréncia principalmente na Mata de varzea amazbnica. Da mesma familia
botanica do bacuri (Platonia insignis Mart.), pode ser encontrada na Amazonia,
Maranhdo, Rio de Janeiro, nas Guianas, America Central (México), Africa e
Madagascar. E conhecida como marecage ou Manil na Guiana Francesa, arvore
Buckwax na Guiana e Suriname e Anani ou Ananin no Brasil. Umas de suas
caracteristicas sdo suas enormes sapopemas (raiz que cresce com o tronco e forma

em volta dele divisbes achatadas, caracterizando a raiz tabular), resultante da
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adaptacdo da espécie ao ambiente alagado. Quando ocorre no ambiente de terra
firme, seu caule é reto sem a presenca de sapopemas. E uma arvore de grande
porte que pode atingir 30m de altura. A espécie produz uma resina amarela contida
no caule, folhas e frutos (PESCE, 2009).

Suas inflorescéncias sao vermelhas e florescem durante os meses de julho a
setembro (JARDIM e ZOGHBI, 2008). As folhas sdo opostas, sem estipulas,
oblongas, peciolo muito curto e possui flores. Estas sé@o polinizadas por beija-flores e
outros passaros (BITTRICH e AMARAL 1996; GILL et al. 1998; LASPRILLA e
SAZIMA, 2004). O pdlen fica nas tecas misturado com uma substancia oleosa e é
assim depositado no poro do estigma. Foi observado na Amazénia e na América
Central que as flores, que produzem bastante néctar, sdo as vezes comidas por
macacos quando outras fontes de alimento sio escassas (RIBA-HERNANDEZ e
STONER 2005). As bagas sao dispersas por morcegos. O fruto € comestivel por
animais silvestres, sendo uma esfera ovoide de 2,5cm de comprimento de cor
marrom claro composta de uma massa de cor amarela e estdo maduros entre os
meses de dezembro a janeiro. A semente contém 35% de uma gordura preta, em
gue sua colheita € de pouca importancia (PESCE, 2009). O caule/tronco é
comercializado e usado na construcéo civil (JARDIM e ZOGHBI, 2008), a resina é
usada misturada com carvao de imbauba para preparar um betume preto para
encerar fios de vela (PESCE, 2009), calafetar embarcacbes e é usado pela
populacéo local da Amazbdnia como cura para varias doencas (RIBEIRO et al. 1999),
a semente produz uma gordura que pode ser empregada no preparo de sabdes de
gualidade inferior, em mistura com outras gorduras (PESCE, 2009), A espécie que
origina o nome do municipio Ananindeua (lugar de anani) ainda pode ser encontrada
em suas florestas de varzea.

Essa espécie foi citada em relatos de utilizacdo popular em diferentes paises,
como Camardes, e em diferentes regides do Brasil, em particular na Amazoénia.
Destacando-se pela sua utilizacdo no tratamento de inflamacbes na pele,
apresentando-se como ténico geral e laxante para mulheres gravidas (IRVINE, 1961,
AUBREVILLE, 1950), além de sua seiva/latex ser empregada contra rasgadura,
reumatismo e tumores (REVILLA, 2002; AMOROZO e GELY, 1988), suas folhas
apresentam atividade antiplasmodial, antioxidante (NGOUELA et al. 2006) e inibicédo
nas atividades de leishmania e colinesterase (LENTA et al. 2007), suas raizes
possuem atividade antimicrobiana (NKENGFACK et al. 2002b). E ainda possui agao
inibitéria - HIV in vitro com extratos de S. globulifera (GUSTAFSON et al. 1992).
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Figura 1 — Fotografias das folhas, flores, frutos e raizes (saponemas) de S. globulifera.fonte:

WWW.tropicos.org

2.2 Aspectos biologicos

O extrato das raizes de S. globulifera tem mostrado forte citotoxicidade contra
a linhagem celular KB (carcinoma epidermoide oral); duas xantonas oxigenadas com
isoprendides sado responsaveis por essa atividade, as globulixantonas A e B
(NKENGFACK et al. 2002a).

Os estudos de Nkengfack e colaboradores (2002b) utilizando o método de
difusdo em meio solido, confirmaram a acdo antimicrobiana dos extratos
diclorometano e metandlico bruto das cascas da raiz de S. globulifera, por meio das
globulixantonas C, D e E, frente aos seguintes microorganismos gram-positivos:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subitilis e Vibrio anguillarium.

Ngouela e seus colaboradores (2006) detectaram a presenca de compostos
fendlicos nas cascas de semente de S. globulifera capazes de exercer atividade
antiplasmodial contra Plasmodium falciparum, cepa W,, que € resistente a
cloroquina e outros antimalaricos e atividade antioxidante (estresse oxidativo). Esses
compostos fendlicos foram a gaboxantona, symphonin, globuliferin e guttiferona A.

Os estudos de Lenta e seus colaboradores (2007) registram a ocorréncia das
atividades leishmanicida e da anticolinesterasica in vitro por compostos fendlicos
presentes em folhas de S. globulifera. Os extratos metandlicos e seus compostos

puros tiveram significativa atividade contra amastigotas de Leishmania donovani e
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contra as colinesterases A e B, que representam o alvo mais atraente para o
desenvolvimento de drogas e descoberta de mecanismos dos inibidores baseados
no tratamento de doencas degenerativas como a doenca de Alzheimer. Os
compostos puros responsaveis por essas atividades foram a guttiferona A e
globulixantona C.

2.2.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Um antioxidante pode ser definido como uma substancia ou conjunto de
substancias que, em baixa concentracdo, diminuem ou previnem a oxidacdo de
extratos oxidaveis, como gorduras, proteinas, carboidratos ou DNA (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007).

E amplamente reconhecida a importancia da oxidagdo no organismo. O
metabolismo oxidativo gera as chamadas “espécies reativas de oxigénio” (EROs)
gue estdo relacionadas com a producdo de energia, fagocitose, controle do
crescimento celular e sinalizacéo intercelular e sintese de compostos biologicamente
importantes. No entanto, quando produzidas em grande quantidade, essas espécies
podem causar uma série de danos celulares. As EROs mais importantes nos
organismos vivos incluem hidroxil (*OH), anion superoxido (*Oy), 6xido nitrico (NO®)
e peroxil (RO;") (ARUOMA, 1999).

Os mecanismos de acao antioxidante podem incluir: supressao da formacao
de EROs tanto pela inibicdo de enzimas ou pela quelacdo de elementos envolvidos
na producdo de radicais livres; sequestro de EROs e aumento ou protecdo das
defensas antioxidantes do organismo (PIETTA, 2000). Portanto, a atividade
antioxidante deve ser avaliada por diversas metodologias, envolvendo diferentes
mecanismos, pois o potencial de um composto pode ser diferente de acordo com o
ensaio empregado (MOURE et. al. 2001).

2.2.1.1 Determinacéo da atividade redutora do DPPH*

O DPPH’, radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila, é caracterizado como um radical

estavel devido a deslocalizagdo de um elétron desemparelhado por toda a molécula
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(Figura 2). Por isso esse radical ndo dimeriza como seria 0 caso para a maioria dos
radicais livres. A deslocalizacdo eletrbnica € também responsavel pela sua cor
violeta caracteristica. Quando uma solugéo etandlica de DPPH" é misturada com
uma ou mais substancias que podem doar um atomo de hidrogénio, a molécula de
DPPH’ passa para a forma reduzida (Figura 2) com perda da coloracdo violeta e
aparecimento de uma cor residual amarela devido a presenca do grupo picril
(BLOIS, 1958; MOLYNEUX, 2004). Um parametro bastante utilizado para a
interpretacdo dos resultados obtidos é a Clsp, definida como a concentracdo de

substrato que causa 50 % de perda da atividade de DPPH" (coloragao).
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Figura 2 — Representacdo esquematica do ensaio do DPPH*: reducéo do radical difenilpicrilhidrazila (A)
a molécula difenilpicrilhidrazina (B).

2.2.1.2 Determinacao da atividade antioxidante pelo sistema xantina/XOD/luminol

Fisiologicamente a principal funcéo da enzima xantina oxidase (XOD) é oxidar
a hipoxantina a xantina e a xantina a acido Urico. Durante a reoxidacdo da XOD, o
oxigénio molecular pode agir como um aceptor de elétrons, produzindo os anions
superéxido. O anion superéxido apresenta baixa reatividade, no entanto, ele reage
facilmente com perdxido de hidrogénio gerando o radical hidroxila, bem mais danoso
as células do organismo (ROBAK e GRYGLEWSKI, 1988).

No ensaio usando o sistema xantina/XOD/luminol ocorre a producdo de
anions superoxido, que por sua vez oxidam o luminol, uma substancia utilizado
como detector. Essa oxidacdo faz com que a molécula de luminol, se rearrange
liberando um féton de energia, fenbmeno denominado de luminescéncia. Como a

emissdo luminescente € causada por uma reagdo quimica, utiliza-se o termo
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quimioluminescéncia. Desta forma, a quantidade de luz emitida € proporcional a

guantidade anions superoxido produzida pela enzima xantina oxidase (Figura 3).
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Figura 3 — Representagdo esquematica do ensaio antioxidante utilizando o sistema xantina/xantina
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2.3 Aspectos quimicos

Para a espécie em estudo, alguns metabdlitos secundarios ja foram
identificados na sua constituicdo: globulixantonas A (1) e B (2) (NKENGFACK et al.
2002a), globulixantonas C (3), D (4) e E (5) (NKENGFACK et al. 2002b),
gaboxantona (6), globuliferin (7) e symphonin (8) (NGOUELA et al. 2006), guttiferona
A (9) (LENTA et al. 2007), conforme mostrado na Figura 4. Poucos estudos sobre S.
globulifera foram realizados até entdo, mas alguns metabdlitos secundarios ja foram
isolados como xantonas e benzofenonas das suas folhas, raizes e sementes
(NKENGFACK et al. 2002a).
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Figura 4 - Estruture. .. compostos (1)- globulixantonas A; (£)- globulixantonas B; (3)-
globulixantonas C; (4)- globulixantonas D; (5)- globulixantonas E; (6)- gaboxantona; (7)- globuliferin;

(8)- symphonin e (9)- guttiferona A.

As xantonas sdo metabdlitos secundarios encontradas em algumas familias
de plantas, fungos e liquenes e compreendem uma importante classe de
heterociclos oxigenados. O nucleo da xantona é conhecido como dibenzo-y-pirona

(Figura 3), os carbonos 1 a 4 sdo derivados da via metabdlica do acetato-malonato e
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formam o anel A, e os carbonos 5 a 8 sé@o derivados do acido chiquimico e formam
o anel B (SIMOES et al. 2000).

Figura 5 - Ndcleo bésico das xantonas.

As xantonas foram classificadas em cinco grupos: xantonas oxigenadas
simples, xantonas glicosiladas, xantonas preniladas, xantonolignoides e xantonas
diversas (SULTANBAWA, 1980; JIANG et al. 2004). A rota biossintética mais
frequentemente aceita, considera que as xantonas sao produzidas a partir de dois
precursores biogenéticos distintos: Acido chiquimico e malonilCoA. Isso leva a
formacdo de um intermediario comum, a benzofenona, com um ndcleo proveniente
da rota do acido chiquimico e outro da rota do malonil-CoA.

A ocorréncia de xantonas preniladas € comumente descrita em espécies das
familias Clusiaceae (NGOUELA et al. 2006; NKENGFACK et al. 2002). De todas as
atividades bioldgicas apresentadas por elas, talvez a mais interessante seja a acao
inibitéria da enzima monoamino oxidase (MAO). Niveis aumentados ou diminuidos
de atividade da MAO em individuos ja foram relacionados a uma série de distlrbios
neuropsiquiatricos como fobia, depressao, abuso de drogas e outros. As xantonas
apresentam um grande potencial de utilizacdo por terem demonstrado atividade
inibitéria potente, seletiva e reversivel desta enzima (GNERRE et al. 2001). Muitos
trabalhos tém apresentado esse metabdlito como potenciais substancias para o
tratamento do cancer (ASANO et al. 1996; PERMANA et al. 1994). Algumas
xantonas (naturais e sintéticas) apresentam ainda, acdo antimicrobiana, antifingica
(ROCHA et al. 1994), entre outras. Por outro lado, a toxicidade delas é ainda pouco

estudada, e esse € um dos passos limitantes ao emprego terapéutico.
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2.4 Métodos analiticos utilizados na avaliacdo e controle de qualidade de
fitoterdpicos

As analises fisico-quimicas utilizadas para o controle de qualidade de um
medicamento fitoterapico juntamente com o controle do processo produtivo da planta
medicinal, buscam favorecer a obtencdo de um produto final padronizado com
garantias de seguranca e eficacia.

Os métodos atualmente mais empregados em muitas industrias para
avaliacdo e controle de qualidade da matéria-prima sdo as andlises térmicas e a

espectroscopia na regiao do infravermelho.

