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RESUMO

SALES, M.D.C. Avaliacdo e caracterizacao de insumos bioativos da aroeira
(Schinus terebinthifolius Raddi) com potencial econbmico para o0
desenvolvimento tecnolégico de bioprodutos. 2013. 134f. Tese (Doutorado em
Biotecnologia) — Programa de PéOs-Graduacdo em Biotecnologia, UFES, Espirito
Santo.

A aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) € uma espécie de importancia
agroindustrial, devido a sua aplicagdo nas industrias de alimentos, cosmética e
farmacéutica. Considerando exigéncias da sociedade por produtos de qualidade,
buscou-se, neste trabalho, identificar e avaliar insumos bioativos, quais sejam,
tinturas-mae (TM), extratos (EXT) e 6leos essenciais (OE), obtidos a partir de folhas
e frutos de genotipos da aroeira.

As TM foram obtidas de folhas de plantas hermafroditas (TMArFH), femininas
(TMArFF), e masculinas (TMArFM) e de frutos, de plantas hermafroditas (TMArFrH)
e de duas amostras de plantas femininas (TMArFrF1 e TMArFrF2). Foram
preparados a partir do extrato vegetal (com adicdo de adjuvante natural) por
maceracdo. Nos OE, obtidos de folhas (FO1 A F04) e frutos (FRO1 a FRO07), foi
utilizado o processo da hidrodestilacao.

Foram realizadas andlises fisico-quimicas das amostras de TM e para a identificacdo
dos constituintes quimicos, foram usadas as técnicas de cromatografia em camada
delgada (CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia de
fase gasosa (CG) e acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). A atividade
antioxidante das TM foi determinada pelo método do radical livre estavel DPPH (1,1-
difenil-2-picril-hidrazil) e a avaliagdo da eficiéncia antifungica realizada pelo método
de difusdo em agar, para os fungos, Fusarium guttiforme e Chalara paradoxa,
patégenos do abacaxizeiro.

As analises fisico-quimicas, apresentaram valores médios, de residuo seco (1,41% +
0,13), teor alcéolico (67% + 0,78), pH (5,6 + 0,78) e densidade (0,898g.mL™ + 0,98),
dentro das especificacdes técnicas, indicando qualidade no processo de obtencdo
da TM. Os cromatogramas de frutos mostraram a presenca de grupos fendlicos, com
destaque, para o isolamento de dois importantes biflavonéides, agathisflavona e
tetrahidroamentoflavona. Houve predominancia monoterpénica, e a amostra FRO1,
apresentou o maior percentual de limoneno (36,85%), que representou 0 maior teor
relativo (70,85%). Em relacdo a atividade antioxidante, a TMArFH (250 pg/ml)
apresentou melhor disponibilidade para a captacdo do DPPH (59,09% + 0,004). A
TMArFH apresentou, juntamente com o fungicida tebuconazole a 0,1%, forte inibig&o
do crescimento micelial, para F. guttiforme (Pl = 82%) e eficiéncia antifiUngica para
C. paradoxa (Pl= 42,86%). Pela primeira vez folhas e frutos da espécie S.



terebinthifolius, foram utilizados para obtengcdo de TM e constituem uma potencial

matéria prima para o desenvolvimento de bioprodutos com atividade fungicida para o
controle de fitopatégenos.

Palavras-chave: Tintura mae; 6leos essenciais; antioxidante; Fusarium guttiforme;
Chalara paradoxa.
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ABSTRACT

SALES, M.D.C. Evaluation and characterization of bioactive inputs of aroeira
(Schinus terebinthifolius Raddi) with economic potencial for the technologic al
development of bioproducts.  2013. 134f. Thesis (Doctoral in Biotechnology) - Post
graduation Biotechnological Programme, UFES, Espirito Santo. Brazil.

Aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) is an important plant mainly due its industrial
application in the food industry, cosmetics and pharmaceutics. Since society has
been exigent to choice qualified products, in this work we aimed identification and
evaluation of bioactive products, such as mother tinctures (MT), extracts (Eb) and
essential oils (EO) from leaves and fruits of aroeira genotypes. The TM were
obtained from the leaves of plants hermaphrodite (TMArFH), female (TMArFF), and
male (TMArFM) and fruits from hermaphrodite plants (TMArFrH) and two samples of
female plants (and TMArFrF1 TMArFrF2), were prepared from the plant extract (with
natural adjuvant) by maceration. OE from leaves (F01-F04) and fruits (the FRO1-
FRO7), were obtained from the hydrodistillation.

Analytical methods were used to perform physic-chemical analyses of MT and
chemistry compounds identification were carried out by thin layer chromatography
(TLC), high performance liquid chromatography (HPLC), gas chromatography (GC)
and gas chromatography-Mass spectrometry (GC/MS). The antioxidant activity of the
different MT was evaluated using the stable free radical DPPH (1, 1- diphenyl-2-
picryl-hydrazyl) method and, evaluation of antifungal efficiency of TM was performed
by the agar diffusion method, for the fungi Fusarium guttiforme and Chalara
paradoxa, pineapple pathogens.

The physico-chemical analysis showed average values of dry residue (1.41 £ 0.13%),
alcohol content (67% + 0.78), pH (5.6 + 0.78) and density (0.898 g. mL™ + 0.98),
within the technical specifications, indicating quality in the process and specifications
to obtaining the TM. The chromatograms showed the presence of phenolic groups,
especially, isolation of two important biflavonoids, agathisflavona and
tetrahidroamentoflavona. Monoterpenes predominated, and the sample FRO1, had
the highest percentage of limonene (36.85%), which represented the highest relative
content (70.85%). Regarding the antioxidant activity (AA), the TMArFH (250 pug/mL),
showed better availability for uptake of DPPH (AA= 59.09%). In the antifungal test
both TMArFH as tebuconazole fungicide at 0.1%, showed strong inhibition of the
mycelial growth for F. guttiforme (Pl= 82%) and a significant efficiency for C.
paradoxa (Pl= 42. 86%). This is the first report with the use of MT from leaves and
fruits of S. terebinthifolius with potential feedstock for the development of bioproducts
with fungicidal activity for control plant pathogens.

Key-words: Mother tincture; Essential oil; antioxidant; Fusarium guttiforme; Chalara
paradoxa.
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1 INTRODUCAO

Plantas medicinais ou aromaticas sao utilizadas visando principalmente o crescente
mercado de produtos naturais a partir de fontes renovaveis. Além de serem
utilizadas como matérias primas para a industria alimenticia, tém produtos do seu
metabolismo primario e secundério destinados a outros setores, como a industria
farmacéutica e de cosméticos (BIZzZO; HOVELL; REZENDE, 2009, LUBBE;
VERPOORTE, 2011).

Atualmente, os atributos de qualidade de produtos associados a seguranca do
alimento, boas praticas agricolas e biotecnologia sdo temas presentes no setor
agroindustrial  (CONCEICAO, 2012). O estimulo & geracdo de produtos
agropecuarios estratégicos, visando novos patamares de competitividade do
agronegadcio brasileiro, priorizando a biodiversidade do pais, faz parte da Politica de
Desenvolvimento da Biotecnologia no Pais (BRASIL, 2007).

A espécie Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira vermelha), uma planta nativa da
América do Sul, além de apresentar uma ampla plasticidade ecoldgica, compde um
importante grupo entre as espécies de plantas medicinais e aromaticas com valor
econbmico (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009; LUBBE; VERPOORTE, 2011). No
Brasil, através do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicas
(PNPMF), que incentiva a pesquisa com plantas, exéticas adaptadas ou nativas, a
espécie foi incluida na Relagdo Nacional de Fitoterapicos (RENAFITO), por
evidéncias de seguranca e eficacia do uso de suas cascas (BRASIL, 2009).

Estudos descrevem a utilizacdo de diversas formas extrativas da aroeira e suas
atividades farmacoldgicas, as mais diferenciadas, destacando-se a antioxidante
(DEGASPARI; WASCZYNSKY; dos SANTOS, 2004; VELASQUEZ et al., 2003) e
antimicrobiana e inseticida (DEGASPARI; WASCZYNSKY; PRADO, 2005; LIMA et
al., 2006; MARTINEZ et al.,1996; MELO-JUNIOR et al., 2002). Estas atividades
estdo relacionadas a presenca de flavonoides (principalmente nos frutos, de
biflavonéides), taninos, acidos triterpénicos e, de mono e sesquiterpenos no 6leo
essencial de frutos e folhas da espécie (BARBOSA et al., 2007; CERUKS et al.,
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2007; CORREIA et al., 2006; OLIVEIRA, 2012), com aplicacdo nas industrias de
alimentos, cosmética e farmacéutica (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Na prética de uma agricultura econdmica competitiva, a intervencéo para o controle
de doencas é realizada geralmente através do uso de defensivos agricolas,
principalmente os fungicidas (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2000). O
uso intensivo e indiscriminado de agrotdxicos na agricultura tem causado diversos
problemas de ordem ambiental como, contaminacdo de alimentos, do solo, da agua
e dos animais, além da intoxicacdo de agricultores e a resisténcia de patdogenos
(MORANDI; BETTIOL, 2009; STANGARLIN; SCHWAN-ESTRADA, 2008).

A busca por produtos naturais que apresentem propriedades antioxidantes
associadas a propriedades antimicrobianas vem sendo investigada nos ultimos
anos. Estudos, envolvendo a identificagdo de espécies vegetais cujos produtos
extrativos apresentem substéncias bioativas com acdo bioldgica contra
fitopatdgenos, também tém sido realizados (GARCIA et al.,, 2008; KUSTER;
ARNOLD; WESSJOHANN, 2009; SALES, 2009; STANGARLIN; SCHWAN-
ESTRADA, 2008).

Entretanto ndo foram encontrados relatos em literatura sobre a obtencdo e
identificacdo de insumos bioativos, como as tinturas- mae (TM), a partir de folhas e
frutos da aroeira. Logo, ndo existem parametros pré-definidos para identificacdo de
grupos ativos, sendo imprescindivel o estabelecimento das condi¢cfes fisico-
quimicas e cromatograficas ideais para seletividade e validagdo de um método
factivel para tinturas-mae hidroetandlicas. Vale ressaltar que a triagem destas
formas extrativas objetivam a validagcdo destes insumos no controle de

microorganismos, principalmente produtos com potencial atividade antifungica.

Considerando exigéncias cada vez maiores da sociedade e dos mercados
consumidores por produtos qualificados buscou-se, neste trabalho, identificar e
avaliar insumos bioativos, Tinturas-mae (TM) e Oleos essenciais (OE), obtidos a
partir de folhas e frutos em gendtipos da espécie Schinus terebinthifolius, como
potencial matéria prima para o desenvolvimento de bioprodutos com atividade
fungicida para o controle de fitopatégenos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

O Brasil € o pais de maior biodiversidade em plantas medicinais do mundo.
Entretanto, apenas em 2006, foram publicadas politicas governamentais voltadas
para o setor, como a Politica Nacional de Plantas medicinais (PNPM). Essas
politicas trazem como diretrizes, dentre outras acoes, a elaboracdo/ adequacédo do
marco regulatério e incentivo a pesquisa para plantas medicinais, priorizando a
biodiversidade do pais o desenvolvimento de tecnologias e inovagdes nas diversas
fases da cadeia produtiva (BRASIL, 2006; SCHULZ, V.; HANSEL, R.; TYLER, 2002).

O Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicas (PNPMF) incentiva a
pesquisa com plantas, exoticas adaptadas ou nativas, incluidas na Relacdo Nacional
de Fitoterapicos (RENAFITO), subsidiada por estudos e pesquisas em
desenvolvimento e inovacdo de produtos principalmente no setor agroindustrial
(BRASIL, 2009). Os critérios, para inclusdo na RENAFITO, s&o: i) ser uma espécie
da flora brasileira ndo ameacgada de extingao; ii) ter distribuicdo por diversos biomas
brasileiros; iii) possuir evidéncias de seguranca e eficcia; iv) registro na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA); v) ser fitoterapicos de uso na atencéo
basica e vi) ser produzido com plantas exéticas adaptadas ou nativas (BRASIL,
2006; BRASIL, 20009).

O Decreto n°® 6041, de 08 de fevereiro de 2007, que instituiu a Politica de
Desenvolvimento da Biotecnologia no Pais, apresenta como diretriz o estimulo a
geracdo de produtos agropecuarios estratégicos visando novos patamares de
competitividade e a seguranca alimentar, mediante a diferenciacdo de produtos que
viabilizem a conquista de novos mercados, tendo como alvos, dentre eles, a
pesquisa de insumos bioativos, priorizando a biodiversidade do pais, com potencial

eficiéncia no controle de microrganismos (BRASIL, 2007).
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2.2 AROEIRA (SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS RADDI)

A familia Anacardiaceae ¢é de ocorréncia pantropical, incluindo poucos
representantes em regides temperadas. Compreendem aproximadamente 70
géneros e 600 espécies de arvores ou arbustos conhecidas pela sua importancia
como frutiferas, como manga (Mangifera indica L.), caju (Anacardium occidentale L.),
seriglela (Spondias mombin L.), pistache (Pistacia vera L.), aroeira vermelha
(Schinus terebinthifolius Raddi) (DUARTE et al.,, 2006; LORENZI; MATOS, 2002;
PIO CORREA, 1984). Tradicionalmente, as espécies desta familia, s&o empregadas
na medicina popular como, cicatrizante, estomaquicas e antidiarréicas, pela

presenca de taninos e 6leo-resinas (DUARTE et al., 2006).

Esta familia se destaca pelo numero de investigacBes relativas a composicao
guimica de suas espécies e atividades biolégicas de seus extratos e metabdlitos
(CORREIA et al., 2006; COWAN, 1999). Os estudos destas espécies possibilitaram
verificar a ocorréncia de flavondides (principalmente, biflavonéides), terpenos,
esterbéides, xantonas e, principalmente, dos lipidios fendlicos e derivados. A
atividade antioxidante ampla e elevada e a atividade antifungica estdo entre os
resultados mais promissores até o momento (CORREIA et al., 2006).

No Brasil, a aroeira € o0 nome comum de varias espécies da familia Anacardiaceae,
como as espécies: i) Astronium fraxinifolium Schott & Spreng., nativa dos cerrados
do Brasil central, conhecida como aroeira-do-campo, aroeira-vermelha, goncalo-
alves; ii) Lithraea molleoides (Vell) Engl., nativa de varias formagbes do sul e
sudeste, conhecida como aroeira-branca, aroeira-brava, aroeira-do-brejo, aroeira-da-
capoeira; iii) Myracrodruon urundeuya Allemao, nativa da caatinga e do cerrado,
desde o Ceara até o Parand, conhecida como aroeira-do-campo, aroeira-da-serra;
iv) Schinus molle L. DC., nativa do Ceara até o estado do Parand e Mato Grosso do
Sul, é conhecida como aroeira salsa, aroeira salso, aroeira, aroeira folha de salso,
aroeira mole, corneiba, corneita, anacauita, fruto de sabia, aroeira periquita,
pimenteiro, terebinto, balsamo; e, v) Schinus terebinthifolius, nativa de vérias
formagOes vegetais do nordeste, centro-oeste, sudeste e sul do Brasil, conhecida
por diferentes nomes populares, como aroeira, aroeira-mansa, aroeira-vermelha,

aroeira-precoce, aroeira-pimenteira, aroeira-do-sertdo, cambui, coracao-de-bugre e
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fruto-de-sabia (DI-STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; LORENZI, 2002; LORENZI
MATOS, 2002).

A espécie Schinus terebinthifolius, € uma planta perenifélia, de caule tortuoso, nativa
da América do Sul, especialmente no Brasil, Paraguai e Argentina (DUARTE et al.,
2006; LORENZI; MATOS, 2002), podendo atingir de 5 a 10 metros (Figura la). As
folnas séo verde-escuras, compostas, oblongas a elipticas e com nervura
proeminente na parte de cima do limbo e o florescimento ocorre, geralmente, nos
meses de setembro a janeiro. As flores, brancas ou de cor amarela (Figura 1b), sé@o
pequenas e agrupadas em inflorescéncias do tipo cacho (DUARTE et al., 2006;
LORENZI, 2002), possuem sexos huma mesma arvore ou em arvores diferentes.

Figura 1 Exemplar de Schinus terebinthifolius, no municipio de Pedro Canério- ES, Brasil: a) arvoredo
e b) detalhe das folhas e flores.

Os frutos sdo do tipo drupa e tém coloragdo verde no inicio e depois se tornam
vermelhos (Figura 2); podem ser colhidos de janeiro a julho e a casca de tronco a
gualquer época do ano (BORNHAUSEN, 2012).

Em relagcdo as propriedades alimenticias, os frutos maduros, adocicados e
aromaticos destacam-se dentre as muitas especiarias existentes e que séo
utilizadas essencialmente para acrescentar sabor e refinamento aos pratos da
culinéria universal (DEGASPARI, 2004).
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Figura 2 Frutos maduros da espécie Schinus terebenthifolius. Fonte: DEGASPARI, 2004.

No caso das propriedades antioxidantes, a investigacdo ndo se restringe a area
alimenticia sob o ponto de vista tecnologico. A procura por alimentos com poder
antioxidante tem se mostrado muito difundida no meio cientifico. A investigacdo e
comprovacédo desta propriedade de forma efetiva conferem a estes produtos o titulo
de “alimento funcional” (DEGASPARI, 2004). Suplementos ou complementos
alimentares estdo ganhando reconhecimento substancial como agentes
quimioprofilaticos (quimiopreventivos), devido a sua capacidade de atuar através de
diversos mecanismos (PAN; HO, 2008).

2.2.1 Estudos fitoquimicos

Os estudos fitoquimicos compreendem as etapas de extracdo, fracionamento,
isolamento, elucidacao estrutural e identificacdo dos constituintes mais importantes
do vegetal, principalmente de substéncias originarias do metabolismo secundario,
responsaveis - ou ndo - pela acdo biolégica. Esses conhecimentos permitem
identificar a espécie vegetal e, conjuntamente com ensaios de atividade bioldgica,
analisar e caracterizar frages ou substancias bioativas (SONAGLIO et al., 2010).

A andlise fitoquimica, quando trabalhamos com uma forma extrativa nova, como TM,

como no caso da espécie S. terebinthifolius, consiste na caracterizacdo de grupos
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(constituintes) quimicos ativos, pertencentes a classes metabdlicas, presentes nas
formas extrativas vegetais, desenvolvidas a partir do processo extrativo padronizado
com a utilizacdo de um solvente adequado e posteori caracterizagdo dessas

substancias no produto tecnologicamente transformado.

Os produtos do metabolismo secundario, ndo estdo diretamente ligados a
manutencdo da vida do vegetal, porém, conferem vantagens a sua sobrevivéncia
(SANTOS, 2010; TAIZ; ZAIGER, 2009). Com raras excec¢fes, 0s metabdlitos
secundarios tém em comum a sua biossintese, originada da rota do acido
chiquimico ou chiquimato, que origina compostos aromaticos, ligninas, neolignanas
e cumarinas; aminoacidos de onde derivam alguns alcaloides e a rota do acetato,
malonato e mevalonato (TAIZ; ZAIGER, 2009).

GLICOSE
I
Acido Acetil
Chiauimico \/ o
Fenilalanina/ Via
Tirosina Ciclo do Mevalonato
' - Condensacao
Triptofano ’D‘F'_‘m Acido
Galico Citrico
|soprendides
:::;:2?:2 Taninos ornitinal Acidos graxos
‘e i isaveij Lisina i
quinolidicos hidrolisaveis Acetogliconas
Terpendides
Antraguinonas e esterois
Flavonodides
e Taninos
Protoalcaldides, Acido Condensados
Alcaloides, cinamico . .
isoquinolidicos e Alcaloides pirrolidinicos,
benzilisoguinolidicos tropanicos, pirrolizidinicos,

piperidinicos e quinolizidinicos

Fenilpropandides

Lignanas, Ligninas e
cumarinas

Figura 3 Esquema basico do ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios de espécies vegetais.
Fonte: SANTOS, 2010.
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Este ultimo pode ser redirecionado em outras trés vias: ciclo do acido citrico,
mevalonato e condensacgdo (Figura 3). A via do mevalonato é responsavel pela
sintese dos isoprendides, que ddo origem aos terpenos, cujos monoterpenos e
sesquiterpenos podem ser componentes dos Oleos essenciais. Por meio da
condensacdo sdo originados os acidos graxos e acetogliconas. Ha também
compostos derivados da ligagdo entre a rota do &cido chiquimico e a do acetato,
gerando uma rota sintética mista. Estes sdo os flavondides, alguns taninos e
antraquinonas (SANTOS, 2010).

Estudos fitoquimicos efetuados, especificamente, com espécies do género Schinus,
evidenciaram a presenca de constituintes quimicos do metabolismo secundério,
como compostos fendlicos, tipo flavonoides esterdides, triterpenos, antraquinonas e

saponinas, especialmente na espécie S. terebinthifolius (LIMA et al., 2006).

2.2.2 Compostos fenolicos

As plantas produzem uma grande diversidade de produtos secundarios que contém
um grupo fenol. Os fendlicos vegetais constituem um grupo quimicamente
heterogéneo e apresentam uma variedade de fungbes nos vegetais. Muitos agem
como compostos de defesa contra herbivoros, e patégenos, enquanto outros tém
funcdo como atrativos de polinizadores ou dispersores de frutos, na protecao contra
a radiacao ultravioleta, no suporte mecanico ou reduzindo o crescimento de plantas
competidoras adjacentes (SANTOS, 2010; TAIZ; ZAIGER, 2009).

A rota do acido chiquimico participa na biossintese da maioria dos fendlicos
vegetais, tendo a fenilalanina como intermediaria na biossintese da maioria dos
compostos fendlicos, por meio da eliminacdo de uma molécula de aménia para
formar o acido cindmico, mediada pela enzima PAL(Fenilalanina amonia liase). Esta
enzima (amplamente estudada) é aumentada por fatores abidticos (ambientais) e
bidticos (infeccdo por fungos) (TAIZ; ZAIGER, 2009). De uma forma simples, os
compostos fendlicos de fontes vegetais podem ser divididos em dois grupos: o0s
flavonoides e os ndo flavondides (CARVALHO et al., 2007).
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2.2.2.1 Flavonodides

Os flavondides sdo formados da combinacdo de derivados sintetizados da
fenilalanina (via metabdlica do acido chiquimico) e acido acético (CARVALHO et al.,
2007), especialmente os derivados do &cido hidroxibenzéico e do &cido
hidroxicinamico (Figura 3), dentre estes cita-se: as antocianinas, as flavonas, os
flavondis, as catequinas e as isoflavonas, nas quais estédo frequentemente presentes
(TAIZ; ZAIGER, 2009; ZUANAZZI; MONTANHA, 2010). Diversas fungbes sao
atribuidas aos flavondides nas plantas, dentre elas: a) protecdo dos vegetais contra
a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, além de prote¢cdo contra insetos, fungos,
virus e bactérias; b) atracdo de animais com finalidade de polinizacdo; c)
antioxidantes; d) controle da acdo de horménios vegetais; e) agentes alelopéticos; e
f) inibidores de enzimas (ZUANAZZI; MONTANHA, 2010).

Podem-se encontrar flavonéides em diversas formas estruturais. Entretanto, a
maioria dos representantes dessa classe possui 15 atomos de carbono em seu
nucleo fundamental, constituido de duas “fenilas” ligadas por uma cadeia de trés
carbonos entre elas (C6-C3-C6). Nos compostos triciclicos, as unidades sé&o
chamadas nucleos A, B e C (Figura 4).

Ndcleo flavan Nucleo 4-oxo-flavanoide

Figura 4 Estruturas quimicas basicas do nucleo flavan e do nicleo 4-oxo-flavondide.

Os flavondides sao classificados em grupos diferentes, de principio pelo grau de
oxidagdo da cadeia de trés carbonos. O esqueleto basico de carbono dos
flavonoides pode ter varios substituintes. Os grupos hidroxila estdo normalmente
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presentes nas posicbes 4, 5 e 7, mas também podem ser encontrados em outras
posicdes. Os acgucares sdo também muito comuns; de fato, a maioria dos
flavondides ocorre naturalmente como glicosideos. Enquanto os grupos hidroxila e
acucares aumentam a solubilidade em agua dos flavonodides, outros substituintes,
tais como éter metilico ou unidades isopentil modificadas, tornam os flavonéides
lipofilicos (hidrofébicos) (TAIZ; ZAIGER, 2009).

