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RESUMO

AVALIACAO ANTIFUNGICA, FARMACOGNOSTICA E TOXICOLOGICA
SAZONAL DE Petiveria alliacea L. (PHYTOLACCACEAE)

O estudo das plantas medicinais desperta grande interesse cientifico, principalmente
devido as mesmas serem consideradas fontes potenciais de moléculas bioativas
com estrutura diferenciada e mecanismo de acdo inovador. A importancia de
pesquisas voltadas para a descoberta e produgcdo de novos fitoterapicos deve-se a
grande contribuicdo que estes vém apresentando diante de diversas patologias. A
espécie Petiveria alliacea € uma planta medicinal utilizada amplamente pela
populacdo da regido amazonica e destaca-se por apresentar diversas alegacfes de
uso e ainda algumas classes de metabodlitos com comprovadas acfes terapéuticas.
O presente trabalho teve o objetivo de avaliar os parametros farmacogndsticos
sazonais da espécie, 0 potencial antifingico dos extratos produzidos em diferentes
periodos de coleta sobre espécies de Aspergillus e a toxicidade dos mesmos in vitro
e in vivo. Na avaliacado farmacognostica sazonal de P. alliacea, utilizando métodos
descritos na Farmacopéia Brasileira, os resultados demonstraram parametros
reprodutiveis para o controle de qualidade da droga vegetal, ndo havendo diferenca
na presenca dos constituintes quimicos do pé e do extrato hidroalcodlico, sendo
observada a presenca de saponinas, acucares e alcaloides em toda a planta e nos
extratos da raiz apenas sesquiterpenolactonas e depsideos/depsidonas. Os
resultados do método da microdiluicdo realizadas com extratos das raizes de dois
periodos, evidenciaram fraca atividade antifungica in vitro, porém nao foi observado
nenhum efeito dos extratos das partes aéreas. A atividade citotoxica, avaliada pelo
método colorimétrico MTT, demonstrou que o extrato hidroalcdolico da raiz dos dois
periodos ndo reduz a viabilidade celular em nenhuma das concentragfes testadas.
Também nao foram detectados sinais de toxicidade aguda do extrato na dose de
5000mg/kg em camundongos. Estes dados séo considerados relevantes e o estudo
em questdo evidenciou que P. alliacea € uma espécie medicinal promissora, porém
investigacfes mais detalhadas sdo necessarias para que sejam confirmadas suas
varias alegacdes de uso e para que a planta seja utilizada no desenvolvimento de
um novo agente fitoterapico.

Palavras-chave: Petiveria alliacea, Mucuracaa, Aspergillus, Estudo
farmacognaostico, antifingico, Avaliacédo de toxicidade.



ABSTRACT

A SEASONAL ANTIFUNGAL, PHARMACOGNOSTICAL
AND TOXICOLOGICAL EVALUATION OF Petiveria alliacea L.
(PHYTOLACCACEAE)

The study of medicinal plants raised great scientific interest, mainly due to them
being considered as potential sources of bioactive molecules with differentiated
structure and new mechanism of action. The importance of research focused on the
discovery and production of new herbal medicines should be the great contribution
they have presented before diverse pathologies. The species Petiveria alliacea is a
medicinal plant widely used by the population of the Amazon region and stands out
for presenting various claims and still use some classes of metabolites with proven
therapeutic actions. This study aimed to evaluate seasonal pharmacognostical
parameters, antifungal potential of the extracts produced at different sampling times
on Aspergillus species and toxicity of these in vitro and in vivo. In the evaluation of
seasonal Pharmacognostical, P. alliacea, using Brazilian Pharmacopeia methods the
results demonstrated reproducible parameters for quality control of the plant drug,
there was no difference in the presence of the chemical constituents of
hydroalcoholic and dust, revealing the presence of saponins, alkaloids and sugars
across the plant and root extracts and only sesquiterpenolactones depsides. The
results of microdilution method performed with extracts from the roots of two periods,
showed weak antifungal activity in vitro, but did not observe any effect of extracts of
the aerial parts. The cytotoxicity was evaluated by MTT colorimetric method, showed
that the hydroalcoholic extract of the root of the two periods did not reduce cell
viability in any of the concentrations tested, and was any signs of acute toxicity of the
extract at a dose of 5000 mg/kg in mice. These data are considered relevant and the
current study showed that P. alliacea is a promising medicinal species, but further
investigations are required for its various allegations are confirmed and usage for the
plant to be used in developing a new phytotherapeutic agent.

Keywords: Petiveria alliacea, Mucuracada, Pharmacognostical assay, Aspergillus,

antifungal, toxicity.
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1 INTRODUCAO

A elevada prevaléncia de infeccdes fungicas esta diretamente relacionada a
fatores como o aumento no numero de pacientes imunossuprimidos, doencas
cronicas a exemplo do cancer, transplantes de medula ou érgaos solidos, uso de
corticosterdides, os quais deixam 0s pacientes mais susceptiveis aos patégenos
(VARGAS NETO, 2004).

Dentre os causadores destas infec¢des, Aspergillus spp. se apresentam como
0 género mais comum nas infecgbes fungicas invasivas, porém apenas algumas
espécies sdo patogénicas ao homem, a exemplo do A. fumigatus, A. flavus e A.
niger, causando doengas como a aspergilose invasiva (ENOCH et al. 2006).

A aspergilose invasiva se manifesta como causa fatal comum dentre os
pacientes, embora os agentes antifungicos modernos se apresentem eficazes nos
testes in vitro. Com isso, a mortalidade de imunodeficientes, pacientes com leucemia
ou transplantados chega a 50% devido a fatores como: atraso no diagndéstico ou
eficacia limitada das terapias antifungicas in vivo (LIONAKIS, 2005).

Os farmacos disponiveis atualmente para a terapéutica contra fungos, de
certa forma, estdo se tornando cada vez mais ineficazes devido a resisténcia a estes
agentes. Além de se tornar um desafio para os clinicos, devido a grande quantidade
de reacOes adversas e toxicidade que estes farmacos desencadeiam no organismo
(SARTORI, 2005).

Por este motivo, grupos de pesquisa e a industria farmacéutica buscam novos
agentes antimicrobianos com estruturas ativas ou com atividades complementares
as drogas ja existentes, sendo este tipo de pesquisa bastante incentivada pelo
surgimento de doencas como a AIDS e o aparecimento de microrganismos
multirresistentes (VARANDA, 2006).

Produtos de origem natural sdo responsaveis por cerca de 40% dos farmacos
disponiveis na terapéutica e estudos que contribuam para obtencdo de farmacos
naturais, poderdo servir como modelos para o0 desenvolvimento de moléculas
sintéticas apropriadas para a producdo de antimicrobianos efetivos e mais
especificos contra bactérias, fungos ou virus, podendo até reduzir a incidéncia de
efeitos adversos ao hospedeiro (CALIXTO e YUNES, 2001).
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Atualmente, produtos de origem natural tém sido bastante utilizados, porém
esta pratica pode ser prejudicial, pois muitas vezes seu verdadeiro potencial
farmacoldgico e toxicoldgico é desconhecido (BEDNARCZUK et al. 2010).

O Brasil possui cerca de 56.000 espécies vegetais, a maior biodiversidade do
planeta e de todas as espécies estudadas grande parte possui importancia
econdmica, alimentar ou medicinal, porém muitas tém potencial téxico (ANDRADE et
al. 2001), as quais devem ser utilizadas de maneira cautelosa para que sejam
minimizados tais riscos realizando estudos de caracterizacdo biologica e pesquisa
sobre os efeitos colaterais oriundos de produtos naturais tém sido intensificados
(VARANDA, 2006).

Dentre os critérios para selecdo de uma espécie vegetal para estudo, a
abordagem etnofarmacolégica destaca-se por possuir maior probabilidade de
descoberta de substancias ativas, pois permite conhecer o histérico de uso
terapéutico tradicional de alguma espécie vegetal por um determinado grupo étnico
(MACIEL et al. 2002).

Dentre as varias espécies com alegacdes de uso popular, destaca-se a
Petiveria alliacea L., pertencente a familia Phytolaccaceae, conhecida popularmente
por tipi, mucuracad, guiné, € utilizada na medicina tradicional como antirreumatica,
antiespasmadica, antifungica e diurética (LORENZI, 2002). Porém, Nunes et al.
(1983 apud XIMENES, 2008) descrevem quadros toxicolégicos que podem estar
relacionados ao uso continuo desta espécie.

Para garantir a eficacia e seguranca de medicamentos oriundos de produtos
naturais, também € necessario que seja feito o controle de qualidade das matérias
primas vegetais, e para isso os documentos oficiais (farmacopéias) estabelecem
protocolos e técnicas para identificacdo, descricdo, avaliacdo da pureza e
quantificacdo de principios ativos, pois, constituintes quimicos das plantas variam
consideravelmente, dependendo de fatores sazonais, genéticos, nutricionais,
edéaficos, como diferentes técnicas de cultivo, condigbes de colheita e manejo pos-
colheita (LUENGAS-CAICEDO, 2005).

Este trabalho visa investigar a atividade antifungica de extratos de P. alliacea
L. na busca por novos agentes ativos contra 0s agentes que causam as
aspergiloses, tal como avaliar os parametros farmacognaosticos e toxicolégicos desta

espécie e suas variacdes nos dois periodos sazonais da Amazonia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar de forma sazonal a atividade antifangica, o0s parametros

farmacognosticos e a toxicidade da espécie Petiveria alliacea L.

2.2 Objetivos Especificos

¢ Realizar a coleta das partes aéreas e raizes de P. alliacea nos dois periodos
sazonais Amazonicos (seco e chuvoso).

e Preparar o extrato hidroalcodlico de ambas as partes de P. alliacea dos dois
periodos pelo processo de maceracao.

e Determinar a concentracao inibitoria minima e concentracéo fungicida minima
dos extratos hidroalcodlico de P. alliacea L. contra A. fumigatus, A. flavus e A.
niger.

e Avaliar os parametros farmacognosticos das partes aéreas e raizes da
espécie dos dois periodos de coleta, através de técnicas Farmacopeias e
nao-farmacopeicas.

e Realizar a prospeccao fitoquimica dos extratos hidroalcodlicos.

e Avaliar a citoxicidade dos extratos in vitro pelo método de MTT.

e Avaliar a toxicidade aguda dos extratos em camundongos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Importancia clinica dos fungos

Os fungos sdo seres eucariontes, heterotréficos amplamente distribuidos na
natureza, podem ser encontrados nos mais variados habitat, como ar, 4gua, terra,
animais e alimentos. Suas espécies sofrem variacbes conforme a localidade,
estacdo do ano, grau de umidade do ar, dentre outros fatores. Estes ao
apresentarem um sé nucleo sdo denominados leveduras e, se apresentarem Varios,
sdo fungos filamentosos e formam micélio (SIDRIM e MOREIRA, 1999; TRABULSI
et al. 2000).

Os fungos, de maneira geral, sdo organismos presentes no meio ambiente,
desta forma, ao entrarem em contato com o ser humano e animais podem causar
doencas denominadas micoses que sao divididas em infecgbes superficiais,
subcutédneas e sistémicas, as quais englobam doencas humanas comuns, que
possuem distribuicdo mundial, tendo como fatores que aumentam sua
susceptibilidade, o calor e umidade, até infeccbes mais graves e debilitantes
(HAZEN, 1995; HAY, 2006).

Nas Ultimas décadas as infeccbes fangicas assumiram maior importancia,
principalmente devido o aumento da populacdo de risco, que inclui pessoas com
sistema imune comprometido, transplantados, pacientes com doencas
hematoldgicas, queimados, recém-nascidos com baixo peso, dentre outros
(WARNOCK, 2007; MASCHMEYER e HAAS, 2008; SABLE et al. 2008).

Um exemplo de infec¢cdes fangicas superficiais sdo as dermatofitoses, as
quais possuem como agentes causadores os dermatofitos, que sdo fungos
filamentosos, septados e hialinos pertencentes aos géneros Microsporum,
Trichophyton e  Epidermophyton, possuindo semelhancas taxondmicas,
morfoldgicas, fisioldgicas e imunoldgicas (GUPTA et al. 2005).

Os dermatdfitos sdo fungos restritos a pele, tal como cabelos e unhas, pois
necessitam de queratina para seu crescimento e ndo sao encontrados em mucosas.
A transmissdo entre humanos pode ocorrer a partir da veiculacdo destes agentes
oriundos do solo ou de animais ou até mesmo indiretamente por meio de materiais
contaminados, a exemplo de artigos de tapecaria, escovas de cabelo, chapéus,

dentre outros. Porém, os organismos antropofilicos sao responsaveis pela maioria
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das infec¢gBes de pele e sua transmissdo ocorre através de contato direto, exposicao
as células esfoliadas ou por meio de cortes na pele de imunodeficientes (HAINER,
2003).

As micoses subcutaneas, representadas por doencas como 0 micetoma,
esporotricose, cromoblastomicose, também conhecidas como micoses de insercao,
pois 0S microrganismos responsaveis sao oriundos do ambiente externo e
acometem o tecido subcutaneo e a derme apos uma leséo do tecido (HAY, 2006).

Nas ultimas décadas, micoses invasivas e oportunistas se tornaram um
importante problema de saude publica e a incidéncia deste tipo de doenca tem
crescido bastante, em grande parte devido ao aumento da populacdo de risco, a
exemplo dos portadores de HIV (CLARK e HAJJEH, 2002).

Dentre as causas mais conhecidas de micoses oportunistas, estédo infeccdes
por espécies de Candida, Cryptococcus e Aspergillus. A estimativa anual de
infecgbes por estes patdogenos € de 72 — 228 infec¢des por milhdo de habitantes
para espécies de Candida, 30—66 por milhdo de habitantes para C. neoformans e
12-34 por milhdo de habitantes para as espécies de Aspergillus (PFALLER et al.
2006).

3.1.1 Aspergillus Sp.

O género Aspergillus contém mais de 200 espécies e foi primeiramente
descrito pelo micologista P.A. Micheli e pelo Padre Florentino em 1729 (AMAIKE e
KELLER, 2011). Possuem vasta distribuicdo na natureza, sendo a via aérea a fonte
de contagio mais comum, e que emergiu como causa de infeccdo grave com risco
de vida em pacientes com sistema imune comprometido, representados por
portadores de HIV em estdgio avancado, neutropénicos e imunodeficientes
primarios, assim como pacientes que sofreram transplante de pulmé&o e de medula
0ssea (SALES, 2009).

Espécies de Aspergillus sdo comuns em todo o mundo e seus conidios estédo
presentes no ar, solo e em materiais em decomposi¢cdo, podendo sobreviver a
extremas condi¢des climaticas e de equilibrio acido-base (KRADIN e MARK, 2008).
Desta maneira, esses conidios estdo constantemente sendo inalados e o resultado
da infeccdo depende de fatores mais relacionados ao hospedeiro do que fatores de

viruléncia ou patogenicidade de cada espécie (PFALLER et al. 2006).
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O Aspergillus séo claramente visualizados em cortes histolégicos corados por
histoquimica, apresentando uma coloragéo cinza-preto. As hifas medem entre de
2,5-4,5 de diametro e exibem septacdes frequientes, que quando ausentes, podem
ser confundidos com Zygomyces spp. As hifas sao dicotdmicas, com angulos de 45°,
e 0s corpos de frutificacdo sdo compostos de uma vesicula e camadas de fidlides
(Figura 01) que produzem os conidios, que se desenvolvem a partir do micelio em
areas de elevada tensdo de oxigénio (KRADIN e MARK, 2008).

Figura 01 - Fialides de Aspergillus sp.
Fonte: Hedayati et al. 2007.

A reproducdo geralmente ocorre por mitose, originando esporos assexuais,
pigmentados chamados conidios que sao essenciais para a difusdo generalizada
dessas espécies (ADAMS et al. 1998).

Os conidios formados sao pequenos, medem entre 2 e 10 um de diametro, de
carater hidrofébico, e apés inalacdo pelo hospedeiro, germinam de maneira rapida,
formando hifas que s&o potencialmente angioinvasivas, devido a presenca de
proteases que mediam a destruicdo tecidual, diminuem a resposta imunologica e
podem desencadear manifestacbes alérgicas (BARNES e MARR, 2006).
Macréfagos alveolares sdo as primeiras linhas de defesa contra os conidios
aspirados, no entanto, no estagio de hifas, a defesa é mediada principalmente por
neutrofilos (SEGAL e WALSH, 2006).