2.4.1 ANALISE TERMICA

As potenciais aplicacbes da andlise térmica na industria farmacéutica sao
inimeras em torno da investigacao fisico-quimica de produtos farmacéuticos. Por
isso, tem sido extensivamente utilizada como ferramenta analitica confiavel e
essencial para o controle de qualidade e desenvolvimento de novas formulacdes
farmacéuticas, bem como para o estudo da estabilidade, compatibilidade e das
possiveis interacdes entre farmacos e excipientes e suas misturas, contribuindo
dessa forma para estudos de pré-formulacdo (SANTOS et al. 2008).

As técnicas de analise térmica sdo aquelas nas quais uma propriedade fisica
de uma substancia ou de seus produtos de reacdo é medida em funcdo da
temperatura. Usualmente, a substancia é submetida a um programa de temperatura
durante a analise. Os resultados séo fornecidos na forma de curvas (termograma ou
curva de decomposicao térmica), as quais contém as informacdes a respeito da
variacdo do parametro medido (HOLLER et al. 2009). Dentre as técnicas
termoanaliticas empregadas com maior freqtiéncia na industria farmacéutica estéo a
termogravimetria (TG); analise térmica diferencial (DTA) e a calorimetria exploratdria
diferencial (DSC) (ARAUJO et al. 2006).

Na termogravimetria (TG ou TGA) o parametro a ser medido é a massa, por
meio da utilizagcdo de uma termobalangca que permite medir o ganho ou perda de

massa que ocorre na amostra em funcdo de uma variagcdo controlada de
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temperatura. O transdutor ou sensor utilizado na TG é uma balanca registradora
(HOLLER et al. 2009). As curvas obtidas fornecem informacfes relativas a
composicdo e estabilidade térmica da amostra, dos produtos intermediarios e do
residuo formado. Dada a natureza dindmica da variacdo de temperatura da amostra
para originar curvas TG, fatores instrumentais [razdo de aquecimento, atmosfera (N2,
ar ou outros), vazao de gas, composicao do cadinho, geometria do porta amostra e
tamanho e forma do forno] e relacionados as caracteristicas da amostra podem
influenciar a natureza, a precisao e a exatidao dos resultados experimentais (SILVA
et al. 2007). A partir da derivada primeira da curva TG obtém-se a curva
termogravimétrica derivada (DTG) (HOLLER et al. 2009).

A analise térmica diferencial (DTA) é a técnica pela qual a diferenca de
temperatura (AT) entre a substédncia e o material de referéncia (termicamente
estavel) € medida em funcdo da temperatura, enquanto ambos sdo submetidos a
uma programacdo controlada de temperatura. As variacdes de temperatura na
amostra sdo devido as transicdes entalpicas ou reacdes endotérmicas e
exotérmicas. As curvas DTA representam os registros de variagdo em funcédo da
temperatura (T) ou do tempo (t), de modo que o0s eventos sdo apresentados na
forma de picos. Os picos ascendentes caracterizam o0s eventos exotérmicos,
desprendimento de calor, e 0os descendentes os endotérmicos, o calor sendo
absorvido (WENDLANDT, 1986; SILVA et al. 2007).

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foi desenvolvida com o intuito de
evitar as dificuldades encontradas na DTA ou compensa-las, criando um
equipamento capaz de quantificar a energia envolvida nas reacdes de entalpia. Os
processos comumente estudados por DSC sdo os que envolvem troca de calor
como transicao vitrea (troca de linha de base), cristalizacdo (transicdo exotérmica) e
fusdo (transicdo endotérmica) (RODRIGUES e MARCHETTO, 2002).

A pequena quantidade de amostra utilizada, a rapidez de resultados, a
limpeza da técnica e a possibilidade de visualizacdo do seu perfil termoanalitico,
fazem dessas técnicas poderosas ferramentas no estudo de padronizacdo das
matérias-primas vegetais e ensaios de pré-formulacdo para o desenvolvimento
tecnoldgico de medicamentos fitoterapicos (ARAUJO et al. 2006; SILVA JUNIOR,
2006a; ALVES, 2008).
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2.4.2 ESPECTROSCOPIA NAS REGIOES DO INFRAVERMELHO

7

O espectro no IV de um composto quimico é considerado uma de suas
propriedades fisico-quimicas mais caracteristicas e, por conta disto, a
espectroscopia na regido do IV tem extensa aplicagcdo na identificacdo de
compostos. Quase todos os compostos contendo ligagbes covalentes absorvem
varias freqliéncias da radiacdo eletromagnética na regido do IV no espectro
eletromagnético. A radiacdo infravermelha na faixa aproximada de 10.000 a 100 cm™
guando absorvida, converte-se em energia de vibracdo molecular e, como resultado,
as ligacdes quimicas sofrem deformacbes (axiais e angulares). Este processo é
guantizado, porém o espectro vibracional costuma aparecer como uma série de
bandas ao invés de linhas. As linhas se sobrepbem dando lugar as bandas
observadas. Sao estas bandas de vibragdo-rotacao, particularmente as que ocorrem
entre 4.000 e 400 cm-1, a porcdo de maior interesse para a investigacdo das
informacdes estruturais Uteis de moléculas organicas (SILVERSTEIN et al. 2007).

2.5 Spray drying

Na industria farmacéutica o uso adequado de adjuvantes tecnologicos durante
a secagem de extratos vegetais, tem um importante papel na estabilidade e na
gualidade do produto. Uma das principais funcbes desses adjuvantes € elevar a
temperatura de transicdo vitrea do material a ser seco, reduzindo assim sua
tendéncia a aglomeracdo durante a secagem e armazenamento do produto,
conferindo ao produto um maior tempo de prateleira (shelf life). Dentre os adjuvantes
tecnolégicos amplamente utilizados no processo de desidratacdo de extratos
vegetais podem ser citados os amidos de milho, mandioca e arroz, amidos
modificados, maltodextrinas, dioxido de silicio coloidal, goma arabica e
ciclodextrinas. Estes compostos podem ser utilizados na secagem de forma isolada
ou em associacfes, sendo as proporces ideais estabelecidas para cada caso
especifico tanto no que diz respeito ao tipo de extrato a ser seco quanto ao método

de secagem indicado. Os efeitos da adicdo destes carreadores de secagem sao
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relativamente bem conhecidos para a secagem em spray dryer, sendo tema de
inumeros trabalhos cientificos apresentados na literatura (OLIVEIRA et al. 2006).

No desenvolvimento tecnolédgico de fitoterapicos, a técnica de secagem por
nebulizacdo “Spray drying” tem sido bastante empregada com intuito de se obter
produtos intermedidrios com maior concentracdo de constituintes quimicos e com
melhores caracteristicas tecnoldgicas (SILVA JUNIOR, 2006a). Os produtos secos
apresentam vantagens relacionadas com a homogeneidade de distribuicdo dos
constituintes da preparacédo e maior estabilidade fisica (CASADEBAIG et al. 1989;
MOURA et al. 1994; GONZALES e SCHMIDT, 1995; SENNA et al. 1997;
VASCONCELOS et al. 2005).



Opjetivos
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Determinar parametros de qualidade e caracterizacdo foliar, fisico-quimicas e
biolégicas da espécie vegetal S. globulifera Linn. f.

3.2Especificos

- Analisar as caracteristicas estruturais, ultra estruturais e microquimicas de folhas e
peciolos de S. globulifera;

- Caracterizar propriedades fisicas e fisico-quimicas a partir da obtencéo do po;

- Obter e caracterizar propriedades quimicas e fisico-quimicas da tintura;

-Tragar um perfil térmico;

- Avaliar a atividade antioxidante;

- Avaliar a atividade antimicrobiana e antifungica do extrato liofilizado e de suas

fracOes;



CMaterial ¢
CAétodos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material botanico

Foram utilizados, para o estudo, cerca de 8kg de folhas com peciolos de S.
globulifera pertencente a familia Clusiaceae, as quais foram adquiridas junto a
associacdo dos vendedores de ervas do mercado do Ver-o-Peso (Ver-as-Ervas),
procedentes da regido metropolitana de Belém-PA, distrito de Icoaraci (latitude 1° 17’
46” S e longitude 48° 27’ 58.02” O) coletadas ao final do més de marg¢o de 2009.
Posteriormente, a lavagem das folhas foi realizada com &gua corrente para a
retirada das sujidades e alcool a 70% (v/v), a fim de se promover a desinfeccéo e
retardar o metabolismo vegetal, sendo submetidas a secagem por aproximadamente
4 dias, a temperatura ambiente. Apos esta etapa, o material vegetal foi mantido por
3 dias em uma estufa de ar circulante a uma temperatura entre 40 £ 2°C.

A determinacao cientifica do material botanico foi realizada por comparacao
com outras ja existentes pelo colaborador Prof. Dr. Mario Augusto Gongalves Jardim,
do Setor de Botanica do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG). A exsicata da
planta encontra-se depositada no herbario do MPEG sob o nimero de registro MG:

156324. Ver fotografia de uma exsicata de S. globulifera na Figura 6.
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Figura 6 - Fotografia de uma exsicata de S. globulifera Linn. f. (Fonte: www.tropicos.orq)

4.2 Caracterizacao botéanica

4.2.1 ANATOMIA ESTRUTURAL POR MICROSCOPIA DE LUZ

Para a realizacdo da analise anatdbmica por microscopia de luz, o material
botanico foi fixado em formaldeido, alcool e acetona (F.A.A. 70) (BERLYN e
MIKSCHE, 1976) por 48h e conservado em &lcool 70%(v/v). Para as seccdes
processou-se bateria de hidratacdo com gradual reducdo da concentracao de alcool
em intervalos de 30min, totalizando 2h. Os cortes foram corados com fucsina béasica
e Astrablau (MACHADO, 1988) para confeccdo de laminas semi-permanentes.
Realizou-se dissociacdo de epiderme utilizando hipoclorito de sodio comercial
(MENDONCGCA, 1983) para separacéo das epidermes adaxial e abaxial para posterior
observacdo em microscépio optico e fotomicrografado (Medlux®, modelo XSZz-
150Ai).


http://www.tropicos.org/
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4.2.2 ANATOMIA ULTRA-ESTRUTURAL POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

Os fragmentos foram submetidos ao processo de obtencéo de ponto critico e
metalizacdo com p6 de ouro, para deposicdo, devidamente organizados, em
suportes circulares de metal (stubs), com a finalidade de obtencéo de fotos em MEV
(Jeol®, modelo JIMS-5400LV) (SOUZA, 1998). Anteriormente o material foi submetido
ao processo de desidratacdo em série etandlica (30, 50, 70, 80, 90, 95 e 100%v/v)
por 2h e 20min.

4.2.3 TESTES MICROQUIMICOS

Para os testes microquimicos foram feitos cortes transversais da lamina foliar
a mao-livre para os testes de ocorréncia de compostos fendlicos com cloreto férrico
a 10% e substancias graxas com Sudan IV (JOHANSEN, 1940); alcaloides com
reativo de Dragendorff e antraquinonas com hidroxido de potassio a 5% (COSTA,
1982); acucares redutores com reativo de Fehling (PURVIS et al. 1964) e amido com
lugol (KRAUS e ARDUIN, 1997).

4.3 Caracterizacao fisica e fisico-quimica do po6 das folhas de S. globulifera
(FARMACOPEIA BRASILEIRA 4. ed., 1988)

4.3.1 SECAGEM

O material botanico seco foi pulverizado em moinho de facas inoxidavel para
obtencao do po6. Logo apds, foi retirada uma amostra do p6 de S. globulifera para

analise granulométrica.
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4.3.2 DETERMINACAO DA DISTRIBUICAO GRANULOMETRICA

O perfil granulométrico do p6 de S. globulifera foi determinado pelo método de
tamisacao, empregando-se um conjunto de tamises com abertura de malha variando
de 125um a 1700mm. Aproximadamente 10g do p6 foram pesados e colocados no
agitador de tamises (Bertel®) durante 20 min. Concluida a tamisacéo, realizou-se a
pesagem dos tamises e prato, e por diferenca de massa determinou-se a
porcentagem de particulas retidas em cada tamis, de acordo com a equacao 1:

o . M2 x 100
% retida= M—1 (1)

onde: M; é a massa total da amostra e M, € a massa de amostra retida em cada

tamis (Q).

4.3.3 DETERMINACAO DA PERDA POR DESSECACAO

Exatamente 2g do p6 foram transferidos para pesa-filtro previamente
dessecado e tarado. A amostra foi submetida a aquecimento em estufa (Biopar®,
modelo S805T) a 105°C durante 2h, seguida de resfriamento em dessecador e
pesagem. A operacao foi repetida até obtencdo de peso constante. Os resultados de
trés determinacfes foram avaliados em termos de porcentagem ponderal sobre a

guantidade da amostra, utilizando a equacao 2:

o _ I:)u' Ps
o perda= = x 100 (2)
a

onde: P, € 0 peso da amostra; P, € o peso do pesa-filtro contendo a amostra antes

da dessecacao e Ps € 0 peso do pesa-filtro contendo a amostra ap0s a dessecacéao

(9).
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4.3.4 DETERMINACAO DO TEOR DE CINZAS TOTAIS

Exatamente 3g do po6 foram transferidos para cadinhos de porcelana
previamente calcinados, resfriados e pesados. As amostras foram carbonizadas em
mufla (Engro®, modelo 3551) e incineradas a 450°C por 2h. Ap6s resfriamento em
dessecador, as mesmas foram pesadas em balanca analitica (Gehaka®, modelo BK
500) repetindo-se o procedimento até a obtencao de peso constante. A porcentagem

de cinzas, obtidas em triplicata, foi calculada em relagdo a droga seca.