Estudos (CERUKS et al., 2007) descrevem a ocorréncia de componentes de baixa e
média polaridade da espécie S. terebinthifolius, da fase em acetato de etila, oriunda
do extrato etandlico das folhas da espécie, com potencial anti-radicalar, através de
ensaio em CCD/DPPH, o qual conduziu ao isolamento de galato de etila (1),
miricetrina (2), quercitrina (3), galato de metila (4) e miricetina (5) (Figura 5).

Rl
OH
(@]
HO HO O
OR OH
HO OR
OH OH @]
1 R= Et 2 R= Ramnose; R'= OH
4 R= Me 3 R=Ramnose; R'=H

5 R=H; R'= OH

Figura 5 Substancias isoladas das folhas de Schinus terebinthifolius Raddi.

Queires e colaboradores (2006) quantificaram as substancias fendlicas totais
presentes nos orgdos de S. terebentifolius, com a justificativa de que muitas das
atividades desta planta sdo atribuidas aos polifendis que pertencem a sua
constituicao estrutural. Os autores observaram uma distribuicdo irregular dos
compostos entre os 6rgaos da planta, sendo que dentre os 6rgaos vegetativos da
planta, as folhas apresentaram a maior concentragdo de compostos fendlicos, o que
demonstra a importancia da utilizacdo da por¢éo correta da arvore para a obtencao
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de determinada atividade e na identificagdo de compostos do metabolismo

secundario.

Em um estudo (DEGASPARI; WASCZYNSKY; PRADO, 2005), com extratos
alcodlico e aquoso, do fruto da aroeira foi demonstrado por CLAE que o extrato
alcoolico possui quantidade significativa de: flavona apigenina e o extrato aquoso

apresentou uma pequena quantidade da flavanona naringina (Figura 6).

OH OH
HO e) HO O
OH o} OH o
(a) Apigenina (flavona) (b) Naringina (flavanona)

Figura 6 Estruturas quimicas bésicas, encontradas nos frutos aroeira: apigenina (a), naringina (b).

2.2.2.2 Biflavondides

Constituem uma classe de flavondides diméricos, diferenciando-se de outros
oligbmeros como as proantocianidinas, devido a sua origem biogenética comum. A
maioria dos biflavondides de ocorréncia natural € dimera de flavonas e flavanonas
(raramente chalconas). Os mondmeros podem ser iguais ou de diferentes tipos:
flavona-flavona, flavanona-flavanona  ou flavona-flavanona (ZUANAZZI;
MONTANHA, 2010). Certos grupamentos hidroxilas podem apresentar-se
metoxilados. Os biflavondides mais abundantes apresentam a ligacdo C-C entre C-
3’ e C-8”. A amentoflavona e seus éteres metilas sdo o exemplo desta classe.
Outras ligagbes identificadas s&o os carbonos 6-8” (agatisflavona), 8-8”
(cupressoflavona) e 6-3” (robusflavona). O grupamento mais abundante dos C-O-C

€ a série das hinoquiflavonas, com ligacdo entre os carbonos 6-4" (Figura 7).
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Figura 7 Biflavonoide com acoplamento C-O-C (Dimetiltetrahidrohinoquiflavona).

Os biflavonéides sao encontrados em grandes quantidades em diferentes plantas e
em muitos tecidos vegetais. Apesar disso seu papel bioldgico ndo é claro. A funcao
mais importante seria a de agir como antifiingico ou alimento dissuasivo para insetos
(ZUANAZZI; MONTANHA, 2010). Dentro da classe dos flavonoides, os biflavonoides
sdo encontrados com mais frequéncia nas plantas da familia Anacardiaceae
(CORREIA et al., 2006). O género Rhus € o maior representante desta familia, e
estudos fitoquimicos realizados até o presente momento tém demonstrado que as
espécies deste género sdo ricas em flavondides, principalmente biflavondides.
Dentre estes, se destacam hinokiflavona, amentoflavona, agatisflavona,

robustaflavona, rhusflavanona, succedaneaflavanona e rhusflavona.

No estudo de Oliveira (2012), o processo de isolamento e purificacdo do extrato
bruto etandlico dos frutos da aroeira (Schinus terebinthifolius), permitiu o isolamento
a partir da fracdo acetato de etila, de dois biflavonoides que foram devidamente
identificados por técnicas espectroscopicas e espectrométricas como sendo a
tetrahidroamentoflavona e a agathisflavona. Neste mesmo estudo, na avaliacdo da
atividade sobre a replicacao do virus Mayaro, o biflavondide tetrahidroamentoflavona
(fracdo acetato de etila) e o extrato bruto de Punica granatum apresentaram o maior

potencial antiviral.
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2.2.2.3 Taninos

Os taninos sao classificados em dois grupos principais, hidrolisaveis e condensados,
cujas estruturas sdo muito diferentes entre si, embora todos tenham molécula poli-
hidroxifenéis ou seus derivados. Os pertencentes ao primeiro grupo sao
denominados taninos hidrolisaveis, que incluem galitaninos e o0s elagitaninos,
polimeros derivados dos acidos galico e elagico (SANTOS; MELLO, 2010) (Figura
8).

OH

H COOH HO\_ OH

O

I

HO |
OH @]
Acido galico Acido elagico

Figura 8 Estruturas quimicas basicas dos taninos hidrolisaveis. Fonte: Santos e Mello (2010).

O outro tipo de taninos € denominado de taninos condensados e sao encontrados
em maior quantidade e de maior importancia em alimentos. Apresentam uma
estrutura semelhante aos flavondides, com coloracdo variando do vermelho ao

marrom.

Estudos mostram que varios taninos atuam como captadores de radicais livres, os
guais interceptam o oxigénio ativo formando radical estavel como, por exemplo, nas
seguintes situagBes: o bloqueio da peroxidacdo de lipideos, o bloqueio da
lipooxigenase e a repressdo da formacdo de radicais de anion superdoxido assim
como dos radicais 1,1- difenil-2- picrilhidrazil (DPPH). Dessa forma, os taninos teriam
uma possivel importancia na prevencdo e tratamento de doencas causadas pela
peroxidacgéo de lipideos (HASLAM, 1996; SANTOS; MELLO, 2010).

Estudos mostraram que os taninos tém efeitos inibitérios sobre bactérias e fungos.
Existem trés hipoteses para o mecanismo de acdo antimicrobiana. A primeira

hipétese pressupbe a inibicdo das enzimas de bactérias e fungos e/ou a
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complexacao dos substratos dessas enzimas; a segunda seria a acao dos taninos
sobre as membranas celulares dos microorganismos, modificando o0 seu
metabolismo. Finalmente, a terceira hipbétese menciona a complexacao dos taninos
com ions metdlicos, diminuindo, assim, a disponibilidade destes elementos
essenciais para o metabolismo dos microorganismos (CASTILLO et al.,, 2011;
SANTOS; MELLO, 2010).

Os complexos formados entre taninos e proteinas podem ser reversiveis e
irreversiveis. Os reversiveis sdo estabelecidos via pontes de hidrogénio e interaces
hidrofobicas, enquanto que os irreversiveis ocorrem em condi¢Bes oxidativas via
ligacdes covalentes. Os complexos reversiveis podem ser sollveis ou insolaveis,
dependendo da propor¢do tanino/proteina, do pH e da forca idnica do meio. Os
irreversiveis entre taninos e proteinas ocorrem na planta quando seus tecidos sao
danificados, por auto-oxidagdo ou oxidagao catalisada por enzimas (HAGERMAN,
2011; HASLAM, 1996). Oxidagbes similares também acontecem in vitro quando 0s
complexos reversiveis de tanino-proteina sdo expostos ao ar ou sao mantidos em
solucdes de pH alto (HASLAM, 1996).

As catequinas (Figura 9) estdo incluidas neste grupo metabdlico, mas tém sua
classificacdo, pela similitude estrutural, no grupo dos flavonoides, classe das
flavanas, leuco e protoantocianidinas (que pertencem aos grupos de taninos e
flavonoides).
OH
OH

HO O o
" OH

OH OH

OH
OH

Figura 9 Estrutura quimica da Epigalocatequina. Fonte: Santos e Mello (2010).
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2.2.3 Terpenoides

Constituem uma grande variedade de substancias vegetais, sendo que este termo é
empregado para designar todas as substancias cuja origem biossintética deriva de
unidades do isopreno. A unidade isoprénicas, por sua vez, origina-se a partir do
acido mevalbnico (Figura 10). Os compostos terpénicos mais frequentes nos 6leos
volateis sdo 0os monoterpenos e 0s sesquiterpenos. Outros terpenoides, como 0s
diterpenos, sdo encontrados apenas em Oleos volateis extraidos com solventes
organicos. Na planta, possui fun¢des ecoldgicas, especialmente como inibidores da
germinacdo, na protecdo contra predadores, na atracdo de polinizadores, na
protecdo contra perda d'agua e aumento da temperatura (CAMPELLO, J. P
MARSAIOLI, 1975; CASTILLO et al., 2011).

acido mevalénico

HO-" 07 “SoH

= isopreno
[rﬂMopp p

monoterpenos sesquiterpenos diterpenos triterpenos

~ ﬁf,|\/<::& esterdides
() [

& & i@)’\
O O (

() cabeca &S cauda

Figura 10 Formacdo cabeca- cauda dos esqueletos carbonados dos compostos mono- e
sesquiterpendides, constituintes majoritarios dos 6leos essenciais. Fonte: Simdes e
Spitzer (2010).

Estudos fitoquimicos registraram a presenca de alto teor de acidos triterpénicos nas
cascas e de mono e sesquiterpenos no 6leo essencial de frutos e folhas de S.
terebinthifolius (CORREIA et al., 2006; LIMA et al., 2006; LORENZI, 1992), sendo
gue a maior parte das amostras de 6leo essencial analisadas revelaram a presenca

monoterpénica em frutos de, a-pineno, & 3-careno, a-felandreno, p-cimeno e D-
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limoneno (BARBOSA et al., 2007). Todos de importancia agroindustrial, pela sua
potencial aplicagdo nas industrias de alimentos, cosmética e farmacéutica (BIZZO;
HOVELL; REZENDE, 2009), em especial 0 monoterpeno limoneno, considerado um
produto bioativo natural, visto que ensaios comprovam sua eficacia como substancia
antioxidante com potencial quimioprofildtico (ATOUI et al, 2005; MURTHY;
JAYAPRAKASHA; PATIL, 2012; QUEIRES et al., 2006).

Estudos demonstraram que, o cardanol em combinacdo com componentes do 6leo

essencial da aroeira, particularmente a-felandreno, 3-felandreno e 63-careno (Figura
11), como provaveis agentes causadores de dermatites (DUARTE et al., 2006),
enquanto PIRES e colaboradores (2004) relataram que os frutos de S.
terebinthifolius, consumidos como condimento, possuem baixa toxicidade oral

aguda.

OH CH, CH,

C15H5-31

Figura 11 Componentes do 3(’)Ieo essencial de S. terebinthifolius: cardanol (1), a-felandreno (2), B-
felandreno (3) e d -careno (4).

2.3 OBTENCAO DE INSUMOS BIOATIVOS- TINTURA- MAE (TM) e OLEOS

Nos processos de extracdo da droga vegetal a partir de plantas medicinais, um
procedimento preliminar, envolvendo metodologia analitica, representa um requisito
importante no fluxo de padronizacdo do desenvolvimento de fitoterapicos,

principalmente em relagdo a seguranca e reprodutibilidade.

O desenvolvimento de um trabalho envolvendo a colheita, extracdo e andlise de

extratos vegetais exige um levantamento de metodologia adequado, de forma a
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minimizar os possiveis problemas inerentes das pesquisas com matéria-prima in
natura (FERREIRA, 2010; HEINRICH et al.,2004).

O aproveitamento adequado dos principios ativos de uma planta exige o preparo
correto para cada parte a ser usada, grupo do principio ativo a ser extraido ou
doenca a ser controlada (SHARAPIN et al., 2000). Existem formas especificas de
preparo e uso mais adequados levando em consideracao, a identidade botanica das
plantas, a obtencdo, a identificacdo, e a composicdo quimica de substancias bioativas
(principios ativos), bem como a determinacdo da acdo farmacolégica e de
propriedades téxicas (ALONSO, 1998; SIMOES et al., 2010). Apesar da crescente
importancia das plantas medicinais, relativamente poucos estudos foram realizados

a fim de comprovar sua eficicia e seguranca.

Os cuidados com as amostras coletadas devem ser adotados desde o primeiro
contato com a mesma. Logo apdés a retirada do vegetal, o processo de
acondicionamento deve ser observado e padronizado. A definicdo do processo de
extracdo dos principios ativos do vegetal garante que as substancias de interesse,
ou seja, os compostos fendlicos sejam devidamente extraidos para uma posterior

purificacao, identificacédo e avaliagéo de propriedades (DEGASPARI, 2004).

A seletividade dos compostos ativos almejados durante o processo de isolamento
vai depender em grande parte, das operacdes de transformacdo da matéria vegetal,
técnicas de extracao e, sobretudo, dos parametros de solubilidade na relagéo soluto/
solvente (LIEBERMAN; LACHMAN; SCHWAZTZ, 1990; HEINRICH et al.,2004).
Entre as técnicas extrativas priorizadas na busca de compostos ativos em plantas
medicinais (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA HOMEOPATICA
BRASILEIRA, 2011a; ROCHA, 2000), destacam- se neste trabalho:

2.3.1 Extrag&o a quente em sistemas fechados

2.3.1.1 Soxhlet

E utilizada, sobretudo, para extrair sélidos com solventes volateis, exigindo o
aparelho de Soxhlet (Figura 12). Em cada ciclo da operacao, o material vegetal entra
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em contato com o solvente renovado; assim, 0 processamento possibilita uma
extracao altamente eficiente, empregando uma quantidade reduzida do solvente, em
comparacao com as quantidades necessérias nos outros processos extrativos, para

obter os mesmos resultados quantitativos.

2.3.1.2 Clevenger: arraste por vapor d'agua

E utilizado para a extragéo de 6leos volateis. Os 6leos volateis possuem tenséo de
vapor mais elevada que a da agua, sendo por isso, arrastados pelo vapor d agua. O
Oleo volatil obtido, ap6s separar-se da agua deve ser seco com Na,SO, anidro.
Esse procedimento, embora cldssico, pode levar a formacao de artefatos em fungéo
da alta temperatura empregada. Preferencialmente, esse método € utlizado para
extrair 0leos de plantas frescas. A Farmacopeia Brasileira 52edicdo (2010) preconiza
0 uso de um aparelho tipo Clevenger (Figura 12), com modificacdes.

Figura 12 Aparelhos utilizados para extracdo de 6leos (a quente): a) Soxhlet: compreende baldo de
fundo redondo (A), conectado ao extrator Soxhlet (B) e condensador de refluxo (C) e (b)
Clevenger: arraste por vapor d'adgua (hidrodestilagdo). Fonte: FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010.

Atualmente métodos como o CO, supercritico permite recuperar 0s aromas naturais
de varios tipos e ndo somente O6leos volateis, de modo bastante eficiente e,
atualmente, € o método de escolha para extracdo industrial de Oleos voléteis.
Nenhum traco de solvente permanece no produto obtido, tornando-se mais puro do
gue aqueles obtidos por outros métodos.
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2.3.2 Extrag0es a frio

2.3.2.1 Maceragéao

A maceracdo € a operacao na qual a extragcdo da matéria-prima vegetal é realizada
em recipiente fechado, como o percolador (Figura 13), em diversas temperaturas,
durante um periodo prolongado (horas ou dias), sob agitacdo e sem renovacao do
liquido extrator. Na preparacdo de tinturas mae (TM) ou tinturas oficinais (TO), os
liquidos extratores sdo o etanol e as solugBes hidroetandlicas. Liquidos muito
volateis sdo raramente utilizados, ndo se recomendando, por outro lado, o emprego
de 4gua ou de misturas hidroalcodlicas com concentragdes inferiores a 20%, dadas
as circunstancias favoraveis a proliferagcdo microbiana. Consiste em deixar o vegetal
fresco, devidamente dividido, por pelo menos 15 dias, em contato com o volume
total do liquido extrator apropriado descrito na respectiva monografia, em ambiente
protegido da acdo direta de luz e calor (FARMACOPEIA HOMEOPATICA
BRASILEIRA, 2011a).

Figura 13 Extracédo por maceracao: a) Coleta da TM, 15 dias apds extragcao em recipiente fechado e
b) filtracdo da solugéo extraida antes da estocagem em vidro &mbar.

Pela sua natureza, ndo conduz ao esgotamento da matéria-prima vegetal, seja
devido & saturacdo do liquido extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio

difusional entre o meio extrator e o interior da célula. As drogas vegetais mais
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indicadas para extracao por maceragao sdo aquelas ricas em substancias ativas que

nao apresentam uma estrutura celular, como gomas, resinas e alginatos.

Os principais fatores que influenciam a eficiéncia de maceragao estao vinculados ao
material vegetal, ao liquido ou mistura de liquidos extratores e as condi¢bes do
sistema em conjunto: a) fatores vinculados ao material vegetal, como quantidade,
natureza, teor de wumidade, tamanho das particulas e capacidade de
intumescimento; b) fatores vinculados ao liquido extrator, como seletividade e
quantidade e c) fatores vinculados ao sistema, como propor¢cado droga no liquido
extrator, temperatura, agitacdo, pH e tempo de extracdo (FARMACOPEIA
HOMEOPATICA BRASILEIRA, 2011a).

Diversas variacdoes da maceracdo podem ser realizadas com a intencao,
essencialmente, de aumentar a efetividade da extragdo como € o caso da digestao
(maceracdo a quente), maceracdo dinamica (feita sob agitacdo constante),
maceragdo escalonada e remaceracao (LIEBERMAN; LACHMAN; SCHWAZTZ,
1990; PRISTA; ALVES, 1990). Para TM, cujas monografias determinem o teor de
marcador especificado, um ajuste de concentracdo deste marcador pode ser
realizado por adicdo de etanol de mesmo teor que aquele utlizado para a
preparacao da TM.

2.3.2.2 Percolacao

E o processo extrativo que consiste na passagem de solvente através da droga
previamente macerada, mantida em percolador sob velocidade controlada (BRASIL,
2011). A percolagdo, ao contrario da maceragdo € um processo dinamico, onde se
faz o arrastamento do principio ativo pela passagem continua do liquido extrator,
levando ao esgotamento da planta seca através do gotejamento lento do material em
um recipiente conico ou cilindrico (percolador), de vidro ou de metal (Figura 14).
Também permite obter solugbes extrativas mais concentradas, gradiente de
polaridade, economia do liquido extrator e tempo relativamente curto
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA HOMEOPATICA
BRASILEIRA, 2011a), com indicagdo para processos extrativos de substancias
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farmacologicamente, muito ativas, presentes em pequena quantidade ou pouco
soltveis (FERREIRA, 2010).

N&o é um processo indicado para drogas vegetais frescas e pouco recomendéavel
para plantas com elevado teor de substancias sollveis e as que aumentam a

viscosidade durante o processo.

O procedimento usual de percolacéo, tal como descrito em diversas farmacopeias,
caracteriza a percolacao simples e a percolacdo fracionada. Consiste em colocar a
droga vegetal dessecada, finamente dividida e tamisada em recipiente adequado.
Adicionar o liquido extrator em quantidade suficiente para umedecer o po e deixar
em contato por 4 horas. Transferir cuidadosamente para percolador de capacidade
ideal, de forma a se evitar a formacao de canais preferenciais para o escoamento do
solvente. Colocar volume suficiente de liquido extrator para cobrir toda a droga e
para a obtencdo da quantidade almejada de tintura-mée.

:
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Figura 14 Extracéo por percolacdo: a) coleta por gotejamento de TM (8gts/min) e b) repouso por 48hs
para armazenamento adequado. Foto: Laboratério Almeida Prado (SP).

Deixar em contato por 24 horas. Percolar a velocidade de oito gotas por minuto para
cada 100 g da droga, repondo o solvente de forma a manter a droga imersa, até se
obter o volume previsto de tintura-méae. Deixar em repouso por 48 horas (Figura 14),
filtrar e armazenar adequadamente (FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA,
2011).
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2.3.2 Caracteristicas dos solventes utilizados nae  xtracdo

Uma das formas mais aceitas de classificar as operagfes de extracao é, segundo a
sua eficiéncia, permitindo reconhecer dois tipos: de extracdo parcial (sem
esgotamento do material vegetal) e a exaustiva (esgotamento da matéria prima). A
qualidade da extracdo esta diretamente relacionada com o tipo de solvente
adequado e especifico (Tabela 2) para uma ou mais substancias ativas de interesse
(LIEBERMAN; LACHMAN; SCHWAZTZ, 1990; PRISTA; ALVES, 1990).

Apesar de uma ampla variedade de substancias liquidas conhecidas, sdo poucas as
utilizadas na extracdo de drogas vegetais (Tabela 1), sendo que esta limitacdo é
devida a trés aspectos principais: propriedades extrativas, adequacgéo tecnoldgica e
inocuidade fisioldgica (SIMOES et al., 2010).

Tabela 1 Principais caracteristicas dos solventes utilizados na extragdo de drogas vegetais.

Solvente

Exemplos de extrac&o

éter de petrdleo

Extracdo de substancias altamente lipofilicas, lipideos

n- hexano e Oleos volateis. Imisciveis com agua.

cloroférmio Extracdo de substancias lipofilicas, éleos fixos, ceras,

diclorometano agliconas, sapogeninas, alcaléides na forma de base

eter etilico livre. Imisciveis com agua.

etanol Extracdo de agliconas, ceras, sapogeninas, iriddides e

metanol sesquiterpenos. Miscivel com &gua, em todas as
propor¢des. O etanol forma azedtropo com a agua. O
metanol, ndo.

acetona Extracdo de agliconas, ceras, sapogeninas, iriddides e

metiletilacetona (MEC)

sesquiterpenos. A acetona € miscivel com agua, em
todas as propor¢des. A MEC, ndo. A MEC forma
azedtropo com a dgua. A acetona, nao.

acetato de etila

Extracdo de agliconas, ceras, sapogeninas, iriddides e
sesquiterpenos. Imiscivel com agua. Caracteristicas
similares & MEC.

agua acidificada e alcalinizada

Extracéo de alcaldides e saponinas, respectivamente.

Fonte: SIMOES et al., 2010.
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2.4 CARACTERIZACAO DE INSUMOS BIOATIVOS DE INTERESSE

A producéo de fitoterapicos, pressupde-se que estudos de desenvolvimento tenham
sido realizados anteriormente, no sentido de estabelecer os procedimentos e etapas
de processamento (monitoramento de processo tecnolOgico). As matérias- primas
ativas de origem vegetal, devido a sua complexidade de composi¢cao, requerem
cuidados especiais, tanto no armazenamento quanto durante a sua transformacao.
Os meétodos analiticos permitem a avaliagdo da qualidade do produto fitoterapico,
garantindo, assim, a constancia de acao terapéutica e a seguranca de utilizacao.
Visto de forma pragmética, os métodos analiticos cumprem funcdes diferenciadas
(SONAGLIO et al., 2010).

O estabelecimento de parametros quantitativos, para matérias-primas vegetais e,
consequentemente, para suas formas extrativas, € normalmente determinado pelo
teor de um conjunto de substancias, preferencialmente correlacionadas com a
finalidade de uso (BACCHI, 1996; SIMOES et al., 2010). Para as plantas é
estabelecido um teor minimo, baseado em andlises sistematicas (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010a).

Nos ensaios quantitativos devem ser consideradas as caracteristicas quimicas e
fisico-quimicas dos constituintes, evitando-se erros analiticos ou problemas de
abrangéncia analitica ou limites de aceitabilidade (FARIAS, 2010; CARDOSO,
2009), principalmente para espécies em estudo como a espécie S. terebinthifolius e
para formas extrativas, como tinturas vegetais e tinturas-maes, mesmo que estas

tltimas tenham sua producgéo descrita em compéndios oficiais farmacopéicos.