O Aspergillus é encontrado na vegetacdo em decomposicdo e podem ser

identificados de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas basicas, a exemplo da
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cor, formato da cabeca conidial e do conidioéforo, formato das vesiculas, numero de
fidlides e formato das “células de pé” (LOYOLA, 2006). Existem aproximadamente
300 de Aspergillus e apenas oito destas sdo responsaveis por infecgbes, causando
uma variedade de anormalidades pulmonares que variam, de acordo com a
extensdo da proliferacdo, em comensais das vias aéreas a invasao do pulméo e
seus vasos sanguineos, podendo levar a sepse e morte (KRADIN e MARK, 2008).

Esse fungo apresenta uma grande variedade de fatores de viruléncia, como a
endotoxina, fatores tipo heparina e acido oxalico. As respostas histologicas
desencadeadas pelo hospedeiro ao entrarem em contato com as hifas refletem seu
nivel de imunocompeténcia. As infeccbes invasivas ocasionadas pelo fungo sao
caracterizadas por necrose tecidual acompanhada por exsudados neutrofilicos,
sendo comum a presenca de inflamacgédo granulomatosa com formacao de células
gigantes, eosindfilos e macréfagos. Também podem acarretar granulomas néao
necrotizantes sarcoides nas paredes de bolas fungicas néo invasivas (KRADIN e
MARK, 2008).

Dentre as espécies mais comuns destacam-se o A. fumigatus, embora haja
aumento progressivo da ocorréncia de casos por outras espécies, como A. flavus, A.
niger e A. terreus, sendo este ultimo resistente a anfotericina B (PFALLER et al,
2006; SALES, 2009).

3.1.2 Aspergillus fumigatus

E uma espécie amplamente distribuida ao longo do planeta, possuindo papel
essencial na reciclagem do carbono e nitrogénio, com ciclo biolégico simples e
caracterizado pela grande producdo de conidios (cerca de 1-100 por mm?®) como
pode ser observado na Figura 02 (p. 25) os quais sao constantemente inalados e
eliminados pelo sistema imunoldgico sadio (LATGE, 2001).
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Figura 02 - Estruturas de A. fumigatus visualizadas através de
microscopia de luz.
Fonte: Latgé (1999)

Esta espécie apresenta colbnias verde-acinzentado (Figura 03), geralmente
granular na temperatura de 37°C, sendo consideradas diferentes das demais
espécies de Aspergillus, pois sao termdfilos pois desenvolvem-se em temperaturas
de até 55°C (HAINES, 1995).

Fingra 03 - Colbnia de A. fumigatu ‘
Fonte: Autor, 2012

Considerado um fungo saprofita e ubiguo, tendo como caracteristicas
principais a rapida germinacdo, capacidade de crescimento em temperaturas
elevadas e adequacédo nutricional a variadas fontes de carbono e nitrogénio, Ihe
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conferem capacidade de ser um patdgeno em potencial para o homem. As principais
patologias incluem reacBes alérgicas, infec¢cdes locais ou sistémicas como a
aspergilose pulmonar invasiva que surgiu nos ultimos anos como uma das principais
causas de mortalidade relacionada a infeccéo entre pacientes imunocomprometidos
(WILSON et al. 2002; RHODES, 2006).

Um estudo conduzido por Nishiyama et al. (2005), analisaram os efeitos da
micafungina sobre a morfologia do crescimento de A. fumigatus por microscopia
eletrbnica , no qual observou a inibicdo e crescimento irregular nas doses de 0,001 —
0,1 pg/mL caracterizando uma potente atividade deste farmaco contra esta espécie.

A parede celular de A. fumigatus € composta principalmente polissacarideos
como glucanos, quitina e galactomanana (BERNARD e LATGE, 2001). Um desses,
o0 galactosaminoglicano foi caracterizado através de espectometria de massas e
ressonancia magnética nos estudos de Fontaine et al. (2011), constatando a
presenca de um epitopo responsavel por induzir apoptose em neutréfilos e propiciar

o crescimento fungico em modelos experimentais imunocompetentes.

3.1.3 Aspergillus niger

E um fungo filamentoso comumente denominado de “mofo negro”
(WAINWRIGHT, 1995) com coldnias que apresentam coloracdo branca e amarelo
pélido e formam milhares de conidios medindo entre 3 a 5 um (PRADO, 2002),
tornando-se rugosos ao atingir a maturacdo apresentando hifas finas, septadas e
conidiéforos com vesiculas recobertas por conidios negros (UCSF, 2000).

E uma espécie importante para varias areas de pesquisa, inclusive no estudo
da secrecdo de proteinas utilizadas em processos fermentativos com algumas
vantagens em relacdo a outros fungos, como a facilidade na manipulagéo,
habilidade de fermentar uma grande variedade de matérias primas e o elevado
rendimento de bioprodutos como &cidos citricos, glucénico e gélico, beta-
galactosidase, lipases, pectinases, endoglucanase, invertase, protease e enzimas
amioliticas (amilase e glucoamilase) que sdo muito importante economicamente.
(SPIER, 2005, BAKER, 2006, RODRIGUES, 2006).

Existem poucos relatos de casos de aspergilose invasiva causada por A. niger

devido as caracteristicas fisiologicas e estruturais, diferenciadas em relacdo a
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espécie mais frequente (A. fumigatus), como o tamanho dos conidios e a
termotolerancia (XAVIER et al. 2008), porém esta mais ligada a doencas no trato
respiratorio superior e a patogénese relacionada a algumas das enzimas, como o
acido oxalico, que em casos de aspergiloma, produzem cristais de oxalato de calcio
causando dano ao tecido pulmonar de pacientes infectados (KURREIN et al. 1975;
GHIO et al. 1992; KIMMERLING et al. 1992; NAKAGAWA et al. 1999; ROEHRL et al.
2007)

3.1.4 Aspergillus flavus

Esta espécie foi descrita em 1809 por Link sendo caracterizada por produzir
conidios e corpos de frutificacdo por reproducdo assexuada, ocorre como saprofita
no solo, provocando doencas em culturas de milho, amendoim e algodao, mesmo
apos a colheita. Podem causar doencas em humanos, como aflatoxicose e cancer
no figado, ao consumir alimentos contaminados, ou aspergilose quando da inalagéo
dos seus conidios, especialmente em paciente imunocomprometidos (AMAIKE e
KELLER, 2011).

A. flavus é isolado em uma grande quantidade de zonas climaticas, sendo
encontrado mais frequentemente entre as latitudes 16 e 35° em zonas de clima
guente, ndo sendo comuns acima de 45° de latitude (KLICH, 2007). O cultivo in vitro
pode ser feito em Agar Saboraud, Dox Czapek e extrato de malte, na temperatura de
37°C e a germinacdo dos conidios se da em 24 horas, sendo que o crescimento
primario ocorre por extensdo apical das hifas, relativamente mais lento do que o
crescimento do A. fumigatus (KRISHNAN et al. 2009).

A precisa identificagdo de A. flavus é considerada dificil, devido a
superposicao de caracteristicas morfolégicas e bioquimicas, porém, em geral, as
colénias mostram carater aveludado, de coloracdo amarelo esverdeado ou marrom
(Figura 04, p. 28) (HEDAYATI et al. 2007). Os conidi6foros medem 800 um de
comprimento por 15-20 pm de largura em média, sdo A&speros, rugosos e
espinhosos, podendo ser uni ou bisseriados, cobrindo a vesicula inteira e as fialides
apontam em todas as dire¢des exibindo conidios globosos, variando entre 2-5 um de
didmetro, organizados em cadeia radial sobre a extremidade distal das fialides.
Também possuem estruturas de frutificacdo assexuadas microscopicas
denominadas esclerdcios (KRISHNAN et al. 2009).

27



Figura 04 - Aspectos macroscopicos da espécie A. flavus.
Fonte: Hedayati et al. (2007)

E uma espécie morfologicamente complexa, sendo classificados em dois
grupos de acordo com o tamanho dos esclerécios, 0s que apresentam maiores que
400 mm de diametro sdo da linhagem “L”, enquanto que os da linhagem “S”
apresentam esclerécios menores que 400 mm e produzem aflatoxinas G1 e G2, e
todas as linhagens produzem aflatoxinas do tipo B1 e B2 (AMAIKE e KELLER,
2011).

Aflatoxinas sdo micotoxinas produzidas por A. flavus e A. parasiticus, a mais
conhecida é a aflatoxina B1 devido apresentar danos significativos a saude, além de
serem potenciais agentes carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos,
hepatotoxicos e imunossupressores (NOGUEIRA, 2009).

Depois do A. fumigatus, A. flavus € a principal causa de aspergilose invasiva
ou nao, seus conidios sdo de maior tamanho e sua inalacdo pode desencadear uma
série de reacdes de hipersensibilidade (HEDAYATI et al. 2007).

3.1.5 ASPERGILOSE

Aspergiloses englobam um grande espectro de doengas causadas por fungos
do género Aspergillus e a exposicado a estes agentes presentes no ambiente pode
causar reacoes alérgicas, de hipersensibilidade e invasdo pulmonar disseminada em

pacientes com sistema imunolégico debilitado (PFALLER et al. 2006). Além de ser
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uma das principais causas de contaminagdo em ambientes hospitalares, infectando
0s pacientes através da inalacdo, ventilagdo mecanica, condicionadores de ar ou
inoculacao direta com instrumentos cirargicos (HAIDUVEN, 2009).

Os conidios produzidos por Aspergillus, e inalados pelo hospedeiro séo
normalmente eliminados pelos cilios das vias aéreas ou pelos macrofagos
alveolares, porém, quando estas defesas ndo séo efetivas, pode ocorrer o
desenvolvimento de doencas com taxa de mortalidade de cerca de 50 — 80%, a
maior dentre as infec¢des fungicas (BRAND, 2012).

Suas formas principais de apresentacdo sdo a aspergilose broncopulmonar
alérgica, o aspergiloma e a aspergilose invasiva, estando relacionadas a uma série
de achados clinicos e radiolégicos os quais sdo associados ao estado imunolégico
do hospedeiro ou & presenca de doenca pulmonar estrutural (LEAO et al. 20086).

Segundo Sales (2009), a Aspergilose Broncopulmonar Alérgica (ABPA) é uma
forma de hipersensibilidade pulmonar diretamente associada a lesdo das vias
aéreas em resposta ao contato com Aspergillus sp. Caracteriza-se por episédios
repetidos de obstrucdo bronquica, inflamacdo e impactacdo mucoide, podendo
desencadear bronquiectasias, fibrose e consequente comprometimento respiratorio
irreversivel, caso ndo seja diagnosticada rapidamente e tratada de maneira correta
(KALIL et al. 2006).

ABPA se manifesta como uma elevada resposta de células CD4 do perfil Th2
nos pulmdes e producdo de anticorpos IgE especificos para Aspergillus,
ocasionando obstrucdo broncopulmonar e respostas inflamatérias que acarreta
asma dependente de corticosterdides, com manifestacdes mais raras como febre e
hemoptise, destruicdo das vias aéreas, podendo evoluir a fibrose caso ndo seja
tratada de maneira correta (BARNES, 2006).

A doenca pode ser dividida em duas fases, sendo que uma delas é chamada
de ABPA soroldgica na qual ndo se observa bronquiectasia por tomografia de alta
resolucdo, levando-se em consideracdo o critério sorolégico e ABPA com
bronquiectasia central (OLIVEIRA et al. 2007).

O tratamento para ABPA inclui o uso de corticosteréides orais durante a fase
aguda, e para combater a infeccdo fungica se utiliza itraconazol, porém outras
drogas da classe dos “azois” estdo em estudo (BARNES, 2006).

Outra doenca relacionada ao género Aspergillus € denominada Aspergiloma

que segundo Latgé (1999) é também denominada de “bolas fungicas”, localizada em
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cavidades pulmonares pré-existentes causadas por tuberculose ou outras doencas
que afetam os pulmdes ou 0s seios paranasais obstruidos. Um dos sintomas € a
hemoptise devido o rompimento de vasos da parede da cavidade ocupada ou na
artéria brénquica préxima, podendo esta se fatal devido a hemorragia interna.

O aspergiloma se caracteriza por um aglomerado de hifas, muco e restos
celulares, de tamanho variado, podendo ser movel dependendo do grau de
adjacéncia pleural e da parede da cavidade na qual esta presente, sendo este o
principal diagndéstico da doenca, assim como a deteccdo de anticorpos especificos
para Aspergillus sp. (HOPE et al. 2005).

A aspergilose invasiva € considerada a mais grave dentre as doengas
causadas por Aspergillus, afetando principalmente pacientes neutropénicos, com
contagem de neutréfilos abaixo de 500 células/mm?® (PEIXINHO et al. 2003; ZMEILI;
SOUBANI, 2007), transplantados ou com doenca hematoldgica. Além disso, 0 uso
de drogas citotdxicas ou terapia com corticoides também pode estar relacionada ao
aparecimento da doenca (SOUBANI e CHANDRASEKAR, 2002; GREENE, 2005;
ENOCH et al. 2006).

Os pacientes geralmente apresentam sintomas inespecificos, como febre néo
responsiva a antibiéticos, expectoracao, dispneia, podendo também apresentar dor
pleuritica e hemoptise (leve ou macica), traqueobronquite com inflamacdo severa
das vias aéreas, com ulceracdes e formacdo de placas em transplantados ou
pacientes com AIDS (ZMEILI e SOUBANI, 2007).

Este tipo de infeccdo pode se disseminar através do sangue, acometendo
outros o6rgdos, a exemplo da pele, rins, coracdo, esodfago, figado e cérebro de
maneira mais frequente, levando a convulsdes, danos cerebrais, hemorragia
intracraniana, meningite e abscesso epidural (ZMEILI e SOUBANI, 2007).

O diagnostico da Aspergilose invasiva, envolve o diagnostico histopatolégico
da infeccdo e resultado positivo na cultura para Aspergillus sp., também se leva em
consideracao os fatores de risco do hospedeiro e as manifestacdes clinicas (SALES,
2009).

O tratamento de primeira linha é a anfotericina B em dose diaria de 1 a 1,5
mg/kg, porém seus efeitos adversos incluem nefrotoxicidade, reacdes de
hipersensibilidade e distlurbio eletrolitico (ZMEILI e SOUBANI, 2007). Seu
mecanismo de acdo se baseia na sua fixacdo aos esterdis das células eucariotas

presente na parede celular, interagindo, assim, especificamente com o ergosterol,
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constituinte exclusivo das células fungicas, levando a formacdo de poros na
membrana lipidicas. Esta alteracdo de permeabilidade da membrana permite o
escape de ions e metabdlitos, ocasionando morte celular (SILVA, 2008).

Os efeitos colaterais da Anfotericina B ocorrem em 50 a 90% dos pacientes
(CATALAN e MONTEJO, 2006), devido a uma reduzida parcela que se liga ao
colesterol presente nas células do hospedeiro causando alteracdes (MARTINEZ,
2006).

Indmeros estudos apontam para menor suscetibilidade de alguns agentes
antifingicos as espécies de Aspergillus, remetente de diversos mecanismos dentre
0S quais podemos citar a existéncia de mutacgdes, alteracdes nas enzimas das vias
metabdlicas ou a existéncia de transportadores que impedem a chegada do farmaco
ao sitio alvo (SILVA, 2008).

O grande numero de casos de infec¢cdes fungicas, principalmente em
pacientes tratados em unidades de terapia intensiva e imunossuprimidos, a pouca
oferta de medicamentos para o tratamento de infec¢des fuingicas de caréater invasivo
e muitas vezes de pouca utilidade clinica, e o aparecimento cada vez mais frequente
de cepas resistentes as drogas antifungicas disponiveis torna necesséario o
desenvolvimento de novos agentes eficazes e seguros nesta terapéutica (ARAUJO
et al. 2004; NISHIYAMA et al. 2005; KAUFFMAN, 2006).

Desta forma, embora os agentes antifiUngicos sejam predominantemente
sintéticos, o estudo de plantas medicinais em busca de novos compostos bioativos
tem aumentado significativamente (FENNER et al. 2006).

3.2 Plantas Medicinais

O uso terapéutico de plantas medicinais em saude humana é uma pratica
antiga, e esta na base da existéncia das sociedades “primitivas” e populagcdes
tradicionais, portanto a inclusdo de informacfes deste conhecimento empirico € de
suma importancia para nortear estudos a cerca da eficacia (BARBOSA et al. 2009).