4.3.5 ANALISE TERMICA (SILVA JUNIOR, 2006b)

4.3.5.1 Termogravimetria (TG/TGA) e termogravimetria derivada (DTG)

As curvas TG foram obtidas na faixa de temperatura entre 25 e 750°C,
utilizando termobalanca (Shimadzu®, modelo DTG-60H) sob atmosfera dinamica de
nitrogénio (50 mL min™), raz&o de aquecimento de 10°C min™, utilizando cadinho de
platina, contendo massa de amostra em torno de 7+0,5mg. Os calculos de perda de
massa e a derivada da TG foram feitos com auxilio do programa TA-60WS
(Shimadzu®).

4.3.5.2 Analise térmica diferencial (DTA)

Os mesmos procedimentos utilizados em TG. Os calculos foram feitos com

auxilio do programa TA-60WS (Shimadzu®).

4.3.5.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas pelos mesmos procedimentos utilizados em TG,
exceto pelo equipamento que foi em célula calorimétrica (Shimadzu®, modelo DSC-
60).
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4.3.6 PERFIL ESPECTROSCOPICO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (V)
(SILVA JUNIOR, 2006b)

Para a obtencdo do perfil na regido espectral do IV foi utlizado
espectrofotometro (FTIR, modelo Nicolet 6700), contendo cerca de 7%+0,5mg de
amostra comprimida com brometo de potassio (KBr). As leituras foram realizadas na
radiacdo com numero de onda que varia de 4000 a 400cm™ por transmitancia em
porcentagem.

4.4 Obtencdo dos extratos e das fragbes (FARMACOPEIA BRASILEIRA 2. ed.,
1959)

Para obtencdo da tintura de S. globulifera utilizou-se o processo de
maceracdo. Nesse processo, 0 p6 permaneceu por 10 dias em temperatura
ambiente dentro de um percolador tampado (recipiente de aco inoxidavel,
hermeticamente fechado), periodicamente agitado, usando-se a propor¢ao de 1000g
do p6 da planta para obtencdo de 5000mL de tintura. O sistema solvente empregado
para a espécie foi uma mistura hidroetandlica 70% (v/v). Durante todo o processo, 0
material esteve ao abrigo da luz e em temperatura ambiente. Ap6s a maceracao, a
tintura foi filtrada, armazenada em recipiente escuro e colocada sob refrigeracédo. O
rendimento do extrato obtido foi calculado pela relacdo do volume de extrato obtido,
apos maceracédo, e o volume de solucéo hidroetandlica adicionada ao pé da planta

inicialmente. Utilizando a seguinte formula:

Vr
Rendimento = A x 100
i

Onde, V; = volume final, ap6s a maceracéo e V; = volume inicial.
Para obtencéo do extrato seco ou bruto foram adicionados 1000mL do extrato

fluido de S. globulifera em um baldo de fundo redondo acoplado a um evaporador

rotativo (Fisatom® modelo 802 série 72025) para concentracdo desse extrato,
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evaporando-se o liquido extrator (etanol) em presséo reduzida. A retirada do extrato
do bal@o volumétrico foi feita com metanol, auxiliada por um banho de ultra-som
(Maxiclean®, modelo 1450 Unique) e transferido para uma placa de Petri
devidamente tarada e pesada para secagem em liofilizador (Thermo Savent®,
modelo VLP200) sob vacuo, resultando no extrato liofilizado (Figura 7). O produto
obtido foi acondicionado em frasco de cor ambar e armazenado a baixa temperatura
(4°C).

Extrato seco

Solugdo hidroetandlica ENTURA CEARCRCULANTE

70% (viv)
10 dias /
15

Agitacdo

|

’_T},. /T Concentrado .

- Wg
1000 mL —d’
Extrato liofiizado ‘l
Figura 7 — Fluxograma esquematico do processo utilizado para a obtencdo dos extratos de S.

/ s Retirado com
metanol

Extrato fivido

|- - &|

globulifera.

Para obtencéo das fracdes foram pesados 10g do extrato seco submetido a
particdo solido-liquido com 5 aliquotas de 10mL de hexano, em seguida esse
volume foi filtrado em papel de filtro e reservado em baldo de fundo redondo; a
extracdo foi finalizada com a obtencdo de uma solugcédo clara e limpida. Apos a
obtencéo da fragéo hexanica, esse mesmo procedimento foi realizado para mais trés
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solventes, cloroférmio, acetato de etila e metanol, respectivamente para obtencéo
das fracOes cloroférmica, acetato de etila e metandlica (Figura 8). Todas essas

fracOes foram concentradas em evaporador rotativo.

10g do extrato seco

Particdo solido-liquido

Filtrada
Solugdo clara

Rotaevaporada

Fragdio

Figura 8 — Fluxograma do roteiro experimental utilizado para obtencéo das fracdes de S. globulifera.

4.5 Caracterizacdo quimica e fisico-quimica da tintura de S. globulifera
(FARMACOPEIA BRASILEIRA 4. ed., 1988)

4.5.1. DETERMINACAO DA DENSIDADE APARENTE

Um picndbmetro com capacidade para 5mL, previamente tarado, foi
preenchido com o liquido padrdo (dgua recém-destilada e fervida) e pesado. Em
seguida o picnémetro foi preenchido com 5mL da amostra e pesado. A relacdo, em
triplicata, entre o peso da amostra e do padrdo, em um volume fixo a temperatura de
20°C forneceu o valor da densidade relativa da tintura de S. globulifera.

4.5.2 DETERMINACAO DO pH
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A determinacdo do pH foi realizada em potenciémetro (pHTek®, modelo
pHS3B) previamente calibrado com solugbes tampédo pH 4,0 e 7,0 e os resultados

correspondem a média de trés determinagdes.

4.5.3 DETERMINACAO DO TEOR DE SOLIDOS

Cerca de 2g da tintura foram pesados e transferidos para pesa-filtro
previamente tarado. Posteriormente, as amostras, em triplicata, foram levadas a
secura em placa aquecedora e dessecadas em estufa a 105°C durante 2h. Apés
este periodo, o pesa-filtro foi resfriado em dessecador e pesado em balanca
analitica (Bioprecisa®, modelo FA2104N). O teor de sélidos foi calculado em relacédo

a 100g do extrato seco, pela média de trés determinagdes.

4.5.4 SECAGEM POR ASPERSAO (SPRAY DRYING)

A operacédo de secagem foi realizada em um spray dryer (Lab-plant®, modelo
SD-05). A camara de secagem possui diametro de 215 mm e altura de 500 mm. Os

principais componentes do sistema estéo representados na Figura 9.



01 — Soprador

02 — Compressor

03 - Aquecedor

04 - Bomba peristiltica
056 — Temperatura de saida
06 — Controlador PID

07 — Bico atomizador

08 - Cimara de secagem
09 - Ciclone

10 — Frasco coletor

a = Ar ¢omprimido

b = Suspensio

10

Figura 9 - Diagrama esquematico do equipamento spray dryer utilizado (Fonte: Oliveira et al. 2006)

4.5.4.1 Preparacao do extrato seco

F
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A tintura foi concentrada em evaporador rotativo até a concentracdo de

sélidos de 10,51%, e posteriormente foi dividida em 5 amostras. Na primeira foi

acrescentado o adjuvante aerosil® diéxido de silicio colidal) na concentracdo de 40%

em relacdo a concentracdo de solidos; na segunda 20% do mesmo adjuvante; na

terceira 5% de aerosil® e 35% de celulose microcristalina; na quarta 5% de aerosil®e

15% de celulose microcristalina e na ultima ndo houve acréscimo de adjuvante,

sendo utilizado 50g do concentrado para essa e 100g para as demais, conforme

mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1- Varidveis analisadas no processo de secagem.

Variaveis estudadas

Excipiente 9%+
20
Aerosil® 40
Celulose microcristalina 35:05:00
+ 15:05
Aerosil®
Sem excipiente 0

*Porcentagem calculada em relagdo a concentragdo de sdlidos totais.

As amostras foram secas em spray dryer em condigcdo operacional pré
definida em trabalhos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa LAPROFAR
(SOUZA, 2003; OLIVEIRA et al. 2006) temperatura de ar de secagem/entrada (T ge)
de 150°C; vazdo da bomba peristaltica (Wsusp) de 4g/min; vazdo de ar de secagem
(W) de 60m*h; diametro do bico atomizador de 1mm; pressdo do ar comprimido
(Pam) 2kgf/cm? e vazdo do ar comprimido (Wum) de 15 L/min. O rendimento do
processo (Rec), a eficiéncia térmica (n) e as perdas durante o processo foram
calculadas. Os extratos secos obtidos foram identificados e armazenados em

frascos ambar e mantidos na geladeira.

4.5.4.2 Umidade residual (Xp)

Amostras de 2g de extrato seco foram mantidas em estufa a 102+1°C até

peso constante, segundo metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira (1988).

4.6 Caracterizacdo quimica e fisico-quimica do extrato liofilizado de S.
globulifera (ELS)

4.6.1 SCREENING FITOQUIMICO DO EXTRATO LIOFILIZADO E DAS FRACOES
(BARBOSA, 2003)
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A prospeccdo quimica do extrato liofilizado e das fracdes hexanica (FH),
cloroférmica (FC), acetato de etila (FAE) e metandlica (FM) foi direcionada para
verificar a presencga de constituintes quimicos naturais, tais como: acidos organicos,
acucares redutores, alcaloides, aminoacidos, antraquinonas, catequinas, depsideos,
depsidonas, derivados da cumarina, esteroides, fendis, flavonoides (antocianinas,
antocianidinas, auronas, catequinas (taninos catéquicos), chalconas, flavonas,
flavanonas, flavondis, flavanondis, leucoantocianidinas, xantonas), glicosideos
cardiacos, polissacarideos, proteinas, purinas, saponinas, sesquiterpenolactonas e
outras lactonas, taninos e triterpendides. As andlises dos metabdlitos secundarios
foram realizadas em triplicata, na concentracdo de 5mg/mL e estdo descritos a

seqguir:

Saponinas espumidicas

Foram dissolvidos 25mg do extrato liofilizado/fracdo em 5mL de agua
destilada. Em seguida, diluidos para 15mL e agitado vigorosamente durante 2min
em tubo fechado. A camada de espuma permanecendo estavel por mais de 30min, o

resultado considerado positivo.

AcuUcares redutores

Foram dissolvidos 25mg do extrato liofilizado/fracdo em 5mL de agua
destilada e filtrados. Adicionaram-se 2mL do reativo de Fehling A e do reativo de
Fehling B. Aqueceu-se em banho de agua em ebulicdo durante 5min. Se houver o

aparecimento de um precipitado vermelho tijolo, resultado considerado positivo.

Polissacarideos

Foram dissolvidos 25mg do extrato liofilizado/fracdo em 5mL de agua
destilada e filtrados. Adicionaram-se Il gotas de lugol. O aparecimento de coloracéo

azul, resultado considerado positivo.

Proteinas e aminoacidos
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Foram dissolvidos 15mg do extrato liofilizado/fracio em 3mL de &agua
destilada e filtrada. Adicionou-se 0,5mL de solugéo aquosa de Nihidrina a 0,1% e
aqueceu-se até ebulicdo. O aparecimento de coloragdo violeta persistente, indica
resultado positivo.

Fendis e taninos

Foram dissolvidos 25mg do extrato liofilizado/fracdo em 5mL de &agua
destilada e filtrados. Adicionaram-se |l gotas de solucdo alcodlica de FeCl; a 1%.
Qualquer mudanca na coloracdo ou formacao de precipitado é indicativa de reacéo
positiva, quando comparado com o teste em branco. Coloracéo inicial entre o azul e
o vermelho, é indicativa da presenca de fendis, quando o teste em branco for
negativo; precipitado escuro de tonalidade azul indica presenca de taninos

pirogalicos, e verde, presenca de taninos catéquicos.

Flavonoides
Geral

Foram dissolvidos 25mg do extrato liofilizado/fracdo em 5mL de metanol e
filtrados. Adicionaram-se 5 gotas de HCI concentrado e raspas de magnésio. O

surgimento de uma coloracgéo résea na solucéo indica reacao positiva.

