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RESUMO

Mimosa ophthalmocentra Mart ex Benth (Jurema de embira) e Abelmoschus esculentus L.
(quiabo), sé@o usada no tratamento de tosse, bronquite, inflamagdes, infeccbes e como
cicatrizante. Comprovar o uso medicinal destas plantas € necessario para definir padrdes de
comprovacao qualidade das mesmas. Realizar a caracterizacdo de drogas vegetais obtidas de
Mimosa ophthalmocentra e Abelmoschus esculentus e avaliar preliminarmente a seguranca de
uso. As folhas de M. ophthalmocentra e os frutos de A. esculentus foram coletadas,
desidratadas, pulverizadas e separadas em diferentes tamanhos de particula. A composicado
mineral foi realizada por espectrometro de fluorescéncia de raios X. A composicao centesimal
foi realizada pelos métodos sugeridos pelo Instituto Adolfo Lutz. A caracterizacdo fisico-
quimica e impressao digital foram realizadas por analises termoanaliticas (TG, DTA e
CG/EM-Pir) e fitoquimicas (Polifendis, Flavonoides e Taninos). O comportamento bioldgico
foi avaliado por triagem comportamental farmacoldgica, determinacdo da dose letal 50%,
Teste das Contorgfes Abdominais e hemolise. As analises minerais mostraram um teor de
Célcio de aproximadamente 66%, seguidos dos elementos K, CI, S, Fe, Mg, P, Si e Mn em
menores concentracdo. A composicdo centesimal mostrou cerca de 60% de carboidratos, 2 a
9% de lipideos e aproximadamente 16% de proteinas. Os dados térmicos e pirogramas
mostraram diferencas significativas entre os vegetais analisados. As analises bioldgicas
sugerem baixa toxicidade de ambas as plantas em estudo e uma possivel acdo antinoceptiva e

antiinflamatdria da M. ophthalmocentra.

Palavras-chave: Plantas. Alta Temperatura. Pirolise. Hemdlise.



ABSTRACT

Mimosa ophthalmocentra Mart ex Benth (Jurema de embira) and Abelmoschus esculentus
Linn (okra), are used without treatment of cough, bronchitis, inflammations, infections and as
cicatrization. Proof of the use of medicinal plants is necessary to define patterns of
composition of their origins. Carry out a characterization of plant drugs obtained from
Mimosa ophthalmocentra and Abelmoschus esculentus and to preliminarily evaluate the
safety of use. As leaves of M. oftalmocentra and the fruits of A. esculentus were collected,
dehydrated, pulverized and separated in different size of pieces. The mineral composition
performed by X-ray fluorescence spectrometer. The centesimal composition was performed
by the methods suggested by Adolfo Lutz Institute. The physical-chemical characterization
and fingerprinting performed by thermo-analytical (TG, DTA and CG / MS-Pir) and
phytochemical analyzes (Polyphenols, Flavonoids and Tannins). The biological study was
evaluated by pharmacological screening, lethal dose determination, Abnormal Contortion Test
and hemolysis. The mineral analyzes showed a calcium content of approximately 66%,
followed by the elements K, Cl, S, Fe, Mg, P, Si and Mn in a lower concentration. The
centesimal composition showed about 60% carbohydrates, 2 to 9% lipids and approximately
16% proteins. Thermal data and pyrograms were significant in the analyzed vegetables. The
biological analyzes suggest low toxicity of both plants under study and a possible

antinoceptive and antiinflammatory action of M. ophthalmocentra.

Key words: Plants. High temperature. Pyrolysis. Hemolysis.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo produtos naturais de grande interesse cientifico devido a
possibilidade de emprega-las como fitofarmacos e por proporcionarem grandes chances de
obtencdo de moléculas prototipos devido a diversidade de seus constituintes quimicos ativos
(Lima et al., 2006).

O Brasil, por possuir a maior biodiversidade do planeta e um valioso conhecimento
tradicional relacionado ao uso de plantas medicinais, tem sido base para grandes pesquisas
cientificas, proporcionando o estudo e o desenvolvimento de produtos naturais (Freires et al.,
2010). Entretanto, mesmo que a quantidade de estudos com plantas medicinais tenha crescido
nos Ultimos anos, poucos chegam a aprovar produtos para uso clinico (Sousa, et al., 2008).

A Resolucéo de Diretoria Colegiada (RDC) 10/2010, a ANVISA — Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria - regula o uso popular de plantas medicinais na forma de drogas
vegetais (Carvalho et al., 2012). Esta norma representa um grande marco na historia das
plantas medicinais, pois gracas a ela estas plantas podem ser utilizadas na forma de droga
vegetal, uma vez que sejam industrializadas e aprovadas por todo o controle de qualidade
relatado nesta resolucdo. Além disso, pesquisas com o intuito de padronizar, determinar a
eficacia e a seguranca destas drogas estardo contribuindo para o aumento da lista de drogas
vegetais reconhecidas pela ANVISA para uso popular.

Uma selecdo de plantas medicinais a serem estudadas pode ser realizada através de
cinco tipos de abordagem: Coletas randémicas, Quimiotaxonomia, Ecologia Quimica,
Zoofarmacognosia e Resgate do Conhecimento Tradicional (RODRIGUES & OTSUKA,
2011). O conhecimento tradicional relata o uso de diversas plantas com atividade
farmacoldgica, poréem nem todas comprovadas cientificamente, dentre elas Abelmoschus
esculentus L. e Mimosa ophthalmocentra Mart ex Benth.

Abelmoschus esculentus L., anteriormente conhecida como Hibiscus esculentus L.
pertence a familia Malvaceae e € conhecida popularmente por Quiabo. O uso etnomedicinal
relata que os frutos, a mucilagem, as vagens e as raizes desse vegetal podem ser utilizadas no
tratamento de diversas patologias, como por exemplo, no tratamento de irritagdes géastricas,
inflamacdes, constipacdo, leucorréia, diabetes, ictericia, feridas, furinculos, ansiedade,
depressao e fraqueza geral (Carvalho et al., 2011; Jain et al., 2012). Mimosa ophthalmocentra

Mart ex Benth pertence a familia Fabaceae e € conhecida popularmente por Jurema de embira.
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O uso etnomedicinal relata que as cascas do caule e a resina desse vegetal podem ser
utilizadas no tratamento de tosse, bronquite, em processos inflamatérios e como cicatrizante
(Agra et al., 2007; Sales & Silva, 2008). Estudos com plantas da mesma familia da M.
ophthalmocentra relatam o uso das folhas como antiinflamatéria, cicatrizante e no combate de
muitas doengas relacionadas com o sistema nervoso (Bum et al., 2004).

Desta forma, pesquisas cientificas tém sido intensificadas a fim de comprovar o
conhecimento da medicina popular e conhecer os aspectos botanicos, farmacologicos,
toxicologicos e farmacogndsticos presentes nos vegetais (Ribeiro, 2008).

Sendo assim, com base nessas informagOes sobre o uso etnomedicinal de A.
esculentus, de M. ophthalmocentra e de outros vegetais da sua familia, esta pesquisa objetiva
caracterizar pds provenientes dos frutos de A. esculentus e das folhas de M. ophthalmocentra
guanto aos parametros tecnologicos, fisico-quimicos e biologicos, visto que, quando 0s
estudos sdo iniciados pela espécie vegetal e pela parte do vegetal indicado pela populacgdo, a
probabilidade de se obter resultados satisfatérios quanto a atividade biol6gica é maior
(Cechinel Filho & Yunes, 1998).

O processo de micronizagdo de farmacos vegetais € um passo critico na producédo de
produtos obtidos com plantas medicinais. A maior parte do tempo o material pulverizado
representa um ingrediente indispensavel para obter medicamentos a base de plantas. Portanto,
0 controle granulométrico de pé é um passo essencial no processo de produgdo. Assim, 0s
métodos analiticos tém sido usados para caracterizar e analisar 0s aspectos fisicos e quimicos
desses produtos para garantir a eficacia e seguranca de seu uso. (Correia et al., 2016a). A
anélise térmica e a cromatografia gasosa/espectrometria de massa acoplada a pir6lise é
utilizada para a caracterizacdo de drogas vegetais e analise autenticar sua qualidade, além de
determinar o perfil de decomposicao térmica e impresséao digital (Correia et al., 2016b).