Os chamados séabios, na época, considerados mediadores entre homens e

deuses, foram responsaveis pela cura dos doentes, juntando a magia e a religiao

31



com o0 conhecimento empirico em praticas de saude, como o uso de plantas
medicinais (ALVIM et al. 2006).

Ainda hoje, as comunidades rurais continuam intimamente ligadas aos usos
de plantas medicinais, por estas serem, por muitas vezes, o Unico recurso disponivel
para o tratamento de doencas (ROQUE et al. 2010), desta forma, as espécies
vegetais utilizadas tém recebido atencéo especial, devido aos diversos significados
gque assumem em nossa sociedade, como um recurso bioldgico e cultural,
destacando-se seu potencial genético para o desenvolvimento de novas drogas,
possivel fonte de recursos financeiros, através da comercializagdo, para o resgate e
fortalecimento da identidade cultural e como acesso primario a salde para muitas
comunidades (SILVA et al. 2006).

Esta pratica pode ser denominada de medicina tradicional, pois antecede a
medicina moderna, a qual a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), define como a
soma de todos os conhecimentos tedricos e praticos, explicaveis ou ndo, utilizados
para diagndéstico, prevencdo e tratamentos fisico, mental ou social, baseados
exclusivamente na experiéncia, observacao, transmitidos verbalmente ou por escrito
de geracéo a geracao (WHO, 1991).

A medicina tradicional, que permanece até os dias de hoje, vem
proporcionando uma contribuicdo ao desenvolvimento da ciéncia, a partir de
conhecimentos e praticas de salude de carater empirico, influenciadas pelo contexto
sociocultural e econdmico, no qual se encontram inseridos (CAMARGO, 2007).

As observacdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos
vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar
de ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos. Desta forma, usuarios de
plantas medicinais mantém a pratica do consumo de medicamentos a base de
plantas, tornando vélidas informacdes terapéuticas que foram sendo acumuladas
durante séculos. De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o
interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, como
por exemplo, boténica, farmacologia e fitoquimica que, juntas, enriquecem O0S
conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal natural (MACIEL et al. 2002).

Nos ultimos anos, aumentou consideravelmente a atencdo dirigida pelas
autoridades e 6rgaos regulamentadores de salude para o uso de plantas medicinais,

por diferentes razdes e em diferentes setores. Incentivo em investimentos publicos
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no estudo de plantas medicinais tem sido feito pela OMS desde 1978, observando-
se crescente aceitacao da fitoterapia por profissionais de salde da atencdo basica
assim como o aumento de seu uso pela populacdao (HOMAR, 2005).

Nos paises em desenvolvimento, isto resultou principalmente da decisdo de
levar mais a sério a medicina tradicional e de explorar a possibilidade de utiliza-la
nos cuidados primarios de saude. Em outros paises, as autoridades de saude foram
obrigadas a adotar medidas impostas pelo interesse publico no uso de plantas
medicinais (GUIMARAES et al. 2006; CARVALHO et al. 2008.).

Na legislacdo brasileira, plantas medicinais sdo espécies, cultivadas ou nao,
utilizadas com propdésitos terapéuticos (BRASIL, 2010), e estdo cada vez mais
inseridas na recuperacdo da saude da populacdo. A OMS recomendou a
implantacdo da fitoterapia como estratégia ndo convencional em saude publica de
cada pais, e que os paises realizem levantamentos regionais sobre as plantas
utiizadas na medicina popular tradicional, realize sua identificagdo boténica,
estimulem e recomendem o0 uso daquelas que sejam seguras e eficazes, com
desenvolvimento de programas que permitam cultivar e utilizar as plantas
selecionadas (MING et al. 1998; MATOS, 1998; SCHULZ et al. 2002; SIMOES et al.
2007).

No passado, a fitoterapia era mais adotada pelas populacbes carentes das
areas rural ou urbana, devido a facil disponibilidade e menor custo, porém,
atualmente, o uso de plantas como fonte de medicamentos é predominante em
paises em desenvolvimento como solucdo alternativa para problemas de saude e
estd bem estabelecido em algumas culturas e tradicdes, especialmente na Asia,
Ameérica Latina e Africa (SHALE, 1999). Neste contexto, profissionais da area da
saude como farmacéuticos, enfermeiros, médicos, fisioterapeutas dentre outros,
devem estar capacitados para orientar o paciente em relacdo ao uso racional de
plantas medicinais (DI STASI et al. 1996).

O aumento do uso de medicamentos a base de plantas pela populagao
mundial gera preocupacdo acerca da qualidade desses produtos, normalmente
relacionadas a pureza, autenticidade e composicdo quimica das matérias-primas
vegetais (ALVARENGA et al. 2009) utilizando-se técnicas farmacognosticas para
avaliacdo e controle destes parametros (FONSECA et al. 2010)

Segundo Melo (2007), pesquisas apontam diversas irregularidades que

comprometem a eficacia, podendo colocar em risco a saude dos consumidores o

33



gue pode ser devido a industrias fornecedoras serem de pequeno porte, funcionando
muitas vezes de maneira precaria, e a falta de fiscalizacao rigida sobre tais produtos
e ainda cita que algumas das irregularidades mais frequentes sdo caracteristicas
organolépticas impréprias para a espécie, contaminacdo microbiologica,
adulteracdes, informagOes inadequadas, elevado teor de impurezas, auséncia ou
baixa concentracdo dos constituintes ativos, elevado teor de umidade e a presenca
de residuos de praguicidas nos produtos.

Desta maneira, é de suma importancia que pesquisas envolvendo plantas
utilizadas frequentemente pela populagdo no intuito de realizar sua identificagao
correta e rigorosa e estabelecimento de parametros de qualidade para possivel
deteccdo de fraudes (PAULA et al. 2008), e para seu estudo, € requerida
primeiramente a garantia da qualidade da matéria prima, tal como, dos extratos
utilizados, e posterior analise de suas acfes em testes para avaliagdo de suas
atividades biolégicas e aspectos toxicolégicos in vitro e em animais. Portanto, o
controle de qualidade de plantas medicinais se torna fundamental para garantir
eficacia, seguranca e qualidade, e estes testes tem por objetivo principal a
verificacdo da identidade botanica do material, da pureza e a caracterizacdo e
doseamento dos constituintes quimicos (PELASSARI, 2008).

As plantas produzem moléculas para o seu metabolismo primario, porém,
estas possuem também mecanismos para produzir metabdlitos secundarios, os
quais variam em qualidade e quantidade, entre espécies, até mesmo na quantidade
do metabdlito de um local de ocorréncia ou ciclo de cultivo para outro, pois muitos
deles possuem sua sintese desencadeada por eventuais situacées a que as plantas
estdo expostas (FERREIRA e AQUILA, 2000).

De acordo com Von Poser e Mentz (2007), metabdlitos secundarios séo
substancias estruturalmente complexas produzidas por rotas biossintéticas
elaboradas, que possuem baixo peso molecular e significante atividade biolégica.
S&do produzidos por determinadas espécies vegetais sob forma de defesa ou em
situacOes de estresse. As principais classes sao os taninos, flavonoides, alcaloides,
saponinas, cumarinas, antocianinas, sesquiterpenolactonas, 6leos volateis, dentre
outros.

A analise fitoquimica dos extratos vegetais é essencial para o reconhecimento
destas substancias quando estudos acerca dos mesmos sdo escassos. Esse

processo envolve determinados cuidados para que os resultados sejam garantidos,
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tais como: coleta e identificacdo do material vegetal, estabilizacdo para desnaturar
as enzimas celulares, secagem para retirada do excesso de agua e impedir as
reacoes de hidrolise e a proliferagcdo de micro-organismos e a moagem para reducao
do material com aumento de superficie de contato com o liquido extrator
(FALKENBERG et al. 2007).

Através de diferentes processos de extracdo € obtido o extrato bruto do
material vegetal. Este € tido como ponto de partida para a deteccédo e o isolamento
de substancias bioativas. As técnicas tradicionais de extracdo fundamentam-se na
selecao apropriada do solvente extrator, na agitacdo, no uso de calor, aumentando
assim, a solubilidade dos componentes. Porém, tais técnicas necessitam de
periodos longos de extracdo e, em alguns casos, do uso de aquecimento, 0 que
pode degradar as substancias naturais termolabeis presentes na composi¢ao, o que
exige o desenvolvimento de técnicas alternativas para evitar tais perdas (BARBOSA,
2008).

Os avancos técnicos e o desenvolvimento de métodos de isolamento de
substancias ativas a partir de fontes naturais proporcionaram maior agilidade na
identificacdo de substancias nos extratos vegetais, ressurgindo o interesse pela
pesquisa destas substancias como protétipos para o desenvolvimento de novos
farmacos (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006).

Produtos naturais sdo uma das principais fontes de agentes terapéuticos
inovadores para diversas doencas, incluindo as infecciosas (COS et al. 2006),
podendo citar sua acdo como anticoagulantes, antineoplasicos, antiparasitarios,
imunossupressores, antibacterianos e antifingicos, dentre outros (SILVA, 2008).

E importante o estudo de plantas que possuam propriedade antiflingica visto
gue se constituem de um recurso terapéutico alternativo e uma grande fonte de
moléculas que podem possuir um potencial significativo, elucidados em testes de
susceptibilidade in vitro, com o0 uso de extratos vegetais no combate a esses
agentes (ALVES et al. 2006).

A demora no desenvolvimento de agentes antiflUngicos sintéticos e o
crescente aumento da resisténcia fungica, tém levado a realizacdo de varios estudos
com produtos naturais contra tais organismos que causam infec¢coes (SHINOBU-
MESQUITA et al. 2011).

Uma revisdo realizada por Fenner et al. (2006), através de levantamento

etnobotéanico, identificaram 409 espécies, destacando algumas espécies com
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potencial antifingico comprovado, com a presenca de duas espécies da familia

Phytolaccaceae.

3.3 Familia Phytolaccaceae

De acordo com Di Stasi (2002), a ordem Caryophyllales também é conhecida
por Centrospermae e inclui grande numero de espécimes medicinais com
distribuicdo e ocorréncia na regido amazonica. Nesta ordem de espécies vegetais,
estdo incluidas quinze distintas familias botanicas, das quais as mais importantes e
com grande ocorréncia no Brasil s&o Caryophyllaceae, Amaranthaceae,
Chenopodiaceae, Nyctaginaceae, Cactaceae, Portulacaceae e Phytolaccaceae.

Cronquist (1981) considerou a familia com 18 géneros e 125 espécies e
incluiu o género Microtea em Chenopodiaceae e para Judd et al. (2002),
Phytolaccaceae € constituida por quatro géneros e 30 espécies, sendo 0 maior
género Phytolacca com 23 espécies. Segundo estes autores, 0s taxons que
apresentam quatro tépalas, de quatro até numerosos estames, um so carpelo (com
um unico 6vulo basal) e frutos do tipo drupa, aquénio, ou sdmara, podem ser mais
bem separados como Petiveriaceae (Petiveria, Rivina e Trichostigma). Seguiera, que
tem fruto do tipo sadmara, ndo é mencionada. Petiveriaceae também difere de
Phytolaccaceae em caracteres embriolégicos e na morfologia dos grédos de pélen.
Tratamento diferente de Judd et al. (2002) é encontrado na APG Il (2003), na qual a
familia Petiveriaceae foi incluida em Phytolaccaceae.

A familia Phytolaccaceae é pantropical e ocorre, principalmente, na América
do Sul, sendo que no Brasil esta representada por nove géneros (BARROSO, 1978)
e podem ser encontradas em matas ou clareiras em seu interior, em locais sombrios
e sub-umidos, campos cultivados, locais onde foi derrubada e queimada a mata e,
esporadicamente, em matas de araucaria (MARCHIORETTO, 1989).

Os representantes desta familia sdo predominantemente arbustivos ou
herbaceos, porém de forma menos frequente, espécies arbdreas, as quais
apresentam madeira mole e encharcada, por exemplo, algumas espécies do género
Phytolacca possuem folhas inteiras, sem estipulas e sédo dispostas de maneira
alternada. Ja suas flores sdo agrupadas em inflorescéncias, pequenas, normalmente
hermafroditas, porém podem ser diclinas e apresentam simetria radial com excec¢éo

do género Petiveria onde as flores sdo simétricas (JOLY, 2002).
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Segundo Judd et al. (2002), os representantes de Phytolaccaceae sao
tipicamente entomofilos (suas flores atraem abelhas, vespas, moscas e borboletas)
e seus frutos sdo dispersos por passaros.

Em relacdo aos graos de polen esta familia possui carater euripolinico, devido
sua morfologia ser variavel, como por exemplo, espécies arboreas e/ou
subarbustivas (Phytolacca dioica, Phytolacca thyrsiflora, Seguieria langsdorffii e
Seguieria aculeata) sao tricolpadas, P. alliacea, embora subarbustiva, tem tipo
morfologico estefanopontoperculado. Dentre as espécies subarbustivas/herbaceas,
Rivina humilis & pantocolpada e Microtea scabrida, de habito herbaceo, apresenta

morfologia polinica do tipo pantoporado (NEVES et al. 2006).

3.4 Género Petiveria

Segundo Di Stasi (2002), o nome do género Petiveria foi dado em
homenagem a Jacob Petiver, farmacéutico e amante da natureza. O género descrito
por Carl Linnaeus compreende uma Unica espécie de origem na América tropical,
amplamente utilizada com fins medicinais.

De acordo com Marchioretto (1989), o género Petiveria é descrito como:

“Ervas ou subarbustos, com aproximadamente 1 metro de comprimento;
caules delgados, esverdeadas, cheiro caracteristico. Folhas alternas,
membranéceas, elipticas, ovadas, abovadas ou lanceoladas, pecioladas,
estipulas reduzidas, inflorescéncias racemosas, axilares, ou terminais
eretas ou nutantes. Flores hermafroditas, actinomorfas, pequenas,
subsésseis, esbranquicadas, esverdeadas a rosadas; bracteas lanceoladas
de apice agudo; bractéolas reduzidissimas; perianto herbaceo, 4-partido,
glabro; tépalas livres, quase iguais, lineares-agudas no apice, maiores no
fruto; estames geralmente 4 alternitépalos, ou 6 a 8 irregularmente
dispostos, filetes filiformes, desiguais, mais curtos que as tépalas; anteras
dorsifixas, lineares, bastante incisas no apice, base levemente incisa; ovario
supero, oblongo-ovado, unilocular, unicarpelar densamente piloso, 4 a 6
cerdas subuladas e deflexas no vértice, estigma unico, séssil. Fruto aquénio
tubuloso, longamente cuneado, quilhado, base circundada pelo perianto,
apice largo, truncado e bilobado, 2 a 3 aculeos aciculados, agucados,
recurvos e rigidos de cada lado. Semente ereta linear, testa membranéacea;

embrido ereto, cotilédones desiguais e replicados.”
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O género Petiveria possui uma diversificada ocorréncia na América do Norte,
América Central e América do Sul (ORMOND e PINHEIRO, 1974).

3.5 Petiveria alliacea L.

E uma espécie nativa da floresta amazonica e das areas tropicais das
Ameéricas do Sul, Central, Caribe e Africa (CAMARGO, 2007) e segundo Barros
(1983), teria sido levada para a Africa, por volta da segunda metade do século XIX,
por negros libertos que retornavam ao continente.

Ocorre normalmente desde a Fldrida, México, Antilhas até grande parte da
Ameérica do Sul. Na Argentina, é abundante nas provincias do norte, litoral, Santa Fé e
Buenos Aires e cultivos em Cuba, india, Europa e Africa (ALONSO, 1998). No Brasil é
encontrada na regido Amazonica, em todo o Nordeste, Mato Grosso, Sao Paulo, Rio
de Janeiro e Minas Gerais (XIMENES, 2008).

Por possuir ampla distribuicdo geografica, esta espécie possui inumeras
denominacfes populares nos diferentes paises na qual € encontrada, como anamu,
apazoto-de-zorro, hierba-de-gallinitas, tipi na Argentina, ipasina em Honduras,
guineahenweed na Jamaica, mucura, micura, chanviro no Peru, ojuusaju no
Continente Africano (CAMARGO, 2007). No Brasil, P. alliacea, é conhecida como
anamu, guiné, raiz-de-guiné, erva-de-guiné, pipi, tipi, erva-de-tipi, raiz-do-congo,
amansa-senhor, raiz-de-gamba, raiz-de-conconha, erva-de-alho, gorarema, ca4,
paraacaca, iratacaca, gorana-timbé e mucuracad (KUBEC e MUSAH, 2001;
BEZERRA, 2006).