Por classes (realizado somente para as fracoes)

a) Antocianidinas, antocianinas, flavonas, flavononadis, xantonas, chalconas, auronas
e flavanonois

Foram dissolvidos 35mg da fracdo em 20mL de &gua destilada e filtrados.
Transferiu-se para trés tubos de ensaio, 3mL da solugdo (para cada tubo). Acidulou-
se um a pH 3, alcalinizou-se os dois restantes a pH 8.5 e 11;

- A presenca de coloracao vermelha em pH 3, lilas em pH 8.5 e azul purpura em pH
11 indica resultado positivo para antocianidinas e antocianinas;

- A presenca de coloracdo amarela em pH 11 indica resultado positivo para flavonas,
flavonais, xantonas;

- A presenca de coloracdo vermelha em pH 3 e vermelho purpura em pH 11 indica

resultado positivo para chalconas, auronas;
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- A presenca de coloracdo vermelho-laranja em pH 11 indica resultado positivo para

flavanonois.

b) Leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

Foram dissolvidos 10mg da fracdo em 5mL de agua destilada e filtrados.
Transferiu-se para dois tubos de ensaio, 3mL da solucao (para cada tubo). Acidulou-
se um a pH 1-3 com HCI e alcalinizou-se os outros a pH 11 com solugdo de NaOH.
Aqueceu-se com auxilio de uma Iampada de &lcool durante 2-3 minutos e observou-
se se houve modificacdo na coloracdo, comparando-se com os tubos utilizados no
teste anterior (para antocianidinas, antocianinas, flavonas, flavonondis, xantonas,
chalconas, auronas e flavanondis).
- A presencga de coloragdo vermelho em pH acido indica resultado positivo para
Leucoantocianidinas;
- A presenca de coloracdo pardo -amarela em pH éacido indica resultado positivo
para catequinas (taninos catéquicos);
- A presenca de coloracdo vermelho-alaranjado em pH alcalino indica resultado

positivo para flavanonas.

c) Flavonais, flavanonas, flavanonois e xantonas

Transferiu-se para um tubo de ensaio, 3mL da solucdo extrativa usada no
teste anterior e acrescentou-se alguns miligramas de magnésio em raspas, e 0,5mL
de HCI concentrado. Aguardou-se o término da efervescéncia e observou-se por
comparacdo a mudanca na coloracdo em relacdo aos tubos acidificados dos testes
anteriores. O aparecimento ou intensificacdo da cor vermelha é indicativo da

presenca dos metabdlitos acima citados.

Glicosidios cardiacos

Foram dissolvidos 25mg do extrato liofilizado/fracdo em 5mL de metanol e
filtrados. Separou-se em duas porcdes de 2mL cada e adicionou-se gotas do reativo

de Keede. O aparecimento de coloracédo azul ou violeta indica reacdo positiva.
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Catequinas
Foram dissolvidos 15mg do extrato liofilizado/fragdo em 3mL de metanol e

filtrados. Juntou-se 1mL de solugdo aquosa de vanilina a 1% e 1mL de HCI
concentrado. O surgimento de uma coloracdo vermelha intensa indica reacao

positivo.

Derivados benzoquinonas, naftoquinonas e fenantraquinonas

Foram dissolvidos 15mg do extrato liofilizado/fragdo em 3mL de metanol e
filtrados. Adicionaram-se Il gotas de Na,CO3 a 25%, Il gotas de Formaldeido a 4% e
Il gotas de o-dinitrobenzeno a 5%. Aqueceu a mistura em banho-maria. A coloragao
violeta indica reacao positiva.

Lactonas sesquiterpénicas e outras lactonas

Foram dissolvidos 15mg do extrato liofilizado/fragdo em 3mL de metanol e
fillrados. Adicionaram-se Xl gotas de solucdo alcodlica de cloridrato de
hidroxilamina a 10% e Il gotas de solucdo metandlica de KOH a 10%. Aqueceu-se
suavemente em banho-maria durante 2min. Em seguida resfriou-se e acidulou-se
com solucédo de HCI a 1N e adicionou-se | gota de FeCl; 1%. O surgimento de uma

coloracéo violeta indica reagéo positiva.

Esteroides e triterpenoides

Foram dissolvidos 50mg do extrato liofilizado/fracdo em 10mL de cloroférmio
e filtrados sobre carvéo ativado. Transferiu-se o filtrado para um tubo de ensaio
completamente seco e adicionou-se 1mL de anidrido acético e agitou-se
suavemente. Em seguida, adicionaram-se, cuidadosamente, Il gotas de H,SO,
concentrado e agitou-se novamente. O rapido desenvolvimento de cores, que vao do

azul evanescente, ao verde persistente indicam resultado positivo.

Azulenos
Foram dissolvidos 10mg do extrato liofilizado/fragdo em 2mL de cloroférmio e

filtrados. Concentrou-se até 0,5mL em banho-maria e adicionou 2,5mL da solugéo p-
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dimetilaminobenzaldeido. Aqueceu em banho-maria por 5min, e apds esfriar em um
funil de decantacdo, agitou com 10mL de éter de petréleo. Apds as duas fases
ficarem distintas, observou-se a fase aquosa. Se houver presenca de proazulenos, a
fase aquosa adquire coloracdo azul, porém, quando estes estdo em pequena
guantidade, a coloracdo observada é esverdeada.

Carotenoides
Foram dissolvidos 15mg do extrato liofilizado/fragdo em 2mL de cloroférmio e
filtrados. Juntou-se 2mL de cloroférmio saturado com tricloreto de antimdénio. O

aparecimento da coloragéo azul indica resultado positivo.

Alcaloides

Foram dissolvidos 25mg do extrato liofilizado/fracdo em 5mL de solucéo de
HCl a 5% e filtrados. Separaram-se quatro por¢cées de 1mL em placa de toque e
adicionaram-se |ll gotas dos reativos de Bouchard, Dragendorff e Mayer.

Precipitacdo ou turvacdo em pelo menos um tubo é indicativa de resultado positivo.

Purinas

Numa cépsula de porcelana, juntou-se 5mg do extrato liofilizado/fracao, IlI
gotas de solucdo de HCI 6N e Il gotas de H,O, concentrado (30%) e evaporou-se
em banho-maria até a formacdo de um residuo corado de vermelho. Juntaram-se Il
gotas de solucdo de NH4OH (6N). O surgimento de coloracao violeta indica reacéo

positiva.

Depsideos e depsidonas

Foram dissolvidos 25mg do extrato liofilizado/fracdo em 5mL de éter etilico e
filtrados. Evaporou-se todo o éter em banho-maria e juntou-se ao residuo 3mL de
metanol. Apés agitacdo, adicionaram-se lll gotas de solucdo de FeCl; a 1%. O

aparecimento de coloracéo verde, azul ou cinza, indica reacdo positiva.
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Derivados da cumarina

Foram dissolvidos 25mg do extrato liofilizado/fracdo em 5mL de éter etilico e
concentrados em banho-maria até 0,5mL. Em papel filtro, aplicaram-se gotas da
solucéo etérea, de modo que se formaram duas manchas de aproximadamente 1cm
de diametro cada. A uma destas, adicionou-se | gota de solucdo de NaOH a 1N.
Cobriu-se a metade da mancha com papel escuro, e expds-se a outra metade a luz
ultravioleta. Descobriu-se e compararam-se as manchas. O aparecimento de

fluorescéncia azul na parte exposta da mancha indica reag&o positiva.

Antragquinonas

Foram dissolvidos 25mg do extrato liofilizado/fracdo em 5mL de tolueno e
filtrados. Adicionaram-se 2mL de solucdo de NH,OH a 10% e agitou-se suavemente.
O aparecimento de coloracdo rosea, vermelha ou violeta na fase aquosa, indica

reacao positiva.

4.6.2 DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS

Foi construida uma curva analitica com &cido galico (Merck®). A amostra foi
preparada diluindo o extrato liofiizado em agua na proporcdo de 1:2. Foram
adicionados a 250 pL da amostra ou solu¢des de acido galico, 125 yL do reagente
Folin-Ciocalteu (Merck®) e 625 pL de solucdo de Na,COs; (10%). Assim, a
concentracdo do extrato no meio reacional (1mL) foi de 112,5 pg/mL. Todos os tubos
foram homogeneizados e tampados com papel aluminio. Apés 30min de incubacao
a temperatura ambiente, foi realizada leitura da absorbancia das amostras e do
branco (onde uma aliquota da amostra foi substituida pela mesma quantidade de
agua) a 735nm. O ensaio foi realizado em duplicata (SINGLETON; ORTHOFER e
LAMUELA-RAVENTOS, 1999; SILVA et al. 2007).

4.6.3 OBTENCAO DO PERFIL TERMICO DO EXTRATO LIOFILIZADO (SILVA
JUNIOR, 2006b)
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4.6.3.1 Termogravimetria, andlise térmica diferencial e calorimetria exploratoria

diferencial

Os mesmos procedimentos adotados para o p6é de S. globulifera, item 4.3.5.

4.6.4 OBTENCAO DO PERFIL ESPECTROSCOPICO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO (SILVA JUNIOR, 2006b)

Os mesmos procedimentos adotados para o p6é de S. globulifera, item 4.3.6.

4.6.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante do extrato foi avaliada em diferentes sistemas in vitro,
0s quais simulam a formacdo de diferentes espécies reativas de oxigénio (EROS),
sendo possivel avaliar quais EROs o extrato de S. globulifera € capaz de inibir. A
atividade antioxidante foi expressa pela porcentagem de inibicdo versus a
concentracdo de extrato no meio reacional. A porcentagem de inibicdo foi

estabelecida pela equacéao 3:

e Resposta da amostra
% |n|b|gao=100-( )

Resposta do grupo controle )
4.6.5.1 Determinacao da atividade redutora do DPPH*

Para avaliacdo da atividade antioxidante, o extrato foi diluido em agua na
concentracdo de 3mg/mL. Assim, as concentracbes da amostra no meio reacional
contemplaram uma faixa de 7,5 a 60ug/mL. Logo em seguida, em tubo de ensaio

foram adicionados 1mL de tampéo acetato de sédio (100mM) pH 5,5, 1mL de alcool
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etilico, 50uL de amostra e 500uL solugéo alcodlica de DPPH® (200mM). Depois de
15min foi realizada a leitura da absorbancia das amostras, do branco (sem DPPH" e
amostra) e do controle positivo (sem amostra) em 517nm (BLOIS, 1958). O ensaio
foi realizado em triplicata para cada concentracdo do extrato e os resultados foram

expressos considerando a concentracao de extrato contida no meio reacional.

4.6.5.2 Determinacéo da atividade antioxidante pelo sistema xantina/XOD/luminol

As amostras de extrato de S. globulifera utilizadas neste ensaio foram
preparadas diluindo-se o extrato previamente em &gua na concentracdo de
600ug/mL. E a partir desta foram preparadas diluicbes subsequientes contemplando
a faixa de 0,28 a 8,95ug/mL no meio reacional.

Para a determinacdo da atividade sequestradora do extrato de S. globulifera,
foram pipetados em tubo de ensaio, 400uL de solugcdo preparada acrescentando
EDTA (1mM) a solucdo tampéo glicina (0,1M), pH 9,4. Entdo, foram adicionados
150uL de xantina (6mM), 10uL de amostra e 10uL de solucéao de luminol (0,6mM). A
reacao foi iniciada com a adicdo de 100uL de solucéo recém preparada de xantina
oxidase (20mU/mL), mantida resfriada no gelo. A medida da atividade sequiestradora
foi realizada durante 5min a 25°C em luminémetro Autolumat LB 953 (HIRAYAMA et
al. 1997; PASCUAL; GONZALEZ e TORRICELLA, 1994).

4.7 Caracterizacado Microbioldgica

4.7.1 AVALIACAO PRELIMINAR DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO
LIOFILIZADO E DAS FRACOES DE S. globulifera (CLSI, 2003)

A avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método
Kirby-Bauer ou difusdo em disco (BAUER et al., 1966; CLSI, 2003a; KARTAL et al.,
2003) onde foram testadas as cepas das seguintes bactérias gram-positivas
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Enterococcus
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faecalis (ATCC 29212), gram-negativas Escherichia coli (ATCC 8739) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e o fungo leveduriforme Candida albicans
(ATCC 0175) oriundos da FIOCRUZ (Fundagcao Oswaldo Cruz). Antes de serem
utilizadas, as células cresceram em caldo nutritivo de infusdo (Brain heart infusion-
BHI, Difco®) por 18-24h a 37°C.

Ap6s o crescimento, foram preparados inéculos dos microrganismos a testar,
tomando-se de 2 a 3 coldnias do isolado mantidos em Agar Miiller-Hinton e diluidos
em caldo Mueller-Hinton até atingir a turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala
de McFarland, correspondendo aproximadamente a 2x10°UFC/mL de cada
microrganismo (CLSI, 2003a).

Cada suspensédo de microrganismo foi semeada em triplicata com auxilio de
um swab descartavel em toda a superficie do meio Agar Miiller-Hinton contidos em
placas de Petri. Em seguida, foram adicionados discos de papel filtro quantitativo de
6mm de diametro impregnados com 10pL do extrato liofilizado de S. globulifera e
das fracdes obtidas (FH, FC, FAE e FM) nas concentracdes de 500, 250, 125, 62,5 e
31,25mg/mL, diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) (1:6), discos estes previamente
preparados e deixados na estufa por 24h a 35 °C. O cloranfenicol e a nistatina foram
preparados de acordo com o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2003b) como controles positivos, respectivamente, para bactérias e fungo. Em
seguida, as placas foram incubadas na estufa a temperatura de 36 + 1°C por 24h
para as bactérias e por 48h para o fungo. Apds esse periodo, foi realizada a leitura
dos resultados, caso houvesse formacédo de halo ao redor dos discos contendo o
extrato e as fracdes o resultado seria considerado positivo, e o valor do halo medido
em mm com ajuda de um paquimetro (CLSI, 2003b; PAREKH e CHANDA, 2007,
SANTOS et al. 2007).