Alem da caracterizacdo de matérias primas e o controle de qualidade para o
desenvolvimento de medicamentos, a avaliagdo farmacoldgica é de fundamental importancia
para direcionamento e descoberta da acdo terapéutica. O uso de animais nas pesquisas
cientificas tem contribuido com a ciéncia e tecnologia na descoberta tanto de tratamentos
guanto até mesmo de medidas profilaticas de doencas em seres humanos (Branco et al., 2011).
A triagem farmacoldgica comportamental € um teste preliminar de facil execucdo para
investigagdo da acdo farmacologica de uma substancia (Almeida et al., 1999; Almeida e
Oliveira, 2006). A determinacdo das doses potencialmente tdxicas em animais de laboratorio

oferece mais seguranca no uso dessas substancias.
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Testes mais especificos sdo bastante utilizados para o direcionamento de a¢des
terapéuticas como o teste das Contorcdes Abdominais Induzidas pelo Acido Acético uma vez
que ele nos permite avaliar a nocicepcao inflamatdria visceral e a atividade antinociceptiva de
substancias que atuam tanto em nivel central quanto periférico (Koster; Anderson; Debber,
1959). Entretanto o uso de antiinflamatérios pode causar alguns efeitos adversos nas células
sanguineas. Sendo assim é importante a avaliacdo do comportamento dessas células quando

expostas a agentes terapéuticos, principalmente em estudos (Melo et al.,2012)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar, quanto aos parametros tecnologicos, fisico-quimicos, impressdo digital
e comportamento farmacologico, drogas vegetais com diferentes tamanhos de particulas,
provenientes das folhas de Mimosa ophthalmocentra Mart ex Benth. e dos frutos de

Abelmoschus esculentus Linn,.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter drogas vegetais em diferentes tamanhos de particulas, das folhas de M.
ophthalmocentra e dos frutos de A. esculentus, ambos desidratados;

e Determinar a composicdo mineral e centesimal das drogas vegetais em diferentes
tamanhos de particulas obtidas dos vegetais em estudo;

e Determinar uma impressdo digital e as caracteristicas termoandliticas quanto a sua
estabilidade térmica e produtos de decomposi¢éo;

e Avaliar a cinética de decomposicdo, das amostras, através dos dados obtidos pela
termogravimetria dinamica em diferentes razdes de aguecimento;

e Quantificar metabdlitos secundarios das drogas vegetais em diferentes tamanhos de
particulas obtidas dos vegetais em estudo;

e Avaliar o comportamento bioldgico quanto ao Sistema Nervoso das amostras obtidas;

e Determinar toxicidade das amostras obtidas;

e Avaliar acdo de extratos obtidos das drogas vegetais sob a possivel reducao de contorcdes
abdominais induzidas pelo acido acético;

e Avaliacdo do efeito hemolitico das folhas de M. ophthalmocentra e dos frutos de A.

esculentus;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

O interesse pelas plantas medicinais tem aumentado nos Gltimos anos na busca de
cura e de controle de diversas patologias, e um dos fatores relevantes deste aumento € a
procura significativa por novas substancias que substituam os medicamentos atualmente
usados, pelo fato de muitos ndo apresentarem a eficacia desejada ou pelos efeitos colaterais
presentes (Freitas et al., 2012).

O interesse pelo consumo de produtos naturais se deve também a crenca que a
populacdo tem destes serem mais "saudaveis” do que os medicamentos sintéticos, além de
outras caracteristicas desejadas, tais como eficécia, baixo custo e baixo risco de uso quando
usadas corretamente (Rates, 2001; Choi et al., 2002; Veiga; Pinto; Maciel, 2005).

A utilizacdo de plantas medicinais é significativa, uma vez que a Organizagédo
Mundial de Sadde (OMS) mostra que cerca de 80% da populacdo mundial usou ou usa
alguma planta na busca de alivio de sintomatologia dolorosa ou desagradavel (Oliveira et al.,
2006; Weisheimer et al., 2015). No entanto, apenas cerca 30% desse total foi por indicacdo
médica, fato este que pode justificar o incentivo da OMS para estudos cientificos nesta area
(Werkman et al., 2008).

Para fazer uma selecdo de plantas medicinais a serem estudadas, pesquisadores
podem seguir cinco tipos de abordagem: coletas randomicas, quimiotaxonomia, ecologia
quimica, zoofarmacognosia e resgate do conhecimento tradicional. As coletas randémicas sdo
aquelas, cujas plantas sdo coletadas em uma determinada area, que possua grande
biodiversidade e endemismo. Na abordagem Quimiotaxonémica as plantas sdo coletadas
baseadas no historico da familia ou género do vegetal. A abordagem da Ecologia Quimica
baseia-se na inter-relacdo entre plantas, animais e microrganismo, que resultam em produtos
quimicos de defesa. A Zoofarmacognosia € baseada na observacdo de animais que procuram
plantas ou outros animais para curarem suas enfermidades. E 0 Resgate do Conhecimento
Tradicional e Popular é realizado pela etnoboténica e etnofarmacologia (Rodrigues & Otsuka,
2011).

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais é bastante difundido, uma vez que o pais
possui um grande namero de espécies vegetais nativas consideradas medicinais, sendo que, na

maioria dos casos, é utilizada de modo empirico, sem conhecimento do verdadeiro potencial
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terapéutico e consequentemente uma adequada avaliagéo cientifica (Araujo et al., 2009; Costa
etal., 2009).

A vegetacdo brasileira é composta de diversas familias de plantas e muitas delas vém
sendo estudada com fins medicinais, como por exemplo, a familia Malvaceae e Fabaceae. A
familia Malvaceae é constituida de aproximadamente 200 géneros e 2.300 espécies, onde 0s
maiores géneros sdo: Hibiscus, com cerca de 300 espécies; Streculia, com 250 espécies;
Dombeya, com 225 espécies; Pavonia e Sida com 200 espécies cada uma (Rizik & Soliman,
2014). A familia Fabaceae, também conhecida como leguminosas, compreende 727 géneros e
19.325 espécies. O territdrio brasileiro possui com exclusividade muitas dessas espécies,
totalizando cerca de 2.740 espécies em 220 géneros. Vale resaltar que a familia Fabaceae é
subdividida em 3 subfamilias, Faboideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae, porém com
caracteristicas morfologicas bastante distintas.

Ambas as familias ressaltadas anteriormente apresentam espécies que sdo bem
conhecidas pela populacdo do semidrido brasileiro, como por exemplo, a espécie a A.
esculentus pertencente a familia Malvaceae, e M. ophthalmocentra pertencente a familia

Fabaceae.

3.2 MIMOSA OPHTHALMOCENTRA MART EX BENTH.

M. ophthalmocentra é uma planta nativa do Brasil, cresce facilmente em solo
arenoso e é amplamente encontrada no Distrito Federal, Rio Grande do Norte, Bahia,
Pernambuco, em areas do cerrado e da Caatinga brasileira (Silva & Sales, 2008) e Cariri
Paraibano (Lima & Barbosa, 2014). E um arbusto ou arvore pequena, de 3 a 5 m de altura,
usada como forrageira e as suas folhas e legumes sdo consumidas por cabras, ovelhas e
bovinos (Silva et al., 2011).

Possui caule espinhoso e apresenta textura rugosa. Seu tronco cresce cerca de 20 cm
de didmetro e sua madeira tem uma densidade de 1,12 g/cm3, justificando o seu uso como
lenha. As folhas sdo bipinadas com dois a quatro pares de pinas, as flores podem aparecer em
diferentes épocas do ano, mas principalmente no més de dezembro, onde se apresentam com
pétalas brancas amareladas. O fruto geralmente apresenta coloracdo verde, porem pode variar
entre as tonalidades de vermelho a rosa (Silva & Sales, 2008; Silva et al., 2011).

M. ophthalmocentra é conhecida popularmente por Jurema de embira, Jurema de

imbira ou Jurema vermelha. Entretanto € comumente confundida com a M. tenuiflora (Willd),


http://en.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
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jurema-preta, pela semelhanca nos aspectos morfolégicos que ambas apresentam. Suas
caracteristicas podem ser diferenciadas por métodos microscépicos e também macroscopicos,

0 quais estdo descritos em Silva et al., 2011.