A caracterizacdo pode ser realizada diretamente em extratos vegetais, por ensaios
cromaticos, cromatograficos, espectroscopicos ou fotométricos, pois permitem a
avaliagdo simultdnea de varios constituintes ativos. Por exemplo, flavondides
encontrados nas folhas podem ser diferentes daqueles presentes nas flores, nos
caules ou ramos, raizes ou frutos. O mesmo composto pode ocorrer em diferentes

concentracdes, dependendo do 6rgdo vegetal em que se encontra.
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O controle de qualidade e a padronizacdo de fitoterdpicos envolvem varias etapas
(CALIXTO, 2000), iniciando com a analise da matéria prima, atentando-se
principalmente para a identificacdo botanica (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
No caso das tinturas, devem passar por varios ensaios dentre eles: identificacéo,
caracteristicas organolépticas, densidade, residuo seco, determinacdo do teor
alcoolico (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010b; FARMACOPEIA HOMEOPATICA
BRASILEIRA, 2011a) e doseamento de compostos marcadores (quando possivel),
para classes metabdlicas de interesse, como flavonoides, taninos, saponinas, dentre
outros (SHARAPIN et al.,, 2000). Todos estes ensaios sdo importantes para
assegurar o padrao de qualidade, atendendo a uma especificacdo pré-estabelecida
(ALVES, 2003; FARIAS, 2010; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010;
FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA, 2011; PRISTA).

Dentre os métodos analiticos aplicados a analises de plantas, a cromatografia em
camada delgada (CCD) € um método muito empregado uma vez que fornece dados
para a identificacdo de matérias-primas vegetais e produtos fitoterdpicos derivados,
dentre eles tinturas, extratos, Oleos fixos e volateis, entre outros (BACCHI, 1996;
FARIAS, 2010; FARMACOPEIA  BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA
HOMEOPATICA BRASILEIRA, 2011). Esta metodologia é de facil e rapida
execucdo, tem custo acessivel, boa reprodutibilidade e consta em diversas
monografias das Farmacopeias (ROCHA, 2000; WAGNER; BLADT, 1996).

Outro método, mais sensivel, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
permite a separacdo de misturas complexas de substancias organicas de plantas
medicinais e fitoterapicas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; SIMOES et al.,
2010). Consiste em uma técnica versatil que possibilita a separacdo de classes
metabdlicas, com excelentes resultados. Embora possa separar uma oOu mais
classes, a técnica € mais utilizada na separacdo de substancias de uma mesma
classe estrutural e, através do tempo de retencéo relativo, pode ser utilizada também
na caracterizacao destes compostos (FARIAS, 2010).

A identificacdo de 6leos volateis exige a adocdo de métodos cromatogréaficos mais
sensiveis e sofisticados (para andlise qualitativa e quantitativa e identificacdo da
presenca destes grupos do metabolismo secundéario), como a andlise por
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Cromatografia em fase gasosa (CG) e acoplada a espectrometria de massas
(CG/MS) e até mesmo técnicas para elucidacdo estrutural como andlise de dleos
volateis por ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN *3C) (SIMOES;
SPITZER, 2010), quando for o caso.

A identificacdo dos constituintes fitoquimicos que compde a classe dos metabdlitos
secundarios, presentes em insumos ativos vegetais e sua elucidacdo estrutural € um
passo importante para o estudo das atividades bioldgicas atribuidas a esta classe,

como atividades antifangica e antioxidante.

2.5ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Em todos os sistemas biolégicos, exceto em microrganismos anaerobicos, desde 0s
mais simples como 0s procariontes, até 0os mais especializados como os mamiferos
e plantas, as espécies reativas de oxigénio (ERO), sao produzidas nas mitocéndrias
como um subproduto do metabolismo normal, durante a producéo de energia
(VASCONCELOS et al., 2007; VICENTINO; MENEZES, 2007). A producédo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), de nitrogénio (ERN), entre outras espécies
reativas, é parte integrante do metabolismo humano e € observada em diversas
condicbes fisiolégicas. Os exemplos de ERO mais comuns sdo os radicais
superoxido (O;7), hidroxila (OH"), peroxila (ROy"), alkoxila (RO e hidroperoxila
(HO,). O 6xido nitrico (NO") e o diéxido de nitrogénio (NO;) sdo espécies reativas de
nitrogénio (SOUSA et al., 2007). Outras moléculas como o perdxido de hidrogénio
(H20,) e o peroxinitrato (ONOQO’) nao sao radicais livres, mas podem conduzir a
formacdo deles através de reagbes quimicas (VICENTINO; MENEZES, 2007).

De forma geral, denominam-se antioxidantes as substancias que, presentes em
concentragcbes baixas, comparadas ao substrato  oxidavel, retardam
significativamente ou inibem a oxidacdo do substrato (ATOUI et al, 2005). Os
radicais formados a partir de antioxidantes ndo sao reativos para propagar a reacao
em cadeia, sendo neutralizados por reagdo com outro radical, formando produtos
estaveis ou podem ser reciclados por outro antioxidante (HASLAM, 1996; SOUSA et
al., 2007).
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2.5.1 Antioxidantes sintéticos

Em funcdo dos possiveis problemas provocados pelo consumo de antioxidantes
sintéticos, as pesquisas tém-se voltado no sentido de encontrar produtos naturais
para o emprego em produtos alimenticios ou para uso farmacéutico, com o intuito de
substituir antioxidantes sintéticos, entre eles, o butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-
hidroxi-tolueno (BHT) e butil-hidroxi-quinonas (TBHQ), que atuam na inibicdo da
oxidacao lipidica como sequestradores de radicais livres (HASLAM, 1996; SOUSA et
al., 2007).

Estudos tém demonstrado a possibilidade de, estes antioxidantes apresentarem
efeitos toéxicos (SOUSA et al., 2007; ATOUI et al, 2005), motivo pelo qual estédo
sendo restringidos devido ao seu potencial de carcinogénese, bem como pela
comprovagdo de diversos outros males, como o efeito hepatotoxico (DURAN;
PADILLA, 1993; DEGASPARI; WASCZYNSKY:; dos SANTOS, 2004).

2.5.2 Antioxidantes naturais

A determinacdo da atividade antioxidante de produtos naturais teve inicio com
estudos em especiarias, ingredientes utilizados em alimentos desde os primérdios
da historia, ndo somente para melhorar ou ressaltar as caracteristicas sensoriais dos

alimentos, mas também, para preserva-los (DEGASPARI, 2004).

Espécies botanicas apresentam propriedades antioxidantes associadas a
propriedades antimicrobianas, como o0 que ocorre especificamente na espécie,
Allium sativum, que possui compostos quimicos decorrentes do metabolismo
secundario, derivados de aminoacidos (sintetizados apdés hidrélise), destacando-se a
alicina que possui uma atividade antimicrobiana potente e juntamente com 0s outros
componentes quimicos do alho, tém acdo como antirradicais livres onde o0s
compostos sulfurados aliados aos bioflavonéides incrementam sua agéo antifingica
e antibacteriana (SIMOES et al., 2010; DEWICK, 2002; ROSS, 2001).

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas categorias, como
fendis simples, acidos fendlicos (derivados de &cidos benzéico e cinamico),
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cumarinas, flavonéides, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas
(SOUSA et al., 2007; SIMOES et al., 2010) e por sua ocorréncia natural, tém
recebido muita atencdo nos ultimos anos, sobretudo por inibirem a peroxidacao
lipidica e a lipooxigenase in vitro (MENSOR et al., 2001; HASLAM, 1996; SOUSA et
al., 2006).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica (capacidade de deslocar életrons,
conferindo a estes compostos propriedades oxidaveis). Estas caracteristicas
desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres
e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacdo do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de
antioxidantes fendlicos séo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substéncias (DESZCZ; KOZUBEK, 2000;
VICENTINO; MENEZES, 2007).

Ceruks e colaboradores (2007) registraram, em experimento com folhas de S.
terebinthifolius, cinco compostos fendlicos: galato de etila, quercitrina, galato de
metila e miricetina; supostamente responsaveis pela potente atividade antioxidante e
antimicrobiana, desta espécie. Degaspari e colaboradores (2004), ao analisar a
atividade antioxidante e antimicrobiana de extratos aquosos e alcéolicos, a partir de
frutos da espécie, associando aos resultados obtidos para a quantificagdo de
compostos fendlicos, constataram que o poder antioxidante de ambos os extratos
foram significativos, quando comparados ao poder antioxidante, dos conhecidos e
comumente empregados, BHA (butil-hidroxi-anisol) e BHT (butil-hidroxi-tolueno),
visto que se trata de extratos vegetais, cujo poder antioxidante €, em geral, mais

fraco que os antioxidantes artificiais.

Ensaios, para avaliacdo de atividade sequestradora de radical livre e atividade
antioxidante da familia Anacardiaceae e da espécie S. terebenthifolius, estao
descritos na literatura (CAIEIRO; DEGASPARI; WASCZYNSKY; dos SANTOS,
2004; MARCUCCI, 2010; VICENTINO; SOUSA et al., 2007; MENEZES, 2007),
principalmente o ensaio espectrofotométrico do radical, DPPH (1,1-difenil-2-picril-

hidrazil). E um teste amplamente empregado, pois o DPPH ¢ um radical livre estavel,
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nao natural, cujas propriedades diferem dos radicais de oxigénio altamente reativos
como os radicais hidroxil, alcoxil, superéxido, etc., que apresentam um importante
papel nos processos oxidativos bioldgicos (DEGASPARI; WASCZYNSKY: dos
SANTOS, 2004, MAKSIMOVI'C, 2008; SOUSA et al., 2007). Inclusive métodos
seletivos para as classes metabdlicas de interesse, como, métodos de captura do
radical peroxila, ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacit), TOSC (Total
Oxyradical Scavenging Capacity) e TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant
Parameter), de poder de reducdo do metal, FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant
Power), de captura do radical hidroxila (método de desoxirribose), de captura do
radical organico, ABTS (2,2'- azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico) e DPPH (1,1-
difenil-2-picril-hidrazil), de quantificagdo de produtos formados durante a
peroxidagdo de lipidios, TBARS (Thiobarbituric acid reactive substance), Oxidacao
do LDL, Co-oxidag&o do B- caroteno) (SANCHEZ et al., 1998), dentre outros.

Varias séries de compostos quimicos tem apresentado estreita correlagdo entre as
atividades sequestradora de DPPH e antioxidante determinada em modelos

bioldgicos e outros ndo biologicos.

2.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

2.6.1 Extratos vegetais com atividade antimicrobian  a

Plantas, cujos produtos extrativos apresentem substancias bioativas com agéao
biolégica contra fitopatégenos (SALES, 2009; STANGARLIN; SCHWAN-ESTRADA,
2008), estdo sendo avaliadas para o controle de doencgas de plantas. Trabalhos
desenvolvidos com diversidade de plantas medicinais tém indicado o potencial, em
experimentos in vitro e in vivo, no controle de patégenos. As diferentes formas
extrativas vegetais, tais como tinturas-mae, extratos aquosos ou hidroetandlicos,
resinas e outras formas extrativas, mostraram capacidade de inibicdo do
desenvolvimento fungico, principalmente pela presenca de constituintes quimicos
ativos de plantas, sendo sua maioria produtos do metabolismo secundario (SALES,
20009).
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Os principais grupos fitoquimicos com propriedades antimicrobianas extraidos de
plantas incluem: terpendides e 6leos essenciais, alcalbides, lectinas e polipeptidios,
e polifendis, que séo: fendis simples, acidos fendlicos, quinonas, flavonas, flavonéis
e flavondides, taninos e cumarinas (CERUKS et al., 2007). Os autores registraram,
em estudo fitoquimico do extrato etandlico das folhas de S. terebinthifolius, o
isolamento de cinco compostos fendlicos: galato de etila, quercitrina, galato de
metila e miricetina; supostamente responséaveis pela potente atividade antioxidante e

antimicrobiana desta espécie.

A bibliografia etnobotanica sobre plantas utilizadas para infec¢gées fungicas na
medicina popular destaca o uso de S. terebentifolius dentre 409 espécies de plantas
(FENNER et al., 2006). Diversos trabalhos ja confirmaram a atividade antimicrobiana
de extratos como, na analise dos extratos, alcodlico e aquoso, do fruto da aroeira, no
gue diz respeito as suas propriedades antimicrobianas para uso em produtos
alimenticios com relacdo aos compostos fenolicos, foi demonstrado que o extrato
alcoolico possui quantidade significativa de: flavona apigenina, além de acido elagico
com acao antimicrobiana, para as cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e
do Bacillus cereus (ATCC 11778). O extrato aquoso apresentou uma peguena
guantidade da flavanona naringina, que n&o apresentou efeito inibitério aos
microrganismos testados (DEGASPARI; WASCZYNSKY; PRADO, 2005).

Os extratos de plantas apresentam especial potencial do tratamento de doencas de
frutos (SILVA et al., 2006). Alguns metabdlitos isolados ou fracbes de extratos
também tém exibido atividade antifingica in vitro e in vivo, como foi demonstrado
por Garcia et cols. (2008), onde, dentre monoterpenos testados, o citral apresentou
uma potente atividade fungicida para 3 fungos fitopatogénicos, Colletotrichum
musae, Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium guttiforme, causadores de
doencas e perdas em pos-colheita de frutas).

Triagem, in vitro, pelo teste de difusdo em agar, com formas extrativas etandlicas de
Flourensia spp. (Flourensia microphylla, Flourensia cernua, e Flourensia retinophylla)

demonstrou que o0s trés extratos apresentaram eficiéncia para Alternaria sp.,
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Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum, na concentracdo de 10uL.mL™. Uma total
inibicdo foi apresentada numa concentracdo maior de F. cernua, e F. retinophylla
para R. solani (RODRIGUEZ et al., 2007).

Tonial (2010) realizou estudo por CCD, com extrato bruto da espécie S.
terebinthifolius e identificou, além de compostos fendlicos (principalmente
flavonoides), e de terpenoides, a presenca de antraquinonas, gerando uma nova
hipétese de que as substancias antimicrobianas associadas a aroeira possam estar
vinculadas a este grupo de compostos. Outro estudo identificou as antraquinonas,
além de fendis e triterpenos, no extrato com atividade antimicrobiana da casca desta
espécie, porém ndo foram observadas no extrato das folhas (LIMA et al., 2006). Ao
contrario dos compostos fendlicos, ainda ha poucos estudos a respeito das
antraquinonas presentes em S. terebinthifolius. As quinonas, que incluem as
antraquinonas, sd8o compostos organicos que podem ser considerados como
produtos da oxidacdo de fendis, e da mesma forma a redugcdo de quinonas pode
originar os correspondentes fendis, o que leva a crer que ambas as classes podem
ser importantes no desenvolvimento desta atividade antimicrobiana, tanto como
precursoras como detentoras da atividade (FALKENBERG, 2010).

Um fato importante a ser considerado é a presenca de fungos endofiticos em folhas
(TONIAL, 2010) e sementes (STRAPASSON; SANTOS; MEDEIROS, 2002) da
aroeira vermelha. No primeiro estudo, Tonial (2010), avaliou a atividade
antimicrobiana e a composi¢ao quimica do extrato metandlico (e suas fragcbes) e de
fungos filamentosos e actinomicetos endofiticos das mesmas folhas da espécie S.
terebinthifolius e sugere que, enquanto os metabdlitos ativos da planta estejam
relacionados com compostos fendlicos e/ou antraquinonas, a atividade
antimicrobiana dos enddfitos testados parece estar vinculada a producdo de
alcaldides, presente em todos os extratos ativos dos microrganismos. Dois extratos
com atividade produzidos por endéfitos também apresentaram antraquinonas e um
terpendides. Nas condi¢des testadas ndo foi encontrada relacdo entre os compostos
com atividade antimicrobiana extraidos das folhas de S. terebenthifolius com os
extraidos dos fungos e actinomiceto isolados desta mesma planta.
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No estudo realizado por Strapasson e colaboradores (2002), o fungo fitopatogénico,
mais frequentemente encontrado nas amostras, foi o Fusarium sp., com uma
frequéncia de 66%, demonstrando que a contaminacdo destas sementes por
fungos fitopatogénicos e sapréfitas, normalmente € decorrente de procedimentos

inadequados nas fases de coleta, beneficiamento e armazenamento.

Normalmente as pesquisas se voltam para doencas de plantas que causam
impactos econdmicos na agricultura. Como na fruticultura, onde se destaca a cultura
do abacaxi (Ananas comosus (L. Merril) var. comosus (Coopens & Leal) que, apesar
de sua importancia, a produtividade desta cultura no Brasil ainda é considerada
baixa, principalmente pela fusariose, doenga causada pelo fungo Fusarium
guttiforme Nirenberg & O’Donnell (syn.: Fusarium subglutinans f. sp. ananas,
Ventura, Zambolim & Gilb). Esta doenga em fase de producéo e pés colheita, como
a podriddo negra, causada pelo fungo, Chalara paradoxa, sao responsaveis por
prejuizos elevados, tanto em frutos para consumo in natura, quanto naqueles
destinados a industria de processamento (VENTURA; ZAMBOLIM, 2002).

2.6.2 Triagem in vitro de insumos bioativos, com atividade antifungica

2.6.2.1 Métodos de avaliagcdo da atividade antifungica

Atualmente existem varios métodos para avaliar a atividade antibacteriana e
antifingica dos extratos vegetais. Os mais conhecidos incluem o método de difusdo
em agar, método de macro e micro diluicdo (OSTROSKY et al., 2008). A eficacia do
método pode ser atribuida a varios fatores. Dentre eles, podemos citar a técnica
aplicada, o microrganismo e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época
da coleta, a extracédo da planta (se foi utilizada planta fresca ou seca) e a quantidade
do extrato testada (OSTROSKY et al., 2008; PINTO; KANEKO, 2003). Assim, nao
existe método padronizado para expressar os resultados de testes antimicrobianos
de produtos naturais.
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- Métodos de difusdo em agar

A técnica de difusdo em meio de cultura, utilizada na triagem da avaliacdo do
potencial fungicida de sustancias bioativas vegetais é considerada, por varios
autores, uma técnica simples de realizacdo e eficiente (ALVES et al., 2000; AYRES
et al.,, 2008; OSTROSKY et al.,, 2008; PINTO; KANEKO, 2003; VALGAS et al.,
2007), para diversos produtos da extracdo oficinal de espécies vegetais. A sua
aplicacdo se limita a microrganismos de crescimento rdpido, sendo eles anaerobios

ou aeroébios facultativos.

A avaliacdo é comparativa frente a um padréo biologico de referéncia e a zona ou
halo de inibicdo de crescimento é medida partindo da circunferéncia do disco ou
poco, até a margem onde h& crescimento do microrganismo. No método ha
necessidade do controle positivo, empregando-se um quimioterapico padrdo, e
como controle negativo, o solvente utilizado para a dissolucdo ou extragcdo dos
extratos (AYRES et al., 2008; OSTROSKY et al., 2008; PINTO; KANEKO, 2003).

As técnicas de aplicacdo de substancia antimicrobiana, pelo método de difuséo, séo
por meio de difusdo em disco, cilindros de aco inoxidavel ou vidro e perfuracdo em
agar (PINTO; KANEKO, 2003). A técnica de cilindros de a¢o consiste na aplicacdo
de cilindros (contendo a solucdo do extrato vegetal em estudo) no meio de cultura ja
solidificado e inoculado. Para a técnica de perfuracdo em &gar, a remocédo do meio
de cultura solido, é realizada com auxilio de cilindros (ou outro artificio) que com 5-
8mm de didametro para a formacdo de pocos, nos quais é possivel a aplicacado das
substancias a serem analisadas (OSTROSKY et al., 2008; PINTO; KANEKO, 2003;
SALES, 20009).

O método de difusdo em meio de cultura soélido a partir de orificio/ pogo (ALVES et
al., 2000; AYRES et al., 2008; OSTROSKY et al., 2008; VALGAS et al., 2003) e o de
inibicdo do crescimento micelial, possibilita grande sensibilidade na determinagao da
atividade antimicrobiana de produtos naturais (STANGARLIN; SCHWAN-ESTRADA,
2008; VALGAS et al., 2007).
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- Métodos de diluicdo em meio de cultura liquido

O método da diluicdo em meio de cultura liquido considera a relacdo entre a
proporcdo de crescimento do microrganismo desafiado no meio liquido e a
concentracdo da substancia ensaiada. A avaliacdo € comparada frente a um padrao
biolégico de referéncia. Entende-se por propor¢do da densidade da turbidez
provocada pelo crescimento microbiano. O método fornece resultados quantitativos
e ndo é influenciado pela velocidade de crescimento dos microrganismos. Sua
desvantagem é a dificuldade de detec¢do de contaminacdo por microorganismos no
meio. Podem ser empregadas a macrodiluicdo (laboriosa e requer mais tempo) ou a

microdilui¢do (utiliza microplacas com 96 células pocos (PINTO; KANEKO, 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade biolégica e caracterizar 0os insumos bioativos da espécie Schinus
terebinthifolius (aroeira vermelha), com potencial econémico para o desenvolvimento

tecnoldgico de bioprodutos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO 1

» Padronizar um método de extracdo de folhas e frutos de diferentes gendtipos de
S. terebinthifolius na preparacdo de tinturas-mae (TM), como insumos bioativos

vegetais;

» Analisar as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas de TM de gendétipos de S.
terebinthifolius, para a garantia da qualidade do insumo bioativo desenvolvido;

e Determinar o perfil cromatografico da TM e do Extrato bruto (Eb), a partir de
folhas e frutos, de S. terebinthifolius, utilizando técnicas de Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) e de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

CAPITULO 2

* Obter Oleos essenciais a partir de frutos e folhas de diferentes genétipos de S.

terebinthifolius, através da técnica de hidrodestilagao;

» l|dentificar por Cromatografia de fase gasosa (CG) e Cromatografia de fase
gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM), os principais
constituintes quimicos presentes nos Oleos essenciais extraidos de S.

terebinthifolius.



57

CAPITULO 3

» Avaliar a atividade antioxidante de TM de folhas e frutos de genétipos da espécie
de S. terebinthifolius, pelo método fotocolorimétrico do radical livre estavel DPPH
(1,1- difenil-2-picril-hidrazil).

CAPITULO 4

« Avaliar, in vitro, a atividade antifungica de TM de folhas e frutos de gendétipos da
espécie S. terebinthifolius para os fungos fitopatogénicos, Fusarium guttiforme e
Chalara paradoxa.
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4 CAPITULO 1

CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA E FITOQUIMICA DE INSU MOS
BIOATIVOS FITOTERAPICOS DA AROEIRA ( Schinus terebinthifolius Raddi).

4.1 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos de obtencdo de insumos bioativos foram realizados no
Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica da Emescam, em Vitoéria- ES e para
identificagdo de seus constituintes quimicos, no Laboratorio de Biotecnologia
Aplicada ao Agronegécio (Nucleo de Biotecnologia) da Universidade Federal do
Espirito Santo — UFES e Laboratorio de Fitoquimica de Plantas Medicinais do
Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN) da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFRJ), Rio de Janeiro- RJ, Brasil.

4.1.1 Material vegetal

Folhas e frutos frescos, de trés gendtipos, macho (M), fémea (F) e hermafrodita (H),
da espécie Schinus terebinthifolius, foram coletadas em fevereiro e maio de 2012,
respectivamente, pelos técnicos do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural (Incaper), no municipio de Pedro Canario- ES, Brasil
(latitude: -18°01’ 49”; longitude: - 40°09’ 02") — ES, Brasil. Todas as plantas foram
georreferenciadas por GPS (Global Positioning System).

A identificagdo da espécie botanica foi realizada pelo Prof. Marcelo Simonelli Filho
(IFES- Vitoria, ES) e um exemplar desta espécie (exsicata) encontra- se depositado
no herbario do Museu de Biologia Mello Leitdo, localizado no municipio de Santa

Tereza- ES, Brasil (catalogado e registrado sob o n°® 41895).
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4.1.1.1 Tratamento prévio do material vegetal”.