4.7.2 MICRODILUICAO EM CALDO - DETERMINACAO DA CONCENTRACAO
INIBITORIA MINIMA (CIM) E DAS CONCENTRACOES BACTERICIDAS MINIMAS
(CBM) DO EXTRATO E DAS FRACOES

O teste de microdiluicdo em caldo para a determinacdo da CIM, foi realizado
segundo a metodologia de Bicalho et al. (2003). Inicialmente, preparou-se uma

solugcdo com 1mg das amostras diluida em 125uL de DMSO cada. Desta solugéo, foi
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retirado 10pL e acrescentado 70uL de caldo nutriente, resultando assim na solugéo
mae. Posteriormente, foram distribuidos 80uL de caldo nutriente na primeira fileira
(A) em placas de 96 pogos, conforme Figura 10. Em seguida, foram adicionados
80uL da solugdo méae contendo extrato (400ug/mL) no pogo A1, nos demais pogos,
diluicbes seriadas Al a Al2), com fator de diluicdo de dois, foram realizadas e,
finalmente, foram adicionados 20uL da suspensdo da bactéria ou indculo
(10°células/mL). A concentragdo no meio reacional das amostras variou de
400pg/mL a 0,195ug/mL. O mesmo procedimento foi adotado nos pogos B (B1 a
B12), C (C1 a C12), D (D1 a D12) e E (E1 a E12), respectivamente para as fracdes
metandlica, acetato de etila, cloroférmica e hexanica. Na fileira F foi realizado o
controle positivo, penicilina (5,9ug/mL a 0,00575ug/mL) para bactérias gram
positivas; estreptomicina (5,9ug/mL a 0,00575ug/mL) para bactérias gram negativas
e miconazol para fungos leveduriformes. Na fileira G, o controle do diluente/solvente
(DMSO). Na fileira H, no pog¢o H1 realizou-se o controle da cultura (80pL de caldo
mais 20uL de inoculo); no poco H7, controle do extrato [80uL da solucao
D12(volume retirado apos a diluicdo seriada no pogo Al12) mais 20uL de caldo]; H8 a
H11, respectivamente as fracbes metanodlica, acetato de etila, cloroformica e
hexanica; e por fim H12 o controle do caldo (100uL de caldo).

As placas foram incubacdo por 24h, a 37°C em estufa. A leitura da
concentracgao inibitéria minima (CIM) foi efetuada visualmente 4h apos aplicacdo do
reagente resorcina. As bactérias utilizadas nos experimentos foram Bacillus subtilis
ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus faecalis ATCC
19433, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella choleraesuis ATCC 14028 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145. E o fungo Candida albicans ATCC 94548.
Para o teste da CBM dos extratos e fracfes foi utilizada placa de Petri contendo o
meio Agar Miiller-Hinton. A partir da CIM encontrada para cada teste foi retirada uma
amostra com palito e aplicada na referida placa. Havendo o crescimento de
bactérias e fungos eram determinados os valores do CBM.

Para a interpretacdo dos resultados foram considerados que a inibicdo no
ensaio de CIM e crescimento do microrganismo na subcultura (CBM) significa acao
bacteriostatica e a auséncia de crescimento na subcultura significa acdo bactericida
(BARON e FINEGOLD, 1990).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagéo botanica

Neste trabalho foi realizada, primeiramente, a etapa botanica, fundamental na
identificacdo e confirmacdo do material aqui analisado. E também, contribuir mais
para futuros estudos, haja vista a escassez de pesquisa com folhas e peciolos dessa
espécie vegetal, sendo que os relacionados com as raizes sao 0s mais estudados,

seguido pelas flores, abordando processo de polinizacao.

5.1.1 ANALISE DA ANATOMIA ESTRUTURAL, ULTRA-ESTRUTURAL E DOS
TESTES MICROQUIMICOS

Em vista frontal, as células epidérmicas de ambas as superficies da lamina
sdo heterodimensionais e tém forma poligonal, sem distingdo entre as células costal
e intercostal (Figuras 11A- B). Na adaxial e as superficies abaxial, as paredes
celulares sao retas (Figuras 11A-B). Em vista transversal, em ambos os lados da
epiderme, as células sdo tabulares com paredes retas e ha uma fina camada de
cuticula (Figuras11A-B). O complexo estomatico é anomocitico, cercado por 4-6
células, encontrado apenas na superficie abaxial (Figura 11B). Drusas de cristais
foram identificados no interior das células da epiderme (Figuras 11A-B).
Na secdo transversal da lamina € observado mesofilo dorsiventral e consistem de
duas a trés camadas de células parénquima palicadico na regido superior € na
posicdo oposta, had varias camadas de células heterodimensional com forma
poligonal e grandes espacos intercelulares que compdem o parénquima esponjoso.
Idioblastos com drusas de cristais também s&o encontrados no interior das células
do mesofilo (Figura 11C). Estudos de Almeida-Cortez e Melo-de-Pinna (2006),
também relataram a presenca de idioblastos contendo cristais em mesofilo e células
secretoras estdo presentes apenas no parénquima esponjoso de Vismia guianensis
Choisy (Aubl). Metcalfe e Chalk (1950) e Cronquist (1981) delinearam algumas

caracteristicas do limbo para representantes da familia Clusiaceae, como uma
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hipoderme para varias camadas de células em contato com a epiderme adaxial em
diversos géneros; cristais de oxalato de calcio no mesofilo; folha dorsiventral em
varios géneros e sub-centricos e outros. Nossos resultados

Confirmam essa informacao.

A margem da lamina é dobrada em direcdo a face abaxial papilosa com
células epidérmicas com cuticula espessa e flanges em relacdo ao resto do
parénquima. O parénquima fundamental € composto de células limitado por um
namero de células esclerenquimaticas (Figura 12A). Camelo (2010) encontrou 0s
mesmos resultados para Vismia guianensis (Aubl) Choisy e Janior et al (2005)
encontraram na regido de fronteira da cuticula espessa lamina e da epiderme
formada por uma camada de células com tamanho menor, quando comparado com
outros células epidérmicas de Calophyllum brasiliense Cambess, que pertence a
mesma familia das espécies estudadas neste trabalho.

Externamente ao feixe vascular, geralmente em grupos, sdo encontrados
vasos laticiferos (Figura 11E). Uma camada de células parenquimaticas ao redor
dos feixes vasculares limitados nas regides superior e inferior por um conjunto de
células esclerenquimaticas (Figura 11E). As células do xilema ocorrem na regido
superior e existem alguns grupos isolados de células do floema na regido inferior
(Figura 11E). Ha feixes e os vasos de latex estdo associados a veias primarias e
secundarias e a nervura central (Figura 11E). Na familia Clusiaceae, ductos
esquizégenos sao encontrados em folha, perto dos feixes vasculares ou de forma
independente no mesofilo (METCALFE e CHALK, 1950). Gasparotto-Junior et al.
(2005) mencionam a presenca de canais secretores esquizdgenos com compostos
fendlicos espalhados sobre o parénquima e sistema vascular nas folhas de C.
brasiliense. As folhas da familia Clusiaceae tém cavidades secretoras, alguns delas
produzindo resinas aromaticas, que, somadas as condutas secretoras promovem a
acumulacdo de varios tipos de metabdlitos secundarios, tais como xantonas, que
podem ser isoladas ou agrupadas com cristais de oxalato de célcio (CARDONA et
al, 1990; CORTEZ et al. 1999).

A nervura central € mostrada na face superior e de destague na inferior. Em
seccdo transversal, as células epidérmicas na face adaxial diminuir seu tamanho
guando se aproxima da regido central (Figuras 11F E 12A). Sob a epiderme, ha
varias camadas de células redondas heterodimensional com drusas de oxalato de
célcio e espacos intercelulares. H& varios vasos laticiferos na periferia do tecido

vascular, que é cercada por tecido esclerenquimatico (Figuras 11 F e 12 A). O mais
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periférico é em forma de arco parcialmente fechado para o lado adaxial e composto
por feixes colaterais (Figuras 12A e B)

Na secdo transversal, o peciolo é plano convexo revestido com células
guadrangular e espessa cutinizagdo. O cOrtex é composto de células
parenquimaticas com poucos espacos intercelulares e a presenca de drusas
isoladas na parte convexa, e em cachos na parte plana (Figuras 12B e C). Vasos
laticiferos s@o encontrados distribuidos ao redor do feixe vascular central que tem
uma forma semelhante & nervura central, mas é limitado por um conjunto de células
parenquimaticas compactas (Figuras 12B a D).

As caracteristicas anatdomicas de folhas de S. globulifera foram fundamentais
na identificacdo das espécies, como estudos sobre a anatomia foliar desta espécie
ndo existia, e os relacionados com as raizes sdo os mais estudados, juntamente
com flores, sobre o processo de polinizagao.

Podemos concluir que o estudo anatdomico das folhas foi de relevancia e
contribuiu para obter informacfes sobre esta planta. Foi possivel obter parametros
de controle de qualidade através da identificacdo da espécie, visando contribuir para
a analise farmacobotanica das matérias-primas a partir de espécies como o ponto de

partida para estudos posteriores.
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Figuras 11A-F — Cortes histologicos de folhas de Symphonia globulifera em microscopia de luz e
MEV. A. Face adaxial; B. Face abaxial; C. Corte transversal do limbo foliar em MEV; D. Margem; E.
Detalhe do feixe vascular; F. Nervura central (bp:bainha parenquimética, c:cuticula; d:drusa,

ec:esclerénquima, es: epiderme superior, f: floema, fl: flange; fv: feixe vascular, vl: vaso laticifero, x:

xilema.)
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Figuras 12A-D — Cortes histologicos de folhas e peciolos de Symphonia globulifera em microscopia
de luz e MEV. A. Detalhe do tecido vascular da nervura central; B. Detalhe da regido plana e do
tecido vascular do peciolo; C. Vista geral do peciolo em MEV; D. Detalhe de drusa no cértex do

peciolo em MEV (d:drusa, vl:vaso laticifero).

Costa (2000) afirmam que além do valor na localizagdo microquimica dos
principios farmacologicamente ativos, os testes microquimicos contribuem, ainda, na
identificacdo dos vegetais e em particular de seus pds quer pela natureza fisica, de
suas caracteristicas morfolégicas e natureza de suas fraudes ou falsificacdes. Nos
testes microquimicos pode-se verificar a presenca de metabdlitos secundarios na
lamina foliar de S. globulifera. A realizacdo desses testes detectou a presenca de
compostos fendlicos dispersos nas células do parénquima lacunoso (Figuras 13A e
B) Este resultado esta de acordo com Cronquist (1981), o qual afirma que na familia
Clusiaceae sédo encontradas, com grande freqUéncia, células secretoras de
compostos fenolicos dispersas, geralmente produzindo proantocianidinas e

armazenando varios tipos de xantonas. H& alcaloides nas calotas de células



68

esclerenquiméticas dos feixes vasculares e no tecido parietal das células do xilema
(Figuras 13C e D), sendo que com a triagem fitoquimica foi observado somente um
indicativo para alcaloides, provavelmente houve interferéncia de outros compostos
sobre o resultado. Foi detectada a presenca de acuUcares redutores no tecido
floemético (Figuras 13E e F), esse resultado esta também relacionado com o
screening fitoquimico realizado com o extrato e com as fracdes das folhas de S.
globulifera. Assim como houve grande concentracdo de flavonoides dispersos no
mesofilo e em concentracdo reduzida nas paredes das células esclerenquiméaticas e
do xilema (Figura 13G), porém, no screening fitoquimico ndo foi detectado
flavonoides para o extrato e sim, classes de flavonoides para duas das quatro
fracdes (FM e FAE). E substancias graxas como contetddo dos vasos laticiferos e na
cuticula da superficie epidérmica, principalmente na margem (Figura 13H e I). Para
os testes de amido e antraquinonas, o resultado foi negativo.