P. alliacea L. ainda hoje € conhecida como amansa-senhor por ter sido
utilizada pelos negros, que conheciam seus efeitos tdéxicos, com intuito de envenenar
seus senhores (CAMARGO, 2007). Santos Filho (1947) em sua “Historia da medicina
no Brasil (Do século XVI ao século XIX)” faz referéncia aos negros que, no século
XVII, punham ou deitavam quebranto e a vitima morria, acrescentando que, na
verdade, morria envenenada. Comenta que o0 nome amansa-senhor poderia ter sido,
a principio, o nome de um preparado a base de mais de uma espécie vegetal que era
dado pelos escravos aos seus senhores, a fim de leva-los a imbecilidade. Corréa
(1931), também ao referir-se a esta planta diz ser considerada tdxica, por levar quem

a consome a imbecilidade, afasia e até a morte.
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3.5.1 CLASSIFICACAO BOTANICA

Reino: Plantae
Divisdo: Magnoliophita
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Caryophyllales
Familia: Phytolaccaceae
Género: Petiveria
Espécie: Petiveria alliacea L.

3.5.2 CONSIDERACOES BOTANICAS

Descrita por Di Stasi (1989) como subarbusto perene, sublenhoso, ereto,
ramificado com ramos compridos, delicados e ascendentes, suas folhas
apresentam-se curto-pecioladas, dispostas de maneira alternada, estipuladas e
membranosas, agudas no apice e estreitas na base. As flores sésseis, pequenas,
reunidas em inflorescéncias axilares e terminais espiciformes, o androceu apresenta
4 estames, gineceu unicarpelar com ovario supero, enquanto que seu fruto aquénio
cilindrico, achatado e crenado.

De acordo com Rocha et al. (2006), suas folhas (Figura 05, pag. 40) possuem
de 5 a 10cm de comprimento por 2 a 6 cm de largura, sdo discolores, oblongo-
lanceoladas, acuminadas, integérrimas, com base cuneiforme e peciolos curtos e
sua textura varia de membranidcea a herbacea, possuindo nervura principal
proeminente na face abaxial e nervuras secundérias arqueadas.

Em vista frontal a epiderme do caule caracteriza-se pela presenca de células
irregulares, complexos estomaticos paraciticos e tricomas pluricelulares néo
glandulares. Fitolitos que apresentam dimensdes, de aproximadamente, 22 mm de
largura e 258 mm de comprimento se fazem presentes no tecido epidérmico
(ROCHA et al. 2006).
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Figura 05 - Imagem ilustrativa da espécie P. alliacea L.
Fonte: Duarte e Lopes (2005).

Raiz fusiforme, ramificada de forma irregular e com comprimento variavel,
possui a superficie externa com coloracdo parda acinzentada clara e parda
amarelada, finamente estriada, no sentido longitudinal, apresentando cicatrizes
verrucosas (GOMES, 2006).

Seus graos de polen foram descritos por Cruz-Barros et al. (2006), sendo
caracterizados como médios, apolares, hexagonais; 12-pantocolpados, colpos com
contorno irregular, distribuidos uniformemente pela superficie do grdo de pdlen,
formando grupos de 3 colpos; exina esparsamente espiculada, sexina mais espessa
gue a nexina.

Habitam locais Umidos, sombrios, sua floracdo predominante se da entre
novembro e marco e sua frutificacdo, entre abril e maio, é encontrada em todos os
Estados do Brasil (MARCHIORETTO, 1989).

Suas sinonimias botanicas Petiveria alliacea var. tetrandra, Petiveria
corrientina, Petiveria foetida Salisb, Petiveria hexaglochin Fisch, Petiveria hexandria
Sesse, Petiveria ochroleuca Moq., Petiveria octandra L., Petiveria paraguayensis D.,
Petiveria tetrandra B.A. (TROPICOS, 2012).
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3.5.3 CONSTITUINTES QUIMICOS

Uma grande quantidade de constituintes quimicos ja foi isolada das folhas e
raizes de P. alliacea os quais conferem inUmeras atividades biol6gicas a espécie
(LOWE et al. 2001) e o uso de preparacbes a base desta espécie na medicina
tradicional das Américas do Sul e Central para o tratamento de inUmeras doencas é
bastante comum (GOMES, 2006).

Estudos da composi¢do quimica de P. alliacea revelam a presenca de dibenzil
trisulfeto (JOHNSON et al. 1997), flavonoides, triterpenos (DELLE MONACHE et al.
1996), trans-N-metil-4-metoxiprolina (DE SOUSA et al. 1990); Peckolt (1900)
constatou a presenca da Petiverina, um 0Oleo essencial de coloracdo amarelada,
pulverulenta e inodora, solivel em agua acidulada, éter e alcool.

Segundo Gomes (2006) a andlise quimica de raizes e folhas também
demonstram a presenca de cumarinas, estilbenos (cis e trans-estilbenos),
benzaldeido, acido benzoico, alcool benzilico, benzoato de benzila, nitrato de
potassio, [B-sitosterol, acido surénicos, alcool ducosilico, lupenona, isoarborinol,
acetato de isoarborinol, cinamato de isoarborinol, polifendis, tritiolaniacina, pinitol,
acido linocérico, acido resinosos, a-friedelinol, glicose e glicina.

Kubec e Musah (2001) isolaram diversas substancias, dentre elas o0s
diasteroisobmeros de sulfoxido de S-benzilcisteina, extraido com metanol,
apresentando-se como um pé branco, solido e cristalino, sob féormula molecular
C1oH13NO3S, identificada através de RMN HY, UV e IV, e os de c-glutamil-S-
benzilcisteinasulfoxido (KUBEC e MUSAH, 2005).

Bezerra (2006), a partir das raizes de P. alliacea isolou o trans-estilbeno e
dissulfeto de dibenzila a partir do 6leo essencial, e trissulfeto de dibenzila, alantoina
e sacarose dos extratos, e de acordo com sua revisdo, ja haviam sido isolados cerca
de 30 substancias das raizes e folhas de P. alliacea, as quais estdo listadas no

Quadro 01 (p. 42), e representadas na Figura 06 (p.43).
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Quadro 01 - Constituintes quimicos isolados de Petiveria alliacea representados na figura 06.

SUBSTANCIA

Dissulfeto de dibenzila
Trissulfeto de dibenzila
Dissulfeto de dipropila
Sulfeto de dibenzila
Tetrassulfeto de
dibenzila
Sulfeto de
benzilhidroximetila

Di (benziltritio] metano

(RcRs)-S-sulfoxido-S-
benzil-L-cisteina
(RcSs)-S-sulfoxido-S-
benzil-L-cisteina
N-metil-metoxi-prolina
6-formil-8-metil-7-O-
metilpinocembrin
6-hidroximetil-8-metil-O-
7- metilpinocembrin
6-hidroximetil-8-metil-O-
5,7- metilpinocebrin
7-dimetileridal

Fonte: Bezerra (2006)

PARTE
UTILIZADA

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz
Folha

Folha

Folha

Folha

NO

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24
25

26

27

28

SUBSTANCIA

Chalcona-leridal
4-etilpetiveral
Petiveral
Acido Barbinevic
3-epiilexgenina A

Cis-3,5-difenil-1,2,4-tritiolan

(Sc2Rc7Rs)-gama-glutamil-
S-benzilcisteinasulfoxido
(Sc2Rc7Ss)-gama-glutamil-
S-benzilcisteinasulfoxido
(RsRc)-S-(2-
hidroxietil)cisteinasulfoxido
(R)-S-(2-hidroxietil)cisteina
(SsRc)-S-(2-
hidroxietil)cisteinasulfoxido
Benziltritiohidroxietano

(Sc2Rc7)-glutamil-S-
benzilcisteina

Anidrido sulfénico

PARTE
UTILIZADA

Folha

Folha

Raiz

Folha

Folha

Folha

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz
Raiz

Raiz

Raiz

Raiz
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Figura 06: Estruturas das substancias isoladas de P. alliacea descritas no quadro 1.
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3.5.4 ATIVIDADE BIOLOGICA

Segundo a literatura, esta planta possui efeitos hipoglicemiante (BARBOSA-
FILHO et al. 2005), antiinflamatérios, antihelmintico, antimicrobianos, antineoplasico,
estimulante (GUEDES et al. 2009).

Em estudo realizado por Fontoura et al. (2005) com a administrag&o, via oral
em ratos, do extrato etandlico das folhas de P. alliacea, foi observada atividade
antiespasmaodica devido a diminuicdo da secrecao e motilidade intestinal, a qual foi
atribuida as cumarinas presentes em sua composicdo. Ja a fracdo metandlica do
extrato etandlico das folhas e caule, apresentou atividade anti-tumoral em células
humanas e de ratos através de varios alvos moleculares, inclusive fragmentando o
DNA e reorganizando o citoesqueleto de actina induzindo a célula a apoptose
(URUENA et al. 2008).

O extrato etandlico das raizes foi eficiente na inibicdo do acumulo de
eosinofilos e células mononucleares na cavidade pleural, em pleurisia induzida por
carragenina, caracterizando sua acdo antiinflamatoria atribuida ao composto
trisulfeto de dibenzila e fraca atividade analgésica quando comparado com o &cido
acetilsalicilico (LOPES-MARTINS et al. 2002).

Segundo revisdo feita por Williams et al. (2007), o trisulfeto de dibenzila
também possui atividade citotéxica quando testado em células de neuroblastoma
humano, dentre outros tipos de células tumorais.

A infuséo das raizes foi administrada em ratos adultos, a fim de se avaliar sua
atividade antinociceptiva, ndo se mostrando efetiva nos testes de placa quente e
flick-tail, estando, portanto, relacionada a mecanismos periféricos (LIMA et al. 1991).
Porém, esta mesma atividade foi avaliada utilizando-se o extrato hidroalcoolico e as
fracbes de hexano e acetato de etila em alguns outros modelos experimentais de
nocicepcao, onde confirmou-se a atividade antinociceptiva nos teste de contorgao
induzida por acido acético e no teste da formalina (GOMES et al. 2005) ratificando a
relacdo desta atividade com mecanismos periféricos.

A atividade zigotOxica e abortiva do extrato hidroalcodlico das raizes de P.
alliacea, foi testado por Maia et al. (2010) o qual mostrou-se negativa, sendo
somente observado um atraso na implantacéo do zigoto no Utero das ratas, porém, é
citado em outros estudos, que o extrato das sementes estimula a contragao uterina,

induzindo o aborto.
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Os efeitos dos extratos no sistema nervoso central (SNC) foram avaliados
através do modelo comportamental de Labirinto em T elevado onde o extrato das
partes aéreas demonstrou atividade ansiogénica, enquanto que o das partes
subterraneas apresentou atividade ansiolitica, tais atividades foram relacionadas aos
diferentes tipos de flavonoides presentes na composi¢céao da planta (BLAINSKI et al.
2010).

O S-benzil-fenilmetanotiosulfinato € um composto dos trissulfetos mais
abundantes encontrados no extrato das raizes de P. alliacea e sua atividade
antioxidante foi avaliada em estudos conduzidos por Okada et al. (2008) o qual
mostrou-se discreta em comparagao ao a-tocoferol.

Testando a atividade antimicrobiana e antifungica de diversos extratos das
folnas de P.alliacea L. em Bacilus subtilis, Streptococcus mutans, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Candida parapsilosis, Candida kefyr e Candida
albicans, foi observado que o extrato hidroalcodlico mostrou-se mais efetivo
(GUEDES et al. 2009) como representado no Quadro 02.

BACTERIAS
GRAM GRAM LEVEDURAS
POSITIVAS NEGATIVAS
4} I 2
EXTRATOS 0 S ° @ 0 8 o . 2
3 S ol G =] S = % =) s
o o o = a Q ) a S (s}
=2 o g 2 2 © o © el 2
© = £} IS 7] = s
S = - L =1 < ; «©
%) o ui %) m © Q o G
n o o
Parte N ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
olvente
Vegetal 25923 27853 29212 @ 27175 6633 25922 27853 22019 6258 90028
Hexano 240 - - - - - - -
Metanol - - 240 - - - - -
FOLHAS Etanol 70% 3960 3960 3960 3960 3960 3960 3960 250 760 760
Agua - - - - - - - -
Etanol - - - - - - - -
Ampicilina 0,976 0,976 0,976 0,976 0,976 0,976 0,976 NA NA NA
CONTROLE +
Fluconazol NA NA NA NA NA NA NA 2 16 0,125

Quadro 2 - Atividade antimicrobiana de extratos de P.alliacea, avaliado através da CMI, onde (-)
auséncia de inibicdo, (NA) Ndo se aplica. As concentracdes estdo expressas em pg/mL.
Fonte: Guedes et al. 2009.
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O po6 obtido de suas raizes possui forte odor de alho podendo causar insénia,
excitacdo nervosa e alucinacdes seguidas de indiferenca e imbecilidade (CORREA,
1931), por este motivo, esta € considerada a parte mais ativa da planta (LOPES-
MARTINS et al. 2002).

Em um estudo foi isolado a partir do extrato etandlico das raizes, o S-oxido de
Tiobenzaldeido (Figura 07), composto extremamente irritante a mucosa nasal e aos
olhos € um dos responsaveis pelo odor de alho emanado pela espécie, além disso,

causa sensacao de irritacdo e queimacdo quando aplicado a pele (KUBEC et al.

2003).
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Figura 07 - Estrutura quimica do S-oxido de
tiobenzaldeido.
Fonte: Kubec et al. 2003.

O S-6xido de Tiobenzaldeido e mais 17 compostos também isolados das
raizes de P. alliacea L. foram testados a fim de se avaliar sua atividade
antimicrobiana nas bactérias gram-positivas: Bacillus cereus, Mycobacterium
smegmatis, Micrococcus luteus, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus e
nas gram-negativas: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas
maltophilae, Klebsiella pneumoniae, dos quais o mais ativo foi o S-benzil-
fenilmetanotiosulfinato (Figura 08, p. 48) (KIM et al. 2006).

No mesmo estudo, foi avaliada atividade antifungica dos derivados de P.
alliacea contra Aspergillus flavus, Mucor racemosus, Pseudall escheri aboydii,
Candida albicans, Candida tropicalis, Issatchenkia orientalis, observando-se
resultado positivo em diferentes concentracdes sendo que o acido benzilsulfénico foi

considerado o mais ativo em algumas dessas espécies.



S S//
Figura 08 - Estrutura quimica do S-benzil-

fenilmetanotiosulfinato.
Fonte: Kim et al. 2006.

De acordo com Benevides et al. (2001) o extrato Diclorometano/Metanol das
raizes, também apresentou atividade antifungica contra Saccharomyces cerevisiae,
Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum. A atividade
acaricida e inseticida foi confirmada através dos estudos de Johnson et al. (1997) o
qual atribuiu esta atividade ao trisulfeto de dibenzila (Figura 06, p.43) isolado a partir
do extrato etandlico das raizes.

A toxicidade do extrato aquoso das folhas, foi testada em ratos por Garcia-
Gonzalez et al. (2006), no qual ndo foi observada a morte de animais tanto na
exposicdo aguda, quanto na sub-cronica, porém, € citada a DLs, analisada em
outros estudos de 360 mg/kg administradas oralmente e de efeitos mutagénicos e
carcinogénicos oriundos de exposi¢cdes a longo prazo (DELAVEU et al. 1980).

Por este motivo, faz-se necessaria a avaliacao toxicoldgica desta espécie afim
de se garantir sua seguranca na terapia, ja que esta possui uma grande quantidade
de atividades biolégicas, tal como relatos de toxicidade.

3.6 Toxicologia de Plantas medicinais

Popularmente, acredita-se que o uso de plantas medicinais ndo causa efeitos
adversos por tratar-se de produtos naturais. Infelizmente, a maior parte dos
fitoterapicos que sao utilizados atualmente por automedicacdo ou por prescricdo
meédica ndo tem o seu perfil toxico bem conhecido (CAPASSO et al. 2000; VEIGA-
JUNIOR, 2008). Por outro lado, a utilizagao inadequada de um produto, mesmo de
baixa toxicidade, pode induzir a problemas graves desde que existam outros fatores
de risco tais como contra-indicagdes ou uso concomitante de outros medicamentos
(COELHO, 1998; CORDEIRO et al. 2005; AMORIM et al. 2007.).