3.2.1 Uso etnomedicinal

Poucos relatos do uso etnomedicinal de Mimosa ophthalmocentra séo encontrados
na literatura. Entretanto, vale resaltar que, no nordeste do Brasil, o extrato aquoso das cascas
do caule de M. ophthalmocentra é produzido por decocgdo e utilizado para o tratamento
de tosse e bronquite (Silva & Sales, 2008). Agra et al., (2007) também relatam em um
documento que apresenta uma Sinopse da Flora Medicinal do Cariri Paraibano, que o xarope
ou o decocto das cascas do caule desse vegetal, também sdo usados contra bronquites e tosses.
Silva et al., (2011) relatam em seu estudo que a resina M. ophthalmocentra além de ser
comestivel é recomendada no tratamento de infec¢do do sistema respiratorio e que as cascas
sdo utilizadas como cicatrizante e anti-inflamatorio. Estudos com plantas da mesma familia da
M. ophthalmocentra relatam o uso das folhas como antiinflamatoria, cicatrizante e no
combate de muitas doencas relacionadas com o sistema nervoso (Bum et al., 2004).

3.2.2 Pesquisas farmacoldgicas e toxicoldgicas

Ferreira (2013) avaliou em seu trabalho a atividade antifangica de M.
ophtalmocentra e observou que diferentes tipos de extratos obtidos dessa planta inibiram o
crescimento de quatro espécies de Candida, entre elas a C. albicans e C. krusei. Apenas esse
estudo farmacolégico foi encontrado com M. ophthalmocentra.

Entretanto, pesquisas de acdo farmacologica de outras plantas pertencentes ao
mesmo género M. ophtalmocentra foram encontrados, tais como: Rivera-Arce et al., (2007),
que avaliaram as propriedades cicatrizantes de M. tenuiflora em um estudo in vivo; Arokiyaraj
etal., (2012), determinando a atividade antioxidante e antimicrobiana de M. pudica; Molina et
al., (1999) detectaram em seu estudo que M. pudica produziu um efeito antidepressivo
semelhante ao de dois antidepressivos triciclicos; Bum et al., (2004) avaliaram a atividade
anticonvulsivante e Amalraj & Ignacimuthu (2002) observaram um efeito hiperglicémico
significativo de extrato etandlico das folhas de M. pudica em ratos; Santos et al., (2015)
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avaliaram o efeito hipotensor e vasorelaxante do extrato etandlico de M. caesalpiniifolia em
ratos.

Algumas pesquisas mostram que animais alimentados com sementes de M.
ophtalmocentra e M. tenuiflora estdo apresentando alguns efeitos de intoxicagdes em casos de
animais gestantes, uma vez que foram detectadas malformagdes embrionarias e morte em
ovinos, caprinos, bovinos e roedores (Riet-Correa et al., 2004, 2007). E importante ressaltar
qgue ndo foram encontrados, na revisdo bibliografica realizada, estudos que avaliassem a
toxicidade aguda e cronica de produtos obtidos para uso farmacolégico, sendo assim
necessaria uma pesquisa mais profunda do potencial toxico destas plantas.

3.2.3 Constituintes fitoquimicos

Na literatura pesquisada, apenas relato da presenca de alcaloides em M.
ophthalmocentra foi encontrado (Morais, Alvarenga & Ferreira, 1990; Batista et al., 1999).
Entretanto, foram evidenciados alguns compostos fitoquimicos em plantas do mesmo género.
Em extratos de M. tenuiflora foram encontrados flavonoides, alcaloides, saponina e taninos
(Meckes-Lozoya et al., 1990; Anton et al., 1993; Silva et al., 2011) e Bum et al., (2004)
mostrou que a caracterizacdo fitoquimica de M. pudica revelou a presenca de taninos,

esterdides, alcaloides, glicosideos triterpenos e flavonoides.
3.3 ABELMOSCHUS ESCULENTUS LINN

A. esculentus, anteriormente conhecida como Hibiscus esculentus L. € uma planta
arbustiva anual, uma hortalica de clima quente e por isso € um dos cultivos mais bem
adaptados ao clima tropical brasileiro (Jain et al., 2012). As baixas temperaturas causam
danos aos frutos e impedem o pleno crescimento da planta, porém em temperaturas adequadas
atinge de 1 a 1,7 metros de altura.

Possui caule ereto, de coloragdo variando entre o esverdeado ao avermelhado, suas
folhas sdo lobadas e suas flores sdo axilares. O fruto é uma capsula fibrosa de forma conica,
coloracdo verde e textura peluda, cheia de sementes brancas de formas arredondadas. Os
frutos desse vegetal sdo muito utilizados na culinaria antes da maturacdo, pois proximos a

maturacao eles ficam endurecidos (Tongjaroenbuangam et al., 2011).
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Popularmente A. esculentus € conhecido por quiabo, quingombé, gombd, quibombd,
quibombd, quigombd, quibombd, quimbombd, quingobd, quingombd, quingombd e dedo da
senhora (Jain et al., 2012).

3.3.1 Uso etnomedicinal

Na medicina asiatica as vagens de A. esculentus tém sido utilizadas para o tratamento
de irritacGes gastricas e inflamagdes (Carvalho et al., 2011). Os indios de Tapebas no Ceara
usam o cha das sementes ou o lambedor para fadiga pulmonar trés vezes ao dia. Os egipcios
acreditavam que comer A. esculentus impedia o desenvolvimento de calculos urinarios
(Kamal, 1975). Chopra et al., (1956) relataram o uso das vagens frescas para curar a
constipacdo, leucorreia diabetes e ictericia. A mucilagem é utilizada no tratamento da diarreia
e de ulcera gastrica. Um copo cheio de mucilagem misturado com uma banana madura é
utilizado no tratamento da colite, cistite, hepatite e ictericia (Chopra et al., 1956; Aman,
1969). Infusdo das raizes é utilizada no tratamento da sifilis; o suco, também das raizes, é
usado para tratar cortes, feridas e furinculos; a decoccdo das folhas é emoliente, diurética e
utilizada no tratamento de infeccédo catarral, ardor urinario, disUria e gonorreia e as sementes
sdo antiespasmadicas, cordiais, estimulantes e sudorificas (Jain et al., 2012).

A. esculentus pode favorecer o bem estar do organismo devido as suas propriedades,
sendo assim, a mucilagem controla o colesterol, as fibras presentes no fruto controlam os
niveis de agucar no sangue e asseguram propriedades purgativas suaves sobre o intestino por
conter um nutriente valioso para microorganismos intestinais. A. esculentus garante a
recuperacdo de condicBes psicologicas e mentais como ansiedade, depressédo e fraqueza geral,
além disso, também protege as mucosas do aparelho digestivo (Jain et al., 2012).

Outro estudo na India relata que pedagos de A. esculentus sdo utilizados no
desenvolvimento de uma pasta a base de agua para ser usada no tratamento de Ulceras
gastricas e duodenais, internamente, onde uma colher de sopa de pasta deve ser ingerida de

trés a quatro vezes por dia (Joshi et al., 2011).

3.2.2 Pesquisas farmacoldgicas e toxicoldgicas

Tongjaroenbuangam et al., (2011) avaliaram a atividade neuroprotetora utilizando 50

g de po de A. esculentus em 200 mL de etanol por extragdo em Soxhlet. Ansari et al., (2005)
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avaliaram as propriedades antioxidantes dos extratos de A. esculentus obtidos por maceracéo
a frio e a quente. Adelakun et al., (2009) determinaram a atividade antioxidante da farinha de
sementes de A. esculentus torradas.

Bevans e colaboradores (2001) avaliaram a eficécia dos frutos de A. esculentus para
0 tratamento da conjuntivite e a atividade antibacteriana dos frutos e das flores. Carvalho et
al., (2011) avaliaram o efeito antibacteriano do extrato aquoso dos frutos de A. esculentus,
determinando uma concentracdo inibitoéria minima (CIM) de 97,7 mg/mL. Extratos aquosos
liofilizados e frescos de Abelmoschus esculentus foram efetivos contra S. aureus , E. coli e P.
Aeruginosa, onde o extrato fresco exibiu melhores propriedades antibacterianas que o extrato
liofilizado, com CIM de 6,4 e 12,8 mg/mL para S. aureus e P. aeruginosa, respectivamente
(Montalvo et al., 2013). Chaudhari et al., (2011) utilizaram em suas pesquisas cinco diferentes
solventes organicos, tais como n-butanol, éter de petroleo, metanol, acetato de etila e
cloroférmio para extrair os compostos bioativos dos frutos de A. esculentus e avaliaram a
atividade antibacteriana de cada fracéo.