Apoés reservar material vegetal para calculo do Residuo sélido (R. sol.), folhas e
frutos frescos, foram previamente desinfestadas com hipoclorito de sédio (1%) e em
seguida lavadas com agua destilada esterilizada. Em seguida, a droga vegetal
fresca passou por processo de tratamento prévio* a maceracdo, incluindo a
utilizacdo de um adjuvante técnico natural novo (AD1) no processo de extracdo,

visando formacédo de uma biomassa vegetal estavel.

4.1.1.2 Determinacao do residuo solido (R. sol.) do vegetal fresco.

Folhas (10g) e frutos (10g) frescos (sem assepsia do material), foram fracionados
em fragmentos reduzidos e colocados em estufa & T 100C- 105C, até peso
constante. Foi realizado calculo do teor de residuo sélido (%R. sol./ vegetal “fresco”),
onde a relacdo R. sol/volume final da TM, é de 1:10 (p/v). Os resultados foram
expressos pela média de trés determinacdes (FARMACOPEIA HOMEOPATICA
BRASILEIRA, 2011b).

4.1.1.3 Determinacao do teor liquido extrator (EtOH)

Como a espécie S. terebinthifolius, ndo possui monografia de referéncia, o teor
alcodlico do liquido extrator (EtOH), foi estipulado pela determinagdo do residuo
sélido (FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA, 2011): a) EtOH 90% (p/p)
para R.sol. < 29% (para plantas com alto teor de agua); b) EtOH 80% (p/p) para
R.sol.: 30% - 39% (plantas com médio teor de agua); c) EtOH 70% (p/p) para R.sol.
igual = 40% (plantas com baixo teor de 4gua). O volume de EtOH foi equivalente ao
volume final de tintura-mae a ser obtido subtraido do volume de agua contido no

vegetal fresco.

" Foi omitido o detalhamento de algumas informagfes deste trabalho com vistas a protecao
intelectual, respaldada pela Lei de Inovacdo N°10. 973, de 2 de Dezembro de 2004, regulamentada
pelo Decreto 5.563, de 11 de Outubro de 2005.
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4.1.3 Extracdo

4.1.3.1 Preparacéao de Tintura-mae (TM) e obtenc&o de insumos bioativos

Amostras de Tintura-mae (TM) da espécie S. terebinthifolius foram preparadas a
partir do material vegetal estabilizado pelo processo de tratamento prévio, de acordo
com a técnica de maceracdo (FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA,
2011a), modificada pela autora. A biomassa foi deixada em maceragao, com 85%
(p/v) do volume total de EtOH por 20 dias, em temperatura ambiente, com agitacao
diéria. O residuo foi prensado e filtrado, e a biomassa formada foi adicionado q.s. de
EtOH numa mistura homogénea, até volume desejado. O produto ficou em repouso
por 48hs e a TM obtida foi conservada em recipiente de vidro ambar, bem fechado,
protegido do calor e da luz direta. As Tinturas-mae (TM’'s) de cada genétipo, foram
identificadas a partir de folhas da planta hermafrodita (TMArFH), fémea (TMArFF), e
macho (TMArFM) e de frutos, da planta hermafrodita (TMArFrH) e de duas amostras
da planta fémea (TMArFrF1 e TMArFrF2).

4.1.2.1.1 Preparacéo da Solucao Teste de Tintura Méae (STTM)

Uma aliquota de 10mL, de cada TM, foi levada ao Banho Maria (95°a 105C),
para evaporacdo do EtOH, por 40 a 60 min. ApGs evaporacdo do solvente, o
residuo foi reconstituido em 2.0 mL de EtOH (STTM) e aplicado em placas
cromatograficas com auxilio de micropipetas ou capilares, nos quais foram
dispensados 5uL e multiplos deste volume. Cada STTM foi acondicionada em vidro
ambar de 5.0mL de capacidade, devidamente identificados e mantidos ao abrigo de

luz e calor.

4.1.2.2 Preparacao de Extrato bruto e obtencéao de insumos bioativos

Frutos e folhas frescas da espécie S. terebinthifolius, no municipio de Pedro
Canério, ES, foram triturados e submetidos a extracéo a frio (maceracao) durante 15
dias com etanol como solvente extrator. Em seguida, a solugédo etandlica obtida da
maceracdo foi concentrada em evaporador rotatério, obtendo-se o extrato bruto a
partir do fruto da planta fémea (EArFr) e da folha de plantas fémea e macho (EArF).
O procedimento foi realizado no Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN)/
UFRJ, Rio de Janeiro, RJ.
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4.1.4 Determinacdes fisicas e fisico-quimicas da TM

Andlises fisico-quimicas, das TM a partir de folhas (TMArFH, TMArFF e TMArFM) e
de frutos (TMArFrH, TMArFrF1 e TMArFrF2) de S. terebinthifolius, foram realizadas
para determinagdo de cor e aspecto, residuo seco, titulo etandlico da TM, pH e
densidade (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010 ; FARMACOPEIA HOMEOPATICA
BRASILEIRA, 2011; BACCHI, 1996). Todos os experimentos foram realizados com
trés repeticbes, em temperatura adequada (20 T+ 2 ).

4.1.4.1 Avaliacdo qualitativa da Cor e aspecto da Tintura-méae

Foram colocados 10 mL de cada amostra de TM, em tubos de ensaio de vidro
transparente e fundo chato. Os tubos foram observados transversalmente contra
fundo branco, sob luz difusa, nas mesmas condicbes. A TM analisada deve
apresentar aspecto limpido e homogéneo, sem presenca de residuos solidos ou
particulas estranhas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; BACCHI, 1996).

4.1.4.2 Determinacao do Residuo Seco (R.S.)

Foi introduzida em cadinho de porcelana, previamente tarado, quantidade conhecida
de cada amostra de TM. ApOs evaporacdo em banho-maria até secura, foram
levadas a estufa (temperatura: 100 °C a 105 °C), por 2 horas. Cada tomada de peso
foi antecedida de resfriamento em dessecador contendo agente dessecante (silica
gel), por 20 minutos. O residuo foi colocado em estufa por mais uma hora até peso
constante (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA HOMEOPATICA
BRASILEIRA, 2011b; BACCHI, 1996).

Os resultados foram expressos em porcentagem de residuo seco (%p/p), pela média
de trés determinagBes. Como se trata de residuo higroscoépico, se torna necessario
tampar o cadinho para efetuar a transferéncia da estufa para o dessecador e deste
para a balanga.
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4.1.4.3 Determinagéo do titulo etandlico da Tintura-méae

Foram colocados 500mL de cada amostra de TM, em uma proveta (previamente
esterilizada), registrando-se a temperatura. Mergulhou-se no liquido o alco6metro de
Gay- Lussac (previamente aclimatado), imprimindo uma rotagcdo de 360° sentido
anti-horario no alcoébmetro. Apds, o numero da graduacdo do alcodmetro lido
corresponde ao afloramento (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA
HOMEOPATICA BRASILEIRA, 2011b; BACCHI, 1996).

4.1.4.4 Determinacéo do pH

A determinag&o do pH foi realizada com potencidmetro calibrado, adicionando uma
porcdo de aproximadamente 10mL de cada amostra de TM, a um béquer (com o
eletrodo imerso na solugédo) e leitura direto no aparelho (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; BACCHI, 1996).

4.1.4.5 Determinacdo da Densidade

A densidade foi determinada pela razdo entre a massa de um mesmo volume de
agua destilada e cada TM, a mesma temperatura (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010; BACCHI, 1996). A amostra foi transferida para um picnémetro limpo e seco,
com capacidade para 25 mL, previamente calibrado. Foram realizadas as pesagens
dos picnémetros vazios e preenchidos com TMs empregando balanca de preciséo
de 0,0001 g, com temperatura ajustada para 20 . O peso da amostra foi obtido
através da diferenca de massa do picndmetro cheio e vazio. O calculo foi baseado

na divisdo da massa de TM pela massa de agua, representado pela féormula:

Drwm (g/mL)= wm— LY TP POPRPP
MP20— MP

onde,

Dty= Densidade da Tintura-mae

MPty= Massa do Picnometro contendo TM
MPu20= Massa do Picnometro contendo H,O
MP= Massa do Picnometro vazio
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4.1.4 Determinacgéo do perfil cromatografico

4.1.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O experimento foi realizado no sistema de Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), utilizando placas de aluminio de gel de silica GFzs4 (Merck® e placas de
vidro, DC- Fertiglatten® ADMANT para CCD (Marcherey Nagel®), segundo métodos
descritos em literatura (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; WAGNER, BLADT,
1996; BRAZ et al., 2011; CARDOSO, 2009) e adaptado pela autora, para amostras
reconstituidas de STTM, a partir de TM de Schinus terebinthifolius. Todos os
cromatogramas foram desenvolvidos em camara de exaustdo. As fases moveis
empregadas neste estudo foram selecionadas ou desenvolvidas de acordo com a
STTM (Tabela 2).

Tabela 2 Triagem fitoquimica das principais classes de metabdlitos secundarios, através de um
sistema de cromatografia para TM de folhas e frutos de S. terebinthifolius.

STTM* (TMArFH, TMAIFF, TMArFM, TMArFrH, TMArFrF1
Classe Aliquotas (uL)

Metabolitos TMAIFTF2)
Sistema cromatogréafico (PDA)”
Sistema eluente (v/v) Agente cromogénico
Acido galico 10.0/ 25.0 1. Tolueno: Acetato de etila: A. Cloreto Férrico a 1% em
Metanol: Acido Férmico metanol’.
Placa 1© (75:25:10:6).
Saponinas  10.0/ 25.0 2. Cloroférmio: Acido Acético: B. Anisaldeido Sulfarico +
Metanol: Agua (60:32:12:8). 105C/5 min.
Placa 1©
Terpenos 10.0/ 25.0 3. Acetato de Etila: Tolueno (7:93) | C. Vanilina sulfdrica+ 105/
5min.
Placa 1©
Flavonoides 5.0 4. Acetato de Etila (100): Acido D. PN/PEG 4000" + UV 365nm”.
- Férmico (11): Acido Acético
Placa 2 (11): Agua (26).

T'STTM (Solucao Teste Tintura-Mae): TMArFH= TM Aroeira Folha Hermafrodita; TMArFF= Fémea; TMArFM = Macho;
TMArFrH= TM Aroeira Fruto Hermafrodita, TMArFF1= TM Aroeira Fémea( 1) e TMArFF2=TM Aroeira Fémea (2).

Fonte: PDA: WAGNER; BLADT, 1996.
Reagente: Fe,Cl; a 1% em metanol ( Braz et al., 2011) e em sol. aquosa (WAGNER; BLADT, 1996).
* PN: Produto Natural: -2- aminoetil- difenil- borinato/ PEG: Polietilenoglicol 4000.

® 365nm: Luz UV 365nm (camara escura).
® Placa 1: placas de vidro, DC- Fertiglatten® ADMANT para CCD (Marcherey Nagel®) ;
" Placa 2: placas de aluminio de gel de silica GFas4 (Merck®).

2
3
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Aliquotas, de 5uL, 10uL e 25uL, foram aplicadas em uma placa com micropipetas
volumétricas e capilares, ao longo de uma linha virtual situada a 10 mm a partir da
borda inferior da placa. As manchas foram aplicadas a 10 mm de intervalo. Durante
a aplicacéo, foi tomado cuidado para secar as manchas sob fluxo de ar, de modo
gue elas nao excedessem a 10 mm de diametro. A placa foi desenvolvida a uma
distancia de 80 mm, a temperatura ambiente em capela de exaustdo. Apds o
desenvolvimento da cromatografia e a evaporagao dos solventes, as manchas foram
visualizadas, sequencialmente com luz visivel e em camara escura (Clinlab®), para
UV de 254 e 365 nm, e em seguida pulverizada com reagentes cromogenicos
especificos de acordo com os grupos quimicos analisados. A posicao final de cada
mancha foi designada pelo Rf (Rf = distancia atingida pela mancha a partir da
origem/ distancia percorrida pelo solvente desde a origem).

4.1.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC)

4.1.4.2.1 ldentificagdo de constituintes quimicos em insumos ativos: Tintura méae

(TM) da folha e fruto de gendtipos de S. terebinthhifolius.

Para a determinacdo cromatografica de alta eficiéncia, de cada amostra dos
insumos: tinturas-mae (TM) das folhas (TMArFH) e frutos (TMArFrH) da planta
hermafrodita da espécie S. terebinthhifolius, empregou-se o método descrito em
literatura pertinente (BACCHI, 1996; CIMPAN; GOCAN, 2003; RENGER, 2000),
adaptado pela autora. A cromatografia de fase reversa foi realizada em CLAE/
Shimadzu Proeminence LC20 AT. A coluna utilizada foi a C18 (Phenomenex:
Phenosphere (Next 5u) com fase reversa de silica (250 mm x 4,6 mm) e 0s
solventes de eluicdo foram: a) agua: acido acético (90: 10) e b) acetonitrila
(CIMPAN; GOCAN, 2003). As amostras, eluidas em EtOH (PA), foram injetadas e
submetidas a um gradiente 0- 100% de &agua/ac. acético: acetonitrila (0- 10min:
20%B, 10- 30min: 30%B, 30- 50min: 100%B), numa velocidade de fluxo de
0,6mL/min por 50 min de corrida (Tabela 3), monitorada pelo detector (SPD 20A)
espectrofotométrico (UV/Vis), com leitura em dois comprimentos de onda, 220nm e

350nm, simultaneamente.
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Tabela 3 Sistema de gradiente da fase mével do cromatograma realizado para os insumos: a)
TMArFH e TMArFrH e, b) EXTAr e EXTArF.

Insumos T (min)* Eluente (a) (%) Eluente (b) (%)
TMArFH e TMArFrH 0-10 80 20
“VE: 0,6 mL/min. 10 - 30 70 30
30 -50 0 100
EArFr 0-10 55 45
“VE: 0,7 mL/min. 10 - 50 30 70
50 — 60 0 100

EXTAr (6 amostras) 0 - 60 a 65.
*VF: 0,7 mL/min.

T tempo de corrida; “VF: velocidade de fluxo; ® TMArFH: TM Folha Aroeira Hermafrodita e TMArFrH: TM Fruto
Aroeira Hermafrodita; EXTAr: Extrato bruto Fruto Aroeira; EXTArF: Extrato bruto Folha Aroeira.

4.1.4.2.2 ldentificagéo de constituintes quimicos em insumos ativos : Extrato

bruto (EXT) do fruto e folha de gendtipos de S. terebinthhifolius.

Para a determinacdo cromatografica de alta eficiéncia, de cada amostra dos
insumos: Extrato bruto das folhas (EArF) e uma amostra do fruto (EXT) de
genotipos da espécie S. terebinthifolius, a cromatografia de fase reversa foi realizada
em CLAE Shimadzu CLASS- VP/ Detector espectrofotométrico (UV/Vis). A coluna
utilizada foi a C18 (Next 5u) com fase reversa de silica (250 mm x 4,6 mm) e os
solventes de eluicdo foram: i) para a amostra do Extrato bruto do fruto de genotipo
(fémea) da Aroeira, (EArFr): (a) agua/acido formico (0,05%) e (b) metanol. As
amostras eluidas foram injetadas e submetidas a uma gradiente de 0- 100% de
agua/acido formico (0,05%): metanol (0- 10min: 45%b, 10- 50min: 70%b, 50- 60min:
100%b), numa velocidade de fluxo de 0,7mL/min por 60 min de corrida e ii) para as
amostras de Extrato bruto a partir de folhas de gendtipos (fémea e macho) da
Aroeira (EArF): (a) metanol e (b) agua/acido formico (0,05%). As 6 amostras eluidas
foram injetadas e submetidas a uma gradiente de 0- 100% (em diferentes tempos),
numa velocidade de fluxo de 0,7mL/min por 60 min de corrida (Tabela 3). Os
procedimentos foram realizados no NPPN/ UFRJ.
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Obtencao de Insumos Bioativos: Tintura- Mae ( TM) a partir de folhas e

frutos de gendétipos de  S. terebinthifolius.

4.2.1.1 Tratamento prévio do material vegetal

A utilizacdo de material vegetal fresco foi indispensavel para a deteccdo de
componentes especificos, visto que seu emprego traz a vantagem de evitar a
presenca de substancias provenientes do metabolismo de fenecimento vegetal
(SIMOES et al., 2010). Segundo Chechinel e Yunes (1998) a qualidade do material
vegetal quanto a garantia da presenca de seus constituintes quimicos € decorrente
dos métodos e dos reagentes quimicos utilizados para sua obtencdo e reflete de
sobremaneira na atividade biolégica das espécies vegetais. Uma extracao ineficiente
e sem o rigor dos métodos analiticos de monitoramento, acarreta em perda dos

principios ativos presentes em plantas medicinais (YUNES; CALIXTO, 2001).

Antes de ser extraida pelo processo convencional de maceracdo, segundo métodos
farmacopéicos, a droga vegetal fresca, selecionada a partir de folhas e frutos, de S.
terebinthifolius, passou por um processo de tratamento prévio com utilizagdo de um
adjuvante natural novo (AD1)", logo ap6s procedimentos de selecdo e assepsia das
partes coletadas, visando a padronizacdo do processo de obtencdo de tinturas-mae
(TM) vegetais. AD1 € um glicol alternativo, 100% natural, aprovado pelo Ecocert™ e
certificado pela Natural Products Association (NPA). E Além disso, ndo é derivado
do petrdleo, apresentando elevada pureza.

A selecdo do adjuvante novo foi necessaria, considerando, em primeiro lugar, as
especificacoes adequadas para sua finalidade na extragéo da droga vegetal e o seu
emprego na formulacao exigiu critérios de qualidade, condicionados a sua funcdo de

" Foi omitido o detalhamento de algumas informacgdes com vistas a protecao intelectual, respaldada
pela Lei de Inovacdo N°10.973, de 2 de Dezembro de 2004, regulamentada pelo Decreto 5.563, de
11 de Outubro de 2005.
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auxiliar no processo de estabilidade do produto final, TM a partir da folha e fruta da
aroeira. Em segundo lugar, auxiliou na biodisponibilidade do insumo ativo
fitoterapico, logo, similar a especificacdes de qualidade farmacopéicas, adicionado
das caracteristicas do ciclo de processamento (SONAGLIO et al., 2010; FARIAS,
2010). Na literatura, existem relatos técnicos oficiais de preparacdo de extratos
moles, que seriam a condensacdo dos extratos fluidos hidroetandlicos produzidos
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; PRISTA; ALVES, 1990; FARIAS, 2010), o que
ndo caberia ao processo de tratamento prévio proposto.

O procedimento estratégico de tratamento da droga vegetal fresca juntamente com a
utilizacéo do adjuvante, no processo de extracao botanica, foi de vital importancia na
manuten¢cdo da estabilidade da droga vegetal, pois possibilitou a manutengdo da
integridade fisico-quimica vegetal necesséria para a realizagdo da técnica de
maceragao por esgotamento, ou seja, extensao do tempo de maceracéo de trés dias
para 15 a 20 dias de extracdo a partir de vegetal fresco.

A utilizacdo do adjuvante adequado a extracdo exerceu influéncia na atividade
bioldgica que pode estar relacionada com o aumento da solubilidade das por¢des
fendlicas nas regides lipidicas, nas quais é requerida protecdo contra degradacgéo
bioldgica ou oxidacdo quimica (GENNARO, 1995). Bertoldi (2006) obteve resultados
dez vezes maiores na atividade antioxidante de extratos a partir de frutos da aroeira,
alterando o solvente de extracdo, de acetona para agua, permitindo um
enriguecimento da amostra com constituintes com maior atividade antioxidante, no

caso do estudo, compostos fendlicos.

4.2.1.2 Obtencao de Tintura-mae (TM) de S. terebinthifolius

Foi realizado procedimento de extracdo da droga vegetal fresca, em suas partes:
frutos (maduros) e folhas, frescos, adotando o procedimento de maceracéo
otimizada, pela realizacdo de tratamento prévio da droga vegetal fresca e pela
determinacdo do residuo solido, teor do EtOH e volume final de cada amostra de
TM. Do material vegetal da aroeira coletado em 2012, folhas e frutos foram
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selecionados, dentro dos parametros de qualidade para processo de colheita e
preparacdo do material para extracao.

Os valores obtidos e apresentados na tabela 4 estabelecem as determinagdes
farmacopéicas contidas nas normas de extracdo de matéria prima vegetal e dos
processos técnicos de obtencdo de tinturas vegetais, principalmente para tinturas-
maes (BACCHI, 1996; FARIAS 2010; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010;
FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA, 2011a; HPSUS, 2000).

Tabela 4 Determinacao de Residuo soélido (R. sol. (%), Teor EtOH (%) e Vol.TM (mL) final a partir de
amostras de material vegetal (MV) de S. terebinthifolius (aroeira).

Partes da planta Amostra-  R.sol.(%)/Dp° R.sol.total® Teor EtOH*  Vol.TM (mL)
MV (g) (¢)) (9 (%)
Folhas (margo 2012)  ArFH 32+£1.05 96 80 960
MV: 930g 300
ArFF 29 + 0.58 101.5 90 1160
350
ArFM 26 £+ 2.52 72.8 90 728
280
Frutos (maio 2012) ArFrH 49 + 0.52 441 70 441
MV: 270g 90
ArFriF, 42 +1.15 33.6 70 336
80
ArFri, 47 +1.08 47 70 470
100

! ArFH: Aroeira folha hermafrodita; ArFF: Aroeira folha fémea; ArFM: Aroeira folha macho; ArFrH: Aroeira fruto hermafrodita;
ArFrF1: Aroeira fruto fémea 1; ArFrF2: Aroeira fruto fémea 2.

’R. sol.(%): residuo sdlido (%); Média de 3 repeti¢des e calculo de DP: Desvio padréo.

3R. sol. total: residuo sélido total do vegetal (g)

*Teor EtOH (%): titulo EtOH: determinado pelo teor residuo sélido.

*Vol. TM (mL): Volume final da TM (10 vezes o residuo

Das folhas da espécie S. terebinthifolius, coletadas em fevereiro de 2012, (peso total
material vegetal: 930g), foram obtidos 960 mL de tintura mae (TM) a partir de 300g
da planta hermafrodita (TMArFH) (com concentragéo de 32 mg.mL™), 1160 mL de
TM a partir de 350g da planta fémea (TMArFF) (com concentracdo de 29 mg.mL™) e
728 mL de TM a partir de 280g da planta macho (TMArFM) (com concentragéao de 26

mg. mL™Y).

Dos frutos, coletados em maio de 2012, (peso total droga vegetal: 270g), foram
obtidos 441 mL de tintura mae (TM) a partir de 90g da planta hermafrodita
(TMArFrH) (com concentracdo de 49 mg.mL™), 336 mL de TM a partir de 80g da
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planta fémea 1 (TMArFrF1) (com concentracdo de 42 mg.mL™) e 470 mL de TM a
partir de 100g da planta fémea 2 (TMArFF2) (com concentracdo de 47mg. mL™).
Uma parte (100 mL), de cada tintura preparada, foi utilizada para determinacédo do
residuo solido (R. sol) e o restante foi reservado para utilizacdo em bioensaios e
preparacdo da solucao este de Tintura-mae (STTM), utilizada na técnica de CCD.

As médias para residuos sélidos (R. sol.), ndo foram significativas e estdo dentro
dos limites permitidos pela legislacdo (BACCHI, 1996; PRISTA; ALVES, 1990), o
gue possibilitou a determinagao do teor EtOH (%) de cada amostra da TM analisada.
Houve uma diferenca nos resultados apresentados na determinacdo do teor do
liquido extrativo (EtOH) para cada gendétipo da espécie, determinada pela parte
utilizada na preparacédo da TM. As folhas das plantas hermafroditas e fémeas, que
possuem médio e alto teor de agua, respectivamente, demandaram um teor
alcoolico para o liquido extrator (EtOH), entre 80 e 90%. Valor este, maior que o teor
do EtOH (70%) utilizado na extracdo dos frutos que, como era de conhecimento,

possuem um baixo teor de agua.