48



A ideia de inocuidade dos fitoterapicos resulta em uma série de acidentes por
intoxicacdo oriundos da ingestao de produtos naturais como alimentos ou mesmo
como terapia (RATES, 2001) e esta crenca nao é facilmente contradita, pois as
evidéncias cientificas de ocorréncia de intoxicacdes e efeitos colaterais relacionados
com o uso de plantas medicinais consistem em informagdes que dificilmente chegam
ao alcance dos usuarios atendidos nos servicos de saude publica caracterizado
como individuos de baixa escolaridade e acervo cultural (SILVA, 2003; SILVA et al.
2006; ALEXANDRE et al. 2008).

O aumento no nimero de reacfes adversas € possivelmente justificado pelo
aumento do uso de plantas medicinais (GALLO et al. 2000). Mais de 5.000 suspeitas
de reacfes adversas relacionadas ao uso de ervas foram informadas a OMS antes
de 1996. Entre janeiro de 1993 e outubro de 1998, 2.621 eventos adversos,
incluindo 101 mortes, associadas com suplementos dietéticos foram informadas ao
Food Drug Administration (FDA), porém esses eventos adversos nao foram bem
reportados porque ndo ha nos Estados Unidos nenhum sistema de monitorizacéo
como ocorre com os medicamentos convencionais (ADUSUMILLI et al. 2002).

Tais reagOes ndo sao necessariamente relacionadas a sua ingestao imediata,
mas sim podendo se instalar ao longo do tempo e de forma assintomatica (HIROTO
et al. 1978 apud XIMENES, 2008).

Veiga Jr. et al. (2005) citam exemplos de possiveis reacdes relacionadas a

compostos de origem vegetal
“Como exemplos de efeitos toxicos de substancias presentes
em plantas podem ser citados os efeitos hepatotéxicos de
apiol, safrol, lignanas e alcal6ides pirrolizidinicos; a agdo toxica
renal que pode ser causada por espécies vegetais que contém
terpenos e saponinas e alguns tipos de dermatites, causadas
por espécies ricas em lactonas sesquiterpénicas e produtos
naturais do tipo furanocumarinas. Componentes toxicos ou
antinutricionais, como o 4cido oxdlico, nitrato e &cido erdcico
estdo presentes em muitas plantas de consumo comercial.
Diversas substancias isoladas de vegetais considerados
medicinais possuem atividades citotoxica ou genotOxica e

mostram relagdo com a incidéncia de tumores”.
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Outro fator que contribui para a ndo notificacdo é o ndo reconhecimento,
pelos médicos, dos eventos adversos associados ao uso de fitoterapidocs e a ndo
informacéo pleo paciente do uso de plantas durante a consulta (ADUSUMILLI et al.
2002; RAHMAN e SINGHAL, 2002).

A toxicidade de plantas medicinais apresenta-se como um grave problema de
saude publica, pois seus efeitos adversos, possiveis adultera¢des ou sua toxicidade
e até mesmo acao sinérgica com outras drogas sdo normalmente observadas, e
tudo isto aliado a um controle pouco rigido na sua comercializacdo em feiras livres,
mercados ou lojas de produtos naturais (VEIGA JR, 2005)

Por estes motivos, esforcos generalizados de toxicologistas, farmacéuticos e
quimicos de produtos naturais sdo observados através de publicacbes de grande
valor cientifico, onde varias informacfes sobre os efeitos adversos sao bem
elucidados, como o American Herbal Pharmacopeia and Therapeutic Compendium
com mais de 2000 monografias de produtos naturais, além do American Products
Herbal Association (AHPA), The Botanical Safety Handbook, 2° edicdo (1998) e
possui inclusdo de algumas monografias de plantas com seus riscos e beneficios
conhecidos na The United States Pharmacopeia (USP) (ELVIN-LEWIS, 2001;
VEIGA-JUNIOR e MELLO, 2008).

A ANVISA, a partir do ano 2000, passou a regularizar os medicamentos de
origem vegetal exigindo a realizacdo de testes pré-clinicos, de acordo com a RE
n°90/ 2004 e clinicos tal como para os medicamentos comuns, e editou a Resolu¢éo
RDC n° 48 de 16 de Marco de 2004, a qual dispde sobre registro de medicamentos
fitoterapicos (PAULO, 2009).

A preocupacédo das autoridades regulatérias com a normatizacdo deste tipo
de medicamentos propicia a avaliacdo de aspectos importantes, como a eficacia e
seguranca do uso destes medicamentos (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006).

Toxicidade é definida por Goldstein (1988) como o dano proveniente de um
sistema composto por substancias do organismo e substancias quimicas onde se
leva em consideragao o efeito causado, tempo de exposi¢cdo e a concentracdo do
agente toxicante.

Sua avaliacao é feita para elucidar as condicfes na qual a substancia produz
efeitos toxicos, a natureza dos efeitos e os niveis de exposicdo seguros. E por

motivos éticos este tipo de estudos em humanos é limitado, sendo a avaliagéo

50



toxicolégica pré-clinica € realizada em animais de laboratério em condi¢cbes
padronizadas, utilizando-se espécies de mamiferos (XIMENES, 2008).

Segundo Valadares (2006), os testes para avaliacdo da toxicidade sistémica
aguda sdo utlizados para classificar e apropriadamente rotular substancias de
acordo com o seu potencial de toxicidade em o6rgédos especificos, identificar a
toxicocinética e a relacdo dose resposta, indicativos sobre o mecanismo de acdo
toxica, diagnostico e tratamento das reacdes, estabelecimento das doses para
estudos adicionais de toxicidade e informacfes para a comparacao de toxicidade
entre substancias de mesma classe.

Dentre os testes podemos citar a toxicidade aguda a qual estuda os efeitos
oriundos de uma ou multiplas exposicdes do agente no periodo de 24 horas e
também avaliar a dose que causa efeito letal estimada por um parametro
denominado DLso 0 qual consiste na representacéo da probabilidade de um agente
causar efeito nocivo na metade de uma determinada populacdo em estudo,
normalmente camundongos ou ratos, ou outros animais de maior porte como
coelhos e caes (XIMENES, 2008).

Devido a critérios éticos e morais, esses testes foram sendo modificados de
maneira que a morte dos animais néo fosse o objetivo final e sim a observacéo de
sinais claros de toxicidade decorrentes de exposices a doses fixas, por este motivo
o teste de dose fixa foi criado e incorporado em 1992 pela Organizacdo para
Cooperacdo Econémica e Desenvolvimento (Organisation for Economic Cooperation
and Development - OECD) em sua diretriz de nimero 420 (VALADARES, 2007).

Este teste utiliza um nimero menor de animais, causando menor mortalidade,
diminui-lhes o sofrimento e a dor causados, também fornecem dados acerca da
natureza, tempo de inicio, duracdo e desfecho dos sinais téxicos, gerando
parametros para avaliacdo do risco desencadeado pelo agente toxicante (OECD,
2001).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

A regido Amazodnica é caracterizada pela presenca de apenas dois periodos
sazonais distintos, chamados verdo (periodo seco) de agosto a novembro e o
inverno amazoénico (periodo chuvoso), compreendido de dezembro a maio,
separados por um periodo de transicdo de junho a julho (RODRIGUES et al. 2011),
por este motivo, foram realizadas 2 coletas do material vegetal.

Em Marco de 2010, foi coletado o material referente ao periodo chuvoso (PC),
e em outubro de 2010, referente ao periodo seco (PS), ambos no municipio do
Acara- PA, localizado nas coordenadas S 01°29°09.0 / W 48°17°94.8. A identificacéo
foi realizada pelo Dr. Mario Augusto Jardim do Museu Paraense Emilio Goeldi e uma
exsicata depositada no herbério da instituicdo sob o nimero de registro MG94354.

4.2 Limpeza, secagem e trituragdo do material vegetal

Em cada periodo, cerca de 5 Kg do material fresco de P. alliacea, constituido
de raizes, talos e folhas, foram separados manualmente em partes aéreas
(folhas/talos) e raizes. Procedeu-se a lavagem com &gua, para retirada de
impurezas maiores e posteriormente com solucéo de &lcool a 10% para retirada de
possiveis contaminantes como fungos ou demais micro-organismos. O material foi
exposto a temperatura ambiente por um periodo de 24 horas e logo apés foi levado
a estufa de circulacdo de ar a temperatura de 45°C por 5 dias. O material seco foi
triturado em moinho de martelos e facas (NOGUEIRA, modelo D.M JUNIOR), no
Laboratério Central de Extracdo da Faculdade de Quimica da UFPA.

O material pulverizado foi separado em duas partes, uma utilizada para

preparacao dos extratos e a outra para avaliacdo farmacognostica.

4.3 Preparo do extrato

O material vegetal de cada periodo foi colocado em maceragéo

separadamente, sendo utilizado como solvente alcool a 70% por 7 dias. Os extratos
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obtidos foram concentrados em evaporador rotativo da marca Heidolph (Laborota
4000) a 40°C sob pressao de 1 atm e rotacdo de 120 rpm, e submetidos a banho-
maria, obtendo-se os extratos brutos concentrados das partes aéreas e raizes de P.
alliacea L e nomeados de acordo com o periodo com as com as siglas PAPS (partes
aéreas - periodo seco), RPS (raizes — periodo seco), PAPC (partes aéreas — periodo
chuvoso) e RPC (raizes — periodo chuvoso).

4.4 Avaliacdo Antifungica

4.4.1 MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados foram caldo Mueller Hinton (HIMEDIA, INDIA) e
Agar Saboraud dextrose (HIMEDIA, INDIA), foram preparados a partir da uma base

desidratada conforme as instrucdes do fabricante.

4.4.2 CEPAS TESTADAS

Para realizagéo dos testes foram utilizadas cepas de A. fumigatus, A. flavus e
A. niger obtidas a partir de isolados clinicos cedidos pelo Instituto Evandro Chagas
(IEC), as quais foram mantidas em Agar Saboraud dextrose & temperatura ambiente,
no laboratério de Microbiologia da Faculdade de Farméacia da UFPA.

Para os ensaios, os fungos foram cultivados em placas de Petri contendo
Agar Saboraud dextrose para promover o crescimento exponencial dos conidios
mantidas em estufa a 37°C por 7 dias para A. fumigatus e A. niger e a 25°C por 7

dias para A. flavus.

4.4.3 PREPARO DAS SOLUCOES

A partir do extrato seco das partes aéreas e raizes de P. alliacea de ambos os
periodos, foram preparadas solu¢des-estoque na concentracdo de 200 mg/mL
diluidas em DMSO a 5%, mantidas em refrigeracdo até o momento dos testes.

A partir das solugcbes-estoque, foram preparadas diluicbes seriadas em tubos
conicos nas concentracfes de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 e 1:128 em caldo Muller
Hinton, correspondendo a 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL.
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4.4.4 AVALIACAO DA CONTAMINACAO DO EXTRATO

Com o auxilio de uma alca calibrada, foram semeados 10 pL das solucdes
estoque em placas de Petri contendo Agar Saboraud dextrose, que foram
posteriormente levadas a estufa a 37°C para incubacgéo por 24 horas, sendo assim,

observado o se houve o crescimento de micro-organismos.

4.4.5 PREPARO DO INOCULO FUNGICO

Para preparo do in6culo foram adotados os procedimentos descritos na
Norma M38-A, vol. 22 N° 16, “Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em
Caldo para Determinacdo da Sensibilidade a Terapia Antifangica dos Fungos
Filamentosos: Norma Aprovada” do NCLS (National Comitee for Laboratory
Standards) com adaptacoes.

Inicialmente foi realizada a lavagem dos conidios com caldo Muller Hinton a
partir da placa previamente semeada, sendo feita uma leve raspagem com alga
descartavel de forma a remover apenas os esporos dos fungos evitando assim, a
transferéncia de fragmentos de agar e de hifas. A suspensao fungica (3 mL) foi
coletada com ponteiras estéreis acopladas a micropipeta automatica (1000 pL) e
transferida para um tubo de ensaio estérii aguardando-se 5 minutos para
sedimentacao das particulas maiores. O sobrenadante foi transferido para um tubo
contendo 5 mL de caldo e este foi agitado em aparelho tipo vortex (Phoenix AP56)
por 15 segundos. A turbidez da suspensao foi ajustada para 0,5 em relacéo a escala
de MacFarland correspondendo a aproximadamente 10° UFC/mL e esta foi diluida
para 1:50 alcancando-se, assim, aproximadamente 0,4 a 5 x 10* UFC/mL.

446 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS EXTRATOS
HIDROALCOOLICOS DE P. ALLIACEA L. PELO METODO DE
MICRODILUICAO

Os ensaios de microdiluicdo foram realizados de acordo com a Norma M38-A,

vol. 22 N° 16, “Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para
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Determinacdo da Sensibilidade a Terapia Antifungica dos Fungos Filamentosos:
Norma Aprovada” do NCCLS (National Comitee for Laboratory Standards), o qual
define a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) como um teste de
sensibilidade, realizado sob condicbes conhecidas no qual € definida a menor
concentracdo de um agente antimicrobiano o qual impede o crescimento visivel de
um micro-organismo.

Os ensaios foram realizados separadamente para cada periodo de coleta, em
uma placa estéril de 96 pocos em formato de “U”, adicionando-se 100 pL de cada
diluicdo aos pocos contendo previamente 100 pL do inoculo fangico (0,4 — 5 x 10*
UFC/mL) em todos os pogos, obtendo-se volume final de 200 pL em cada. O
controle negativo utilizado foi DMSO 5% e para controle positivo usou-se 40 pL de
anfotericina B, conforme o esquema demonstrado na Figura 09. A placa foi incubada
a 37°C por 24 horas.
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Figura 09 - Esquema de distribuicdo das concentracdes na placa de microdilui¢éo.
Concentra¢fes dos extratos estédo expressas em mg/mL.

. = Extrato etanodlico 70% das raizes

ApOs esse periodo, foi adicionado a cada poco 15 pL de resazurina 0,01%
(fenoxazin-3-ona) um corante indicador de 6xido-reducéo, sendo a placa novamente

incubada a 37°C por 3 horas. Em seguida foi realizada a leitura visual para
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identificacdo da CIM, considerando-se a manutencdo da coloragdo de azul como
auséncia de crescimento enquanto que a mudanca para coloragcdo rosa indica a
reacao quimica de oxido-reducdo da resazurina em resofurina, sendo interpretada
como presenca de células viaveis (MONTEIRO et al. 2012). A CIM corresponde ao

ultimo poco de coloracdo azul da linha no sentido esquerda — direita.

4.4.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)
PELO METODO DE POUR PLATE.

A partir da contagem de Unidades Formadoras de Colonia (UFC), € possivel
confirmar os resultados obtidos através da leitura do teste de CIM com a resazurina
e obter a determinagdo da concentracdo fungicida minima (CFM). A CFM foi
determinada pela técnica pour plate, na qual foram adicionados 10 pL do conteudo
de cada poco sobre uma placa de Petri estéril de 90x15, adicionando-se em seguida
aproximadamente 20 mL de Agar Saboraud dextrose seguida de homogeneizacao.
Essas placas foram incubadas a 37°C por 24 horas para posterior leitura e contagem
das UFC’s.

4.5 Avaliacao farmacogndstica (Farmacopéia Brasileira 52 edi¢édo).

4.5.1 PERDA POR DESSECACAO
Foi pesado 2g do pé do material vegetal em pesa-filtro previamente
dessecados por 30 minutos nas mesmas condicbes do teste, o qual foi levado a
estufa por 2 horas a temperatura entre 105 — 110°C. A seguir foram retirados e
deixados em dessecador para arrefecimento e posterior pesagem, sendo este
procedimento repetido a cada hora até obtencdo de massa constante. O resultado

foi expresso em porcentagem de acordo com a equacao a seguir:

PU - PS x 100
PA
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Onde:

PU: Pesa-filtro + amostra antes da dessecacéo
PS: Pesa-filtro + amostra apds a dessecacao

PA: Peso da amostra.

4.5.2 PERDA POR DESSECACAO EM BALANCA DE INFRA-VERMELHO

Apbs retirar a umidade da balanca com infravermelho, através do programa
de pré-aquecimento, foram distribuidas de modo uniforme amostras de 2 g dos pés
no prato coletor de aluminio contido no equipamento e selecionou-se 0 programa de
secagem a 105 °C, por 60 minutos. Os valores percentuais fornecidos ao final da
técnica no display do aparelho foram anotados e o resultado representa a média

aritmética de trés determinacoes.