Algasoumi (2012) observou atividade hepatoprotetora significativa usando 250 e 500
mg/kg, de peso corporal de camundongos, de extrato etanélico de vagens secas maceradas em
etanol. Entretanto, Umoh et al., 2013 observaram que a exposi¢do cronica oral (28 dias de
administracdo) de 500 mg/kg de extrato etanolico de frutos de A. esculentus possuiu 0
potencial de induzir hepatotoxicidade em ratos. Alguns estudos de toxicidade também foram
realizados com o A. esculentus , e ndo foram registrados sintomas de toxicidade em analises
realizadas com 2000 mg / kg até 8 g/kg de extrato etanolico de A. esculentus em
camundongos (Sabitha et al., 2011; Algasoumi, 2012).

Lengsfeld e colaboradores (2004) estudaram a capacidade do A. esculentus inibir a
adesdo de Helicobacter pylori. Gurbuz et al., (2003) avaliaram o efeito antiulcerogénico dos
extratos aquoso e metanolico de A. esculentus . Joshi et al., (2011) determinaram que 1 g de
mucilagem dissolvida em &gua para cada quilograma de um animal apresentou inibicdo de
ulcera géastrica. Messing et al., (2014) observaram em seu estudo que uma concentracao de 0,2
a 2 mg/mL de extrato aquoso dos frutos de A. esculentus liofilizado inibiu Helicobacter
pylori. Taiye et al., (2013), avaliando extratos metanolicos e hexanicos de frutos de A.
esculentus nas concentracfes de 100 a 400 mg/mL, observaram também acéo inibitoria frente

a Helicobacter pylori.
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3.2.3 Constituintes fitoquimicos

Poucos estudos sdo encontrados com a determinagéo fitoquimica de A. esculentus, e
a maioria destes referem-se apenas a triagens qualitativas a fim de revelar quais os
constituintes presentes. Dentre os estudos encontrados vale ressaltar o de Algasoumi (2012),
onde uma triagem qualitativa preliminar de frutos de A. esculentus revelou a presenca de
flavonoides, taninos, antraceno, esterdis e/ou triterpenos; bem como Adetuyi & Ibrahim
(2014) que determinaram a presenca quantitativa de compostos fenolicos e de flavonoides
totais em sementes de A. esculentus , assim como Dovich (2009), que estudou a acéo

ansiolitica do flavonoide rutina em camundongos.
3.4 DROGAS VEGETAIS E O CONTROLE DE QUALIDADE

O uso de plantas medicinais e seus derivados continuam crescendo em meio aos
recursos terapéuticos disponiveis. Esse uso se deve tanto ao conhecimento tradicional da
populacdo quanto do incentivo das politicas publicas de saide em programas que estimulam e
favorecem prética da fitoterapia (Brasil, 2012; Lima & Gomes, 2014).

Com o crescimento do uso dessa terapia alternativa, a preocupacdo com a qualidade
de tais produtos cresce em paralelo, pois as agéncias regulatorias e os fabricantes devem
assegurar ndo apenas a eficacia terapéutica desses produtos mas também sua qualidade, seja
da matéria-prima para uso direto ou de produtos farmaceuticamente obtidos (Gindri et al.,
2012). Essa preocupacgdo com tais produtos estd associada a problemas que foram comumente
encontrados ao analisar algumas amostras, tais como a autenticidade do vegetal, a composicédo
guimica das matérias-primas e sua pureza, fatores que contribuem diretamente para a
qualidade ou a ma qualidade de um fitoterapico (Dias et al., 2013). Estes fatores estdo
associados ao fato de que as obtengdes de drogas vegetais sdo normalmente oriundas de
plantas coletadas, secas e empacotadas sem um controle sanitario rigoroso (Gindri et al.,
2012).

No decorrer de alguns anos, varias pesquisas foram e estdo sendo realizadas no
Brasil mostrando que a situacdo de matérias-primas vegetais e produtos a base de plantas
medicinais é precéria (Carvalho et al., 2004; Zaroni et al., 2004; Zuin et al., 2004; Melo et al.,
2007; Tobias et al., 2007, Dias, et al., 2013). Desta forma, o Ministério da Satde do Brasil

lancou normas federais, que contemplam a matéria-prima vegetal, os derivados de droga
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vegetal e o medicamento fitoterdpico, para disciplinar tanto a comercializacdo de produtos
fitoterapicos no pais quanto o registro de tais produtos, a fim de estabelece regras baseadas
em parametros de qualidade, eficacia terapéutica e seguranca no uso destas substancias (Dias
etal., 2013).

Seguindo esse contexto, o desenvolvimento e a obtengéo desses produtos envolvem
diversas areas da ciéncia, uma vez que esse processo envolve uma andlise botanica correta do
vegetal, o isolamento, a purificacdo e a caracterizacdo dos principios ativos relacionados a
eficécia terapéutica em conjunto com a investigacdo farmacoldgica e os mecanismos de a¢édo
desses compostos, o desenvolvimento farmacotécnico de um produto, além da avaliacdo
criteriosa da qualidade, eficicia e seguranca da matéria-prima e do produto obtido (Lima &
Gomes, 2014).

A populacdo faz uso de plantas medicinais em preparacdo caseira de infusoes,
decoccdes e maceragdes usando drogas vegetais, entretanto essa forma de uso tem critérios de
qualidade menos exigentes que os medicamentos fitoterapicos, porém ndo menos importantes.
Sendo assim, a ANVISA determinou que o produto final deve ser avaliado em diferentes
aspectos, e principalmente quanto a presenca e quantificacdo de seus marcadores, pois estes
serdo essenciais na determinacdo da dosagem e no desenvolvimento do produto até sua
apresentacdo final. Alem disso, estabelece um controle de qualidade ndo sé na producéo de
drogas vegetais mas também no seu comércio, que muitas vezes sdo vendidas de forma
irregular em estabelecimentos como feiras livres, casas de produtos naturais e supermercados,
colocando em risco a saude dos consumidores (Pereira, 2005; Carvalho, 2011).

Para avaliar a qualidade, os parametros devem estar de acordo com monografias
oficiais assim como as metodologias utilizadas devem ser baseadas em referéncias oficiais,
porém caso ndo exista uma metodologia analitica para tal fim, o método pode ser
desenvolvido e aplicado, desde que previamente validado, conforme determina a Resolucao
N° 899, de 29 de maio de 2003 (Brasil, 2003; Lima & Gomes, 2014).

Alguns requisitos ja estdo disponiveis na literatura referentes a droga vegetal, sendo
eles: relatério descritivo dos métodos de secagem, estabilizacdo e conservacdo; laudo de
identificacdo emitido por um profissional habilitado que permita a confirmacdo da identidade
botanica; testes para autenticidade, com a descricdo das caracteristicas organolépticas,
macroscépicas e microscopicas; pesquisa de matérias estranhas como insetos, outras plantas
ou impurezas de natureza mineral; pH; cinzas; umidade; densidade; granulometria; testes

microbiologicos; teor de residuo seco; ensaios fitoquimicos (identificacdo de grupos de
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principios ativos), analises térmicas, entre outros (Netto , et al., 2006; Anvisa, 2009;
Farmacopéia Brasileira, 2010).

Mesmo que seja para a populacdo utilizar a planta vegetal em forma de droga
vegetal, todos esses critérios devem ser seguidos a fim de garantir a qualidade e a
autenticidade da droga, e caso posteriormente essa droga vegetal seja utilizada para o
desenvolvimento de um produto fitoterapico, a sua qualidade é essencial para a eficacia do
fitoterapico (Netto et al., 2006).