O emprego do metanol na fase de extracdo de drogas vegetais, embora seja
considerado o melhor solvente para compostos fendlicos (SIMOES et al., 2010) e
para metabdlitos com média e pouca polaridade (GENNARO, 1995), seria uma
indicacao, principalmente para a extragao e identificacdo da aroeira. Entretanto, ndo
foi utilizado devido a sua toxicidade (LIEBERMAN; LACHMAN; SCHWAZTZ, 1990;
PRISTA; ALVES, 2003). Além do mais, caso fosse utilizado, o mesmo deveria ser
totalmente removido depois da extracdo para que fosse empregado como veiculo da
TM, o que dificultaria ou inviabilizaria todo o processo (DEGASPARI, 2004; FARIAS,
2010).

A padronizacdo da técnica de preparacdo da TM a partir de folhas e frutos da
espécie, S. terebinthifolius, pelo tratamento prévio do material vegetal com o devido
uso de adjuvante adequado para extragdo, apresentou aspectos peculiares e
relevantes, evidenciados pelos resultados nas analises fisico-quimicas, além do

desenvolvimento de novas metodologias para estabilizacdo do produto final.
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4.2.1.3 Preparacgao da solugéo teste de Tintura-mae (STTM)

A preparacdo da STTM, a partir de cada TM, foi executada de acordo com
metodologia proposta pela autora. A reconstituicdo da TM condensada mostrou
rapidez de execucao e rendimento maior, por trabalhar com aliquotas pequenas (10
ml) de tintura-mé&e, quando comparado ao processo de condensacdo de extratos
hidroetandlicos, por evaporador rotatério, normalmente utilizado em processos de

obtencao de extratos vegetais.

4.2.2 Realizagéo de analises fisico-quimicas de TM

Os resultados das analises fisico-quimicas das amostras das TM padronizadas a
partir de folhas e frutos da espécie S. terebinthifolius Raddi, apresentaram valores
médios e célculo de desvio padrdo (Tabela 5), para determinacéo de residuo seco
(1.41% + 0.13), teor alcdolico (67% * 0.78), pH (5.6 + 0.78) e densidade (0.898g.mL"
1+ 0.98), das tinturas- maes (TM), dentro das especificacdes técnicas propostas
pela literatura apropriada, quando disponivel (BRASIL, 2004; FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; GENNARO, 1995; HPSUS, 2002).

Os valores médios (1,41% = 0,13), da andlise de residuo seco, apresentados pelas
amostras de TM da S. terebinthifolius (Tabela 5), revelaram que ndo h& diferenca
significativa entre as amostras. Segundo procedimentos de andlise e interpretacao
de resultados de metodologia analitica (BRASIL, 2010; LIEBERMAN; LACHMAN;
SCHWAZTZ, 1990; PRISTA; ALVES, 1990), toda vez que na descricdo de uma
droga vegetal ndo for indicada a percentagem da perda por dessecacao, é tolerado
um maximo de cinco por cento (BRASIL, 2010; GENNARO, 1995; PRISTA; ALVES,
1990). A determinagdo do residuo seco € um parametro fundamental e preliminar
guando se objetiva alcancar a eficacia de uma formulacao fitoterapica (SHARAPIN
et al., 2000; CARDOSO, 2009), pois este ensaio implica na quantificacdo das
substancias extraidas da planta através da eliminagdo do solvente extrator, sendo
assim, esse percentual € um indicativo da concentracédo da tintura (BRASIL, 2010;
PRISTA; ALVES, 1990).
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Tabela 5 Resultados das analises fisico-quimicas de tinturas-mae (TM) preparadas a partir de folhas
e frutos da espécie S. terebinthifolius Raddi (aroeira).

Forma Cor/ Aspecto R.s (%) +dp° T.EtOH +dp° pH xdp® Dens. = dp°

Extrativa * (g/mL)

TMArFH Verde/Caracteristico 0.82 +0.06 68 £ 0.50 5,01+0.21 0.895+0.58

TMArFF Verde/Caracteristico 1.14+0.21 69 £0.35 5,38 +0.32 0.889 +£0.54

TMArFM Verde/Caracteristico 0.89 +0.20 70 £0.62 5,10+0.51 0.894 +£0.98

TMArFrH  Castanho avermelhado/ 1.57 + 0.08 65 +0.87 588+0.81 0.902+1.18
Caracteristico

TMArFrF1 Castanho avermelhado/ 2.04 +0.16 65+1.12 5,89+0.88 0.902+1.25
Caracteristico

TMArFrF2 Castanho avermelhado/ 1.99 + 0.09 65+1.14 6,01 +1.92 0.901+1.32
Caracteristico

md +dp°® - 1.41 +0.13 67 +0.78 5.6 +0.78 0.898 +0.98

T Formas extrativas: TMArFH: Tintura-mae (TM) aroeira folha hermafrodita; TMArFF: TM aroeira folha fémea; TMArFM: TM
aroeira folha macho; TMArFrH: TM aroeira fruto hermafrodita; TMArFrF1: TM aroeira fruto fémea 1, TMArFrF2: TM aroeira
fruto fémea 2.

’R.s (%)/ dp: Média da determina¢&o do Residuo seco da TM;

% T. EtOH /dp(TM) (%) Final/ Dp: Média da determinag&o do teor alcéolico (final) da TM;

4 pH/dp: média da determinag&o do potencial Hidrogenidnico da TM; ® Dens.: Média da determinacdo da densidade da TM;

® média + dp: média e célculo de desvio padrao.

Os valores médios de pH e densidade, revelaram que ndo houve diferenca
significativa entre as amostras e o padrao permitido pela legislacdo. Para a
determinacdo do pH das amostras de TM, primeiramente, para uma melhor
reprodutibilidade da analise, o valor do pH da agua destilada também foi verificado
(5,32 £ 0,03), devido ao fato desta ser utilizada no procedimento para a obtencao da
solucdo extrativa. O valor apresentado na realizacdo do método (5,6 * 0,78), dentro
dos limites permitidos (BRASIL, 2004; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; PRISTA,;
ALVES, 1990), foram compativeis com o da agua, ndo apresentando niveis de
acidez. Em solu¢bes aquosas, os &cidos dissociam-se parcialmente em ions, e essa
acidez pode ser medida pela concentragdo dos hidrogénios na solucdo (COSTA,
2001). A presenca de agua, além do limite permitido, leva a erros na determinacao
do teor do liquido extrator e permite a ocorréncia de reacdes enzimaticas, como
hidrolise, as quais promovem alteracdes e/ou degradagdo dos seus constituintes
ativos e, consequentemente acarretando a deterioracdo da droga vegetal (PRISTA;
ALVES, 1990; LIEBERMAN; LACHMAN; SCHWAZTZ, 1990).

A média dos resultados das andlises desenvolvidas com TM, apresentou o valor
médio de densidade de 0,898g.mL™ + 0.98, o qual se manteve dentro do limite
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preconizado para tinturas, 0,87 e 0,98 g.mL™ (BRASIL, 2010; PRISTA; ALVES,
1990). Vale ressaltar que tal ensaio constitui-se numa exigéncia estabelecida pela
Resolucédo da Diretoria Colegiada da ANVISA, RDC n° 14/2010 (BRASIL, 2010) e os
resultados apresentados para as amostras, de TM da aroeira, analisadas
sinalizaram para uma padronizacdo no processo de extracdo da espécie, de acordo
com a avaliacdo de caracteristicas fisico-quimicas dos produtos tecnologicamente

transformados.

Os resultados apresentados nas andlises fisico-quimicas indicaram qualidade no
processo de extracdo do material vegetal, provavelmente garantida pela realizacéo
dos procedimentos executados antes da maceracao, pelo tratamento prévio e adicdo
de um novo adjuvante, no material vegetal, o que proporcionou resultados

promissores na determinacdo do perfil cromatografico das amostras analisadas.

4.2.3 Determinacgdo do perfil cromatografico para S. terebinthifolius.

4.2.3.1 Perfil por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) de classes metabdlicas

presentes na TM.

O sistema cromatografico adotado na triagem de amostras das Solu¢des Teste de
Tinturas-mée (STTM) de folhas (TMArFH; TMArFF; TMArFEM) e frutos (TMArFrH;
TMArFrF1; TMArFrF2) de S. terebinthifolius, permitiu a deteccdo de zonas
cromatograficas de classes metabdlicas majoritarias, identificadas, quando possivel,
com dados apresentados na literatura pertinente, principalmente pelas coloracdes
das manchas apresentadas e respectivos valores de Rf (BRAZ et al., 2011; NUNES
et al., 2009; WAGNER; BLADT, 1996).

As classes metabolicas de interesse foram selecionadas mediante relatos da
presenca de grupos quimicos ativos na espécie S. terebinthifolius e foram
detectados neste trabalho, pela visualizacdo de zonas cromatogréficas tipicas de
compostos fendlicos, caracterizados por coloracdes que variaram do laranja-
esverdeado ao amarelo (NUNES et al., 2009; WAGNER et al., 1996), saponinas e

terpenos, caracterizados pela coloragdo laranja- amarronzadas a arroxeadas,
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respectivamente bem como presenca de acido galico e catequina que foram, de
principio, diferenciados pelo indice de retencdo (Rf), quando possivel e aplicavel
(BRAZ et al., 2011; WAGNER et al., 1996).

As amostras de STTM, de cada parte (folha ou fruto) analisada, ndo apresentaram,
entre os gendtipos (hermafrodita, fémea e macho), diferenca significativa para o
perfil cromatografico proposto. Os resultados para CCD das amostras STTM de
folhas (Tabelas 6 a 9) e frutos (Tabela 10) da espécie S. terebinthifolius, permitiram
a visualizacdo de zonas cromatograficas, com coloracfes tipicas das classes
metabdlicas analisadas e referidas (quando comparadas aos seus respectivos
padrdes).

O perfil cromatografico, para deteccdo de acido gélico nas amostras de STTM a
partir das folhas (TMArFH, TMArFF e TMArFM), revelou manchas relevantes em
Al(Rf ~ 0,22), A2 e B1 (Rf ~ 0,38 — 0,40) e B2 (Rf ~ 0,87), que nos permitiram
sugerir a presenca de acido galico ou derivados em Al (10uL de STTM) e de
catequinas na mancha em B2 (Tabela 6), com aplicacao de 25uL da STTM.

Tabela 6 Determinagdo do perfil cromatografico por CCD, para acido galico/catequinas, de tinturas-
mae (TM) preparadas a partir de folhas da espécie S. terebinthifolius (aroeira).

Sistemas TMArF de S. terebinthifolius® Literatura (padréo placa) °
cromatograficos

TMArFF TMArFH TMArFM

Acido Galico

SE: (1)
AC: (A)
Rf:

Al-0.22
A2 -0.38

B1-0.38
B2 - 0.87

Literatura 2 Aroeira.
BRAZ et al., 2011

'TMArF: Tintura-mé&e de folhas aroeira. “Literatura: WAGNER; BLADT,1996; BRAZ et al., 2011.

Estes resultados apresentaram significativa semelhanca com manchas detectadas
por Braz e colaboradores (2011) utilizando o padrdo de &cido gélico (Rf= 0,20) e de
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catequina (Rf= 0,81), na identificacdo de metabdlitos presentes no extrato da casca
da aroeira. Outros estudos confirmaram a presenca de compostos ativos presentes
nas folhas, como no fracionamento cromatografico do extrato etandlico, que resultou
no isolamento de constituintes quimicos ativos como, galato de etila, galato de
metila, miricetrina, quercitrina, miricetina (CERUKS et al., 2007) e na identificacao de
compostos fendlicos como, o &cido caféico, acido cumarico, acido elagico, acido
galico e catequina (EL-MASSRY et al., 2009).

Nos sistemas cromatograficos para saponinas das STTM para folhas e frutos,
somente foram detectadas duas manchas representativas desta classe, no

cromatograma das STTM a partir das folhas (Tabela 7).

Tabela 7 Determinacdo do perfil cromatografico por CCD, para saponinas, de tinturas-méae (TM)
preparadas a partir de folhas da espécie S. terebinthifolius (aroeira).

Sistemas TMArF de S. terebinthifolius® Literatura (padréo placa) °
cromatograficos TMAIFF TMAFH TMAEM
Saponinas
S.E: (2)
AC.: (B)

Rf:

C — Nao houve corrida
significativa.

D1-0.12
D2 -0.50
D3 -0.82

Literatura % (PDA)
WAGNER: BLADT, 1996 10uL 10uL 10uL § 25uL

'TMArF: Tintura-mé&e de folhas aroeira. -Literatura: WAGNER; BLADT,2.996; BRAZ et al., 2011.

Uma zona cromatogréfica de cor violacea ténue em D2 (Rf ~0,50), ndo se mostrou
conclusiva para a presenca de metabdlitos, entretanto o resultado apresentado pela
zona cromatografica em D3, possivelmente poderia ser uma das manchas
apresentadas como “zonas de saponinas” (sapogeninas), que segundo literatura
para identificacdo de saponinas, de Wagner e Bladt (1996), s&o caracterizadas pela
presenca de manchas “amarelo-amarronzadas” (Rfs que variam de 0,20- 0,75), de
acordo com o nucleo fundamental da aglicona, como saponinas esteroidais e

saponinas triterpénicas. Pode ter ocorrido uma mescla nas manchas apresentadas
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para saponinas e terpenos, entretanto as saponinas apresentam Rf menor que 0s
terpenos (COSTA, 2001).

Triterpenos séo facilmente encontrados na natureza, entretanto quando se utilizam
as técnicas cromatograficas usuais, raramente consegue-se 0 isolamento destes
triterpenos puros, sendo estes, portanto, obtidos quase sempre em misturas de dificil
resolugdo. As zonas cromatogréficas que mostraram- se compativeis com os dados
da literatura consultada (WAGNER; BLADT, 1996), para terpenos, foi a F4 (Rf ~
0,41) para folhas e F2 (Rf ~ 0,42) para frutos, foram detectadas com maior evidéncia
para a amostra TMArH, representante da planta hermafrodita da espécie,
apresentando coloracdo azul, ainda que ténue, sugerindo uma similitude com a zona
cromatografica apresentada pelo padréo Citral (coloracdo tipica azul violeta) e Rf=
0,42 (Tabela 8). Entretanto estes dados ndo séo critérios de exclusdo para as
outras amostras, pois o perfil cromatogréafico para terpenos e 6leos sofre uma série

de interferéncias na extracao, principalmente pela volatilizacao de constituintes.

Tabela 8 Determinacdo do perfil cromatogréfico por CCD, para terpenos, de tinturas-méae (TM)
preparadas a partir de folhas da espécie S. terebinthifolius (aroeira).

Sistemas TMArF de S. terebinthifolius® Literatura (padréo placa) °
cromatograficos

TMArFF TMArFH TMArFM

Terpenos

S.E.: (3)
A.C.: (C)

Rf:

E1-0.16

E2-0.22

F1-0.16

F2-0.22

F3-0.32

F4 -0.41

F5-0.84

Literatura % (PDA)

WAGNER; BLADT, 1996
"TMArF: Tintura-mé&e de folhas aroeira. -Literatura: WAGNER; BLADT,1996; BRAZ et al., 2011.

Finalmente, resultados com forte evidencia para deteccdo de compostos fendlicos,
tipo flavondides nas amostras de STTM (TMArFH, TMArFF e TMArFM), a partir de
folhas de S. terebinthifolius (Tabela 9), mostraram zonas cromatograficas nitidas
com cinco Rfs de interesse. Para a mancha G1 (Rf ~0,12), ndo foram encontradas
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referéncias na literatura consultada. Em G2 (Rf ~0,47), foi detectada uma mancha de
coloracéo fluorescente azul, atribuida a possivel presenca de derivados do acido
benzoico, em particular, do acido clorogénico (Rf= 0,50), identificado na literatura
consultada (WAGNER; BLADT, 1996; NUNES et al., 2009; DEGASPARI, 2004).

Tabela 9 Determinacao do perfil cromatografico por CCD, para flavondides, de tinturas-mée (TM)
preparadas a partir de folhas da espécie S. terebinthifolius (aroeira).

Sistemas TMArF de S. terebinthifolius® Literatura (padréo placa) °
cromatograficos
9 TMArFF TMArFH TMArFM

Flavonéides B

S.E.: (4) - ‘ »

A.C.: (D) - ;

i Quercetina
G1-0.12 . ’ Rf =0.87
G2 _ 0’47 I - Hiperosideo
o Rf 0

G3-0,62 ’ 6

G4-0,75 )

gg : 8:8471 aorogénico .
Rf 0.5 Ru

Literatura Rf = 0,40

Wagner; Bladt, 1996

"TMArF: Tintura-mae de folhas aroeira. ‘Literatura: WAGNER; BLADT,1996; BRAZ et al., 2011.

Nunes e colaboradores (2009), em analise por CCD para tintura de caléndula,
identificaram, para o mesmo sistema adotado neste trabalho (acetato de etila: acido
férmico: acido acético glacial: agua; revelador NP/PEG), utilizando padrdo rutina
(Rf=0,40), trés zonas cromatograficas fluorescentes azuis que podem ser atribuidas
aos acidos clorogénico, caféico e isoclorogénico com os respectivos valores de Rfs
(0,5-0,75-0,85).

Pela analise do perfil cromatografico para os grupos fendlicos tipo flavonoides,
apresentado na Tabela 10, para STTM a partir dos frutos de S. terebinthifolius
(TMArFrH, TMArFrF1 e TTMArFrF2), néo foram detectadas zonas cromatogréaficas

com evidéncia como das folhas.
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Tabela 10 Determinacao do perfil cromatogréafico por CCD, de tinturas-mée (TM) preparadas a partir
de frutos da espécie S. terebinthifolius (aroeira).

Sistemas TMArF de S. terebinthifolius Literatura (padroes)
cromatograficos (Tintura-m3e de frutos aroeira.) %Literatura: WAGNER;

TMAIFrH(A) TMAIFIF1 TTMArFrF2  BLADT,1996; BRAZ etal., 2011.

Acido Galico

SE: (1)
AC: (A)

Al1-0,19

B1-0,19

Literatura 2 Aroeira.
BRAZ et al., 2011

Saponinas

S.E: (2)
A.C.:(B)

C1-0,19
C2-0,69

D1-0,19
D2 - 0,69
D3 -0,59
D4 -0,75

Literatura % (PDA)
WAGNER; BLADT, 1996

Terpenos

S.E.: (3)
A.C.: (C)
E1-0,19

F1-0,19
F2-0,44
F3-0,69 Citral

F4-0,87 Rf=0.42

Literatura % (PDA)
WAGNER; BLADT, 1996

PDA’
Flavonéides
S.E.: (4) T
A.C.: (D) ‘
a8 Quercetina
G1-0,87 ti . & i
- 0,87 quercetina - Hiperosideo

Rf 30160

Ac.
€lorogénico .
Rf0O.5 Rutipé
Rf=0,40

Literatura % (PDA)
WAGNER; BLADT, 1996
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Na deteccao de acido gélico nas amostras de STTM a partir dos frutos da espécie
(TMArFrH, TMArFrF1 e TTMArFrF2). Entretanto uma zona cromatografica, em Al e
B1 (Rfs~0,19) sugere de forma atenuada, a presenca de acido galico (ou derivados).
Entretanto para flavondides nas amostras citadas, a partir de frutos, foi detectada
apenas uma zona cromatogréafica de interesse em G1 (Rf~ 0,87), uma mancha
similar ao resultado apresentado para CCD de TMs de folhas, referindo-se a
presenca de uma mancha amarelada, em Rf~ 0,875, sugestiva da presenca de
guercetina, muito embora possua coloracdo mais azulada, diferente do esperado

para a substancia fendlica (Tabela 10).

As condi¢Bes do sistema cromatografico propostas para flavonoides apresentaram
0s seguintes resultados (Tabela 11): para UV 254nm, todos os flavonoéides possiveis
apresentaram coloracdo fluorescente e para UV 365nm, dependendo do tipo
estrutural, os flavondides podem se apresentar com coloracdo amarelo escura,
verde ou azul fluorescente, o que pode ser intensificado ou modificado utilizando-se
diferentes reagentes reveladores (WAGNER; BLADT, 1996). As coloracdes
apresentadas pelas zonas cromatogréficas (Luz UV 254 e 365nm/ camara escura)
podem revelar, basicamente, duas classes do grupo dos flavonoides, os flavondis e

as flavonas.

Tabela 11 Classes do grupo dos flavonoides e coloragdes apresentadas pelas zonas cromatograficas.

Grupos Principais substancias Escala de cor

Flavonadis guercetina, miricetina e seus Laranja a amarelo
glicosideos.

canferol, isoramnetina e Amarelo a verde
seus glicosideos.

Flavonas luteolina e seus glicosideos. Laranja

apigenina e seus glicosideos. Amarelo a verde

Fonte: Quadro Adaptado de Wagner e Bladt (1996)
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As cores para flavonoides variaram do branco ao amarelo (Tabela 11), sendo
identificados em quase todo reino vegetal. Os heterosideos flavondidicos mais
comuns sao 3-rutinosideo quercetina (rutina) e 7- glicosideo luteolina. A rutina (3-
rutinosideo quercetina) pertence a classe dos flavondéis (R= OH) e seus O-
heterosideos, que fazem parte de um grande grupo de flavonoides, juntamente com
as flavonas (R= H). As geninas mais comumente associadas a aclUcares sao

apigenina e luteolina nas flavonas e quercetina, canferol e miricetina nos flavonais.

Estudos respaldam a presenca de estruturas fendlicas, em compostos isolados da
espécie S. terebinthifolius Raddi, como a flavona apigenina, o acido elagico, a
flavanona naringina, o galato de etila, o galato de metila, a miricetrina, a miricetina, a
quercitrina, a rutina, a isoquercitrina e os lipideos fendlicos (CERUKS et al., 2007,
DEGASPARI; WASCZYNSKY; PRADO, 2005; QUEIRES et al., 2006).

4.2.3.2 Perfil por CLAE e identificagédo de constituintes quimicos em TM de S.
terebinthifolius

A realizacdo da CLAE no experimento permitiu a separagdo por particdo dos
constituintes quimicos presentes nas TMs padronizadas, de folhas (TMArFH) e
frutos (TMArFrH) da planta hermafrodita da espécie S. terebinthifolius, pelos
resultados apresentados por estas tinturas nas andlises fisico-quimicas e perfil
cromatografico, principalmente para o grupo fendlico dos flavonoides. A técnica de
modificacdo continua dos solventes da fase mével (&gua: acetonitrila) no sistema
gradiente proposto mostrou eficiencia durante a corrida cromatogréfica em relacdo a
separacdo das amostras, TMArFH e TMArFrH, principalmente para separacdo de
misturas complexas de constituintes nas tinturas-mae com diferentes polaridades,
onde a afinidade de uma classe de constituintes quimicos pela fase estacionaria e,
consequentemente, seu tempo de reteng&o na coluna, foi controlado pela polaridade

da fase movel.

Foi utilizado como parametro qualitativo, a leitura de um intervalo no tempo de
retencdo (t) no cromatograma de cada amostra analisada, para uma possivel
identificacdo de constituintes quimicamente ativos presentes na aroeira. A
comparacdo com os resultados do CCD configurou-se em mais um parametro

utilizado para a confirmacéo da seletividade do método, uma vez que apresentaram
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leituras compativeis. A Figura 15 apresenta leituras dos intervalos no tempo de
retencdo(t) das amostras da espécie hermafrodita, tinturas-maes de folha (TMArFH):
F1 (t~ 4,8-5,2), F2 (t~ 6,5-7,0), F3 (t~ 8,7-9,0), F4 (t~ 10,8-11,2), F5 (t~ 13,2-13,5),
F6 (t~ 14,0-14,3), F7 (t~ 20,9- 21,5) e fruto (TMArFrH): Frl (t~ 2,8 a 3,2), Fr2 (t~ 6,8-
7.2), Fr3 (t~ 27,5- 28,1), Fr4 (t~ 29,4- 29,6), Fr5 (t~ 30,0- 30,5).

Com embasamento no intervalo do tempo de retencgao, significancia de pico (pela
concentracdo do composto quimico na amostra), o cromatograma (Figura 15) para
tintura-mée de folhas (TMArFH) detectou grupos metabdlicos aqui identificados
como F; a F; com intervalo no tempo de retencgéao (t), de 4,8 a 21,5 min de um modo
geral sugestivo para compostos fenodlicos do tipo flavonoides, considerando a
polaridade hidrofilica da TMArFH analisada.
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Figura 15 Cromatograma obtido em CLAE da Tintura-mé&e de folha da planta hermafrodita (TMArFH):
amostras F1 a F7, da espécie S. terebinthifolius, utilizando coluna C18 e sistema gradiente (0-100%
de 4gua: acetonitrila), com velocidade de fluxo (VF): 0,6 ml/min por 50 min.