As caracteristicas morfolégicas e anatdomicas das folhas de S. globulifera
ajudaram na identificacdo da espécie, assim como tracaram aspectos da superficie
das mesmas. Desses aspectos depende, em grande parte, a adaptacdo das plantas
ao seu ambiente, pois sdo as caracteristicas quimicas e/ou morfologicas da
superficie foliar que condicionam, por exemplo, a quantidade de luz absorvida ou
refletida, o grau de hidrofobia do 6érgéo, a pressdo de vapor do ar em contato com as
folhas, a eficiéncia do 6rgao em defender-se de parasitas e patdgenos, a quantidade
de poluentes ou defensivos absorvida e, evidentemente, a magnitude da
transpiracdo cuticular (SALATINO et al. 1986).
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Figuras 13A-I- Cortes histolégicos de folhas de Symphonia globulifera. A-B. Corte transversal do
mesofilo com compostos fendlicos, B. Detalhe da ocorréncia de compostos fendlicos; C-D. Teste para
alcaloides, C. Feixe vascular, D. Detalhe da nervura central; E-F. Teste para agucares redutores, E.
Nervura central, F. Detalhe do tecido floematico; G. Teste de flavonoides no mesofilo; H-I. Teste de

ocorréncia de substancias graxas, H. margem, |. Detalhe de vaso na nervura central.
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5.2 Caracterizagdao fisica e fisico-quimica do p6 das folhas de S. globulifera

Apo6s a confirmacdo da espécie, as folhas previamente selecionadas foram
lavadas com etanol 70% (v/v) para controlar a carga microbiolégica que
possivelmente poderia estar presente no material vegetal, apos essa fase a
secagem das folhas em temperatura ambiente seguida de secagem a 40 + 2 °C em
estufa de ar circulante promoveu a estabilizacdo quimica e a retencdo dos
microorganismos, pois a eliminacdo de maior parte do conteudo de 4gua conseguiu
favorecer a inativacdo dos sistemas enzimaticos presentes no conteudo celular
destruindo um 6étimo local para o desenvolvimento de microrganismos que a planta
traz normalmente consigo (CUNHA, 2005). Ap6s secagem, as folhas foram trituradas
em moinho de facas até a obtencdo de um po, que foi caracterizado pela sua

granulometria.

5.2.1 DETERMINACAO DA DISTRIBUICAO GRANULOMETRICA

Na analise granulométrica observou-se que as particulas passaram em sua
totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha 1700pum e menos de 40% das
particulas do p6 passou pelo tamis com abertura nominal de malha de 355um, o que
caracteriza o p6 como sendo grosso, segundo a Farmacopéia Brasileira 4. ed.
(1988) visualizada na Figura 8. A distribuicdo granulométrica de drogas vegetais
determina a superficie de contato disponivel para interacdo com o solvente utilizado
na obtencdo do derivado vegetal, visto isso, € um parametro preliminar e importante
para a escolha do processo de extracdo adequado, jaA que é uma influéncia direta
sobre a eficiéncia do processo extrativo (SANTOS et al. 2000; MIGLIATO et al.
2007). Esse resultado foi determinante para a escolha do processo de maceracéo

para a obtencéo da tintura hidroalcéolica.



71

40

35 —]

30

25

20

o mlEdia %

% de rrassa retida

15

10

125 180 250 355 710 1700

Tamis malha (pm)

Figura 14 - Determinacdo da distribuicdo granulométrica do p6 das folhas de S. globulifera

5.2.2 DETERMINACAO DA PERDA POR DESSECACAO

A presenca de quantidades excessivas de agua em drogas vegetais propicia
o desenvolvimento de microrganismos, insetos, hidrélise e consequente deterioracéo
dos constituintes da droga, por isso existe a necessidade do estabelecimento de
limites de umidade para drogas vegetais (FARMACOPEIA BRASILEIRA 4. ed.,
1988). A média da porcentagem de perda por dessecacdo do po foi de 9%1,24%
(p/p) (Tabela 1), o qual se encontra dentro do limite estabelecido por diferentes
farmacopéias que esta entre 8 e 14%, indicando uma boa conservacdo e uma

secagem eficiente da matéria prima vegetal (SHARAPIN, 2000).

5.2.3 DETERMINACAO DO TEOR DE CINZAS TOTAIS

A determinacdo da pureza da amostra foi realizada através da determinacao do
teor de cinzas totais permitindo a quantificacdo do residuo ndo volatil inorgéanico
presente nas drogas vegetais como integrante natural destas, sendo constituido, em

particular, por carbonatos, cloretos e diversos tipos de 6xidos (COSTA, 2000). A
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temperatura de 600 °C ou acima pode ser encontrado o teor de cinzas que corresponde
aos sais minerais ou impurezas contidas na amostra (ARAUJO et al. 2006), que foi de
4,3£0,20%. A pequena variagdo de porcentagem obtida entre as triplicatas foi utilizada
como parametro de controle de qualidade desse material vegetal, uma vez que a S.

globulifera n&o possui monografia descrita em farmacopéias.

Tabela 2 - Caracterizacao fisico-quimica do p6 das folhas de S. globulifera
_________________________________________________________________________________________________________________|]

Determinagdes Resultados
Perda por dessecacdo 9+1,24%
Teor de cinzas totais 4,3 + 0,20%

5.2.4 PERFIL TERMICO

O presente trabalho utilizou, além das metodologias classicas contidas em
farmacopéias, outras metodologias para a caracterizacdo preliminar da matéria-
prima vegetal e do produto intermediario. A escolha das andlises térmicas e da
espectrometria no IV para o desenvolvimento deste trabalho reside no fato de este
grupo de técnicas ter despertado, nos ultimos anos, um grande interesse de muitos
pesquisadores para estudos que envolvam a caracterizacao preliminar de produtos
fitoterapicos utilizando-se pequenas quantidades da matéria-prima vegetal e
reduzindo-se o0 tempo gasto com a obtencdo dos resultados. Apesar de tais
metodologias necessitarem de mais investimentos com material tecnolégico, o
resultado final € compensador, pois geram resultados comprovadamente de maior
credibilidade (SILVA JUNIOR et al. 2006a; SILVA JUNIOR, 2006b; ALVES, 2008;
NUNES, 2008; NUNES et al. 2009). Além disso, podem ser utilizadas para a
determinacdo do teor de cinzas como indicador da qualidade de sais minerais e
possiveis adulteracbes do material com compostos inorganicos, assim como, a
obtencdo de parametros cinéticos através de métodos de célculos adequados
(FELSNER e MATOS,1998).

5.2.4.1 Termogravimetria e analise térmica diferencial
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A Figura 15 mostra as curvas ou termogramas TG e DTA do p6 das folhas de

S. globulifera. Os valores dos eventos da TG podem ser visualizados na Tabela 2.

No entanto, em 581°C ainda hd uma perda de massa de 74,90%, ou seja, a perda

de massa final foi de 86%, por iSsO seria necessario continuar a analise em

temperatura mais elevada e aumentando a razdo de aguecimento. Esses resultados

sdo confirmados pela DTG e pelos eventos energéticos endotérmicos e exotérmicos

registrados na curva DTA e na DTG, cujos valores podem ser visualizados na Tabela
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Figura 15 — DTG e curvas TG e DTA do p6 das folhas de S. globulifera

Tabela 3 - Perfil termogravimétrico do p6 das folhas de S. globulifera

A Temperatura °C A massa
27 -29 11,64%
29 - 750 99,13%

DTA (uV)

0,002

0,000
-0,002

-0,004

-0,006
-0,008

-0,010

DTG ( mg/sec)

-0,012

-0,014

-0,016

0,018



74

Tabela 4 - Perfil analitico térmico diferencial do p6 das folhas de S. globulifera

A Temperatura °C AH (J/g) Evento
63,65 -473,45 endotérmico
352,93 1290 exotérmico
485,61 1020 exotérmico

Na Figura 15 pode-se observar a variacdo de perda de massa do p6 das
folnas de S. globulifera em funcdo da temperatura, enquanto essa amostra foi
submetida a uma programacao controlada até 600 °C. O primeiro evento térmico
(Tabela 3) registra uma perda de massa de valor aproximado de 8,0%,
correspondente a perda de agua superficial ou de umidade, semelhante ao teor de
perda de massa ocorrido na perda por dessecacdo do po 9+1,24% (Tabela 2),
aproximadamente 9% a temperatura de 105 °C. Apoés a desidratacdo do material, os
proximos eventos acima de 200 °C registraram a decomposi¢cdo dos componentes
organicos do po, porém nao culminou na obtencdo de suas cinzas até 600 °C, por
isso a analise devera ser repetida para saber a que temperatura final obtém-se as
suas cinzas submetida a uma programacao controlada até 900 °C e aumentando a
razdo de aquecimento(ARAUJO et al. 2006); resultados confirmados com os seus

eventos energéticos correspondentes na curva DTA (Tabela 4) e na DTG.

5.2.4.2 Calorimetria exploratoria diferencial

O termograma da DSC do po6 (Figura 16) demonstrou um evento endotérmico
na temperatura de 83,43°C e dois eventos exotérmicos na faixa de temperatura de
425,02°C a 574,55°C, esses eventos e suas respectivas entalpias encontram-se

demonstrados na Tabela 5.
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Figura 16 - Curva DSC do p6 das folhas de S. globulifera

Tabela 5 - Perfil calorimétrico exploratério diferencial do p6 das folhas de S. globulifera
. __________________________________________________________________________________________________________________|

Temperatura °C AH (J/g) Evento
83,43 -168,87 endotérmico
425,02 235,44 exotérmico
574,55 267,95 exotérmico

A curva DSC do p6 (Figura 16) demonstrou inicialmente um pico endotérmico
gue corresponde a uma energia de 168,87 J/g, caracteristico dos processos de
liberacdo de agua e umidade. Os processos de decomposicdo térmica do material
tiveram inicio a temperatura de 200 °C, sendo evidenciados por dois eventos

consecutivos exotérmicos (Tabela 5).
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5.3 Caracterizacao quimica e fisico-quimica da tintura de S. globulifera

ApOs a caracterizacdo da droga seca pulverizada, obteve-se a tintura de S.
globulifera a partir do p6é de suas folhas, utilizando como liquido extrator o &lcool
etilico e sua mistura com agua, formando uma solucéo hidroalcéolica a 70%. A
caracterizacao fisico-quimica dessa tintura foi baseada na determinacao de seu pH,

densidade e perda por dessecacao.

5.3.1 DETERMINACAO DA DENSIDADE APARENTE, pH E TEOR DE SOLIDOS

A densidade da tintura foi de 0,97+0,0025%g/mL, dentro da faixa que varia de
0,87 a 0,98 g/mL, correspondente a densidade de tinturas a temperatura de 15 °C a
20 °C, utilizando-se o método do picnémetro (PRISTA et al. 1990).

O resultado do pH da tintura foi de 5,78+0,03% caracterizando-a como acida,
provavelmente devido a presenca dos grupos hidroxilas contidos na tintura.

O teor de solidos é indicativo do teor de agua e substancias volateis da tintura
a 105 °C apresentou um valor de 9,0% (m/m) de residuo seco, correspondente a
92,66+0,57% de umidade, fornecendo dados acerca do rendimento de extracéo, ja
gue a secagem influi no estado de integridade das estruturas celulares, expondo-as
mais ou menos ao contato com os solventes (HARBONE et al. 1986).

Os resultados da densidade aparente, pH e teor de sélidos podem da tintura

das folhas de S. globulifera estdo presentes na Tabela 6.

Tabela 6 - Densidade aparente, pH e percentu al de residuo seco da tintura do p6 das folhas de S.

globulifera
________________________________________________________________________________________________________________________|

Determinacdes Resultados
Densidade aparente 0,97+0,0025%g/mL
pH 5,78+0,03%
Percentual de residuo seco 9,0%
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5.3.2 SPRAY DRYING
Avaliou-se a influéncia da adicdo de excipientes e suas concentracdes na
formulacdo a ser seca e caracteristicas fisico-quimicas do produto seco obtido. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Variaveis analisadas no processo de spray drying

Variaveis estudadas Respostas
Excipiente %* [Wreal (g/mim)| Ty4s (°C) | Rec (%) |Perdas (%) n Xp (%) |Tamb (°C)| UR (%)
20 3,58 107,4 49,55 50,45 34,6 |1,20£0,2| 26,9 50,1
Aerosil® 40 3,63 107,2 51,18 48,81 34,65 (1,60+0,4| 26,5 54,3
Celulose
microcristalina | 35:05 3,84 108,8 57,15 42,84 33,57 1,03+0,4| 27,3 44,5
+
Aerosil 15:05 2,67 110,7 39,46 60,53 31,97 0,70+ 0,4| 27,1 50,1
Sem excipiente| 0 4,28 106,8 47,26 52,73 35,46 | 0,46+ 0,3 28,2 45,7

*Porcentagem calculada em relagéo a concentragao de solidos totais

A eficiéncia térmica é um parametro usualmente empregado para a
otimizacdo do secador spray dryer (BEVERIDGE e LYNE, 1976). Maiores valores de
eficiéncia térmica séo obtidos quando mais proximo da temperatura de saturacéo for
o valor da temperatura de saida do gas de secagem. Porém, na maioria das vezes o
processo € limitado n&o pela eficiéncia térmica, mas pela habilidade de
adequadamente secar o produto. O valor do extrato seco sem excipiente (35,46) foi
0 que apresentou maior eficiéncia térmica. J4 com a adicdo do excipiente aerosil®
nas concentracdes de 20 e 40% tivemos eficiéncias térmicas aproximadas, 34,60 e
34,65, respectivamente, porém essas eficiéncias foram baixas, pois uma boa
eficiéncia fica em torno de 90%.