4.5.3 DETERMINACAO DO TEOR DE CINZAS TOTAIS

Foram pesados 3g dos pés e transferidos para cadinhos de porcelana
previamente calcinados durante 30 minutos em forno mufla (600 °C). As amostras
foram distribuidas uniformemente nos cadinhos e incineradas a temperatura de 600
°C durante 180 min. Apos resfriamento em dessecador os cadinhos foram pesados e
calculou-se a porcentagem de cinzas em relacdo a droga seca ao ar. A operacao foi
repetida até peso constante e o resultado consiste na média aritmética de trés

determinacdes em porcentagem (% p/p).

4.5.4 DETERMINACAO DA GRANULOMETRIA DO PO

Para a analise granulométrica do material obtido da moagem de P. alliacea L.,
3 g do p6é foi submetido a passagem forcada por vibracdo em agitador
eletromagnético para peneiras redondas na escala vibratéria 6, durante 15 minutos.
Utilizou-se um jogo de tamises com aberturas de malhas de: 1,700; 0,710; 0,355;

0,250 e 0,180 mm. O resultado baseou-se na média de trés determinacdes para o



calculo do diametro médio das particulas (D50), através da metodologia proposta
por Ansel et al. (2000) e a descricdo do p6 segundo a Farmacopeia Brasileira
(2010).

4.5.5 DETERMINACAO DO iNDICE DE ESPUMA

Preparou-se o decocto de cada material vegetal pulverizado de acordo com
as recomendacdes da Farmacopeia (2010) e transferiu-se para 10 tubos de ensaios
de 16x160 mm em série sucessiva de 1mL até 10 mL. Seguidamente ajustou-se o
volume do liquido em cada tubo para 10 mL com &gua. Os tubos tampados foram
agitados com movimentos verticais por 15 segundos, com duas agitacbes por
segundo e apds repouso por 15 minutos mensurou-se a altura da espuma obtida em

cada tubo. Utilizou-se a equacéo:

indice de espuma = 1000
A

Para célculo do indice de espuma, “A” corresponde ao volume em mililitros do
decocto utilizado para preparo da solucdo no tubo onde observou-se a presenca de
anel espumidico de 1 cm de altura persistente. Foi calculada também a massa da
droga contida no volume da diluicdo onde houve a formacao de espuma, baseando-
se na amostra utilizada para o preparo do decocto.

4.5.6 DETERMINAGAO DO pH

Em erlemeyer foram pesados 99 g de agua destilada, que foram levados a
chapa-elétrica até ebulicdo por 5 min, e neste foram adicionados 1 g da droga
vegetal para realizagcédo da extragao por infusdo durante 15 min. A solugao extrativa
foi filtrada com algoddo e apds arrefecimento foram realizadas as leituras em
peagametro da marca QUIMIS, modelo Q400A, previamente calibrado em pH 4,0 e
7,0 (FARMACOPEIA, 1988). O pH da agua destilada também foi verificado como

controle e o resultado representa a média de 3 determinacdes.
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4.5.7 TEOR DE EXTRATIVOS

Cerca de 1g da droga vegetal triturada foi pesada e submetida a decocc¢éao
com 100 g de &gua, durante 10 minutos. Apdés o resfriamento, o volume foi
completado para 100 ml e a solucdo resultante foi filtrada em papel filtro, sendo os
primeiros 20 mL desprezados. Do restante do filtrado, foi pesada uma aliquota
equivalente a 20g, em pesa-filtro previamente tarado, levado a evaporacdo até
secura em banho-maria, sob agitacdo ocasional (DEUTSCHES ARZENEIBUCH,
1994).

O teor de extrativos foi calculado em massa com percentual, pela media de

cinco determinacfes segundo a equacao abaixo:

TE= g.FD.100/m

Em que: TE = teor de extrativos (%); g = massa do residuo seco (g); m =
massa da amostra (g); FD = fator de diluicao (5).

4.5.8 DETECCAO DE ALCALOIDES

Para extracdo foram utilizados 0.5 g do material vegetal em seguida foram
adicionados 20 mL da solucédo de HCI 5%. A solucéo foi aquecida até fervura por 10
minutos e apos filtragcdo, foi dividida em 4 tubos de ensaio. Posteriormente foram
adicionadas gotas dos reagentes: Dragengorff, Mayer, Bertrand e Bouchardat. A
formacao de precipitado nos tubos indica resultado positivo (COSTA, 1994; MATOS,
1998; SIMOES, 2007).

4.5.9 DETECCAO DE FLAVONOIDES

Em um béquer de 60 ml pesou-se 2g do material vegetal, adicionou-se 20ml

de etanol a 70%, levou-se ao aquecimento até ebulicdo por cinco minutos, em
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seguida a solucao resultante foi filtrada e submetida a reacdo de Shinoda na qual
adicionou-se 3 mL do extrato em um tubo de ensaio, adicionando-se raspas de
magneésio metalico e gotas de HCI concentrado. Na qual se observa, apos o
desprendimento de hidrogénio, a mudanca na coloracdo para résea ou vermelha,
caso a reacio seja positiva (COSTA, 1994; MATOS, 1998; SIMOES, 2007).

4.5.10 DETECCAO DE TANINOS

Foram utilizados 1g do material vegetal pulverizado, o qual foi submetido a
ebulicdo com 50 mL de agua por 5 minutos e apds arrefecimento a solucao foi
filtrada e dividida em 4 tubos.

Para o primeiro tubo foi transferida uma aliquota de 1 mL e adicionada 1 gota
de HCI 5% e posteriormente gotejou-se lentamente a solucdo de gelatina a 2,5% e o
aparecimento de precipitado foi considerado indicativo de resultado positivo.

No segundo tubo de ensaio foi adicionado 1 mL da solugéo extrativa e 10 mL
de agua destilada seguida de 1 gota de FeCl 2%. A mudanca de coloracao para azul
ou violeta é indicativa de presenca de taninos pirogéalicos, enquanto que a coloracéo
verde ou castanha indicativo de taninos catequicos.

No terceiro tubo foram utilizados 5 mL da solucdo extrativa que foram
adicionados a 10 mL de solucédo aquosa de &cido acético 10% e 5 mL de acetato de
chumbo 10%, o resultado positivo pode ser observado através da formacdo de
precipitado (COSTA, 1994; MATOS, 1998; SIMOES, 2007).

4.5.11 DETECCAO DE ACUCARES REDUTORES

1 g do material vegetal pulverizado foi levado a aquecimento e fervura por 10
minutos com 20 mL de agua destilada, a solugdo foi arrefecida e filtrada. Em um
tubo de ensaio foi adicionado 2,5 mL da solugéo extrativa e uma quantidade igual do
reagente de Fehling. A mistura foi aquecida em banho-maria e a formagao de
precipitado vermelho-tijolo é indicativo de resultado positivo (COSTA, 1994; MATOS,
1998; SIMOES, 2007).
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4.6 Prospeccdo Fitoquimica

Os extratos de P. alliacea foram submetidos a analise qualitativa para
avaliacdo dos metabdlitos secundarios de acordo com a metodologia descrita por
Barbosa et al. (2001).

Foram realizados testes para identificacdo de saponina espumidica, aglcares
redutores, polissacarideos, fendis e taninos, flavonoides, alcaloides,

sesquiterpenolactonas, depsidios e depsidonas.

4.7 Avaliacdo datoxicidade
4.7.1 CITOTOXICIDADE PELO METODO MTT

Foram inoculados em camundongos, 3 mL de tioglicolato de sédio a 3% (i.p) e
apos 48h, os animais foram sacrificados em camara de CO2. Apdés a morte e
exposicao do peritbneo, 3mL de RPMI incompleto (pH 7,2), foram injetados na
cavidade abdominal e posteriormente foi realizada a massagem manual para coleta
das células e estas foram transferidas para tubo estéril e centrifugadas a 1000 rpm
por 10 minutos.

As células sedimentadas foram ressuspensas em meio de cultura RPMI —
1640 completo (RPMI - 1640 suplementado com 5% de soro fetal bovino, 100 pg/mL
de estreptomicina, 100 U/mL de penicilina).

O numero de células viaveis foi determinado pela contagem em camara de
Neubauer utilizando corante azul de tripano, sendo ajustado a concentracdo de
5x10° células/mL, foram adicionados a uma placa de 96 pocos, 100uL dessa
suspensao em cada poc¢o e 100uL de cada uma das diluicdes do extrato diluidas em
RPMI incompleto (concentragbes finais de 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56
mg/mL, respectivamente). Como controle foi utilizado o mesmo volume de RPMI
completo. A incubacédo da placa foi feita durante 24 horas (37° C, 7,5% de CO2).

ApoOs esse periodo, 15uL de uma solugdo de MTT foram adicionados em cada
poco, incubando-se por 3 horas sob as mesmas condi¢cdes. Apds a incubacao
adicionou-se 30uL de isopropanol para solubilizar os cristais de formazan. A leitura

da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro UV/Visivel a 540nm.
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O teste do MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide),
que baseia-se na reducdo dos sais amarelos de tetrazdlio por redutases
mitocondriais de células metabolicamente ativas. S&o formados, no meio
intracelular, cristais azuis que sao solubilizados e posteriormente analisados por
espectofotometria UV/visivel. Deste modo, quanto menor for a viabilidade celular,
menor sera a reducdo do MTT e menor o sinal espectofotométrico (MOSMANN,
1983).

4.7.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA ORAL

4.7.2.1 Animais e condi¢cdes de acomodacao

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus), machos, de peso
inicial entre 30 - 409, obtidos do Biotério da Universidade Federal do Para, mantidos
em sala de acomodacédo com temperatura controlada em torno de 25°C, exaustao de
ar e ciclo de claro/escuro de 12 horas na Faculdade de Farmacia da UFPA.

Os animais foram mantidos com racéo peletizada e agua ad libtum em caixas
de polipropileno (50 x 35 x 15 cm), com grade metalica e forradas com palha de
arroz e os procedimentos de manipulacdo dos animais seguiram de acordo com 0s
principios éticos na experimentacdo animal, segundo as normas da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio — SBCAL e do CONCEA (Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) na lei N° 11.794, publicada no
D.O.U de 08 de Outubro de 2008. O protocolo experimental foi aprovado pela
Comissdo de Etica do uso de Animais de Laboratério do Instituto Evandro Chagas,
sob o nimero de registro 0050/2009 (Anexo 01).

4.7.1.2 Avaliacdo da toxicidade aguda do extrato hidroalcodlico das partes

aéreas e subterraneas de P. alliacea L. de ambos os periodos.

Os testes para avaliacédo da toxicidade aguda oral do extrato foram baseados
no Guideline 420 da OECD adotando-se o procedimento de dose fixa, com algumas

adaptacoes.



Os animais foram divididos em 5 grupos, 0s grupos tratados com os extratos
PAPC, RPC, PAPS e RPS (n=6) e o grupo controle (n=4) no qual foi administrada
agua filtrada.

Os extratos brutos secos foram reconstituidos em agua destilada na dose
méxima de 5000 mg/kg e administrados por gavagem em um volume que n&o
excedesse 10 mL/kg de peso do animal, esta dose foi escolhida por ser a maxima
preconizada (OECD, 2001).

Apoés administracdo dos extratos, os animais foram mantidos nas condi¢cdes
previamente citadas, sendo observados a cada 15 minutos durante a primeira hora
em seguida de hora em hora em um intervalo de 4 horas para avaliagdo hipocratica,
utilizando uma tabela segundo Malone e Robichaud (1962) (Anexo 2) a qual
forneceu informacgdes gerais sobre a natureza toxicolégica dos extratos testados.

Os animais foram monitorados diariamente durante 13 dias subsequentes a
administrac@o da dose e ao final do periodo foram submetidos a eutanasia através
da administracdo intraperitoneal de uma mistura de Cloridrato de cetamina e xilazina
(2:1) na dose de 2,5 mL/kg e seus orgaos foram retirados para avaliagdo anatomo-

histopatologica.

4.7.1.3 Avaliacdo da evolucdo ponderal e consumo de agua e alimento

Os animais de todos os grupos foram pesados antes da administragcdo dos
extratos em balanca semi-analitica e nos dias subsequientes durante todo o periodo
do teste, aproximadamente no mesmo horario para avaliacdo de seu ganho
ponderal.

Foi avaliado também o consumo diério de 4gua e alimento a partir do primeiro
dia de tratamento, sendo que para o consumo de agua, foi medido em uma proveta
graduada uma quantidade fixa de agua diariamente (250 mL) e esta era medida no
dia posterior, no mesmo horério para calculo do volume consumido. Enquanto que
para o consumo de alimento, foi disponibilizado diariamente 100 g de racédo (por dia

e por grupo) a qual da mesma maneira foi pesada nos dias posteriores.
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4.7.1.4 Avaliacdo Anatomo-Histopatologica

Apoés a retirada dos oOrgaos estes foram fixados em formalina tamponada
(solucdo de formol 10%) e enviados ao Laboratorio de Patologia Clinica Animal do
Instituto de Saude e Producdo Animal da Universidade Federal Rural da Amazodnia
para analise de acordo com os métodos descritos por Bacha e Wood (1990).

4.8 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no software Graphpad Prism® 5.0. Para a
comparacao entre os periodos, os resultados dos testes farmacogndsticos foram
analisados pelo teste T de student, enquanto que nos testes de toxicidade in vitro e
in vivo, avaliando o ganho ponderal, consumo de alimento e agua dentre 0s grupos
tratados e o controle, os resultados foram expressos em média + desvio padréo para
cada grupo e analisados pelo teste ANOVA de 1 via, tukey com nivel de significancia
de 0,05 (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.10btencao dos extratos

O rendimento geral dos extratos hidroalcodlicos brutos das partes
subterraneas e aéreas a partir de 5 kg de material vegetal sdo mostrados no quadro
03.

RPC PAPC RPS PAPS

P6 (g9) 500 930 300 300
Extrato () 4,58 92,07 3,12 28,44
Rendimento (%) 0,9 9,9 1,04 9,48

Quadro 03 - Rendimento dos extratos hidroalcodlicos de P. alliacea de dois periodos de coleta.

5.2 Avaliacdo Antifungica

N&o houve crescimento de micro-organismos apds o semeio das solucdes
estoque em placas contendo Agar Saboraud, descartando-se, assim, a
contaminacao prévia dos extratos.

O controle negativo com DMSO 5% nédo afetou o crescimento fungico
podendo, desta maneira, ser utilizado como diluente do extrato, também foi
preparado um controle de crescimento do inéculo e o controle positivo utilizando-se
Anfotericina B, demonstrando a inibicdo do crescimento em 100%.

Os testes foram iniciados pela espécie A. fumigatus, porém, os extratos
PAPS e PAPC néao inibiram o crescimento em nenhuma das concentracdes
utilizadas como mostra a Figura 10 (p. 68), e por este motivo, ndo foram testados
nas outras espécies e nos testes de citotoxicidade.

O extrato de RPC, inibiu o crescimento de A. fumigatus com valores de CIM
de 6,25 mg/mL e CFM de 25 mg/mL, j4 o extrato RPS obteve valores menores de
CIM e CFM, sendo 3,12 e 6,25 respectivamente, como podemos observar na Figura
11 (p. 68).
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Figura 10 - Resultado da técnica de pour plate para extrato de partes aéreas de P. alliacea L de
ambos os periodos contra A. fumigatus, onde( A) representa os resultados do PC e (B) do PS, (C-)
controle negativo, (I) controle de crescimento do inoculo e (C+) controle positivo.

100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 100 50 25 125 6,25 3,12 1,56

b 25mg/mlL

Figura 11 - Resultado dos testes com extrato das raizes de P. alliacea de ambos os periodos contra
A. fumigatus. Onde (A) representa o PC, (B) o PS, (C+) Controle positivo, (C-) controle negativo e (I)
Inoculo. Concentragfes em mg/mL.



69

Os resultados obtidos para os testes com A. flavus obtiveram valores de CIM
em 25 mg/mL e CFM de 50 mg/mL no extrato RPC , enquanto que no extrato RPS

os valores de CIM e CFM foram de 50 e 100 mg/mL, representados na Figura 12

Figura 12 - Resultado dos testes com extrato das raizes de P. alliacea de ambos os periodos contra
A. flavus. Onde (A) representa o PC, (B) o PS, (C+) Controle positivo, (C-) controle negativo e (l)
Inoculo. Concentragbes em mg/mL.