Medidas de intervalo no tempo de retencdo (t) entre 4,8 e 9,0 min.,, e no
cromatograma da amostra, tintura méae da folha (TMArFH) da planta hermafrodita
(Figura 15), para os picos apresentados por F; (t~5,0), F, (t~6,8) e F3 (t~8,85),
permitiram sugerir a presenca de compostos hidrofilicos, como catequinas, para um

sistema de corrida inicial, de 80% de agua acida e 20% de acetonitrila. Estes
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resultados foram respaldados pelo perfil cromatografico por CCD para tintura de
folhas e frutos (TMArF e TMArFr), com a deteccdo de uma zona cromatogréfica
sugestiva da presenca de catequinas (Rf~0,81).

A amostra F, apresentou tempo de retengao variando de 10,8 — 11,2 min, sugestivo
para a presenca de flavondides glicosilados (como hesperidina, naringina e rutina), o
gue foi evidenciado por estudos de andlise qualitativa por CLAE/UV, da tintura de
Calendula officinalis L., utilizando o padrao rutina, detectou um tempo de retencao
para este marcador da classe dos flavondis, de t= 11,33 (NUNES et al., 2009).
Contudo, os resultados e o perfil comparativo com outros estudos, ainda ndo nos

permite associar a um constituinte quimico especifico.

O cromatograma desenvolvido para tintura-mae de frutos da planta hermafrodita
(TMArFrH), detectou grupos metabdlicos, aqui identificados como Fr; a Frs, com
tempo de retencao (t), variando de 2,8 a 30,5 min, de um modo geral sugestivo para
compostos fendlicos (Figura 16).
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Figura 16 Cromatograma obtido em HPLC da Tintura-m&e do fruto da planta hermafrodita (TMArFH),
amostras Frl a Fr5, da espécie S terebinthifolius, utilizando coluna C18 e sistema gradiente (0-100%
de 4gua: acetonitrila), com velocidade de fluxo (VF): 0,6 ml/min por 50 min.
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A faixa do tempo de retencéo para a corrida de 50 min. foi maior que a apresentada
no cromatograma de folhas, até porque apds o t= 30 min. a 50min., a fase mével tem
como solvente somente a acetonitrila, proporcionando um meio de carater apolar e
permitindo a eluicdo de substancias também de carater apolar. As amostras, Frs e
Fr4, apresentaram tempo de retengéo variando numa faixa de 27,5 — 28,1 min. e
29,4 — 29,6 min., respectivamente (Figura 16). Considerando as propriedades fisico-
guimicas apresentadas, para a fase moével e para a estacionaria, com uma
caracteristica de apolaridade e os tempos de retencdo apresentados, sugerimos
que, estes grupos metabdlicos pertengcam a classe das flavonas (possivelmente, as

geninas, como a luteolina e a apigenina).

Resultados similares foram apresentados por Degaspari e colaboradores (2004;
2005), com relacdo a andlise de CLAE, verificou-se que a amostra obtida a partir do
extrato alcodlico de frutos da S. terebenthifolius, apresentou a presenca da flavona
apigenina (quatro picos) nos tempos de retencao de 25 a 27 minutos, o que justifica
a sua coloragcdo amarelada. Os quatro picos de apigenina sdo em tempo de
retencdo diferentes, devido ao fato de estarem ligadas a aguUcares distintos ou em
posicdes diferentes. Apresentou também um pico de acido elagico no tempo de
retencéo de 14 min.

Medidas de tempo de retencao (t) acima de 27 min., no cromatograma de frutos
(Figura 16), para os picos apresentados por Frs (t~27,8), Fr4 (t~29,5) e Frs (t~30,3),
poderiam sugerir a presenca de saponinas e de heterosideos cardiotdnicos
(caracterizada pela presenca de esteroides e triterpenoides); presenca de taninos
pirogélicos (taninos hidrolisaveis), galotaninos (unido entre unidades de &cido gélico
via ligagbes meta-depsidicas) e taninos do acido elagico.

Considerando os resultados apresentados, fatores fisico-quimicos poderiam ter
influenciado na separagdo cromatografica dos constituintes majoritarios da aroeira
por CLAE, os quais dependem da natureza quimica dos grupos metabdlicos
separados, como grupos fenodlicos da espécie S. terebinthifolius. Variagbes nas
caracteristicas  fisico-quimicas apresentadas pela material, vegetal sé&o

principalmente em decorréncia da polaridade do extrato vegetal, da composicéo e
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vazdo da fase mdvel escolhida, da composicdo e area superficial da fase
estacionaria (BACCHI, 1996; FARIAS, 2010; RENGER, 2000).

Quanto aos fatores fisico-quimicos para flavonoides, fica uma observacéo
importante em relacdo a solubilidade, que pode ter influenciado sobremaneira nos
resultados dos cromatograma por CLAE. Enquanto os heterosideos sdo geralmente
soliveis em agua e em alcoolis diluidos, mas insollUveis nos solventes organicos
habituais, as respectivas agliconas sdo normalmente sollveis em solventes
organicos apolares (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007; LIEBERMAN; LACHMAN;
SCHWAZTZ, 1990). As flavonas e os flavondis sdo pouco sollveis em agua,
enquanto os di-hidroflavondis sdo mais soluveis (3-hidroxiflavanos (catequinas) e os
3,4- flavanodiois). As hidrolises, alcalina e acida facilitam a identificagdo dos nucleos
flavonicos (COSTA, 2001; ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

4.2.3.3 Perfil por CLAE e identificagdo de constituintes quimicos em extratos de S.

terebinthifolius.

A andlise por CLAE confirmou a presenca de constituintes quimicos no extrato bruto
etandlico (EXT) do fruto da espécie S. terebinthifolius (Figuras 17 a 19), respaldando
a presenca de grupos fendlicos, especificamente flavonéides, sugeridos em andlise
anterior por CLAE da amostra, TMArFrH, também do fruto da aroeira.
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Figura 17 Cromatograma obtido em CLAE/HPLC do Extrato bruto do fruto (EXT) da espécie S
terebinthifolius, utilizando coluna C18 e sistema gradiente (0-100% de agua/acido formico (0,05%):
metanol), com velocidade de fluxo (VF): 0,7 ml/min por 50 min. Canal 1: 254nm, 8nm.
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O extrato bruto etandlico do fruto da aroeira (EXT) foi submetido a andlise por
CLAE/UV, no canal de 254nm e 365nm, com o objetivo de confirmar a presenca de
grupos dos flavondides, especificamente, flavonas e flavanonas, presentes nas
analises por CCD e CLAE de TMs de folhas e frutos da espécie. O cromatograma,
no canal de 254nm (Figura 17) revelou a presenca de dois picos majoritarios com
tempos de retencgao (t) de 26,52 e 27,71 minutos e o cromatograma no canal 365nm,

confirmou a presenca do pico majoritario, ainda em 26 minutos (Figura 18).
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Figura 18 Cromatograma obtido em CLAE/HPLC do Extrato bruto do fruto (EXT) da espécie S
terebinthifolius, utilizando coluna C18 e sistema gradiente (0-100% de agua/acido formico (0,05%):
metanol), com velocidade de fluxo (VF): 0,7 ml/min por 50 min. Canal 2: 365nm, 8nm.

A andlise dos espectros UV, dos dois picos majoritarios demonstrou um perfil
caracteristico do nucleo flavona e flavanona (Figura 19), indicativo para o grupo dos
biflavonoides.
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Figura 19 Espectro UV do pico com tempo de retencdo de 26,52 minutos.

O pico 3 na Figura 17 (Canal 1: 254nm), no tempo de retengcao de 26,52 minutos,
correspondendo ao tempo de retencao do pico aos 26 minutos da Figura 18 (Canal
2: 365nm), permitiu inferir a presenca de dois importantes biflavonoides, a biflavona,
Agathisflavona (Figura 20) e no pico foi detectada a presenca da biflavanona,

Tetrahidroamentoflavona (Figura 21).

Figura 20 Agathisflavona representando a classe de biflavonoides com acoplamento do tipo 6-8".
Fonte: OLIVEIRA (2012).
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Figura 21 Estrutura da (2S 2"S)-2,3,2",3" — tetrahidroamentoflavona. Fonte: OLIVEIRA (2012).

A identificacdo foi respaldada por Oliveira (2012), que realizou o processo de
isolamento e purificagdo do extrato bruto etandlico dos frutos da aroeira (Schinus
terebinthifolius), permitindo o isolamento a partir da fragcdo acetato de etila, destes
dois Dbiflavonoides que foram devidamente identificados por técnicas
espectroscopicas e espectrométricas.

Dentro da classe dos flavonoides, os biflavonoides sdo encontrados com mais
frequéncia nas plantas da familia Anacardiaceae (CORREIA et al., 2006), na qual
estd inserida a espécie S. terebinthifolius. Apesar disso seu papel biolégico ndo é
claro. A funcdo mais importante seria a de agir como antifingico ou alimento
dissuasivo para insetos (ZUANAZZI; MONTANHA, 2010).

Dentro desta familia e comprovando a presenca de biflavondides, como presenca
responsavel pela atividade biolégica, o género Rhus é o maior da familia
Anacardiaceae. Estudos fitoquimicos também demonstraram a presenca da flavona,
agatisflavona e amentoflavona, dentre outros. Na medicina tradicional, algumas
espécies do género Rhus sédo usadas como antimicrobianos ou mesmo por suas
propriedades citotoxica e inseticida (AHAMED et al., 2001; CORREIA et al., 2006).
Entretanto, espécies deste género também sao conhecidas por provocarem
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dermatite alérgica de contato (DAC) muito severa, contraida por manuseio ou
ingestao de partes das plantas (CORREIA et al., 2006).

O biflavondide, tetrahidroamentoflavona, detectado no fruto da aroeira, teve também
sua presenca comprovada, na semente (rica em biflavondides) da espécie
Semecarpus anacardium L., pertencente a familia Anacardiaceae, sendo
considerado o principal componente responsavel pela atividade antiinflamatoria
desta espécie (AHAMED et al., 2001; CORREIA et al., 2006). O ginkgo (Ginkgo
biloba L., familia Ginkgoaceae), uma das plantas medicinais mais estudadas
mundialmente, por sua atividade antioxidante, € uma mistura complexa padronizada
com teor de 24% de flavondides e 6% de terpenos, 0s quais sdo considerados os
principais constituintes ativos, destacando-se glicosideos flavonicos (flavondides e
bioflavondides), lactonas terpénicas (ginkgolideos A, B, C; bilabolideo) (SUZUKI,
2002).

Espécies da familia Anacardiaceae, de outras familias, com registros de presenca
de metabdlitos secundarios, da classe de flavondides, como os biflavonéides, estdo
envolvidas com atividades distintas. Entretanto a atividade antioxidante associada a
propriedades antimicrobianas induz a sugerir que estes metabdlitos em
concentracfes ideais, em relacdo aos substratos oxidaveis (como radicais livres),
inibem ou atrasam significativamente os processos oxidativos podendo ser divididos
em enzimaticos, sollveis, nutricionais e sequestradores de metais de transicao
(VICENTINO; MENEZES, 2007).

As amostras neste estudo sdo do mesmo gendtipo da espécie Schinus
terebinthifolius Raddi, pertencente ao grupo de plantas coletadas em fevereiro e
maio de 2012, no municipio de Pedro Canario — ES e serviram de ponto de partida
para obtencdo das TM e dos Extratos das folhas e frutos de genoétipos da espécie e
para os testes realizados no nosso trabalho.
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5 CAPITULO 2

CONSTITUINTES QUIMICOS DO OLEO ESSENCIAL DE DIFERENTES
GENOTIPOS DE AROEIRA (SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS RADDI).

5.1 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos de obtencdo de insumos bioativos foram realizados no
Laboratério de Farmacognosia da Faculdade Brasileira- Univix, em Vitéria- ES e
para identificacdo de seus constituintes quimicos, Laboratorio de Fitoquimica de
Plantas Medicinais do Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN)/UFRJ).

5.1.1 Material vegetal

Frutos (maduros) e folhas frescas, de diferentes gendtipos da espécie Schinus
terebinthifolius Raddi, foram coletados no municipio de Pedro Canario (latitude: -18°
01’ 497; longitude: -40° 09’ 02") — ES, Brasil, em maio de 2011 (por técnicos do
Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdes Rurais (Incaper) e
identificadas a partir dos frutos como, FRAR (FRO1 a FRO7) e, das folhas FAR (FO1
A F04). A identificacdo da espécie botanica foi realizada pelo Prof. Marcelo Simonelli
Filho (IFES- Vitéria, ES) e um exemplar desta espécie (exsicata) encontra- se no
herbario do Museu de Biologia Mello Leitdo, devidamente catalogado e registrado
sob 0 n° 41895.

5.1.2 Obtengdo do Oleo Essencial (OE) a partir de f rutos e folhas S.
terebinthifolius.

O oleo essencial (OE) foi obtido por hidrodestilacdo, a partir de frutos e folhas

frescas, utilizando o aparelho de Clevenger (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010;

RENGER, 2000; SHARAPIN et al., 2000), durante 4 horas de aquecimento (mantido

na temperatura minima necessaria a ebulicdo), em circuito fechado, para evitar as

perdas de Oleo por evaporacdo. Previamente a extracdo, as amostras, contendo 0s

frutos de aroeira, FRAR (FRO1 a FRO07), foram trituradas com &agua purificada. A
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mistura triturada foi colocada no baldo volumétrico juntamente com agua, e aquecida
até a ebulicdo. O mesmo procedimento foi executado para as amostras das folhas
da aroeira, FAR (FO1 A F04). Ou seja, as amostras foram colocadas em baldo
volumétrico juntamente com agua, e aquecida até a ebulicdo e mantidas por 4 horas
de aquecimento (mantido na temperatura minima necessaria a ebulicdo). Assim, 0s
6leos foram carregados com o vapor d’agua e posteriormente condensados. Apés o
tempo de extracdo, o Oleo essencial (OE) de cada amostra, junto com a agua, foi
recolhido no funil de separacdo, onde foram separados por decantacdo devido a
diferenca de densidades. O OE obtido foi armazenado em recipiente
hermeticamente fechado e mantido sob refrigeracdo a 5°C até a utilizacdo nas

andlises.

5.1.3 Identificagdo dos constituintes quimicos do O E

A composicdo quimica dos 6leos essenciais foi obtida em andlises de amostras de
OEs da aroeira, por Cromatografia de fase gasosa (CG) e Cromatografia em fase
gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM), segundo literatura
consultada (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; ADAMS, 2001), utlizando
cromatografo a gas (HP6890) acoplado a espectrobmetro de massa (HP5973,
operando a 70 eV), coluna ZB5-MS (Zebron) com fase estacionaria de 5%
fenilmetilsiloxano, comprimento de 30m, diametro interno 0.25mm, espessura da
fase 0.25 micrdmetros, com a seguinte condicdo de analise: injetor na temperatura
260%C, interface na temperatura 200C e programacdo 60T a 290, numa rampa
de 3T/min. O gés carreador foi o hélio, com presséd o constante de 5 psi, fluxo de
1ml/min. Padrdes de n-alcanos foram injetados nas mesmas condi¢des da andlise. A
identificagdo dos constituintes quimicos das amostras foi realizada por comparacao
de seus espectros de massas das substancias eluidas, com aqueles presentes em
biblioteca NIST 05 e através do indice de Kovats (KI) calculado a partir da série de
n-alcanos (de C7- C30) (ADAMS, 2001).
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5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Obtencéo e identificagdo dos constituintes qu  imicos do Insumo OE

A extracdo do OE a partir de frutos e folhas da espécie S. terebinthifolius, por
hidrodestilagdo mostrou-se eficaz, o que condiz com a literatura consultada, para
escolha de métodos (BARBOSA et al., 2007).

Os principais constituintes quimicos, dos Oleos Essenciais (OE) foram identificados
pelos indices de retencdo (IK) e por comparacdo dos espectros de massas dos
constituintes do 6leo com os espectros do banco de dados existentes na biblioteca
NIST, com os dados disponiveis na literatura (ADAMS, 2001). A analise comparativa
dos dleos essenciais permitiu a identificacdo e quantificacdo, principalmente pela

concentracgao relativa total de monoterpenos presentes nos frutos (maduros) e folhas
frescos (Figura 22).
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Figura 22 Concentragéo relativa total de monoterpenos em 6leos essenciais (OE) obtidos de frutos
(FRO1 a FRO7) e folhas (FO1 a F04) de diferentes genétipos de Schinus terebinthifolius.
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Na figura 22, observamos que a concentragdo de monoterpenos nas amostras de
OE de frutos (média de 51,0%) foram maiores quando comparadas aos teores
apresentados pelas amostras de OE de folhas (média de 33,60%). Estudo
comprobatério realizado, sobre a variagdo sazonal do 6leo essencial a partir de
frutos (maduros) e folhas frescas da aroeira (S. terebinthifolius) mostrou um maior
teor de metabdlitos secundarios sesquiterpénicos em folhas (90,40%) do que em
frutos (78,00%) e em contrapartida, foi identificada uma predominancia
monoterpénica em frutos de 90,0% (BARBOSA et al., 2007). O periodo de floracdo
ou frutificagéo da planta acarreta um aumento ou diminuicdo de monoterpenos e de
sesquiterpenos. Monoterpenos se encontram em maior concentracdo nos frutos, o
que sugere que o metabolismo de classes metabdlicas possa estar interligado
(SIMOES; SPITZER, 2010), ou seja, um aumento no teor de monoterpenos é

acompanhado de uma diminui¢cdo no de sesquiterpenos, e vice- versa.

Foram detectadas diferengcas, na concentragcdo de monoterpenos, entre as 11
amostras de OE, apresentando maior rendimento para os 6leos obtidos a partir dos
frutos: FRO1 (70,85%), FRO2 (62,77%), FRO3 (58,15%), FR04 (40,96 %), FRO5
(42,14%), FRO6 (44,64%) e FRO7 (37,45%), do que a partir das folhas: FO1 (32,82%),
FO2 (37,85%), FO3 (37,08%) e FO4 (26,60%) (Figura 22).

Todas as amostras de OE de frutos e folhas apresentaram, em diferentes
concentragbes, os monoterpenos D-limoneno, a-pineno, p.cimeno e B-mirceno. Foi
possivel identificar todos 0os nove monoterpenos nas amostras de OE a partir dos
frutos, FRO2 e FRO3, onde foi detectado um alto teor relativo de 3-mirceno (26,73%
e 26,03%, respectivamente). A amostra de OE a patrtir de frutos da aroeira, FRO1,
apresentou o maior percentual relativo de D-limoneno (36,85%) e representou a
amostra de maior teor relativo de monoterpenos (70,85%). O menor rendimento
para concentragdo relativa total de monoterpenos foi detectada na amostra FO04
(26,6%).

A variabilidade dos constituintes quimicos majoritarios nas amostras da espécie
estudada sugere o envolvimento de fatores genéticos, geogréficos e do habitat ou
sistema de cultivo das plantas (Tabela 12).
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Tabela 12 Concentracao relativa (%) dos principais monoterpenos identificados pela analise do OE de
Schinus terebinthifolius, por Cromatografia em fase gasosa (CG) e Cromatografia em fase gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM).

Monoterpenos e Concentracdes relativas (%)

OE* TOTAL a-PIN B-PIN B-MIR a-PHE B-PHE 3-CAR P-CIM D-LIM a-TER
FRO1 70,85 4,32 - 7,36 15,17 - - 6,19 36,85 0,96
FRO2 62,77 2,30 2,65 26,73 7,59 2,78 3,69 4,86 11,21 0,96

FRO3 58,15 1,98 1,86 26,03 6,64 2,49 3,44 4,56 10,32 0,83

FRO4 40,96 5,80 - 2,85 3,57 - 2,02 5,53 21,19 -
FROS5 42,14 2,56 - 3,05 - - 14,63 3,59 18,31 -
FRO6 44,64 5,79 - 3,53 - 3,57 17,46 5,75 8,54 -
FRO7 37,45 9,33 1,00 2,75 7,65 1,88 - 8,20 6,64 -
FO1 32,82 1,49 - 1,01 - - 13,94 2,75 12,25 0,48
FO2 37,85 3,34 - 2,80 4,92 - 2,08 8,46 16,25 -
FO3 37,08 1,10 - 17,93 2,34 1,11 3,31 4,91 6,39 -
FO4 26,60 4,35 0,53 2,21 7,00 1,29 - 5,80 4,68 0,65

T Amostras (OE): Oleo Essencial: FRO1 A FRO7: OE Fruto da Aroeira; FO1 A FO4: OE Folha da Aroeira.
% a-PIN:a-pineno; B -PIN:B -pineno; B-MIR:B-mirceno; a-PHE:a- felandreno; B-PHE:B-felandreno; 3-CAR: 3-
careno; P-CIM: P-cimeno; D-LIM: D-limoneno; a-TER: a-terpinoleno. Tracos (-): auséncia.

Entre o0s principais monoterpenos identificados (Figura 23) pela analise
cromatografica (CG/EM) nos OE de frutos e folhas da aroeira, destacaram-se, pelo
maior percentual de concentracao relativa, em amostras de frutos: o (8) D- limoneno
(36,85%), o (3) B-mirceno (26,73%), o (6) & 3-careno (17,46%), o (4) a-felandreno
(15,17%) e o (1) a-pineno (9,33%) e em amostras de folhas: o (7) p.cimeno (8,43%).
Os monoterpenos, (2) B- pineno, (5) B- felandreno e (9) a-terpinoleno apresentaram-
se em concentragdes inferiores a 4%, sendo que a-terpinoleno foi 0 monoterpeno de

menor teor relativo detectado em algumas amostras.
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Figura 23 Estruturas monoterpénicas presentes em 0Oleos essenciais de frutos e folhas de
Schinus terebinthifolius. (Fonte: http:/pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary.cgi ).

Além da variabilidade quimica entre o OE de cada amostra, a variacdo do teor de
constituintes monoterpénicos do OE de um mesmo exemplar, gerou uma
constatacao no minimo intrigante. O alto teor relativo apresentado pelo D- Limoneno,
tanto no OE de frutos como de folhas de S. terebinthifolius, coincidiu com um
decréscimo (ou até mesmo nulidade) na producéo de a-terpinoleno, sugerindo que o
metabolismo, devido a notavel semelhanca estrutural molecular (posicdo da dupla
ligagdo na “cauda isoprénica”) entre os dois constituintes monoterpénicos
monociclicos (Figura 23) poderia estar interligado, ou seja, um aumento na producao
de um deles, demandada por fatores bidticos ou abibticos, acarretaria na diminuicao
na producdo de outro, considerando a via metabodlica de sintese do constituinte

guimico.

Segundo Thaiz e Zaiger (2009), a variagdo quimica qualitativa e quantitativa de

constituintes € determinada geneticamente (quimiotipos), sendo geralmente



94

especifica para um determinado 6rgdo e caracteristica para 0 seu estagio de
desenvolvimento. Entretanto as variacdes significativas na concentragao relativa
total de um dleo volatil, extraido do mesmo 6rgdo de uma mesma espécie vegetal,
pode variar significativamente, de acordo com a época da coleta, condi¢cdes
climaticas e de solo (SOUZA, 2012; TAIZ; ZAIGER, 2009), sugerindo que o teor do
0leo essencial seria mais influenciado pelas condigbes ambientais do que pela
composicao quimica do 6leo.

A diferenciacdo genética refere-se a distribuicdo da variabilidade entre e dentro de
populacdes e subpopulagdes naturais como resultado da ag¢ao de forgas evolutivas
gue atuam dentro do contexto de cada espécie. A diversidade genética promove a
matéria prima para a adaptagdo, a evolugdo e a sobrevivéncia dos individuos e das
espécies, sendo fundamental para a sustentabilidade do ecossistema para sua
conservacao (SOUZA, 2012).

A variabilidade quimica, quanto a concentracdo relativa dos constituintes majoritarios
identificados nas nossas amostras do 6leo essencial de gendtipos da espécie S.
terebenthifolius, foi evidenciada em relatos de outros estudos envolvendo a espécie,
em diferentes estados do territorio nacional.