O controle de qualidade das matérias-primas e dos produtos acabados de origem
vegetal ainda é um grande obstaculo a ser superado (Gindri et al., 2012). Este fato justifica a
necessidade de pesquisas com plantas medicinais com metodologias analiticas que
contribuam para a caracterizacao tanto da autenticidade desses produtos quanto da eficécia e
seguranca de uso, principalmente das plantas utilizadas pela populacdo de modo aleatério com

fins terapéuticos.
3.5 CARACTERIZA(;AO DE DROGAS VEGETAIS

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA regula o uso popular de
plantas medicinais na forma de drogas vegetais por meio da Resolucédo de Diretoria Colegiada
(RDC) 10/2010 (CARVALHO et al., 2012). Esta norma representa um grande marco na
historia das plantas medicinais, trazendo as analises de identidade e qualidade que devem ser
realizadas. A Farmacopéia Brasileira estabelece monografias com testes analiticos de controle
da qualidade e a caracterizacdo de diversas plantas (Souza et al., 2010). Desta forma os testes
analiticos que fazem parte do controle de qualidade tém por sua funcao principal averiguar e
comprovar que a obtencdo e os produtos envolvidos apresentem parametros de qualidade pré-
estabelecidos (Brasil, 2008). Dentre os testes analiticos podem estar envolvidos 0s ensaios
Fisico-Quimicos que abrangem a Composi¢do Centesimal, Técnicas Termoanaliticas que
avaliam a estabilidade térmica, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, que permite um
perfil cromatografico ou “fingerprint” das amostras em estudo ¢ a Ressonancia Magnética
Nuclear, que pode ser empregada no estudo de moléculas organicas, metabdlitos, produtos

naturais e outras amostras.
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3.6 PARAMETROS FISICO-QUIMICOS E COMPOSICAO CENTESIMAL

A Farmacopéia Brasileira V (2010) a RDC n° 10 de 2010 e descrevem testes que
devem ser utilizados para caracterizar uma droga vegetal, como a analise granulométrica que
é utilizada na caracterizacdo de pds como grosso, moderadamente grosso, semi-fino, fino ou
finissimo; a determinacdo do teor de umidade que é de grande importancia do ponto de vista
tecnoldgico de produgdo, uma vez que grandes quantidades de &gua comprometem a
estabilidade microbioldgica e quimica do produto; o teor de cinzas presente na amostra que
esta relacionado a quantidade de matérias inorganicas e contaminantes, como areia; o limite
para metais pesados; a investigagdo dos contaminantes microbioldgicos; a prospeccédo
fitoquimica por Cromatografia em Camada Delgada; entre outros.

Além dos ensaios sugeridos pela Farmacopéia Brasileira e pela ANVISA, a
composicdo centesimal que determina a proporcdo em que grupos homogéneos de substancias
aparecem em 100 g do produto também pode ser determinada em matéria-prima vegetal. Os
grupos envolvidos na composicdo centesimal sdo: Umidade ou volateis a 105°C, Cinzas ou
residuo mineral fixo, Lipidios, gorduras ou extrato etéreo, Proteina bruta ou extrato
nitrogenado, Carboidratos, glicidios, agucares ou sacarideos e Fibras ou substancias
insollveis. As informacdes obtidas podem também ser utilizadas para calcular o valor

calérico do produto.
3.7 TECNICAS TERMOANALITICAS

Matérias-prima de plantas medicinais sdo produtos comerciais e tem que ser
padronizadas e caracterizadas. No entanto, faltam informacdes sobre a composicdo quimica
geral de muitas matérias-primas oriundas de plantas medicinais e suas propriedades fisico-
quimicas, como por exemplo, a caracterizacdo térmica de materiais vegetais (Wesotowski &
Konieczynski, 2003).

Sendo assim, técnicas termoanaliticas tém sido amplamente utilizadas na
caracterizacdo e no controle de qualidade de matérias-primas de origem vegetal, uma vez que
estas técnicas podem fornecer informacdes, tais como o teor de umidade, teor de cinzas,
transformacbes de fase, teor de compostos volateis e ndo volateis, caracterizacdo de
polimorfismo, estabilidade e cinética de degradagdo (Wesotowski & Konieczynsk, 2003;
Araujo et al., 2006; Oliveira et al., 2011; Rocha, 2012).


http://www.ufrgs.br/napead/repositorio/objetos/bromatologia/#/composicao/valor_calorico.php
http://www.ufrgs.br/napead/repositorio/objetos/bromatologia/#/composicao/valor_calorico.php
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037851730300317X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037851730300317X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037851730300317X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037851730300317X
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Essas técnicas vém sendo realizadas com o intuito de identificar e investigar
processos que podem ocorrer quando as amostras sdo submetidas a determinada temperatura,
tais como eventos que caracterizam uma oxidacdo, isomerizacdo, vaporizacao,
desidrogenacédo, degradacdo térmica e polimerizacdo que podem ser percebidos de acordo
com as caracteristicas dos picos evidenciados, a faixa de temperatura e a ocorréncia ou
auséncia da perda de massa pela amostra (Portella et al., 2014).

As analises térmicas acontecem sob um controle sistematico de alguns parametros
que envolvem a atmosfera, a razdo de aquecimento, o ganho ou a perda de massa, a
temperatura e o fluxo de calor, sendo este exotérmico ou endotérmico. As alteracGes que
ocorrem nas amostras sdo monitoradas através de um transdutor que produz o sinal elétrico de
saida analogo a transformacdo ocorrida. Dessa forma, dependendo do transdutor tém-se
equipamentos termoanaliticos diferentes e que medem propriedades diferentes. Dentre as
técnicas de Analise Térmica, as mais utilizadas sdo a Termogravimetria, a Analise Térmica
Diferencial e a Calorimetria Exploratéria Diferencial (Haines, 1995; Rocha, 2012).

A Termogravimetria (TG) consiste em uma técnica na qual a variacdo da massa da
amostra € medida em funcdo do tempo e/ou da temperatura. Enquanto a amostra é aquecida
uma termobalanga pesa sua massa continuamente permitindo identificar a faixa de
temperatura em que esta comeca a se decompor (Haines, 1995; Silva et al., 2007; Rocha,
2012). Desta forma, as curvas de TG fornecem informacGes relativas quanto & composigéo e
estabilidade térmica da amostra, dos produtos intermediarios e do residuo formado (Correia et
al., 2013).

Outros métodos sdo importantes para confirmar a identidade dos processos
apresentados pelas curvas de TG, pois estes podem agregar aos resultados fornecidos pela
termogravimetria informacgfes relacionadas a entalpia, identificacdo de compostos,
quantificacdo de compostos conhecidos e elucidacdo da estrutura e de propriedades quimicas
de moléculas, etc. (Correia et al., 2013).

Neste contexto, a Andlise Térmica Diferencial (DTA) pode ser utilizada em paralelo
com a TG, uma vez que essa é uma técnica na qual a temperatura da amostra comparada com
a temperatura de um material de referéncia inerte é registrada quando a amostra é aquecida a
uma razdo de temperatura uniforme, permitindo o reconhecimento de efeitos térmicos atraves
das variacOes de temperatura da amostra causadas por transi¢fes entalpicas que podem ser de
carater endotérmico ou exotérmico (Silva et al., 2007; Teles, 2009).
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Estudos que aplicaram as técnicas termoanaliticas na caracterizacdo, padronizacgao e
controle de qualidade de produtos oriundos de plantas medicinais podem ser encontrados na
literatura: Aragdo (2002), Silva-Janior et al., (2006), Camelo (2009), Costa et al., (2011)
avaliaram a qualidade de extratos obtidos de drogas vegetais; Novak et al., (2004), Giuffrida
et al., (2006) e Benicio, Neto e Sousa (2010) utilizaram as técnicas para avaliar 6leos
essenciais; Aradjo et al., (2006), Noriega et al., (2010), Gomes (2011), Correia et al., (2013),
Santos et al., (2013), Santana (2014), Holanda Neto (2013), Correia et al., (2016a,b) Brandéo
etal., (2016) e Guimarées et al., (2017) caracterizaram drogas vegetais na integra.

3.8 CROMATOGRAFIA GASOSA E ESPECTROMETRIA DE MASSA
ACOPLADA A PIROLISE

A técnica de Pir6lise é um processo de conversdao do material organico em produto
energético. O processo de decomposicdo térmica do material ocorre em temperaturas elevadas
com auséncia parcial ou total de oxigénio. Os resultados de uma pirdlise ainda podem variar
de acordo com as determinagfes do operador quanto aos seguintes parametros: temperatura de
operagéo do reator, tempo e a razdo de aquecimento das amostras, e a pressdo de operac¢do do
sistema (Figueiredo, 2011).

Quando a amostra € submetida a uma pirolise, parte da amostra é reduzida a carbono
e a outra parte quando oxidada pode dar origem a varios compostos, como carboidratos,
alcodis, acidos carboxilicos, aldeidos, cetonas e fendis. Com os resultados obtidos, quanto a
composi¢cdo quimica, é possivel determinar a impressdo digital (Fingerprint) da amostra
(Rocha, Mesa Pérez & Cortez, 2004; Figueiredo, 2011).

A técnica de Pirolise pode ser utilizada sozinha ou acoplada a outras técnicas, tais
como a Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massa (Pir-CG/EM) e assim pode ser
aplicada com diversas finalidades. Na literatura podem-se encontrar exemplos do uso da
técnica de Pirdlise com produtos vegetais.