Os valores de CIM e CFM obtidos com o RPC contra A. niger foram de 12,5 e
25 mg/mL respectivamente, ja os obtidos com extrato RPS foram de 25 e 50 mg/mL
(Figura 13, p. 70).



100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56

25mg/mL 12,5mg/mL A 50 mg/mL

Figura 13 - Resultado dos testes com extrato das raizes de P. alliacea de ambos os periodos contra
A. niger. Onde (A) representa o PC, (B) o PS , (C+) Controle positivo, (C-) controle negativo e (I)
Inoculo. Concentrages em mg/mL.

No quadro 04, os valores de CIM e CFM estdo representados para todas as

espécies.
P. alliacea mg/mL FUNGOS
) g A. fumigatus A. flavus A. niger

CIM 6,25 25 12,5

Raizes (PC)
CFM 25 50 50
CIM 3,12 50 25

Raizes (PS)
CFM 6,25 100 50

Anfotericina B - 2 2 2

Quadro 04 - Valores de CIM e CFM para os extratos hidroalcodlicos 70% das raizes de P. alliacea
contra Aspergillus sp.
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5.3Avaliacéo farmacogndstica

Os resultados dos testes de avaliacdo farmacogndstica a partir do pos das

partes aéreas encontram-se expressos para ambos os periodos na Tabela 01.

Tabela 01 - Resultado dos testes farmacogndsticos obtidos através das partes
aéreas de P. alliacea L. em dois periodos de coleta.

Periodo
Teste

Chuvoso Seco

D50 (mm) 0.275 0.253
Perda por dessecacio — Gravimetria* 9.7 +0.1528" 8.5+ 0.05774"
Infratest* 8.96 + 0.08819" 7.36 + 0.1453"
Cinzas totais* 9.4 +0.1528" 8.1 +0.08819"
pH 6.1 £0.02887 5.7 £0.01202

Teor de extrativos* 15 15

Resultados expressos em Média + desvio padrdo de 3 determinacdes. * Valores em porcentagem.
# Diferenca estatistica significativa p<0,05

A Tabela 02 mostra os resultados para o material pulverizado das raizes de P.

alliacea L.

Tabela 02 - Resultado dos testes farmacogndsticos obtidos através das raizes de P.
alliacea L. em dois periodos de coleta.

Periodo

Chuvoso Seco

D50 (mm) 0.264 0.253
Perda por dessecagéo — Gravimetria* 8.0 £0.05774 8.1 £0.05773
Infratest* 7.5+0.1732 7.2 +0.08819
Cinzas totais* 4.6 +0.05773" 7.2 +£0.1000"
pH 5.7 £0.01202 5.6 £ 0.02667

Teor de extrativos* 15 15

Resultados expressos em Média + desvio padrdo de 3 determinagbes. * Valores em porcentagem.
# Diferenca estatistica significativa p<0,05
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5.4 Prospeccéo fitoquimica de P. alliacea L.

Os resultados da abordagem fitoquimica estdo representados para as partes
aéreas e raizes nos Quadros 05 e 06, respectivamente. Entre os periodos, néo
foram consideradas as diferencas de intensidade nestes resultados, devido estes

testes serem colorimétricos, realizados apenas para caracterizar os metabalitos.

Periodo
Chuvoso Seco
Classes Quimicas P6 Extrato PO Extrato
SAPONINA ESPUMIDICA ++ ++ ++ ++
AC. REDUTORES ++ + +++ ++
POLISSACARIDEOS NA - NA -
FENOIS E TANINOS - - - >
FLAVONOIDES - - - -
ALCALOIDES (BOUCHARDAT) + + + +
ALCALOIDES (BERTRAND) ++ ++ + ++
ALCALOIDES (DRAGENDORFF) ++ ++ ++ ++
ALCALOIDES (MAYER) ++ + ++ T+
DEPSIDIOS E DEPSIDONAS NA - NA -
SESQUITERPENOLACTONAS NA NA -

intensidade; +++; alta intensidade; -: ndo detectado; NA: ndo se aplica.

Quadro 05 - Resultado da prospeccao fitoquimica do extrato hidroalcodlico de partes
aéreas de P. alliacea L. considerando-se como: +: baixa intensidade; ++: média

Periodo
Classes Quimicas - Chuvoso z Seco
P6 Extrato Po Extrato
SAPONINA ESPUMIDICA ++ +++ ++ +++
AC. REDUTORES ++ ++ ++ ++
POLISSACARIDEOS NA - NA -
FENOIS E TANINOS - = - -
FLAVONOIDES - - - -
ALCALOIDES (BOUCHARDAT) + ++ + ++
ALCALOIDES (BERTRAND) ++ ++ ++ ++
ALCALOIDES (DRAGENDORFF) ++ 4+ ++ ++
ALCALOIDES (MAYER) ++ ++ ++ ++
DEPSIDIOS E DEPSIDONAS NA + NA +
SESQUITERPENOLACTONAS NA + NA +

Quadro 06 - Resultado da prospeccao fitoquimica do extrato hidroalcoodlico das raizes de
P. alliacea L. considerando-se como: +: baixa intensidade; ++: média intensidade; +++:
alta intensidade; -: ndo detectado; NA: ndo se aplica.



5.5 Avaliacdo da citotoxicidade pelo método do MTT

ApOs o periodo de incubacéo e leitura das absorvancias, as células incubadas
com os extratos de ambos os periodos apresentaram valores proximos a 100% de
viabilidade em todas as concentragfes testadas (100 — 1,56 mg/mL) quando
comparadas ao grupo controle como observado nas Figuras 14 e 15 (p. 74).

100+
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.

Células viaveis (%)

)
e

0 T
Controle 100 50 25 125 6,25 3,12 1,56

Raizes (PC - mg/mL)

Figura 14 - Viabilidade celular de macréfagos apds incubacdo com o
extrato RPC nas concentracfes de 100 — 1,56 mg/mL. P <0,05
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Figura 15 - Viabilidade celular de macréfagos apés incubacdo com o
extrato RPS nas concentrac¢des de 100 — 1,56 mg/mL. P <0,05

5.6 Avaliacéao toxicolégica in vivo

Apb6s o tempo de observacdo dos animais (14 dias) ndo houve mortes, nem
foram observados sinais de toxicidade em comparacdo com o0 grupo controle
(tratado com agua).

Em relacdo ao ganho ponderal, observa-se que somente o grupo tratado com
extrato RPS apresentou diferencga estatistica (p < 0,05) em relagéo ao grupo controle
na dose de 5000 mg/kg, ndo causaram diferengas estatisticamente significantes na
evolucdo ponderal dos animais tratados em relagdo aos animais controle, como
mostra a Figura 16 (p. 75).
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Figura 16 - Variacdo ponderal dos animais avaliada durante 14
dias dos grupos tratados com extratos de P. alliacea na dose de
5000 mg/kg.

Apesar da diferenca no ganho ponderal entre os animais, ndo foram
observadas diferencas significativas no consumo de alimento entre os grupos

tratados e o grupo controle, como mostram as Figuras 17 e 18 (p. 76).
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Figura 17 - Consumo de alimento avaliado durante 14 dias pelos
grupos tratados com extratos de P. alliacea na dose de 5000
mg/kg.
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Figura 18 - Consumo de agua avaliado durante 14 dias pelos
grupos tratados com extratos de P. alliacea na dose de 5000
mg/kg.

Na avaliacdo anatomo-histopatoldgica, do ponto de vista macroscopico, 0s
orgdos analisados (cérebro, coracdo, figado, pulmdes, bago, pancreas e rins) nao
apresentaram quaisquer alteracdes anatdmicas ou particularidades histoldgicas.

N&o houve sinais de inflamacéo, necrose e altera¢cdes circulatérias no figado.
Os espacos portais, em geral pequenos e regularmente distribuidos, foram
referenciais para visualizacdo da arquitetura histoldgica lobular hepatica. Nos
animais controle, bem como nos demais grupos de animais submetidos ao
tratamento agudo com dose de 5000 mg/kg do extrato das partes aéreas e raizes da
espécie em estudo e diferentes periodos de coleta, foi observada discreta esteatose
microvesicular, com pequenos vacuolos bem limitados e circunscritos no citoplasma
dos hepatécitos. O processo predominou na regido centrolobular e mediozonal do
|6bulo hepatico.

O estudo histoldgico dos pulmdes revelou arquitetura lobular parenquimatosa
preservada, tendo os alvéolos paredes finas com revestimento epitelial habitual por
pneumocitos. Nao foi evidenciado a presenca de corpos estranhos, processos
inflamatérios agudo ou crénico ou sinais da presenca de liquido no interior dos
alvéolos. A matriz septal escassa e laxa, eventualmente comportava capilares

congestos, sem haver, contudo, sinais de hemorragia recente ou antiga.
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Rins apresentando superficie externa envolvida por capsula opalescente, que
se destaca com facilidade do parénquima, secc¢des seriadas, com limites cortico-
medulares nitidos e perfeita visualizacdo piramides e cdlices renais. Arquitetura
lobular e “populagdo” glomerular preservadas. Nao foram observadas lesoes
fibréticas, hemorragicas ou areas de infarto.

O coragcdo apresentava-se recoberto por epicardio fino, transparente e
delicadamente vascularizado vasos da base proporcionais as dimensdes do érgéo e
cavidades atrio-ventriculares revestidas por endocardio liso e brilhantes sendo ora
vazias, ora ocupadas por coagulos sanguineos (alteracdo natural post-mortem).

Cérebro e cerebelo com estruturas celulares normais. Regido do cérdia, com
epitélio estratificado e porcao glandular sem alteracdes na estrutura tecidual interior.
Segmento do intestino delgado (ileo) estruturalmente normal. Presenca discreta de
gordura no mesentério. Finalmente, nenhum estigma de atipias celulares epiteliais

ocorreu nas amostras analisadas.
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6 DISCUSSAO

N&o foram encontrados na literatura estudos utilizando o extrato bruto de P.
alliacea L. contra fungos filamentosos, porém, Navarro Garcia et al. (2003),
pesquisando extratos de outras plantas medicinais com atividade antifingica contra
varias espécies, dentre elas uma cepa de A. niger ATCC, consideraram ativos
apenas os que obtiveram valores de CIM de 8 mg/mL ou menores, assim como o de
Radojevi¢ et al. (2011) mostraram que os valores de CIM e CFM variaram entre 0,6
e 20 mg/mL e Ahmed et al. (2012) com resultados positivos contra A. fumigatus na
dose de 2,5 mg/mL utilizando o extrato bruto de Bauhinia bowkeri.

De acordo com esses estudos, o extrato hidroalcodlico de P. alliacea
apresentou boa atividade apenas contra A. fumigatus, a espécie que apresenta a
maior taxa de infecgéo, com valor de CIM de 6,25 mg/mL para o RPC e 3,12 mg/mL
para o RPS.

Para as outras espécies os valores de CIM variaram entre 12 e 50 mg/mL,
podendo ser explicado devido ao tamanho dos conidios de A. fumigatus, que 0s sao
menores (cerca de 2 — 3 uUM) entre as espécies estudadas, ou a presenca na sua
superficie de estruturas dotadas de proteinas hidrofébicas denominadas “rodlets” o
gue pode torna-los mais susceptiveis as substancias presentes nos extratos e a
outros fatores como a presenca de rugosidades nos conidios de A. flavus que
podem ter diminuido a interacdo das substancias do extrato com a superficie dos
mesmos (PASQUALOTTO, 2009).

Alguns critérios devem ser seguidos para evitar interpretacdes incorretas de
dados a respeito de atividade antimicrobiana evitando o falso positivo ou
concentracdes elevadas demais para o consumo na terapia com extratos brutos ou
compostos isolados, sendo as concentracoes de 100 upg/mL e 25 uM,
respectivamente, consideradas 6timas, porém deve ser levado em consideracdo o
tipo de micro-organismo que esta sendo testado (COS et al. 2006).

No caso de fungos filamentosos, a parede celular tanto do micélio quanto dos
conidios € composta de diversos polissacarideos, como Galactomanana, quitina e
glucana, responsaveis por sua rigidez (BERNARD e LATGE, 2001) o que pode
dificultar a acdo de extratos e substancias ativas em pequenas quantidades.

Utilizando-se o material pulverizado e o extrato bruto hidroalcodlico, realizou-

se a prospeccéo fitoquimica a qual permitiu 0 conhecimento das principais classes
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de substancias naturais presentes no extrato. Esta avaliacdo é frequentemente
usada para direcionar trabalhos posteriores de fracionamento e isolamento das
substancias ativas produzidas pelas espécies (MATOS, 1998).

Esta prospeccéo foi realizada tanto com o material pulverizado quanto para o
extrato hidroalcodlico, para obtencéo de informagdes acerca da capacidade extrativa
deste solvente em relacéo a droga vegetal e ndo foram observadas diferencas entre
os resultados obtidos nos periodos de coleta.

Outros estudos mostram que algumas das classes quimicas presentes nos
extratos, podem estar relacionadas a atividade antifungica, como as saponinas
(TSUZUKI et al. 2007; TENORIO et al. 2010) pois nos estudos de Ekabo e
Farnsworth (1996) foram isoladas 2 delas (Salzmannianosideos A e B) efetivas
contra A. fumigatus.

Sua presenca nos extratos de P. alliacea difere dos obtidos por Pilar et al.
(2003) e esta de acordo com os estudos de Alonso (1998) e Gomes (2006) a qual
detectou a presenca destes compostos em diversas fracdes do extrato das raizes de
P. alliacea, caracterizada pela formacdo de espuma estavel em tubo de ensaio por
intermédio da agitacdo vigorosa do extrato diluido em &gua destilada, tal como na
determinacéo do indice de espuma.

Em nossos resultados, ambas as partes da planta possuem saponinas,
porém, como o extrato das partes aéreas nao inibiu o crescimento de A. fumigatus, a
atividade pode ser atribuida a outros metabdlitos.

Os terpenos foram detectados apenas no extrato das raizes, podendo ser
estes 0s responsaveis pela acao antifungica dos extratos.

As sesquiterpenolactonas, também sdo conhecidas como metabdlitos com
elevada atividade antifungica (WEDGE et al. 2000; ALVARENGA et al. 2009), e
podem estar relacionadas aos resultados obtidos, pois nos estudos de Erasto et al.
(2006), foram isolados o vernolidio e vernodalol, com potencial de inibicdo de 64%
contra A. flavus e em menor grau (59%) contra A. niger.

Lipofilicidade tem sido sugerida como um fator que influencia a atividade
fungicida de lactonas sesquiterpénicas e outras drogas fungicidas no qual um
aumento da lipofilicidade aumenta a toxicidade dos compostos em fungos
(BEEKMAN et al. 1997; BARRERO et al. 2000; WEDGE et al. 2000), principalmente
devido as estruturas lipofilicas presentes na superficies dos conidios de A.

fumigatus, como citado anteriormente.
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Dentre os terpenos presentes na constituicdo quimica de P. alliacea, ja foram
isolados das partes aéreas o a-Friedelinol, &cido barbinevico, ilexgenina A,
isoarborinol, palustrol (SEGELMAN e SEGELMAN, 1975; DE SOUSA et al., 1990;
DELLE MONACHE e SUAREZ, 1996) e o borneol, carvacrol, eugenol, geraniol, fitol
a partir das raizes (AYEDOUN et al. 1998; NEVES et al. 2011), sendo o borneol
efetivo contra A. niger (TULLIO et al. 2007; CLAUSEN et al. 2010) e o eugenol e
carvacrol com atividade antifingica comprovada em C. albicans (CHAMI et al. 2004).

A presenca de sesquiterpenolactonas no extrato de raizes esta de acordo
com estudo realizado por Pilar (2003), segundo Jaimes et al. (2006) estes
metabolitos podem apresentar efeito citotoxico assim como os estudos de Buskuhl
(2007), o qual isolou e avaliou o mecanismo de acdo citotdéxica in vitro de uma
lactona sesquiterpénica do tipo hirsutinolideo a partir da espécie Vernonia
scorpioides, este resultado também foi observado nos estudos de Jovicevic et al.
(1993) utilizando o extrato de P. alliacea L. demonstrando sua toxicidade frente a
linhagens de células de leucemia e linfoma.