Roveda et al. (2009) identificaram 18 constituintes quimicos com predominancia de
monoterpenos de 6leos de frutos coletados em Dourados (MS), destacando-se como
majoritario o a-pineno (22,56%), sendo que os demais constituintes em maiores
concentragbes foram o sabineno (15,78%), z-salveno (10,69%), B-pineno (10,52%),

a-funebreno (8,82%) e o limoneno (5,52%).

No estudo de Barbosa et al. (2007), apds extracdo de 3 horas, foram identificados
como monoterpenos predominantes em 6leo de folhas e frutos na cidade de Vigosa
(MG), o & 3-careno (5,82%), o a- felandreno (2,88%), o 3- felandreno (4,49%) e o 4-
terpeniol (2,24%). Gehrke et al. (2008), observaram que 0s principais compostos
encontrados no 6leo essencial dos frutos de S. terebinthifolius da regido noroeste do
estado do Rio Grande do Sul foram os monoterpenos, & 3-careno e 0 a-pineno
representando aproximadamente 40% dos constituintes.
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Os resultados apresentados neste trabalho estédo de acordo com a predominéancia,
do monoterpeno Limoneno, na maioria dos estudos com aroeira. De acordo com
estudos de Santos et al. (2007), a composi¢cdo quimica do 6leo essencial dos frutos
maduros de S. terebinthifolius da cidade de Caxias do Sul (RS), constituiu de 17
constituintes, destacando em maior proporgdo 0os monoterpenos, o 6-3-careno, o D-
limoneno e a-phellandreno com 60,41% do total de compostos identificados. Estudo
a partir da analise por CG/MS, do 6leo essencial de frutos (imaturos e maduros)
coletados da espécie S. terebinthifolius em uma regido da mata atlantica de
Pernambuco, identificou principalmente monoterpenos em frutos maduros, tendo
como constituinte majoritario, o limoneno (31,8%), seguido por a-phellandreno
(11,9%), thujeno (21,7%) e sabineno (15,8%).

Estudos (Barbara et al., 2008), evidenciaram a predominancia monoterpénica de
constituintes quimicos no OE de frutos da espécie S. terebinthifolius, nativa do
estado do Espirito Santo e identificaram a presenca de 10 monoterpenos no OE de
frutos de uma exemplar da regido Sul do estado, entre eles o a-pineno (35,6%)

como composto majoritario, seguido do D-limoneno (28,9%).

Outro estudo recente (AFFONSO et al., 2012), com espécie S. terebinthifolius, no
estado do ES, numa regido proxima ao municipio de Pedro Canario, onde
realizamos a coleta do nosso material vegetal (folhas e frutos), apresentaram
evidéncia da presenca majoritaria do limoneno, por cromatografia em fase gasosa.
Os autores identificaram a presenca de B-pineno (10,11%), B-mirceno (9,30%), a-
phellandreno (14,94%), limoneno (20,81%) e isosilvestreno (13,87%), como 0sS
principais constituintes quimicos monoterpénicos do OE a partir de frutos de uma
exemplar obtida na Reserva Florestal Rio Doce S/A, Linhares (latitude: -19°23’ 28”;
longitude: -40°04’ 20")- ES.

Foi possivel observar que, na literatura consultada sobre composicdo do Oleo
essencial da espécie S. terebinthifolius, ha uma predominancia dos constituintes
monoterpénicos, & 3-careno e/ou pineno, intercalando em alguns trabalhos, com a-
phellandreno e mirceno. Entretanto nos estados de Pernambuco e no outro extremo,

Rio Grande do Sul, os resultados para a predominancia de limoneno foi a mesma,
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sendo que em Recife (mata atlantica) ndo houve o registro da presenca de & 3-

careno e/ou a —pineno, tdo comumente apresentados em outros estudos.

Os estudos que utilizaram espécies nativas de S. terebinthifolius do Espirito Santo,
identificaram principalmente para amostras de OE de exemplares da espécie, uma
predominancia monoterpénica, ndo somente para o A 3-careno, mas também, o D-

limoneno, o 3-mirceno e o a- felandreno e o a-pineno.

Os diferentes resultados com predominio de diferentes compostos no 6leo essencial
obtido a partir de exemplares de uma mesma espécie (quimiotipos) &
frequentemente devido a alta complexidade quimica dos 6leos essenciais (ROVEDA
et al., 2010; SANTOS et al., 2007). Entretanto existe um consenso entre estudos
realizados com a espécie S. terebinthifolius, quanto a predominancia monoterpénica
nos oleos essenciais, principalmente provenientes da extracdo de frutos da espécie

estudada.

Como os metabdlitos de defesa das plantas, em resposta a fatores bidticos e
abioticos sdo, em grande parte, ativados a partir de tais eventos (TAIZ; ZAIGER,
2009), foi observada neste estudo, uma variacdo quimica significativa na
composicdo quimica do 6leo essencial, extraido de frutos e folhas da espécie S.
terebinthifolius. Existem quimiotipos bem definidos para cada regido de coleta,
principalmente aqui caracterizados pelos seus constituintes quimicos majoritérios,
identicados no OE da amostra analisada da espécie S. terebinthifolius. Ficou
evidenciado um possivel Quimiotipo (QT), na planta fémea FRO1, que deve ser
estudado no futuro, quanto a producéo de limoneno como um potencial produtor de

insumos ativos para o desenvolvimento de produtos bioativos fitoterapicos.

Foi de suma importancia o registro da presenca majoritaria do limoneno (1-metil-4-
isopropenilcilohex-1-eno) no Oleo essencial do gendtipo FRO1 (identificada por
técnicos do Incaper, como uma planta fémea), pois este monoterpeno, com carater
lipofilico, naturalmente encontrado nas cascas das frutas citricas e de alguns
pinheiros, tem adquirido uma importancia fundamental devido a sua demanda como

solvente biodegradavel, precursor de novos farmacos (como a carvona) e na
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industria farmacéutica e alimenticia, como adjuvante flavorizante e complemento
alimentar (B1ZZO; HOVELL; REZENDE, 2009; LACHMAN et al., 2001).

Suplementos ou complementos alimentares (Nutracéuticos) estdo ganhando
reconhecimento substancial como agentes quimioprofilaticos (quimiopreventivos),
devido a sua capacidade de atuar atravées de diversos mecanismos (PAN AND HO,
2008). Estudos (ATOUI et al, 2005; MILLER et al., 2011; MURTHY et al., 2012;
QUEIRES et al., 2006) se referem ao Limoneno como um produto bioativo natural,
visto que ensaios comprovam sua eficacia como substancia antioxidante com

potencial quimioprofilatico.

Entre os constituintes volateis de 6leos citricos e de outras plantas em potencial,
como foi apresentado neste estudo pela espécie S. terebinthifolius Raddi, a
presenca predominante do monoterpeno limoneno e a possibilidade de
desenvolvimento de seus metabdlitos ativos (acido, aldeido e &lcool perilico),
evidencia a vantagem farmacolégica de apresentar modelos de inducdo de
citotoxicidade de células cancerigenas (MILLER et al., 2011), por mecanismos
multifatoriais (entre eles, o uso de tensoativos/surfactantes) e estimula estudos de
pesquisa e desenvolvimento de agentes quimioterapéuticos fitoterapicos.
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6 CAPITULO 3

AVALIACAO IN VITRO, DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA TINTURA-MAE (TM)
DE DIFERENTES GENOTIPOS DA ESPECIE DA AROEIRA (SCHINUS
TEREBINTHIFOLIUS RADDI).

6.1 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia Aplicada ao
Agronegocio (Nucleo de Biotecnologia) da Universidade Federal do Espirito Santo —
UFES e no Laboratério oficinal de Tecnologia Farmacéutica da Emescam, em
Vitoria- ES.

6.1.1 Material vegetal

6.1.1.1 Preparacéo de Tintura-méae (TM) e obten¢ao de insumos bioativos

As Tinturas-mée (TM), a partir de folhas e frutos da S. terebinthifolius Raddi, foram
preparadas, por técnica de maceracdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010;
FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA, 2011a), descrita no Capitulo 1. As
tinturas-mae (TM’s) de cada genétipo, foram identificadas a partir de folhas da planta
hermafrodita (TMArFH), fémea (TMArFF), e macho (TMArFM) e de frutos, da planta
hermafrodita (TMArFrH) e de duas amostras da planta fémea (TMArFrFl e

TMArFrF2), foram utilizadas na avaliacédo da atividade antioxidante.

6.1.1.2 Preparagéo da Solucdo Teste de Tintura Mae (STTM)

Uma aliquota de 10 mL, de cada TM, foi levada ao Banho Maria (95°a 105<), por
40 a 60 min, para evaporacao do EtOH. Apoés evaporacgdo do solvente, o residuo foi
reconstituido em gsp de EtOH (PA), para formar 10mL de solugbes de cada TM,
nas concentracdes de, 25, 75, 125 e 250ug/ mL. Cada STTM foi acondicionada em
vidro ambar de 5,0mL de capacidade (devidamente identificados e mantidos ao

abrigo de luz e calor), até utilizacdo nos testes de avaliacdo antioxidante.
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6.1.2 Avaliacdo, in vitro, da atividade antioxidante, pelo método do DPPH

6.1.2.1 Solucao de DPPH 0,3 mM

Foram dissolvidos 0,0118g de DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl- Sigma® Aldrich
Inc.) em EtOH e completado o volume para 100 mL em um baldo volumétrico com
EtOH. A solucdo foi homogeneizada e estocada em frasco de vidro ambar,
devidamente etiquetado, em temperatura ambiente e utilizada no dia de realizagéo

do experimento.

6.1.2.2 Determinacédo da curva do DPPH

A partir da solucéo inicial de DPPH (0,3 mM), foram preparadas em tubos de ensaio
de 5,0 mL, solugbes variando a concentragcdo de 0,03 mM a 0,3 mM, conforme
Tabela 10. Em ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de, aproximadamente,
4mL de cada solugcdo de DPPH (0,03mM, 0,06mM, 0,12mM, 0,18mM, 0,24mM e
0,30mM) para cubetas de vidro e posterior leitura em espectrofotdmetro (Biomate3
Thermospectronic®) a 517 nm. Foi utilizado o EtOH PA, como branco, para calibrar o
espectrofotometro. As concentragdes de DPPH (mM) foram plotadas no eixo X e as
respectivas absorbancias no eixo Y, como o intuito de calcular a equacéo da reta e,
por conseguinte, tracar a curva de calibracdo do DPPH (Tabela 13).

Tabela 13 Valores da solugéo DPPH' e etanol (EtOH) .

Sol. DDPH (mL) EtOH (mL) [DDPH1 Final (mM)
0.0 5.0 0.00
0.5 4.5 0.03
1.0 4.0 0.06
2.0 3.0 0.12
3.0 2.0 0.18
4.0 1.0 0.24
5.0 0.0 0.30

1 DPPH: 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl.
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6.1.2.3 Avaliacao da atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método fotocolorimétrico in
vitro do radical livre estavel DPPH (1,1-difenil-2-picryhydrazil), de acordo com
literatura consultada (VICENTINO; MENEZES, 2007; SOUSA et al., 2007; MENSOR
et al., 2001), adaptado para cada TM. Foi preparada uma solu¢ao 0,3 mM de DPPH
em etanol. As amostras, a base de STTM de S. terebinthifolius (folha e fruto) em
diluicbes padronizadas, foram preparadas adicionando-se 1,0mL da solugcdo de
DPPH a 2,5 mL de soluc¢des das TM'’s, diluidas em etanol (STTM) a concentracfes
de 25, 75, 125 e 250 ug/ mL. Nos brancos, ao invés do DPPH, adicionou-se apenas
1 mL de etanol as tinturas diluidas nas mesmas concentracdes das amostras. Como
controle positivo foi utilizada a amostra TM de Ginkgo biloba (Laboratério Almeida
Prado- SP), que possui alta capacidade antioxidante. A solucdo de DPPH possui
uma coloracéo roxa intensa e a agao antioxidante de uma tintura-mée, na forma de
solucdo de STTM, pode ser visualizada pelo progressivo “descoloramento” da
solucéo, ao final do qual a mesma torna-se amarelada. Trinta minutos apos a adicédo
de DPPH as amostras, é feita a leitura em espectrofotdmetro de Ultravioleta, UV-vis,
Biomate3 Thermospectronic® 517 nm. Todas as leituras foram realizadas com trés
repeticbes e, com a média dos dados obtidos foi calculada a diferenca de
absorbancia entre a amostra e o branco. Os valores de absorbancia em todas as
concentragdes testadas, no tempo de 30 min, foram convertidos em porcentagem de
atividade antioxidante (AA), determinada pela equacao:

AA= 100 — (AABS/ABS cont X 100) ... ueeeiiiieeeeiiiitiie et

onde:

AA = Atividade Antioxidante (%)
AABS= ¢é a diferenca de absorbancia entre a amostra e o branco;
ABSon = € 0 valor de absorbancia encontrado para o controle.

’ Porcentagem de atividade antioxidante para cada uma das concentracdes apos a média de
trés repeticoes.
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6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2.1 Determinacgédo da curva de calibragdo do DPPH

A curva-padrdo, construida com os parametros absorbancia em UV (517 nm) e
concentragdo (mM), apresentou linearidade e boa correlagdo com coeficiente de
correlagdo de 0,997. O estudo da especificidade do método analitico foi avaliado

pela adi¢cdo da solucédo padrao do DPPH as amostras de TM da aroeira.

6.2.2 Avaliacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante de cada TM da aroeira foi investigada, na forma de solucao
de tintura (STTM) pelo método fotocolorimétrico in vitro do radical livre estavel,
segundo literatura consultada, adaptado, para testes com TM (VICENTINO;
MENEZES, 2007; SOUSA et al., 2007; MENSOR et al., 2001; TRIGUI et al., 2012).
O tipo de solvente e a otimizagédo da extracdo do material vegetal com a utilizagéo
de um polimero natural como adjuvante na obtencdo da TM (a partir de folha e fruto
da aroeira), determinou o potencial antioxidante dos insumos obtidos, uma vez que o
comportamento estrutural e a bioatividade dos constituintes quimicos presentes na

TM dependem da diversidade de polaridades encontradas.

O ensaio fundamentou-se na propriedade do radical DPPH apresentar uma forte
absorcdo no espectro visivel, comprimento de onda de 517nm, caracterizado por
uma coloracédo violacea intensa, devido a presenca de elétrons livres (VICENTINO;
MENEZES, 2007; SOUSA et al., 2007). Quando o DPPH foi colocado em presenca
de substancias antioxidantes presentes nas amostras de cada TM, capazes de
sequestrar radicais livres, a absorcao foi inibida, resultando em uma descoloragéo
estequiométrica em relacdo ao numero de elétrons retirados e independente de

qualquer atividade enzimatica (SOUSA et al., 2007).

O grau de descoloracéo indicou a capacidade sequestradora de radical livre, por TM
analisada. A agao antioxidante de cada tintura-mée, na forma de STTM (pg/ml), foi
visualizada pelo progressivo descoloramento da solucéo, ao final do qual a mesma
torna-se amarelada (Figura 24).
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Figura 24 Estrutura do DPPH e reacdo antioxidante (indicando a capacidade sequestradora de
radical livre).

Todas as leituras foram realizadas em comprimento de onda a 517nm, 30minutos
apos a adicdo de DPPH as amostras e com a média dos dados obtidos foi calculada
a diferenca de absorbancia entre a amostra e o branco e as atividades antioxidantes
percentuais (MENSOR et al., 2001). Resultados apresentados, na tabela 14,
representam o potencial de tinturas-mae (de folhas e frutos) de S. terebinthifolius, na
captacéo de radicais livres e indicaram uma forte atividade antioxidante para as TMs
avaliadas. Foi observado que a atividade anti-radical livre apresentou-se
proporcional ao aumento da concentracdo da TM na solucdo teste (dose
dependente).

Tinturas-mde da espécie S. terebinthifolius apresentaram uma porcentagem de
atividade antioxidante (AA) variando entre 48,18% + 0.012 a 59,09% + 0.004, na
presenca de 250 pg/ml de TMArFrH e TMArFH, respectivamente. Na menor
concentragdo avaliada, de 25 pg/ml, as tinturas-mae apresentaram atividade
antioxidante (variando de 26,82 a 31,70%) maior que o proprio controle positivo
(24,39%), tintura-mée de Ginkgo biloba (TMGb), com excecdo da TMArFH, que
apresentou a menor atividade (19,02%) (Tabela 14).

As amostras de tinturas a partir de folhas, TMArFF e TMArFM, na concentracdo de
75 pg/ml, apresentaram expressiva atividade, 43,75% e 35,44%, respectivamente,
enquanto as amostras, TMArFrH e TMArFF2, néo diferiram da TMGb, em relagao a
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atividade antioxidante (31,25%). Entretanto, TMGb foi a melhor resposta para
atividade anti-radicalar em 125 pg/ml e 250 pg/ml (Tabela 14).

Tabela 14 Atividade antioxidante (%) de TMs de folhas e frutos da espécie S. terebinthifolius, obtida
pelo método do radical estavel DPPH, definida pelas médias e desvio padrdo (x + dp).

TINTURAS-MAE* Avaliacdo  Antioxidante (%) “
25 pg/mi 75 pg/ml 125 pg/ml 250 ug/ml

TMGb? 24,39+0.018 31,25+0.010 71,42 +0.026 80,03 +0.008
TMArFH 19,02+0.017 29,16+0.005 52,01 +0.006 59,09 + 0.004
TMArFF 31,70 £0.006  43,75+0.068 54,76 £0.012 58,18 +0.015
TMAIFM 26,82+0.012 3544+0.021 50,03 +0.027 52,10 £0.010
TMArFrH 29,23£0.014 31,25+0.023 38,09 +0.016 48,18 £0.012
TMAIFrF1 26,82+0.015 29,16 +0.015 40,47 +0.027 49,09 £ 0.021
TMArFrF2 2026 £0.012 31,25+0.013 42,85+ 0.014 50,90 +0.019

! TMArFH: TM Aroeira folha (planta hermafrodita); TMArFF: TM Aroeira folha (planta fémea); TMAFM: TM
Aroeira folha macho; TMArFrH: TM Aroeira fruto hermafrodita; TMArFrF1: TM fruto fémea 1; TMArFrF2: TM
fruto fémea 2; TMGb: TM de Ginkgo biloba, nas mesmas concentracdes que os extratos (Controle positivo).

% Porcentagem de atividade antioxidante para cada uma das concentracdes apés a média de trés repeticdes.

A solucéo padréo (controle positivo), TM de Ginkgo biloba (TMGb), foi utilizada por
sua alta capacidade como produto antioxidante (antiradicalar), pois possui alto teor
de flavonoéides e terpenos. O Extrato de G. biloba (EGb®), possui 24% de flavonéides
e 6% de terpenos (SUZUKI, 2002), os quais sao considerados os principais
constituintes ativos e responsaveis pela reconhecida atividade antioxidante desta
espécie (CAIEIRO; MARCUCCI, 2010; MENSOR et al. 2001).

Como a propria TMGb (padrdo), as amostras de tinturas da aroeira (TMAr)
apresentaram um comportamento diferenciado de acordo com a parte utilizada na
preparacdo da TM, folha ou fruto, e decorrentes da composi¢cdo quimica de cada
insumo (TM), pela presenca de constituintes majoritarios com atividade antioxidante
e do perfil de atividade em cada concentracao testada (25 pg/mL, 75 pg/mL, 125
pg/mL e 250 pug/mL) (Figura 25).
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Figura 25 Porcentagem de atividade antioxidante de tinturas-maes (TM’s) da espécie S.
terebinthifolius de TMGb: TM Ginkgo biloba; TMArFH: tintura-m&e da Aroeira folha (planta
hermafrodita); TMArFF: TM Aroeira folha (planta fémea); TMArFM: TM Aroeira folha (planta macho);
TMArFrH: TM Aroeira fruto (planta hermafrodita); TMArFrF1: TM Fr fémea-1; TMArFrF2: TM Fr
fémea-2.

hY

Em relacdo a capacidade sequestrante de radicais-livres, apresentada pelas
tinturas-mae de TMArFH (folha) e da TMArFrH(fruto), na menor concentracdo do
experimento (25 pg/ml), a disponibilidade de substancias para a captacdo de
radicais livres no DPPH, foi maior para a TM preparada a base do fruto (AA= 29,23%
+ 0,014) do que a da folha (AA= 19,02% + 0,017), sendo que na maior concentracao
(250 pg/ml), a melhor resposta para a atividade ante radical livre, aconteceu para
TM da folha, TMArFH (AA= 59,09% + 0,004) em detrimento da menor atividade
nesta concentracdo, para TMArFrH (AA= 48,18% = 0,012). As demais amostras de
TM, na concentracdo de 250 pg/mL, apresentaram atividade antioxidante superior a
50%, atingindo valores abaixo somente do controle positivo, TMGb, 80,03% * 0.008
(Figura 25).

Estes resultados geraram uma hipétese de que, constituintes quimicos
antioxidantes, presentes nas tinturas-méaes da S. terebinthifolius, e especificamente,
em maior concentracdo, nas folhas (QUEIRES et al., 2006), contribuiram
particularmente e mais efetivamente para a agao sequestradora de radicais livres, de
acordo com sua estrutura quimica (SOUSA et al., 2007) e, por conseguinte, sua
disponibilidade de captacao destes radicais (HASLAM, et al., 1996; SOUSA et al.,
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2007), agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do processo
oxidativo. A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente a
sua estrutura quimica (SOUSA et al., 2007), podendo ser determinada pela acdo da
molécula como agente redutor (velocidade de inativacdo do radical livre, reatividade
com outros antioxidantes e potencial de quelacado de metais). Alguns estudos in vitro
demonstram que a atividade antioxidante dos flavonoides é maior que a das
vitaminas E e C (HAGERMAN, 2011; RICE-EVANS; DIPLOCK, 1992).

Estudos demonstraram que a interagdo de uma substancia antioxidante em
potencial com o radical DPPH" depende da sua conformacéao estrutural. O nimero de
moléculas de DPPH’ que seriam reduzidas parece estar correlacionado com o
namero de grupos hidroxilas disponivel na molécula antioxidante (MENSOR et al.,
2001).

Este estudo nos permitiu relacionar a atividade apresentada pela TM, tanto para
folhas quanto para os frutos da espécie, S. terebinthifolius, com o carater hidrofilico
(polar) destas formas extrativas (SALES, 2009), provavelmente devido a presenca
de grupos hidroxilas (fendélicos ou nao).

Este requisito estrutural poderia estar relacionado com a presenca de grupos
metabdlicos, tipo flavonoides (principalmente biflavonoides), lipideos fendlicos e
taninos que tém ocorréncia conhecida na familia Anacardiaceae (CORREIA et al.,
2006), a qual pertence a espécie S. terebinthifolius. Estudos fitoquimicos efetuados,
especificamente, com espécies do género Schinus identificaram fendis, flavonoides,
esterdides, triterpenos, antraquinonas e saponinas na espécie (LIMA et al., 2006;
VELASQUEZ et al., 2003).

Dentre os compostos isolados da espécie S. terebinthifolius, com estruturas
fendlicas, e comprovada atividade antioxidante encontramos, a partir do extrato
etanolico dos frutos: a flavona apigenina, o acido elagico e a flavanona naringina
(DEGASPARI et al., 2005), a partir do extrato etanolico das folhas (fase em acetato
de etila): o galato de etila, o galato de metila, a miricetrina, a miricetina e a
guercitrina (CERUKS et al., 2007), a rutina e a isoquercitrina (QUEIRES et al., 2006),
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visto que ésteres do acido galico e flavondides derivados da miricetina e quercetina
apresentam elevado potencial anti-radicalar (KIKUZAKI et al., 2002).

Considerando que produtos naturais padronizados de origem vegetal, como tinturas-
méae (TM), podem ser utilizados na agricultura como quimioprofilaticos, através da
potencial atividade antioxidante em processos fitopatolégicos, decorrentes de
diversos processos de estresse oxidativo, os resultados descritos neste trabalho
estimulam a continuidade dos estudos para identificar, quantificar e avaliar a
atividade antioxidante de substancias isoladas da espécie S. terebinthifolius, com
marcadores quimicos proprios (padréo para grupos metabdlicos de interesse).