A umidade do produto € uma variavel importante no processo de
desidratacdo, sendo um indicador da eficiéncia do processo. Considerando-se o
limite preconizado pela Farmacopéia Brasileira (< 4%), observa-se que, para 0s
excipientes celulose microcristalina mais aerosil® na proporcdo de 35:5 a umidade
residual foi de 0,7%=+0,4, a menor, quando comparada a do extrato sem excipiente.
Entretanto, mais analises como teor de ativos, tamanho de particula, analise térmica
e outras deverdo ser realizadas para determinar a qualidade do produto final desse

processo.
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A taxa de recuperagao do produto (Rec) foi definida pela relacdo percentual
entre a massa de po total coletada pelo ciclone e a massa de solidos alimentada ao
sistema (SOUZA, 2003). O extrato seco com a mistura de excipientes celulose
microcristalina mais aerosil® na proporcédo de 35:5 foi 0 que apresentou a melhor
taxa de recuperacgéao, sendo de 57,15%.

Nesse estudo, 0s excipientes que apresentaram os melhores resultados
foram aerosil 40% e celulose microcristalina mais aerosil na proporcao de 35:5. Até
o momento ndo foi encontrado nenhum trabalho utilizando spray drying para a
espécie S. globulifera tampouco para a familia Clusiacea, ficando assim sem
padrées de comparacdo para essa espécie.

Os resultados aqui reportados contribuem para a caracterizacao inicial da S.
globulifera Linn. f no processo spray dryer para obtencdo de extratos secos. Porém,
estudos sdo necessarios visando a otimizagcdo do processo tanto no que se refere

ao desempenho durante a secagem quanto a qualidade do produto obtido.

5.3.3 PROSPECCAO QUIMICA DA TINTURA E DAS FRACOES

A abordagem fitoquimica iniciou-se com um screening para se determinar
gualitativamente os principais grupos de constituintes quimicos da espécie vegetal,
através de simples testes de reacao de cor e precipitacdo; a partir dai direcionou-se
o fracionamento do extrato para o isolamento dos grupos de maior interesse
(SHARAPIN, 2000). A prospeccdo quimica da tintura mostrou resultado positivo
para: saponinas espumidicas, acUcares redutores, fendis e taninos e resultado
indicativo para: alcalbides utilizando o reagente de Dragendorff. A prospecc¢éo das
fracbes mostrou resultado positivo em todas as fracbes para saponinas
espumidicas, acUcares redutores, fendis e taninos; as fracbes metandlica e acetato
de etila foram positivas para flavondides classe flavonas, flavondis e xantonas e a
fracdo cloroférmica para flavonoides classe flavonéis, flavanonas, flavanondis e
xantonas. O resultado do screening fitoquimico para a tintura e fragcbes pode ser

visualizado na Tabela 8.
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Tabela 8 - Prospec¢éo quimica da tintura e das fragbes de S. globulifera
Metabolitos secundarios Tintura FH FC FM FAE
Saponinas espumidicas

+ + + + +
Aclcares redutores + + o+ o+ +
Fendis e taninos + +
Flavondides - - - + +
Flavonas, flavondis e xantonas . . -+ +
Flavanonas e flavanondis . -4 . .

Alcaldides

Polissacarideos

Proteinas e aminoéacidos

Antocianinas e antocianidinas

Chalconas e auronas

Flavononois

Glicosidios cardiacos

Catequinas

Benzo., nafto e fenantraquinonas

Lactonas sesquiterpénicas e outras lactonas
Esteroides e triterpendides

Azulenos

Carotendides

Purinas

Depsideos e depsidonas

Derivados da cumarina - - - - -
Antraquinonas - - - - -

Abreviaturas: i-indicativo; FH-fracdo hexanica; FC-fracédo cloroférmica; FM-fracdo metandlica e
FAE-fracdo acet. de etila

Os primeiros passos para o0 controle de qualidade de determinado
medicamento fitoterapico sdo a caracterizacdo botanica do material vegetal e
posteriormente a definicAo de qual/quais substancias marcadoras devem estar
presentes, de modo a assegurar a identidade da planta. No caso da espécie em
estudo a literatura cita diferentes tipos de metabdlitos secundarios fazendo parte de

sua constituicdo, sendo a classe das xantonas o metabdlito mais citado.

5.3.4 TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS

Diversos trabalhos descrevem a importancia dos polifenéis na atividade

antioxidante. O método de Folin-Ciocalteu para determinacdo de polifendis totais
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tem como principio a propriedade do ion fenolato ser oxidado. A reacdo de reducéo
da mistura dos acidos fosfotingtico e fosfomolibdico em meio alcalino a éxidos de
tungsténio e molibdénio € causada pelos compostos fendlicos, formando um
completo de coloragdo azul (ADELMANN, 2005). O reagente de Folin-Ciocalteu
reage completamente com compostos fendlicos presentes nas amostras, quando
carbonato de sodio € adicionado ao meio reacional, isto se deve ao fato do ion
fenolato ser completamente oxidado em pH 10 (SINGLETON; ORTHOFER e
LAMUELA-RAVENTOS,1999).

O teor de polifendis foi determinado através da equacado da reta obtida pela
curva de calibracdo com padrédo de acido galico y = 0,1326x — 0,0048 (r=0,9996),
onde x representa a concentracao de polifendis correspondente a acido gélico e y
representa a absorbéancia (Figura 17). O contetudo de polifendis totais encontrado
para o extrato liofilizado de S. globulifera foi de 138,24+0,25 mg/g (em relacdo ao
peso seco).

Polifendis Totais y = 0,1326x - 0,0048
R2 = 0,9996

1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -

0,000 \ \ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10

Concentracéo (ug ac. galico/mL)

Absorbancia (nm)

Figura 17- Grafico de teor de polifendis totais.

5.3.5 PERFIL TERMICO DO EXTRATO LIOFILIZADO

Os resultados dos perfis térmicos através da termogravimetria e de sua
derivada, da analise térmica diferencial e da calorimetria exploratoria diferencial
guando comparados aos métodos convencionais: determinacdo da perda por

dessecacéo e teor de cinzas totais, preconizados pela Farmacopéia Brasileira 4. ed.
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(1988) mostram-se satisfatorios, possuindo resultados semelhantes, obtidos em um

curto periodo de tempo.

5.3.5.1 Termogravimetria e analise térmica diferencial

A Figura 18 mostra o grafico correspondente a DTG e as curvas TG e DTA do
extrato liofilizado da tintura de S. globulifera, no qual se observam varios eventos
térmicos culminando em uma perda de massa de 35,5% (Tabela 8), devido a isso,

sera necessario repetir a analise elevando a temperatura e a razdo de aguecimento.
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Figura 18 — DTG e curvas TG e DTA do extrato liofilizado da tintura de S. globulifera

Tabela 9 - Perfil termogravimétrico do extrato liofilizado da tintura de S. globulifera
. _____________________________________________________________________________________________|

A Temperatura °C A massa
28 - 140 2,78%
28 - 950 98,2%
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Analisando-se o perfil termoanalitico do extrato liofilizado da tintura de S.
globulifera sua perda de massa em fungao da temperatura, visualizada na Figura 18,
inicia-se por dois eventos correspondentes a perda de 4gua e substancias volateis
(Tabela 9), ap6s essa perda, outros eventos térmicos foram evidenciados,
correspondentes ao inicio da decomposicdo térmica entre 100 e 140°C dos
carboidratos e formagdo dos compostos carbonaceos, porém ndo culminou na
formacdo de cinzas a temperatura de 600 °C, eventos confirmados também pela
curva DTA e pela DTG (Figura 18).

5.3.5.2 Calorimetria exploratéria diferencial

As curvas de DSC do extrato liofilizado representadas no gréafico abaixo
(Figura 19) demonstraram sucessivos eventos de entalpia, quatro endotérmicos e
um evento exotérmico a temperatura de 168,46 °C, valores que podem ser

observados na Tabela 10.
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Figura 19 - Curva DSC do extrato liofilizado da tintura de S. globulifera
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Tabela 10 - Perfil calorimétrico exploratorio diferencial extrato liofilizado da tintura de S. globulifera
. ___________________________________________________________________________________________________|

Temperatura °C AH (J/g) Eventos
107,29 -12,19 endotérmico
139,9 -153,54 endotérmico
168,46 17,69 exotérmico
172,95 -8,6 endotérmico
202,65 -6,63 endotérmico

E para a curva DSC do extrato (Figura 19) evidenciaram-se dois processos
endotérmicos (Tabela 10), caracteristicos do processo de liberacdo de dgua. Sendo
gue a decomposicao térmica do extrato ocorreu com um desses eventos

endotérmico a temperatura de 139,90 °C.

5.3.6 PERFIL ESPECTROSCOPICO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO DO PO E
DO EXTRATO LIOFILIZADO DA TINTURA

O espectro na regido do IV para o po das folhas de S. globulifera apresentou
bandas de absorcdo na regido de 2917cm™’ caracteristicas de vibracdo de
estiramento C-H (alcano), banda forte de absorcdo na faixa de 2358-2339 cm™
caracteristica da ligacdo CO2, banda fraca de absorcdo na regigo de 1715,20 cm™
caracteristica de ligacdo C=O e uma banda de absorco fraca na regido 1614 cm™
caracteristica da ligacdo C=C, podendo ser visualizadas na Figura 20 e na Tabela
11.
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Figura 20 - Espectro na regido do infravermelho do p6 das folhas de S. globulifera

Tabela 11 - NGimero de onda (cm™) e suas respectivas ligacdes caracteristicas no espectro da regiao
do infravermelho para o p6 das folhas de S. globulifera

Regi&o de absorcdo (cm™) Tipo de ligacao
3299 — 2917 C-H
2358 — 2339 CO;
1715 Cc=0
1614 c=cC
1519 C - NO;
1455 C-H
1159 C-0

O espectro na regido do IV para o extrato liofilizado (Figura 21) apresentou
bandas de absorcdo forte e redonda na regido de 3253 cm caracteristica da
vibracdo de deformacdo axial O-H (de alcodis e fendis), uma banda forte e
arredondada de absorcdo na faixa de absorcdo 2922,09cm™ caracteristica de
estiramento C-H (alcano), uma banda de absorcdo fraca na regido 2358,2 cm™
caracteristica da ligacdo CO, e uma banda forte na regido 1600,57cm™
caracteristica de ligacao tipo C=C, sugerindo a presenca de anéis aromaticos. As
bandas de absorcdo e seus respectivos tipos de ligacdo encontram-se
demonstrados na Tabela 12.
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Figura 21 - Espectro na regido do infravermelho do extrato liofilizado da tintura de S. globulifera.

Tabela 12 - Nimero de onda (cm™) e ligagdes caracteristicas no espectro da regido do infravermelho
para extrato liofilizado da tintura de S. globulifera

Regido de absorcéo (cm'l) Tipo de ligacéo

3253,48 O-H
2922,09 C-H
2358,2 CO;
1600,57 c=cC

1445,13 - 1434,43 C-H

1158,61 - 1033,26 CcC-0
523,82 C-Br

O espectro obtido no IV forneceu um agregado muito rico de bandas de
absorcdo. A analise das bandas caracteristicas de determinados grupos funcionais
de uma molécula fornece, através de um simples exame do espectro e consulta a
tabelas de dados, um conjunto valioso de informacfes sobre a estrutura da molécula
(BARBETTA e MAGINI, 2006). Ao se analisar os espectros na regido do IV para o
po6 das folhas e para o extrato liofilizado da tintura (Figuras 20 e 21 e Tabelas 11 e
12) notou-se que as regifes de absorcdo sdo bastante semelhantes entre elas.
Provavelmente a substancia em questdo apresenta-se formada por hidroxilas
provenientes de alcodis ou fendis, carbonilas e compostos aromaticos, identificados
pelas suas regioes de absor¢cao correspondentes a deformacédo axial de varios tipos de
ligacdo (SILVERSTEIN et al. 2007).
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5.3.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Uma vez que existem varias maneiras pelas quais um extrato pode exercer
sua atividade antioxidante, como por quelacdo de ions metélicos, impedindo a
formacéo de radicais ou melhorando o sistema antioxidante enddgeno, é importante
comparar os diversos métodos antioxidantes, a fim de proporcionar uma melhor
indicacdo do potencial antioxidante (PIETTA, 2002) do extrato de S. globulifera.
Assim, decidimos avaliar o mecanismo antioxidante do extrato por meio de dois
sistemas in vitro, que séo capazes de gerar EROs envolvidas em diferentes tipos de

iniciagao oxidativa.

5.3.7.1 Atividade redutora do DPPH®

A atividade sequestradora do radical livre DPPH « é um método simples e
rapido para determinacdo da atividade antioxidante de compostos. A atividade
sequestradora do radical DPPH -« por flavondides e &acidos fendlicos tem sido
amplamente estudada e é comumente utilizada para selecdo de extratos ou
compostos com atividade antioxidante. A atividade sequestradora do radical livre
DPPH - por antioxidantes pode ser devido a sua habilidade de doar H+ (CHEN e
HO, 1995).

O extrato liofilizado de S. globulifera apresentou propriedade redutora do
radical DPPH « de modo concentragao dependente, revelando valor de Clso de 14,33
ML/mL (v/v)) (Figura 22).
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Figura 22. Curva da medida da atividade doadora de H+ ao radical DPPH « para o extrato liofilizado
de S. globulifera. Os resultados representam a média de trés determinacdes + EPM. A linha de

tendéncia foi construida usando regressao néo linear (hipérbole).