Acikgoz & Kockar (2009) e Mothé & Miranda et al., (2009) caracterizaram 0leos
obtidos de sementes de linhaca e casca de laranja, respectivamente; Wang et al., (2009)
determinaram a presenca de compostos quimicos, entre eles de alquilfendis em folhas de
Ginkgo biloba; Frade et al., (2010), Oliveira et al., (2010), Correia et al., (2013), Wang et al.,
(2011), Correia et al., (2016a,b) Branddo et al., (2016) e Guimardes et al., (2017)

identificaram drogas vegetais obtendo o “Fingerprint” de diferentes plantas.
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Com os resultados destes trabalhos foi possivel observar que as informaces
fornecidas pela técnica de Pirolise acoplada a outras técnicas sdo Uteis na identificacdo de

amostras vegetais, favorecendo o controle de qualidade e pureza das mesmas.

3.9 METABOLITOS SECUNDARIOS E A ACAO BIOLOGICA DE
PLANTAS MEDICINAIS

A selecdo de plantas a serem estudadas farmacologicamente ndo é fécil, uma vez que
a quantidade de espécies ainda a serem exploradas é muito grande. Partindo deste principio,
os relatos da medicina popular podem ser utilizados como guia na escolha de espécies
vegetais com potencial terapéutico (Pereira & Cardoso, 2012).

O interesse em se confirmar o conhecimento da medicina popular ocasiona um
avanco tecnologico e intensifica pesquisas cientificas com o intuito de estudar e conhecer os
aspectos botanicos, farmacologicos, toxicologicos e dos compostos quimicos presentes nas
plantas que provavelmente sdo os responsaveis pela acdo terapéutica (0s compostos
fotoquimicos) (Ribeiro, 2008). Desta forma, devem-se levar em consideragdo todas as
informacdes relatadas na medicina popular, uma vez que, quando os estudos séo iniciados
pela espécie vegetal indicada pela populagdo, a probabilidade de se obter resultados
satisfatorios quanto a atividade biologica é maior (Cechinel Filho & Yunes, 1998).

Com os resultados de alguns estudos com plantas medicinais, foi observado que o
potencial terapéutico apresentado esta relacionado com a presenca nas espécies vegetais de
substancias quimicas conhecidas com metabolitos secundarios. Estes metabdlitos sao
estruturas complexas, de baixo peso molecular e que normalmente apresentam-se em baixas
concentracfes e em determinados grupos de plantas (Berg & Lubert, 2008). Os metabolitos
secundarios ja foram considerados apenas produtos de excrecdo da sintese metabdlica dos
vegetais, porém hoje se sabe que eles estdo envolvidos na protecdo das plantas contra as
condi¢cdes do meio ambiente e aos ataques de insetos (Simdes et al., 2007). Muitos desses
metabdlitos sdo importantes ndo apenas na area farmacéutica, mas também nas areas de
perfumaria, alimentares, agronémicas, entre outras (Pereira & Cardoso, 2012).

A origem dos metabdlitos secundarios pode ser resumida a partir do metabolismo da
glicose através da via de dois intermediarios principais, 0 acetato e o acido chiquimico
(Pereira & Cardoso, 2012). Os aminoacidos alifaticos e os alcaloides derivados deles, 0s

esteroides, os terpendides, os triglicerideos e os acidos graxos sdo os derivados do acetato,
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enquanto que as cumarinas, os taninos, os alcaloides derivados dos aminoacidos aromaticos e
fenilpropandides sdo os derivados do acido chiquimico (Leite, 2008).

A presenca e a quantidade dos metabolitos secundarios nas plantas podem variar ou
ndo de acordo com diversos fatores, uma vez que pesquisas ja& mostraram que: uma
determinada planta variou as concentragdes de seus metabdlitos ou ser estudada em diferentes
épocas do ano; e uma determinada planta estudada durante dois anos, sendo coletada tanto em
diferentes épocas do ano quanto em habitat diferentes, e ainda manteve concentracGes
constantes de metabdlitos secundarios (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

Uma planta pode conter muitos metabolitos secundarios, porém nem todos geralmente
estdo presentes em concentragOes significantes que possam ser isoladas e estudadas pela
fitoquimica. E para o estudo desses compostos, mesmo 0s presentes em boas quantidades, é
necessario um trabalho que envolva normalmente quimicos e farmacologos onde, a partir de
solucdes extrativas dos componentes quimicos dos vegetais, sejam realizadas obtencdes e
andlises de semi-puros, fracdes e finalmente dos compostos puros e a fim de evidenciar a sua
composicdo, concentracdo e seu respectivo potencial terapéutico (Cechinel Filho & Yunes,
1998).

Os metabolitos secundarios podem ser agrupados resumidamente em quatro grupos.
Grupo |: Terpenos, onde se encontram os hormonios e os 6leos essenciais; Grupo |II:
Compostos fendlicos, onde se encontram as cumarinas, os flavonoides, os taninos e as
ligninas; Grupo IlI: Glicosideos, onde se encontram as saponinas, os glicosideos cardiacos, 0s
glicosideos cianogénicos e os glucosinolatos. Grupo IV: Alcaloides.

Ha& alguns anos muitos estudos tem tido como objetivo avaliar a atividade
farmacoldgica de plantas medicinais e de seus constituintes. Alcaloides, flavonoides,
triterpenos, taninos, lignanas, sesquiterpenos e outros metabdlitos secundarios foram obtidos
de algumas espécies vegetais e suas acdes farmacologicas foram comprovadas através de
testes in vitro e in vivo com animais (Cechinel Filho & Yunes, 1998; Oliveira et al., 2014
Zanin & Lordello, 2007; Ferreira, 2014; Valotto et al., 2011).

Gomes (2011) e Pereira & Cardoso (2012) relatam em seus estudos algumas
atividades farmacoldgicas de metabdlitos secundarios, sendo elas: Flavonoides - atividade
antioxidante, antiinflamatoria, antitumoral, antihepatotoxica, anticoagulante, antihipertensiva
e acdo no sistema nervoso central; Esteroides - redugdo da absor¢do do colesterol, redugédo do
risco de doengas cardiovasculares e inibicdo do crescimento de tumores malignos; Catequinas

- reducdo na incidéncia de cancer, reducdo do colesterol sérico e estimulacdo do sistema



36

imunoldgico; Taninos — acdo antimicrobiana, antioxidante, antihemorragica, antisseptica,
antidiarréica, cicatrizante, vasoconstritora, e bloqueadora da formacdo de substancias
cancerigenas. Saponinas - antioxidantes, antiséptica, laxativa, antimicrobiana e
antiinflamatdria, expectorante, mucolitica, diurética, acdo no sistema nervoso central e
citotoxica atuando contra células tumorais. Desta forma, os metabdlitos secundarios presentes
nos vegetais sdo de grande interesse para area da farmacologia, uma vez que apresentam
efeitos bioldgicos sobre a salde da espécie humana e podem ser fontes de novos
medicamentos (Pereira & Cardoso, 2012).

Portanto, pesquisas com plantas medicinais devem continuar sendo realizadas a fim
de fornecer dados que comprovem a agdo bioldgica e outros fatores relevantes a salde da

populagéo.
3.10 PESQUISA FARMACOLOGICA EM ANIMAIS

Experimentos com o uso de animais nas pesquisas cientificas tém contribuido e
promovido o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia na descoberta de tratamentos e medidas
profilaticas de doencas em seres humanos. Embora nos ultimos tempos sejam utilizados
animais de varias espécies, 0s ratos e camundongos sdo 0s mais conhecidos e utilizados
cientificamente (Branco et al., 2011)

Esses roedores tém sido os mais utilizados por possuirem caracteristicas fisiologicas
e genéticas semelhantes a dos humanos. Desta forma, pesquisadores padronizam linhagens e
condicbes experimentais para simular as complexas interacdes de Orgdos e sistemas,
favorecendo o estudo de doencas e possibilitando a compreensdo in vivo dos eventos
relacionados ao desenvolvimento da doenga (Melo et al., 2012).

A triagem farmacolégica comportamental é realizada pelo emprego de alguns
critérios comparativos entre uma série de comportamentos apresentados pelos animais. E um
teste preliminar de facil execucdo que possibilita investigar o perfil farmacoldgico de uma
substancia, de forma qualitativa e algumas de suas acOes do Sistema Nervoso Central (SNC) e
Sistema Nervoso Autdnomo (SNA) (Almeida et al., 1999; Almeida e Oliveira, 2006).