Na realidade o método da captura do radical organico, DPPH, mostrou- se um
método bastante conveniente para este primeiro screening antioxidante de

pequenas moléculas, uma vez que a reacao pode ser observada visualmente.

Contudo, estudos ainda devem ser realizados para elucidar e identificar quais
constituintes quimicos das TM de frutos e folhas da espécie S. terebinthifolius.
Segundo Bertoldi (2006), ndo existe um uUnico método que consiga avaliar
satisfatoriamente a atividade antioxidante de uma amostra, visto que ela depende da
técnica utilizada, do tipo e concentracdo do substrato, dos constituintes presentes no
extrato avaliado, parametros metodoldgicos com tempo e temperatura do ensaio,
fendmeno de particdo, entre outros. Assim, recomenda-se que sejam avaliados mais

de dois parametros na determinagao da atividade antioxidante de extratos vegetais.

Entretanto para dar continuidade aos nossos resultados preliminares promissores,
com a avaliagdo da atividade antioxidante de TM de gendtipos da aroeira, um ponto
importante a ser considerado para fundamentar a pesquisa, seria a identificacdo do
perfil cinético da atividade através do célculo do DPPH’ remanescente e da CEsp (ou
EDso), onde é possivel relacionar a porcentagem de atividade antioxidante (AA)
obtida pela quantidade de DPPH’ consumida com a quantidade de antioxidante
necessaria para diminuir a concentracdo inicial de DPPH em até 50%. Esta
concentracao é representada pelo CEsp (ou EDsp), a qual € também reconhecida por

ser uma concentracao inibitoria (Clsp).



107

Outra atividade imprescindivel e complementar a investigacado de insumos como TM
com potencial antioxidante, é a determinacdo do teor de fendis totais presentes nas
amostras de TM hidroetandlica, devido a variabilidade e a complexidade de
constituintes quimicos presentes nestas formas extrativas, que tém implicacdes

diretas nas propriedades antioxidantes da matéria prima.
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7 CAPITULO 4

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE INSUMOS BIOTI VOS (TINTURA-
MAE) DE AROEIRA (SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS RADDI).

7.1 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia Aplicada ao
Agronegocio (Nucleo de Biotecnologia) da Universidade Federal do Espirito Santo —
UFES e no Laboratério oficinal de Tecnologia Farmacéutica da Emescam, em
Vitoria- ES.

7.1.1 Material vegetal

7.1.1.1 Preparacgéo de Tintura-méae (TM) e obtengcao de insumos bioativos

As Tinturas-mae (TM), descritas no Capitulo 1, a partir de folhas e frutos da S.
terebinthifolius Raddi foram preparadas, pela adaptacdo da técnica de maceracao
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA HOMEOPATICA
BRASILEIRA, 2011). As Tinturas-mae (TM), obtidas a partir de folhas de cada
genotipo, foram identificadas como, a partir da planta hermafrodita (TMArFH), fémea
(TMArFF), e macho (TMArFM) e obtidas dos frutos como, da planta hermafrodita
(TMArFrH) e de duas amostras da planta fémea (TMArFrFl e TMArFrF2), foram

utilizadas nos experimentos de avaliagéo antifingica.

7.1.2 Avaliacdo da atividade antifungica de insumos bioativos

7.1.2.1 Fungos

Culturas dos fungos filamentosos, Fusarium guttiforme (E-203) e Chalara paradoxa
(E-411), foram obtidas da micoteca do Laboratério de Fitopatologia do Incaper,

situado no municipio de Domingos Martins- ES, Brasil e cultivadas em meio de

cultura Batata Dextrose Agar (PDA- Acumedia Laboratories, Michigan, USA) e



109

incubados a 25 C. As matrizes dos fungos foram pre servadas para a utilizacdo nos
experimentos através do método de Castellani (ALFENAS; MAFIA, 2007).

7.1.2.2 Avaliacado da atividade antifungica in vitro

A atividade antifingica de amostras de TM da aroeira foi avaliada através de
screening para os fungos Fusarium guttiforme Nirenberg & O’Donnell (syn.:
Fusarium subglutinans f. sp. ananas, Ventura, Zambolim & Gilb) e Chalara paradoxa,
utilizando a técnica de difusdo em meio de cultura BDA (ALVES et al., 2000; AYRES
et al., 2008; VALGAS et al., 2007). A suspensdo dos fungos foi padronizada para 10°
conidios.mL™ em soluc&o salina estéril (0,85%). Foram adicionados 100 pL de cada
suspensao fungica e espalhados, com alca de Drigalski, na superficie das placas de
Petri e decorridos 10 minutos de repouso, foram feitos orificios de 5 mm de diametro,
que foram preenchidos com 100 puL das amostras, das TM (TMArFH, TMArFF,
TMArFM, TMArFrH, TMArFrF1l e TTMArFrF2), previamente preparadas. Como
controles (testemunhas), para cada experimento, utilizou-se a solugéo hidroetandlica
a 70% (v/v) e o fungicida tebuconazole 0,1%. No experimento, cada forma extrativa
foi avaliada com trés repeticbes e a avaliagéo realizada ao final de 72h, medindo-se
o diametro do halo de inibicdo do crescimento micelial dos fungos (SALES, 2009).

A porcentagem de inibicdo (PI) foi determinada pela inibicdo do crescimento micelial,
comparando os tratamentos realizados com as TM, o fungicida de referéncia
(tebuconazole) e a testemunha (solucdo hidroetandlica), sendo calculada pela
equacao:

PI= [(ITRAT— ITEST)/ ITEBU] 0 1

onde,

Pl= Porcentagem de inibicéo.

ltrar= Inibic&o do crescimento micelial pelos tratamentos.
lrest= Inibic&o pela Testemunha (Sol. EtOH 70% (v/v)).
lregu= Inibicéo pelo fungicida (tebuconazole 0,1%).
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7.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram valores representativos de atividade antifuUngica para
Fusarium guttiforme e Chalara paradoxa, sendo que as TM’s preparadas a partir de
folhas e frutos, TMArFH, TMArFF, TMArFrH, TTMArFrF2, apresentaram eficiéncia
com halo de inibigédo igual ou maior de 20 mm (Porcentagem de inibigao-PI = 50%),
para o fungo F. guttiforme (Tabela 12).

Todas as amostras de TM de folhas e frutos da espécie S. terebinthifolius diferiram
da testemunha (controle negativo), constituida de EtOH 70% (v/v) e apresentaram
inibicAo do crescimento tanto para F. guttiforme, quanto para C. paradoxa,
entretanto foram mais eficientes para o controle do F. guttiforme, com média de

inibicdo maior do que as apresentadas para o fungo C. paradoxa (Tabela 15).

Tabela 15 Atividade antifungica da Tintura —méae (TM) de folhas e frutos da espécie S. terebinthifolius,
para os fungos F. guttiforme e C. paradoxa, pelo método de difusdo em agar, com orificio.

Atividade antifingica
Tratamentos *

F. guttiforme C. paradoxa

Inibicdo (mm) Pl (%)’ Inibicdo (mm) Pl (%)’
TEBU 33,3+1,53 98,0 a’ 37,3+2,52 97,3a°
TMArFH 28,0+1,0 82,2 ab 17,0 £2,0 429 b
TMATFIF, 22,7 +2,08 66,2 bc 12,3+0,58 303 ¢
TMArFrH 22,7 +2,52 65,9 bc 12,0 +1,0 295 cd
TMArFF 20,0 £2,0 57,9 cd 9,3+1,16 222 de
TMArFM 15,3 +1,53 43,9 de 9,0+1,0 21,4 e
TMArFrF, 12,3 +2,52 35,1 e 10,0+ 1,0 24,1 cde
TEST 0,67 £ 0,15 0,0 f 1,0 £ 0,44 0,0 f
CV (%) 10,97 8,41

Tintura-mé&e a partir das folhas da planta hermafrodita (TMArFH), fémea (TMArFF), e macho (TMArFM) e
obtidas dos frutos como, da planta hermafrodita (TMArFrH) e de duas amostras da planta fémea (TMArFrF1 e
TMArFrF2); TEBU: controle positivo: Fungicida Tebuconazole a 0,1%; TEST: testemunha: EtOH 70%(v/v).

% Pl (%): Porcentagem de inibicdo em relacdo aos tratamentos controle.

% Médias de trés repeticdes. As médias seguidas pela mesma letra na coluna, nao diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.



111

A amostra de TM, da folha da planta hermafrodita (TMArFH), apresentou,
juntamente com o fungicida tebuconazole a 0,1%, forte inibicdo antifiUngica para o
fungo, F. guttiforme, com as respectivas porcentagens de inibicado, 82,00% e 98,0%.
A amostra, TMArFH, apresentou eficiéncia antifangica para C. Paradoxa, com
porcentagem de inibicdo, de 42,86%; entretanto ficou aquém do resultado
apresentado pelo controle positivo (Tabela 15).

Neste caso o fungo C. Paradoxa se mostrou menos susceptivel que o F. guttiforme,
aos constituintes quimicos ativos presentes nas folhas da aroeira, considerando as
particularidades fisico- quimicas, em relac@o a estrutura de cada microrganismo em
guestao e principalmente a especificidade quimica e estrutural do principio ativo com
atividade antifingica, presente na tintura-mde. De qualquer forma, TMArFH
apresentou o melhor resultado para C. paradoxa, quando comparada as outras
amostras de TM avaliadas. Segundo Sales (2009), a baixa ou mesmo a auséncia de
atividade inibitéria de algumas amostras sobre os fungos testados, F. guttiforme e C.
paradoxa, pode também estar relacionada com as caracteristicas bioquimicas
destes microorganismos que podem dificultar a acdo dos componentes bioativos
investigados. A padronizacdo do inoculo se faz, portanto, necesséria e a quantidade
inoculada deverd ser estabelecida para cada método de avaliacéo.

Outra suposicao pode ser em funcdo das substancias potencialmente ativas estarem
presentes em concentracfes muito baixas, ou mesmo a auséncia de metabdlito
ativo, especificamente sobre os fungos testados (VALGAS et al., 2007). Sabe-se
que, a constituicdo quimica de um extrato é decorrente dos métodos e dos
reagentes quimicos utilizados para sua obtencdo e, geralmente, os componentes
ativos encontram- se em baixas concentracbes em extratos brutos, sendo que nas
tinturas estes podem estar ainda mais diluidos (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998;
SALES, 2009).

A amostra TMArFrH, agora a partir do fruto da aroeira, apresentou resultados menos
expressivos para o fungo C. paradoxa, com Pl= 29,46%, do que para F. guttiforme,
Pl= 66,0%. As tinturas-mae, TMArFF e TMArFM apresentaram os menores valores

de porcentagem de inibicdo para C. paradoxa, 22,32% e 21,43%, respectivamente.
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O mesmo néo ocorrendo, para o fungo F. guttiforme, em relagcéo a apresentagéo de
atividade antifungica da TMArFF, com uma porcentagem de inibicdo de 58,0%,
ficando acima das amostras de TM, a partir de folhas da planta macho (TMArFM),
com inibicdo de 43,9% e a partir do fruto do primeiro exemplar da planta fémea

(TMArFrl), que apresentou uma porcentagem de inibicdo de 34,9% (Figura 26).

100 r O Fusarium guttiforme m Chalara paradoxa —
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TMArFH TMArFF TMArFM TMArFrH TMArFrF1TMArFrF2 TEBU TEST
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Figura 26 Avaliacdo da atividade fungicida das tinturas-m&e a partir das folhas, da planta
hermafrodita (TMArFH), fémea (TMArFF), e macho (TMArFM) e obtidas dos frutos, da planta
hermafrodita (TMArFrH) e de duas amostras da planta fémea (TMArFrFl e TMArFrF2) para os
fungos, F. guttiforme C. paradoxa, determinada pelo halo de inibigdo no método de difusdo em meio
de cultura. TEBU= fungicida tebuconazole a 0,1%; TEST = Testemunha: sol. EtOH 70% (v/v).

O fungicida comercial de referéncia, ao contrario do perfil apresentado pelas TM da
aroeira, apresentou inibicdo antifangica maior para C. paradoxa. Os resultados
estdo de acordo com os apresentados por Sales (2009), no screening com TM de
diferentes espécies de plantas, que mostrou as tinturas-mde das espécies,
Glycyrrhiza glabra, Myroxylon balsamum e Allium sativum, na dose de 100uL. mL?,
apresentaram maior atividade antifungica para F. guttforme do que para C.
paradoxa.

Os resultados apresentados pelo teste de difusdo em agar com orificio permitem
afirmar que, possivelmente, os constituintes quimicos fendlicos, principalmente do

tipo flavonoides, foram responsaveis, pela eficiéncia antifingica apresentada para F.
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guttiforme e C. paradoxa. A Figura 27, apresenta os melhores resultados para as
tinturas-mae, a partir de folhas (TMArFH) e a partir dos frutos (TMArFrH) da planta
hermafrodita em relacdo ao controle positivo, fungicida tebuconazole a 0,1%, frente
aos fungos F. guttiforme e C. paradoxa.

TMArFH

Figura 27 Eficiéncia antifingica de TM obtida de folhas (TMArFH) e frutos (TMArFrH) da planta
hermafrodita da espécie S. terebinthifolius, sobre o crescimento micelial in vitro dos fungos: F.
guttiforme (Fgt) (A - D) e C. paradoxa (Cpa) (E — H), comparados ao controle positivo (TEBU),
fungicida tebuconazole a 0,1% (C e G) a testemunha, (TEST), sol. EtOH 70% (D e H).
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As tinturas-mae (TM) de diferentes genoétipos da espécie S. terebinthifolius,
apresentaram resultados diferentes, tanto para atividade antioxidante como na
antifangica, mostrando a existéncia de variabilidade dentro das espécies, que se
reflete na biossintese de constituintes quimicos do metabolismo secundario. A
planta, “macho”, ndo apresentou niveis de atividade antifingica tdo expressivos

como as plantas, “hermafrodita” e “fémea”.

Os diferentes resultados, tanto para porcentagem de inibicéo (PI) (Tabela 12), como
para o perfil de inibicdo de cada TM (Figuras 27), foram marcantes ndo somente
pelos diferentes tipos de plantas, como também para as partes testadas (folhas e
frutos) e principalmente para sensibilidade apresentada pelos fungos testados, F.

guttiforme e C. paradoxa.

Estes resultados séo de grande importancia estratégica na sele¢cdo da matéria prima
para a preparacdo da tintura mae (TM), o que certamente reflete em preco e valor

agregado para o produtor.

O perfil de atividade apresentado, pelas tinturas-mae a partir de folhas e frutos, é
decorrente da presenca de constituintes quimicos ativos, na sua maioria originarios
do metabolismo secundario da espécie, S. terebinthifolius. Estudos desenvolvidos
atribuem aos compostos fendlicos, como os flavonoides (principalmente os
biflavonoides), taninos e terpenoides, as atividades antioxidante e antimicrobiana
desta espécie (BORNHAUSEN, 2002; CERUKS et al., 2007; DEGASPARI et al.,
2005; EL-MASSRY et al., 2009; LIMA, 2006; QUEIRES et al., 2006; TONIAL, 2010).

Dentre a classe de polifendis, constituintes ja isolados da espécie S. Terebinthifolius,
gque tiveram a atividade antimicrobiana comprovada, estdo: a apigenina
(DEGASPARI et al., 2005), o acido elagico (DEGASPARI et al., 2005; EL-MASSRY
et al., 2009; MARTINEZ et al., 1996), a naringina (DEGASPARI et al., 2005), o
galato de etila (CERUKS et al., 2007), o galato de metila (CERUKS et al., 2007,
KIKUZAKI et al., 2002), a miricetrina (CERUKS et al., 2007), a miricetina (CERUKS
et al., 2007), a rutina (NUNES et al.,, 2009), saponinas esteroidais e saponinas
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triterpénicas (SIMOES et al. 2007), acido galico e catequina (EL-MASSRY et al.,
2009; BRAZ et al., 2011).

Atualmente, os lipideos fendlicos, presentes na familia Anacardiaceae, detentores
de potente atividade antioxidante, estdo sendo elencados como uma fonte
promissora de ativos com atividade antiparasitaria e antifungica (CORREIA et al.,
2006; KOZUBEK, 1999). Segundo COWAN (1999) a atividade antimicrobiana da
espécie S. terebinthilolius, estaria associada a classe dos terpendides, presentes no
Oleo-resina, terebintina, apresentando na sua composi¢cdo aproximadamente 75% de
a e B pineno, 10% de & 3-careno, além de limoneno, dipenteno, B pironeno, borneol
e acetato de bormila.

Apesar da extracéo, das folhas e frutos da espécie, ter sido realizada com solvente
EtOH (70- 90%), ndo tdo apropriada para compostos com carater lipofilico,
possivelmente a extracdo por esgotamento proposta neste trabalho, com carater
hidrofilico da mistura de liquido extrator, pode ter garantido a presenca desta classe
de metabdlitos e garantido um aumento na atividade biolégica dos constituintes, por
um aumento na biodisponibilidade. O mecanismo de ac&o antimicrobiana de
terpenos ndo estéa totalmente elucidado, mas pode estar relacionados com a ruptura
da membrana pelos compostos lipofilicos, presentes na espécie microbiana
(COWAN, 1999).

A acdo antimicrobiana dos flavonoides, principalmente presentes nas folhas,
provavelmente esta relacionada a capacidade de complexar proteinas extracelulares
e solaveis, bem como estruturas da parede celular (SOUSA et al., 2007), sobretudo
por inibirem a peroxidacdo lipidica e a lipooxigenase in vitro (HASLAM, 1996;
SOUSA et al.,, 2007). Flavonoides, mais lipofilicos, podem atuar provocando o
rompimento de membranas microbianas (SIMOES et al., 2010).

O mecanismo de acao de taninos para a atividade antimicrobiana, sobre bactérias e
fungos, estd muito bem documentado na literatura que, pressupde 0s taninos
inibindo enzimas de bactérias e fungos e/ou complexando os substratos dessas
enzimas; a segunda hipbétese seria que 0s taninos agem sobre as membranas

celulares dos microorganismos, modificando o seu metabolismo; e a terceira
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hipétese menciona a complexacdo dos taninos com ions metélicos, diminuindo,
assim, a disponibilidade de ions essenciais para o0 metabolismo dos microrganismos
(HASLAM, 1996; HAGERMAN, 2011).

Propriedades farmacolbgicas estdo bem estabelecidas para espécies como S.
terebinthifolius, rica em Oleos volateis. Dentre elas e, especificamente para o citral,
predomina a acdo antisséptica, com inibicdo de bactérias e fungos, devido a
presenca de compostos fendlicos, aldeidos e alcoois. Os compostos citral, geraniol,
linalol e timol tém um alto poder antisséptico, superior ao do préprio fenol
(KOZUBEK, 1999:; SIMOES et al., 2010). Estudo de Garcia e colaboradores, (2008)
mostrou que, dentre monoterpenos comerciais testados, o citral apresentou uma
potente atividade fungicida para 3 fungos fitopatogénicos, Colletotrichum musae,
Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium guttiforme, causadores de doencas e

perdas em pdés-colheita de frutas tropicais.

A preocupacao da sociedade, com o impacto do uso de pesticidas no ambiente e a
contaminacdo da cadeia alimentar com agrotoxicos, vem alterando o cenario
agricola, resultando na presenca de segmentos de mercado avidos por produtos
diferenciados, portadores de selos que garantam que esses alimentos sejam
produzidos em sistemas ambientalmente equilibrados (BETTIOL: GHINI, 2003).

O trabalho de pesquisa ora desenvolvido, de forma multidisciplinar, buscou o
desenvolvimento tecnolégico no sentido de prover o mercado com insumos bioativos
naturais, como TM a partir de gendtipos da espécie S. terebinthifolius, com acgéo
fitoprofilatica ou como fitoterapéutica, subsidiada pela presenca de constituintes
fitoquimicos, identificados com potencial eficiéncia antifingica, com aplicacdes
fitossanitarias, associando os beneficios de um produto seguro e economicamente

viavel.
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8 CONCLUSOES

Pela primeira vez, insumos ativos, como TM de espécies vegetais, foram preparados
por maceragao, a partir de folhas e frutos da aroeira (S. terebinthifolius), utilizando
um polimero 100% natural, de extracdo boténica, como um novo adjuvante no

processo de tratamento prévio do material vegetal.

As analises fisico-quimicas das amostras das tinturas-mae apresentaram valores
médios, para determinagdo de residuo seco, teor alcoolico, pH e densidade, dentro
das especificagBes técnicas, indicando qualidade no processo de obtencdo dos
insumos obtidos. A garantia da estabilidade no produto final proporcionou resultados
promissores na determinacdo do perfil cromatografico das amostras analisadas.

As tinturas-mae, TMArFH, TMArFF e TMArFM, obtidas de folhas de S.
terebinthifolius, apresentaram nitidas zonas cromatogréficas fluorescentes em CCD,
caracteristicas da classe de flavonoides, e andlise por HPLC (TMArFrH),
possibilitou a separacdo destes metabdlitos, sugestivos de flavonois (folhas) e de
flavonas (frutos).

O cromatograma (HPLC/UV) para o extrato bruto etandlico do fruto da aroeira
(EArFr) revelou a presenca de dois picos majoritarios com tempos de retencéo (t) de
26,52 e 27,71 minutos, 0 que nos permitiu confirmar a presenca de dois importantes
biflavonéides: a agathisflavona (biflavona: acoplamento C-C do tipo 6-8" (I-6, 1I-8) e
a tetrahidroamentoflavona (biflavanona: acoplamento C-C do tipo 3'-8 (I-3’, 11-8), com
estudos para amentoflavona, apigeninil-(I-3’, 11-8)- apigenina). Podemos associar as
atividades apresentadas neste trabalho aos estudos sobre biflavonoides, que

conferem a estes constituintes, potencial atividade antioxidante, antimicrobiana,

antiinflamatdria, citotoxica e inseticida, peculiar da familia Anacardiaceae.

Na identificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial de frutos e folhas,
houve predominancia monoterpénica do limoneno, a-pineno, p.cimeno e [3-mirceno,
sendo que as amostras a partir dos frutos dos gendtipos, FR0O2 e FRO3,
apresentaram alto teor relativo de B-mirceno (26,73% e 26,03%, respectivamente).

Contudo, FRO1 representou a amostra de maior teor relativo de monoterpenos
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(70,85%), tendo como componente majoritario, o limoneno (36,85%). O limoneno se
apresenta como um produto bioativo natural, visto que estudos comprovam sua
eficacia como substancia antioxidante com potencial quimioprofilatico e

guimioterapéutico.

A TM, a partir de folhas, da planta hermafrodita (TMArFH), na concentracao de 250
pg/ml, apresentou melhor disponibilidade para a captagdo do radical livre, DPPH
(1,1- difenil-2-picril-hidrazil). Entretanto, na menor concentragdo do experimento (25
pg/ml), o melhor resultado para a atividade antioxidante foi para a amostra da TM da
folha da planta fémea, TMArFF, em detrimento do préprio controle positivo, TM da
espécie Ginkgo biloba (TMGDb), que apresentou o menor valor para esta atividade.

A amostra TMArFH, da folha da planta hermafrodita, apresentou juntamente com o
fungicida tebuconazole a 0,1%, o melhor resultado para a inibicdo do crescimento
micelial para o fungo, F. guttiforme. A mesma tintura-méae apresentou significativa
eficiéncia antifungica para C. paradoxa, mas nao foi tdo significativa como o
fungicida. TMArFF e TMArFM apresentaram os menores resultados de inibigéo, para
os dois fungos.

A identificagdo de constituintes quimicos em insumos bioativos, tinturas- maes e
Oleos essenciais da espécie S. terebinthifolius, com potencial antioxidante e
antifingico, abre um campo para realizacdo de um estudo interdisciplinar com a
selecdo e/ou recuperacdo de quimiotipos em genotipos com potencial econémico
para as industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia, promovendo necessidade
de registro, pela primeira vez, de cultivares da aroeira no Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA), contribuindo na busca de novas alternativas no

agronegocio e preservacao dos recursos naturais.
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