Além das grandes classes de substancias, P. alliacea também possui estudos
que comprovam a presenca de compostos de enxofre o que justifica seu odor
desagradavel caracteristico semelhante ao alho, e destes o primeiro isolado de
raizes e caules foi o benzyl-2-hydroxy-5 ethyl trisulfide (VON SZCZEPANSKI et al.
1972), com destaque também para o trissulfeto de dibenzila (DTS) (WILLIAMS et al.
1997; JOHNSON et al. 1997; BEZERRA, 2006, ROSADO-AGUILAR et al. 2010).

Ja foi comprovada a atividade antifangica do DTS contra C. cladosporioides e
C. Sphaerospermum, que também sao fungos filamentosos (BENEVIDES et al.
2001), tal como o S-(2-hidroxietil) fenilmetanotiosulfinato e o S-benzil-
fenilmetanotiosulfinato, também isolados das raizes de P. alliacea, foram efetivos
contra A. flavus na dose de 0,032mg/mL (KIM et al. 2006).

Estes compostos sdo derivados dos sulfoxidos de cisteina e estdo em
maiores concentracdes nas raizes do que nas folhas de P. alliacea na concentracdo
de 3 mg/g e 0,08 mg/g, respectivamente (KIM et al. 2006), o que pode justificar os
dados encontrados neste estudo, se relacionados aos compostos de enxofre.

O extrato etandlico 70% das folhas de P. alliacea possui atividade
documentada contra fungos leveduriformes com valores de CIM e CFM de 0,25
mg/mL para C. parapsilosis e 0,76 mg/mL para C. kefyr e C. albicans, os quais

relacionaram estes resultados ao maior teor de polifenois e flavonoides totais (3,42 e
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1,68 pg/mL, respectivamente) do extrato (GUEDES et al. 2009), porém, estes
metabolitos ndo foram detectados em nenhum dos extratos testados.

Todos os resultados obtidos neste estudo indicaram maior atividade dos
extratos hidroalcodlicos das raizes de P. alliacea contra A. fumigatus, apresentando
valores de CIM e CFM entre 3,12 — 25 mg/mL considerando ambos 0s periodos,
sendo menores do que 0s apresentados para as outras espécies, porém, estes
valores encontram-se muito elevados para utilizacdo destes extratos na pratica
clinica, sendo necessario outros estudos na busca pelos constituintes responsaveis
pela atividade biolégica para encontrar resultados positivos em menores
concentracoes.

Os parametros utilizados para o controle da qualidade de matérias-primas
farmacéuticas sé@o estabelecidos em testes contidos em documentos oficiais, como
as Farmacopeias e Cadigos Oficiais (FARIAS, 2007), dentre eles, os utilizados neste
trabalho foram a analise granulométrica, perda por dessecacdo pelo método
gravimétrico e por balanca de infravermelho (Infratest), determinacéo de cinzas, pH,
indice de espuma e teor de extrativos.

A analise granulométrica do pé obtido das partes aéreas de P. alliacea L.
apresentou diametro médio (D50) de 0,275 e 0,253 mm no periodo chuvoso (PC) e
seco (PS) respectivamente, ja as raizes apresentaram D50 de 0,264 (PC) e 0,253 mm
(PS), apresentando uma proximidade numérica, o que se explica devido a utilizacao
de malha com mesma abertura nominal no processo de moagem, por este motivo,
nao foi aplicado o teste estatistico para este parametro. Segundo a literatura (LIST e
SCHMIDT, 2000), a droga pulverizada que apresenta particulas de tamanho superior
a classificacdo de fino € mais adequada para os processos de extracdo e quanto a
classificacdo proposta pela Farmacopeia Brasileira (52 ed.), os pds das partes aéreas
e raizes de P. alliacea foram classificados como moderadamente grossos para ambos
os periodos de coleta.

O grau de divisdo dos poés interfere de modo significativo, porém ndao
isoladamente, no rendimento e nos constituintes quimicos que podem ser extraidos,
representando uma influencia direta sobre a eficiéncia do processo extrativo, 0 que
pode afetar na atividade biologica dos extratos, a exemplo do estudo de Gi&o et al.
(2009) o qual analisou extratos provenientes de pés com diferentes granulometrias,
observando diferencas significantes em relagdo ao poder antioxidante dos extratos,

com a variacao do tamanho de particula e da superficie de contato para extracao.
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Outro estudo semelhante foi conduzido por Asep et al. (2008), que também
avaliou a eficiéncia do processo extrativo em fungédo do grau de divisdo da droga
vegetal, constatando que particulas de menor tamanho foram mais eficientes na
extracao.

A média dos resultados obtidos por gravimetria para as partes aéreas foram
de 9,7% (PC) e 8,5% (PS) e das raizes foi de 8% (PC) e 8,1% (PS), enquanto 0s
percentuais por INFRATEST foram 8,96% (PC) e 7,36% (PS) para as partes aéreas, e
7,5% (PC) e 7,2% (PS) para as raizes. Os resultados de gravimetria e Infratest foram
diferentes estatisticamente (p<0,05) entre os periodos para as partes aéreas,
enquanto que para as raizes, ndo houve diferencas estatisticas.

A guantidade excessiva de agua presente em drogas vegetais pode contribuir
para a ocorréncia de reacdes de hidrolise ou proliferacdo de microrganismos, por este
motivo a Farmacopeia Brasileira (52 ed) estabelece um limite para este parametro de
ate 14%, e sua determinacéo pode ser realizada através da perda por dessecacéo a
gual se destina a quantificar as substancias volateis de qualquer natureza nas
plantas, sendo que estas podem ser representadas somente por agua ou hao
(BRASIL, 2010).

Todos os resultados estdo dentro dos limites estabelecidos na Farmacopeia
Brasileira; este parametro também € importante para que estes valores possam ser
incluidos nos calculos de rendimento em nivel de producéo industrial (POLITI, 2009).

Os resultados para as cinzas das partes aéreas de P. alliacea foram de 9,4%
(PC) e 8,1% (PS), ja para as raizes foram de 4,6% (PC) e 7,2% (PS), todos
estatisticamente diferentes (p<0,05), porém, as amostras ndo carbonizaram
totalmente quando submetidas a temperatura maxima (600°C) descrita na
metodologia farmacopéica, isto foi observado devido a coloracdo azul-esverdeada
persistente mesmo apos o tratamento com agua preconizado nestes casos.

As cinzas, sdo definidas por Costa (1994) como o residuo nao volatil, isento
de carbono que é resultante da combustdo de substancias organicas, provenientes
de constituintes minerais da composi¢cdo do vegetal, seu conteddo constitui um
indice individual para identificacdo e pureza, por este motivo, ao ultrapassar o limite
estabelecido pode ser caracterizada fraude.

De acordo com Saiki et al. (apud Lopes-Martins et al. 2002) os componentes

inorganicos presentes na espécie P. alliacea, determinados por ativacdo de néutrons
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sdo aluminio, bromo, cobalto, ferro, potassio, manganés, magnésio, zinco, dentre
outros.

O pH da agua destilada utilizada no teste foi de 5,5, j& o dos decoctos obtidos
através do po das partes aéreas e raizes de P. alliacea apresentaram caréater acido,
com valores médios de 6,1 e 5,7, para o periodo chuvoso, respectivamente e 5,7 e
5,6 para o periodo seco, o que pode ser devido a natureza quimica das substancias
presentes na espécie.

O valor do indice de espuma foi de 125 no periodo chuvoso e 142,82 no
periodo seco para ambas as partes da planta. Segundo Costa (1994), o indice de
espuma consiste na maior diluicdo do decocto preparado na técnica que, de acordo
com as circunstancias do ensaio, € capaz de formar um anel espumidico persistente
de 1 cm de altura. O teste também infere ser a propriedade afrogénica, indicativa da
presenca, principalmente, de saponinas, ao qual conferem essa acdo (BORELLA et
al. 2006).

Os resultados dos testes de teor de extrativos foram de 15% para todas as
amostras analisadas. Este parametro tem como objetivo de avaliar a quantidade de
substancias extraiveis em um determinado liquido extrator, empregou-se a decocc¢do
neste estudo e foi utilizado unicamente como auxiliar a caracterizacao fisico-quimica
pois trata-se de um parametro importante no controle de qualidade de matérias
primas vegetais.

A diferenca estatistica observada nos parametros farmacognosticos tal como
na composicao fitoquimica da espécie entre os periodos pode ser devido a alguns
fatores climaticos como a sazonalidade, disponibilidade hidrica, temperatura,
radiacdo ultravioleta e disponibilidade de nutrientes a qual a planta € submetida
durante seu cultivo (GOBBO NETO e LOPES, 2007).

Foi detectada a presenca de acUcares redutores e alcaloides em ambas as
partes da planta, no qual estes ultimos estando de acordo com o0s estudos
realizados por Alonso (1998).

Né&o foi observada a presenca de taninos e flavondides, no material de ambos
os periodos tal como nos estudos realizados por Gomes (2006), ndo sendo
corroborados com os estudos desenvolvidos por Guedes (2009), o qual quantificou
os polifenois e flavonoides totais do extrato hidroalcodlico 70% obtendo resultados
de 3,42 e 1,68 pg/mL respectivamente. Fontoura et al. (2005), detectou no extrato

etandlico taninos, cumarinas e esteroides.
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Este resultado pode ser atribuido a técnica utilizada, pois por tratar-se de
reagcbes colorimétricas, a quantidade de clorofila observada, principalmente no
extrato das partes aéreas, pode ter alterado a observacdo deste parametro, neste e
em outros testes, como os de sesquiterpenolactonas e depsidios, 0os quais se
mostraram positivos para o extrato das partes subterraneas e negativas no extrato
das partes aéreas.

A presenca de alcaloides no extrato das raizes estd de acordo com o0s
resultados apresentados por Alonso (1998), mas nao corroboram com os resultados
encontrados por Gomes (2006) e Pilar et al. (2003). Os alcaloides estao
relacionados a atividades amebicida, antimalarica, anticolinérgicas, anti-
hipertensivas, antitumorais, antitussigena, hipnoanalgésica, depressora cardiaca,
estimulante do SNC, diurética, tratamento da gota, miorrelaxante, simpatomimética,
antiviral, entre outras (SIMOES, 2007), onde algumas dessas podem confirmar as
alegacdes de uso de P. alliacea L.

Os foram resultados positivos para depsideos e depsidonas, que sao
metabolitos que apresentam muitas atividades bioldégicas como antioxidantes,
antitumorais, analgésicas e antipiréticas (HIDALGO et al. 1994).

A deteccdo de acuUcares redutores consiste na oxidacdo de um grupo
carbonila de um monossacarideo a carboxila, apés a reacdo com um ion, a exemplo
do Cu?" reduzindo-o a Cu*, este é caracterizado como acucar redutor, sendo este
principio utilizado na determinacdo deste tipo de aclUcar e € bastante utilizado no
diagnostico da diabetes para determinacdo dos niveis de glicose sanguineos
(DEMIATE et al. 2002), e sua producao por espécies botanicas esta relacionado a
mecanismos de protecdo contra o estresse hidrico, e dentre estes, a producao
destes metabdlitos, alterando o potencial osmoético para maior captacdo de agua
(CHAVES FILHO e STACCIARINI-SERAPHIN, 2001).

Estudos para avaliacdo das propriedades biologicas de extratos vegetais sao
de extrema importancia, porém, para avaliacdo da seguranca de seu usO como
medicamentos, a avaliagdo da toxicidade, estudos farmacologicos pré-clinicos e
clinicos sdo indispensaveis para a garantia da eficacia do tratamento (LAPA et al.
2007).

De acordo com Gemtchuajnicov (1976), P. alliacea € uma planta altamente
toxica e seus efeitos j& eram conhecidos pelos escravos que a utilizavam para

“amansar” os senhores. A toxicidade dos extratos desta espécie ja foi vastamente
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avaliada em diferentes modelos experimentais como nos estudos de Hoyos et al.
(1992) que investigaram o potencial genotdxico sugerindo que esta possui efeitos
mutagénicos e que sua administracdo em grande quantidade pode apresentar risco
de saude.

A avaliacdo da toxicidade in vitro € Uutil e necessaria para definir a
citotoxicidade basal, ou seja, a habilidade intrinseca de um composto causar
alteracdes e morte celular, como consequéncias de dano das funcdes celulares
basicas, além de apresentar boa reprodutibilidade, facil execucdo, baixo custo
relativo e reduzir o uso de animais utilizados nos testes de toxicidade (VALADARES,
2006), pois apdés comprovada a ndo toxicidade, a pesquisa podera ter continuidade
realizando-se os ensaios de toxicidade in vivo (ROGERO et al. 2003).

Os extratos nas doses utilizadas (100 — 1,56 mg/mL) ndo afetaram a
viabilidade celular dos macréfagos, que mostrou-se préoxima a 100%, porém foram
ativos contra as células fangicas, que também sao eucaridticas, em muitas dessas
concentracdes, 0 que pode caracterizar alguma especificidade dos compostos de P.
alliacea a algum componente especifico das células fungicas, como a parede
celular.

O ensaio hipocratico utilizado forneceu informacdes gerais acerca da natureza
da atividade dos extratos na dose de 5000 mg/Kg foi realizada de acordo com o
descrito por Malone e Robichaud (1962) e Brito (1994) (Anexo 02, p. 108) e como
nao foram observadas mortes de animais durante o periodo de observacdo néo se
fez necessaria a reducéo das doses, tal como descrito pelo protocolo 420 da OECD
(2001), o qual classifica a toxicidade aguda dos extratos de grau 5, ou seja, de baixa
toxicidade.

Estes resultados estdo de acordo com os experimentos de Lima et al. (1991),
0s quais usaram doses de 8000 mg/kg do extrato aquoso das raizes e Fontoura et
al. (2005) utilizando o extrato etandlico 95% das folhas nas doses de 500, 1000,
5000 e 10.000 mg/kg.

Em outro estudo, o extrato etandlico 70% das partes aéreas, administrado por
via oral em camundongos, na dose de 3000 mg/kg também n&o produziu efeitos
toxicos (AUDI et al. 2001).

Garcia-Gonzéles et al. (2006), avaliaram o efeito do extrato aquoso a quente

das folhas frescas de P. alliacea, por 18 dias na dose de 2000 mg/kg, e né&o
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observaram mortes nem alteragbes na evolucdo ponderal dos animais, estando de
acordo com o presente estudo.

Andrade et al. (2012) observaram, que ap0s a exposi¢cao ao extrato nas doses
de 2000 e 5000 mg/kg, camundongos fémeas apresentaram letargia e sonoléncia
em ambas as doses. Este foi o Unico estudo que utilizou o extrato da planta total e
por este motivo, os efeitos podem ter sido decorrentes do sinergismo entre as
substancias presentes em sua composicao.

Embora a maioria dos estudos realizados com P. alliacea apresentarem baixa
toxicidade aguda, Nunes et al. (1983) relataram casos de ovelhas que
desenvolveram sintomas de caquexia muscular distrofica apds o consumo diario
desta planta, esta doenca € caracterizada por fraqueza, ataxia nos membros
inferiores, desidratacdo e perda de peso, sendo recomendados estudos a partir da

exposicdo cronica desta espécie para conhecimento de seu perfil toxico.
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7 CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico 70% das partes aéreas de P. alliacea L. ndo inibiu o
crescimento de A. fumigatus e ndo foi testado nas demais espécies de Aspergillus,
entretanto o extrato das raizes de ambos os periodos apresentou atividade
antifangica contra A. fumigatus, A. flavus e A. niger, porém, mesmo a primeira
espécie sendo mais susceptivel a acao dos extratos, as concentracdes sao elevadas
para o0 consumo humano, recomendando-se o0 isolamento dos constituintes
responsavel pela atividade.

Os dados obtidos através da caracterizagdo fisico-quimica das partes aéreas
e raizes de P. alliacea L. demonstram parédmetros que podem ser reprodutiveis
através das metodologias empregadas visando o controle de qualidade da espécie
contribuindo com dados que possam subsidiar a literatura acerca da espécie.

N&o houve diferencas qualitativas nos resultados da prospeccao fitoquimica
realizada no pé e no extrato hidroalcodlico, nem entre os periodos de coleta,
destacando a presenca de saponinas, acucares redutores, alcaloides em ambas as
partes, e sesquiterpenolactonas e depsideos/depsidonas apenas nas raizes.

Os extratos de ambos os periodos, ndo afetaram a viabilidade das células
eucaridticas e 0s animais tratados com a dose aguda de 5000 mg/mL n&o

apresentaram sinais de toxicidade nem danos em seus 6rgaos.
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