5.3.7.2 Atividade antioxidante pelo sistema xantina/XOD/luminol

Neste ensaio foi possivel avaliar a capacidade do ELS em sequestrar 0s
radicais superoxidos formados no sistema xantina/luminol/XOD de acordo com a

seguinte reacao:

XO0D
Xantina+ 0. —* Acido arico + Oy

O Iluminol é utilizado como um detector, o qual é oxidado pelo &anion
superéxido (GIROTTI et al. 2000). Desta forma, a quantidade de luz emitida é
proporcional a quantidade anions superoxido produzida pela enzima xantina
oxidase.

A inibicdo da luz emitida neste sistema pode acontecer por inibicdo da enzima
xantina oxidase ou por sequestro dos radicais superéxido formados a partir da
atividade desta (PIETTA, 2000).

O anion superoxido ocorre em processos como reparacao celular, transporte

de elétrons pela membrana celular da mitocondria de bactérias, acdo enzimatica de
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xantina oxidase, aldeido oxidase, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
ligada a membrana celular de macréfagos, neutrofilos e eosinéfilos (PIETTA, 2000).

O &nion superdxido formado in vivo & quase completamente convertido pela
superoxido dismutase ou por dismutacdo ndo enzimatica em H,O,. Ambos O; "~ e
H,O, podem encontrar algumas moléculas alvo nas quais podem causar danos
diretos (HALLIWELL et al. 1995).

ELS reduziu a emissédo da luz produzida pelo radical superéxido gerado no
sistema xantina/luminol/XOD de modo concentracdo dependente, revelando valor de
Clso de 1,26 pL/mL (v/v) (Figura 23).

100+
80+
60+

40

Inibicdo (%)

S. globulifera Clsp= 1,261+0,18 ng/mL

20+

0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Concentracéo no Meio Reacional

Figura 23-Curva de inibicdo da emissdo da luz gerada pela rea¢cdo luminescente xantina/luminol/XOD
encontrada para ELS. Os resultados representam a média de trés determina¢des + EPM. A linha de
tendéncia foi construida usando regressdo nao linear (hipérbole).

Na tentativa de avaliar qual EROs o ELS foi capaz de inibir mais
eficientemente, o Clsg (concentragdo inibitéria de 50%) dos métodos propostos foram

comparados (Tabela 13).

Tabela 13- Comparac¢éao dos valores de Cls, encontrado para ELS na atividade antioxidante.

Método de avaliacéo da atividade

a *
antioxidante Clso” (ng/mL)
Atividade doadora de H+ ao radical
DPPH » 14,33+ 0,1
Atividade antioxidante pelo sistema 1,26+ 018

xantina/XOD/luminol
1Csp = Concentragao inibitoria de
50%.

* p< 0,05 diferenca significativa entre todos os grupos pelo teste t de Student’s.
Os resultados representam a média + DP de trés determinacdes.
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Foi observada diferenca significativa entre todos os métodos avaliados (teste t
de Student’s), sendo que o método de avaliagdo da atividade antioxidante pelo
sistema xantina/XOD/luminol (sequestro de radicais superéxido) foi o método que
apresentou menor valor de Clso. Desta forma, o ELS foi capaz de inibir mais
eficientemente radicais superéxido, seguido por radical DPPH.

5.4 Caracterizacao Microbioldgica

5.4.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO LIOFILIZADO E DAS
FRACOES DE S. globulifera

As propriedades antimicrobianas a partir de produtos vegetais tém sido
comprovadas através de intensas pesquisas em todo o mundo. Assim como no
presente trabalho, estas geralmente sdo estudadas, avaliadas e confirmadas ou néo,
através de ensaios in vitro, como o teste de susceptibilidade (SOUZA et al. 2003) e

nos testes abaixo descritos.

5.4.1.1 TESTE DE DIFUSAO EM DISCO EM MEIO SOLIDO

A avaliacdo da atividade antimicrobiana através da técnica de difusdo em
disco determinou o halo de inibicdo formado ao redor dos discos com o auxilio de
um paquimetro em mm nas concentracfes de 500; 250; 125; 62,5 e 31,25mg/mL da
tintura em solucdo de DMSO (DMSO em agua) (1:6). Os antimicrobianos (farmacos)
utilizados como controle foram solucdo de cloranfenicol 4mg/mL para bactérias e
solucéo de nistatina 100.00Ul/mL para o fungo. O controle negativo € composto pela
solucdo de DMSO, diluicdo (1:6). Os resultados obtidos estdo expressos na Tabela

14 e também podem ser visualizados na Figura 24.
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Tabela 14 - Avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana e antifingica do extrato liofilizado da

tintura de S. globulifera em diferentes concentracfes e os halos de inibicdo
__________________________________________________________________________________________________________________________________|

Concentragao Microrganismos testados

mg/mL E.faecalis B.subtilis S.aureus P.aeruginosa E.coli C.albicans
500 8,96* 8,30 5,42 - - 10,66
250 6,88 8,35 4,2 - - 10,5
125 2,04 6,25 - - - 8,05
62,5 - 5,59 - - - 5,66
31,25 - - - - - -

Controle + 12,19 15,57 14,07 8 9,1 16,67
DMSO - - - - - -

*Halo em mm

Figura 24 - Placas do teste de difusdo em disco do extrato liofilizado de S. globulifera diluido em
DMSO mostrando os halos de sensibilidade de Candida albicans e Bacilus subtilis nas concentraces
de 500, 250, 125, 62,5 e 31,25mg/mL.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato liofilizado da tintura de S.
globulifera foi realizada através do método de difusdo em disco em meio sélido.
Dentre as técnicas de difusdo, esse método é o mais adequado para se trabalhar
com extratos vegetais coloridos e/ou extraidos com solventes organicos, pois €&
possivel evaporar o solvente do disco, antes da colocacdo deste no meio de cultura
(RIOS et al. 1988) e a cor ndo interfere na leitura dos resultados. Nesse método,
entretanto, a presenca de matéria particulada na amostra pode interferir na difusdo

da substancia antimicrobiana no Agar, mas o pequeno volume necessario e a
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possibilidade de testar varios compostos por placa (Figura 15) frente a um anico
microrganismo foram vantagens observadas no emprego desse método
(VANDENBERGHE e VLIETINCK, 1991).

As concentracdes do extrato liofilizado da tintura das folhas de S. globulifera
foram sensiveis para o fungo leveduriforme Candida albicans (ATCC 0175) (Tabela
14). Para o Bacillus subtilis (ATCC 6633) houve a formacdo de halos em duas
concentragdes: 500 e 250mg/mL; enquanto para a Escherichia coli (ATCC 8739) o
extrato foi inativo, corroborando aos resultados obtidos nos estudos de Nkengfack e
colaboradores (2002b). Para Enterococcus faecalis (ATCC 29212) o extrato foi ativo
somente na concentracdo de 500mg/mL. E para Staphylococcus aureus (ATCC
6538) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) o extrato foi inativo em todas as

concentragoes.

5.4.1.2 MICRODILUICAO EM CALDO - DETERMINACAO DA CONCENTRACAO
INIBITORIA MINIMA (CIM) E DAS CONCENTRACOES BACTERICIDAS MINIMAS
(CBM) DO EXTRATO E DAS FRACOES

As bactérias utilizadas para a determinacéo da atividade antibacteriana foram:
Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus
faecalis ATCC 19433, representantes do grupo das baxtérias Gram- positivas, e
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella choleraesuis ATCC 14028 e
Pseudomonas aeruginos ATCC 10145, representantes do grupo Gram- negativo. E
o fungo leveduriforme Candida albicans ATCC 94548.

Como podem ser observados na Tabela 15, os ensaios da atividade
antimicrobiana revelam que 0 extrato ndo apresentou atividade antimicrobiana
contra S. aureus, porém apresentou atividade fungistatica para C. albicans. A fracéo
hexanica também apresentou atividade fungistatica, além de ter atividade bactericida
para S. aureus.

Em relacdo a Tabela 15, a fracdo hexanica de S. globulifera foi a que
apresentou maior acao contra a bactéria S. aureus, seguida da fracdo acetato de
etila. As outras fracBes ndo apresentaram atividade antibacteriana e/ou antifingica.
Essa mesma fracdo e o extrato liofilizado tiveram os mesmos resultados para o

fungo C. albicans.
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Tabelal5- Avaliacdo das concentragdes inibitéria minima (CIM) e bactericida/bacteriostatica minima
do extrato liofilizado da tintura de S. globulifera em pg/mL

Material testado Atividade antibacteriana/antifungica (ug/mL)
| S. aureus C. albicans |
CiM CBM CiM CBM

EL SA SA 400 CA

Fr. AE 200 SA SA SA

Fr.H 100 SA 400 CA
Penicilina 0,0461 - - -
Miconazol - - 2,95

Extrato liofilizado (EL); Fracdo acetato de etila (Fr. AE); Fracdo hexanica (Fr. H);
Staphylococcus aureus (S. aureus); Candida albicans (C. albicans); Sem atividade
(SA); Com atividade (CA); Concentracédo inibitéria minima (CIM); Concentracéo
bactericida minima (CBM)

Quando comparada a fracdo acetato de etila, a fracdo hexéanica demonstra
ser mais ativa contra microrganismos, sugerindo que as substancias ativas
responsaveis pela acao antibacteriana/antifingica encontram-se, provavelmente, em
maior concentracao nessa fracao.

O extrato liofilizado ndo apresentou atividade até a concentragdo maxima
testada para bactérias, que foi de 400ug/mL, assim como as fracdes metandlica e
cloroférmica.

Na Tabela 15, também pode-se evidenciar os resultados da atividade
bactericida da S. globulifera. O extrato e fracfes utilizadas nesse ensaio foram
aqueles que apresentaram atividade antibacteriana/antifingica no teste de CIM.
Para o teste foi utilizada a metodologia descrita no item 4.7.2

A concentracdo bactericida minima € a quantidade minima de agente
antimicrobiano necessario para inviabilizar a célula microbiana. Agentes
antimicrobianos que possuem acdo bactericida causam danos irreversiveis as
bactérias. Os que sdo conhecidos como bacteriostaticos, atuam inibindo o
crescimento bacteriano, prevenindo sua multiplicacdo, mas ndo causando sua
morte. Quando os valores da CBM séo comparados com a CIM, pode-se avaliar se a
substancia em analise € bactericida ou bacteriostatico (BARON e FINEGOLD, 1990).

Portanto, as fracdes acetato de etila e hexanica apresentaram atividade
bactericida, porém em elevadas concentracfes quando comparadas a estudos de
fracOes de outras plantas, como a Eugenia umbelliflora BERG. (MACHADO, 2005).
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A atividade bactericida é considerada uma caracteristica desejavel para os agentes
antimicrobianos, uma vez que agentes antimicrobianos bacteriostaticos apenas
inibem o crescimento bacteriano, tornando-os clinicamente menos desejaveis que 0s
bactericidas (BEVAN 1979).

A atividade antibacteriana para S. globulifera foi relatada em outros estudos
também. No estudo de Nkengfack et al. (2002b), o extrato cloroférmico e metandlico
testados contra cepas de bactérias Gram- positivas apresentaram valores de CIM de
50 e 500pg/mL, respectivamente. E nenhum dos compostos analisados foi positivo
para bactérias Gram- negativas.

Ha estudos de atividade antimicrobiana com outras espécies pertencentes a
mesma familia da S. globulifera, como por exemplo: Vismia laurenti De Wild
(KUETE et al., 2007) e Kielmeyera cuspidata Saddi (SOBRAL et al., 2008),



Gonclusées
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6 CONCLUSOES

Com a realizacdo de nosso trabalho podemos concluir que a analise
anatdmica das folhas e peciolos foi de extrema relevancia para a identificacdo da
espécie estudada no presente trabalho, a S. globulifera e os testes microquimicos
serviram de parametro inicial para futuras caracterizagdes fitoquimicas.

O processamento apds a obtencdo da espécie vegetal foi satisfatério, uma
vez que ao se analisar os resultados obtidos através das caracterizagdes fisicas,
guimicas e fisico-quimicas tanto do p6 das folhas quanto da tintura, os mesmos
atingiram parametros aceitaveis segundo a literatura especifica para plantas
medicinais.

O perfil térmico e o perfil espectroscopico na regido do IV tracados para a
matéria-prima vegetal (em po) e seu derivado (o extrato liofilizado da tintura) foram
de relevancia para a caracterizagao inicial e controle de qualidade, servindo de
parametros para futuros estudos com fitoterapicos, juntamente com as analises de
spray drying.

O alto teor de polifendis confirma juntamente com os resultados de IV a
presenca de grupos hidroxila. O extrato também apresentou uma alta atividade
antioxidante.

Os resultados obtidos através da avaliacdo da atividade antimicrobiana
corroboraram a hipdtese da acdo antimicrobiana e principalmente antifingica do
extrato liofilizado da tintura hidroalcodlica das folhas de S. globulifera, relatando sua
eficacia sobre Enterococcus faecalis, Bacilos subtilis e Candida albicans, justificando

dessa forma o prosseguimento do estudo.
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