Na pesquisa de novas drogas € fundamental a determinacao das doses potencialmente
toxicas em animais de laborat6rio para proporcionar aos pesquisadores mais seguranca e
evitar que essas doses mascarem o0s efeitos observados em relacdo a verdadeira acéo

psicofarmacoldgica da substancia em andlise. Estes indicios de toxicidade s&o fornecidos pela



37

dose letal mediana (DL50), caracterizada como a dose Unica de uma substancia capaz de
provocar a morte de 50% dos animais tratados, justificando a escolha das doses utilizadas para
0s experimentos comportamentais subsequentes (Litchfield and Wilcoxon, 1949; Eaton and
Gilbert, 2008).

O teste das Contorcdes Abdominais Induzidas pelo Acido Acético baseia-se no fato
de que a administracéo intraperitoneal do acido acético a 1% provoca irritacdo dos tecidos
dessa area envolvendo a estimulacdo de nociceptores que gera reacfes comportamentais,
sendo tal efeito nociceptivo caracterizado por contor¢ées abdominais seguidas de extensdes
dos membros posteriores. Este modelo nos permite avaliar a nocicepcdo inflamatoria visceral
e a atividade antinociceptiva de substdncias que atuam tanto em nivel central quanto
periférico. Embora a especificidade do modelo nédo seja alta, ele ainda é um dos meios mais
utilizados para avaliar possiveis efeitos antinociceptivos de extratos e compostos isolados
(Koster; Anderson; Debber, 1959).

O uso de antiinflamatérios € muito comum para tratamento de desordens musculo-
esquelético e inflamacdes leves e severas. No entanto, 0 uso dessas substancias podem causar
alguns efeitos adversos nas células sanguineas, como anemia aplastica leucopenia e
agranulocitose (Ariede et al., 2009). Sendo assim é importante a avaliacdo do comportamento
dessas células quando expostas a agentes terapéuticos. Essa avaliagdo é comumente realizada
em ratos da linhagem Wistar. Os valores de referéncia desses animais sdo semelhantes aos
valores de referéncia encontrados nos hemogramas para humanos, com excecdo da quantidade
de hemacias e de plaquetas, pelo fato de que os ratos possuem uma quantidade maior de
ambas as células, por isso motivo esses animais possuem uma rapida coagulacdo. Os dados
hematoldgicos e bioquimicos de ratos ndo tratados sdo de grande valor como ponto de partida
para diversos estudos, tais como as avaliacdes de efeitos farmacoldgicos e toxicoldgicos de

agentes terapéuticos sobre estes parametros (Melo et al., 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 LOCAL DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no Laboratério Unificado de Desenvolvimento e Ensaios de
Medicamentos (LUDEM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), no Laboratorio de
Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos (LABDEM) da Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB), na Fundacdo de Apoio a Biotecnologia e Inovacdo Tecnoldgica em Saude
(FUNBITS) e no Laboratorio de Psicofarmacologia do Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.2 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de M. ophthalmocentra foram coletadas em regido proxima ao municipio
de Sumé, Paraiba, Brasil (07°4018" de Latitude Sul, 36°52'48" Longitude Oeste) e os frutos
de A. esculentus em regido proxima ao municipio de Queimadas, Paraiba, Brasil (7° 23' 57"
de Latitude, 36° 03' 35" Longitude Oeste em seguida foram submetidas a secagem em estufa
de circulacdo de ar, a uma temperatura de 40 °C até a obtencdo de um teor de umidade
constante. A exsicata da M. ophthalmocentra encontra-se depositada na cole¢do do Herbéario
Lauro Pires Xavier (JPB) da Universidade Federal da Paraiba, Campus I, Jodo Pessoa-PB sob
0 registro n°® 34465/JPB e a exsicata da A. esculentus encontra-se depositada na colegéo do
Herbario Manuel de Arruda Camara (ACAM) da Universidade Estadual da Paraiba, Campus
I, Campina Grande-PB sob o registro n® 1865/ACAM.

4.3 CARACTERIZACAO TECNOLOGICA

4.3.1 Separacao dos pés em diferentes tamanhos de particulas

Apos a secagem, as folhas foram moidas em Triturador de Feno Conjugado (TFC
150, Laboremus, Paraiba, Brasil) com malha de 1 mm de diametro a fim de obter pds com
granulometria de dimensdes micrométricas. Para separagdo em diferentes tamanhos de
particulas dos pos obtidos, utilizou-se um separador vibratorio (GY- 600 — 35 - A, Guan Yeu

Machinery Factory Co., Taiwan, China) com malhas de aco com aberturas de 50, 100, 200 e
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400 mesh, respectivamente 297, 149, 74 e 37 pm. As drogas vegetais obtidas foram
classificadas em quatro grupos de acordo com sua faixa granulométrica (50-100, 100-200,
200-400 e <400 mesh) e com as seguintes siglas MOO01, MO02, MOO03 e MOO04,
respectivamente para as folhas de M. ophthalmocentra e AEQ1, AE02, AEO3 e AE04
respectivamente para os frutos de A. esculentus. Todas as amostras foram acondicionadas em
sacos plasticos com fecho hermético, armazenadas ao abrigo da luz, umidade e temperaturas
elevadas. As amostras obtidas foram classificadas de acordo com a granulometria de pds que

a Farmacopeia Brasileira V edicéo estabelece.

4.4 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

4.4.1 Determinacgdo da Composicdo Mineral das drogas vegetais

As drogas vegetais foram submetidas a analise quimica por espectr6fotometro de
fluorescéncia de raios X (FRX). As amostras foram preparadas sob a forma de pastilhas sob
uma pressdo de 150 kN durante 30 segundos. O espectrometro de fluorescéncia de raio X
determina os elementos presentes nas amostras por raio-X caracteristico emitido pela amostra
a partir da excitacdo priméaria causada pela radiacdo Rh Ka. Este ensaio foi realizado em um
espectrometro dispersivo de onda (WDS) FRX 1800 (Shimadzu) no Laboratério de

Solidificacdo Rapida da Universidade Federal da Paraiba.

4.4.2 Analise da Composicdo Centesimal das drogas vegetais

4.4.2.1 Determinacdo da Perda por Dessecacao

A Farmacopeia Brasileira VV (2010) recomenda que este ensaio seja realizado a fim
de determinar a quantidade de substancias volateis de qualquer natureza. Desta forma uma
capsula de porcelana foi calcinada por 30 min em estufa a 105 °C (Quimis®), resfriada em
dissecador e pesada com 1 g do p6, em seguida foi novamente submetida a calcinagédo por 2 h
a 105 °C, resfriada e pesada. Este procedimento foi repetido até peso constante da amostra. O
percentual de perda por dissecacéo foi determinado pela seguinte equacao:
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. Pu — Ps
% de perda por dissecagao = ~Pa X100

Pa: peso da amostra.
Ps: peso da capsula contendo a amostra ap0s a dissecacao.

Pu: peso da capsula contendo a amostra antes da dissecacao.
4.4.2.2 Sais minerais (cinzas)

Quantificados por gravimetria apds incineracdo em forno de mufla, a 550°C. O
método se fundamenta na perda de peso que ocorre quando o produto € incinerado a 550°C,
com destruicdo da matéria organica, sem decomposicdo apreciavel dos constituintes do

residuo mineral ou por perda de volatilizagdo (Brasil, 2008; Farmacopéia Brasileira, 2010).
4.4.2.3 Lipidios

Determinados utilizando-se extracdo semicontinua com éter de petréleo em extrator
Soxhlet (Brasil, 2008).

4.4.2.4 Proteinas

Realizada segundo o método de Kjeldahl utilizando-se um digestor (marca
TECNAL, modelo TE 007A), um destilador (TECNAL, modelo TE036/1) e se aplicando um
fator de 6,25 (Brasil, 2008).

4.4.2.5 Carboidratos

O conteddo de carboidratos totais, incluindo fibras, foi calculado por diferenca de
100 com a soma dos percentuais dos demais componentes da composicdo centesimal, da

umidade (perda por dessecagéo).



41

4.4.3 Anélise Termogravimétrica (TG)

As curvas termogravimétricas dinamicas, das drogas vegetais, foram obtidas em uma
termobalanca (TGA-50H, Shimadzu, Jap&o) em atmosferas de nitrogénio (50 mL.min™) e ar
sintético (20 mL.min™) a uma razdo de aquecimento (B) de 10 °C min* variando de 35 °C até
temperatura de 900 °C. Foi utilizado massa de 5,00 + 0,100 mg acondicionada em cadinho de
alumina. A calibracdo da termobalanca foi realizada utilizando oxalato de célcio
monohidratado. As curvas foram analisadas através do software TA 60 WS, da Shimadzu,

para caracterizar as etapas de perda de massa (Correia et al., 2016b).
4.4.4 Determinacédo da Cinética de degradacéo

A cinética de degradacéo, das amostras, foi obtida em uma termobalanca (TGA-50H,
Shimadzu, Japao) em atmosferas de ar sintético (20 mL.min™) nas razdes de aquecimento de
5, 10, 20 e 40°C.min"*. Com base nos dados obtidos foi aplicado o modelo de Ozawa para
determinacdo dos parametros cinéticos, ordem de reacédo (n), fator de frequéncia (A) e energia
de ativacdo (Ea). Para determinacdo desses parametros utilizou-se o software TA 60 WS, da

Shimadzu.
4.4.5 Anélise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas DTA, das drogas vegetais, foram obtidas em um analisador térmico
diferencial (DTA-50, Shimadzu). As amostras foram acondicionadas em cadinho de alumina,
utilizando massa de 5,0 £ 0,1 mg e submetidas a analise sob elevacdo de temperatura de 35-
900°C com razéo de aquecimento 10°C min ™, em atmosfera inerte (Nitrogénio) a um fluxo de
50 mL.min™. A calibracdo do equipamento foi realizada através do ponto de fuséo e entalpia
dos padrbes de indio e zinco. As curvas térmicas diferenciais foram analisadas usando o
programa TASYS 50, da Shimadzu (Correia et al., 2016b).
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4.5 IMPRESSAO DIGITAL

4.5.1 Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massas acoplada a
Pirélise (GC/EM- Pir)

As analises piroliticas foram realizadas utilizando um pirolizador (SHIMADZU, Pyr-
4A), diretamente acoplado a um sistema de Cromatografia gasosa e Espectrometria de massas
(SHIMADZU, GCMS-QP5050A). Foi utilizada uma coluna capilar com fase estacionaria
fenil: dimetilpolissiloxano (5:95) (com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e
0,25 um de tamanho de particula). A temperatura da interface inicial foi de 70°C e em seguida
ela aumentava 10°C/min até 300°C, permanecendo nessa temperatura por 5 minutos.
Utilizou-se como gés de arraste o Helio a um fluxo de 1,7 mL/min e uma razéo de split de 1:5.
O Espectrometro de massas foi configurado para varrer uma faixa de massa entre m/z 50 e
450. Os espectros de massas foram obtidos por impacto eletronico a uma energia 70 e V
(Correia et al., 2016b).

Uma quantidade de 2 mg das amostras MOO01, MO02, MO03 e MO04 foram
colocadas em cadinho de platina, uma para cada amostra, e introduzida uma por vez no
pirolisador nas temperaturas de 250, 350 e 450 °C. Estas temperaturas foram selecionadas de
acordo com as etapas de termodecomposicao visualizadas através de termogravimetria das
amostras. Os compostos quimicos produzidos nos processos piroliticos foram identificados
através da analise comparativa com o0s espectros de massa da biblioteca Wiley, 62 edicdo para
0 Class-500 (Correia et al., 2016b).

4.6 QUANTIFICACAO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

4.6.1 Determinacao de polifendis totais

O método de Folin-Ciocalteu foi utilizado para determinar os polifendis totais no Sp-
EtOH utilizando &cido galico como padrdo (Chandra e Mejia, 2004; Chaves et al., 2013;
Chaves et al., 2016). Uma amostra foi dissolvida em agua com 0,5 mL de solucdo de Folin-
Ciocalteu (Sigma-Aldrich), deixando em repouso durante 2 minutos. Em seguida, adicionou-
se 1 mL de solucéo de carbonato de sodio a 20% (p / p) e deixou-se em repouso durante 10

minutos. A curva de calibracdo foi preparada com padrdo de acido galico em diferentes
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concentragfes. As amostras foram medidas usando um Espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu
UV-Mini 1240, com um comprimento de onda de 757 nm. Os resultados foram expressos

como microgramas de acido galico / mg de extrato (ug GAE / mg extrato).

4.6.2 Determinacéo de flavonoides totais

O método do cloreto de aluminio foi utilizado para determinar o contetdo de
flavonoides utilizando padrao de quercetina (Meda et al., 2005; Chaves et al., 2013; Chaves et
al., 2016). Inicialmente, uma aliquota da amostra foi dissolvida em metanol. Em seguida, a
amostra foi misturada com solugédo de cloreto de aluminio (2% em metanol) numa proporcéo
de 1:1 e deixada em repouso durante 10 minutos. A curva de calibragdo foi preparada com
padrdo de quercetina em diferentes concentracdes. Foi utilizado espectrofotometro UV-Vis
Shimadzu UV-Mini 1240, com um comprimento de onda de 415 nm para analisar a nossa
amostra. Os resultados foram expressos como microgramas de quercetina / mg da amostra

(ugQE / mg de amostra).

4.6.3 Determinacéo de taninos condensados

O contetdo de taninos condensados foi verificado pelo método descrito por Makkar
e Becker, 1993; Chaves et al., 2013; Chaves et al., 2016. Adicionou-se 0,25 ml da amostra a
1,5 ml de uma solucdo de Vanilina (Sigma-Aldrich) (4% p/v em metanol). Em seguida,
adicionou-se 0,75 mL de concentrado de HCI (37%). O contetdo foi agitado em um banho de
agua a 30 ° C sem um tempo de 3-4 segundos e posteriormente foi lido em 500nm num
espectrofotdmetro. O padrdo utilizado foi a Catequina (Sigma-Aldrich) em concentracdes
entre 10 e 100pg / mL.

4.7 TESTES BIOLOGICOS
4.7.1 Animais para os testes
Para a realizacé@o dos protocolos experimentais, foram utilizados camundongos (Mus

musculus) albinos da linhagem suiga, machos e fémeas, com 2 a 3 meses de idade, pesando

entre 25 a 35 g para os testes de Determinacdo Comportamental Farmacologica e
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Determinacdo da Dose Letal 50% (DL50) e Contorgdes Abdominais Induzidas pelo Acido
Acético e ratos Wistar machos com 2 a 3 meses de idade, pesando entre 250 a 300 g foram
utilizados para pesquisa de alteracbes hematoldgicas das drogas vegetais. Ambos os animais
foram provenientes do biotério Prof. Dr. George Thomas do Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba.

No biotério, os animais foram alojados em gaiolas de polietileno, mantidos sob
condi¢cBes monitoradas de temperatura de 21 + 1°C, com livre acesso a uma dieta controlada a
base de ragéo tipo pellets (Purina®) e 4gua estéril ad libitum. Os animais foram mantidos em

ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara das 6:00 as 18:00 horas.
4.7.2 CondigOes Experimentais

O estudo foi realizado em estrita conformidade com os Procedimentos Operacionais
Padrdo, no Laboratorio de Psicofarmacologia da Universidade Federal da Paraiba, Jodo
Pessoa, Brasil, aprovado pelo veterindrio, que monitorou frequentemente os animais
avaliando todas as condicdes fisicas de saude. Os experimentos foram revisados e aprovados
pelo Comité de Etica da UFPB em Uso Animal (CEUA) sob niimero de registro 0106/15.

Os animais receberam racédo de laboratério padrédo e agua estéril ad libitum tanto para
0 periodo de adaptacdo (7 dias) quanto durante o ensaio, exceto o periodo de 12 horas antes
do experimento em que 0 acesso aos alimentos foi restrito. Ao longo dos experimentos, todos
0s animais receberam cuidados humanos de acordo com o "Guia para o Cuidado e Uso de

Animais de Laboratério™ preparado pela Academia Nacional de Ciéncias (Washington, 2010).
4.7.3 Substancias utilizadas

Para realizar os testes farmacoldgicos foram utilizados: acido acético glacial (Synth,
EUA), agua destilada, cloridrato de morfina (Merck, EUA), etanol (Vetec, Brasil). Infusdo de
M. ophthalmocentra e A. esculentus IMO e IAE) e Extrato Hidroalcodlico de M.
ophthalmocentra e A. esculentus (EHMO e EHAE).
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4.7.4 Preparacao de amostras

Os extratos hidroalcodlicos de M. ophthalmocentra e A. esculentus (EHMO e
EHAE) foram obtidos a 50% (v/v) e as infusdes (IMO e IAE) foram obtidas em 5, 10, 15,
20% (droga vegetal / 4gua) das amostras MOO02 e AE02. Os extratos hidroalcodlicos foram

concentrados em evaporador rotativo a 40 °C para evaporacgéo do solvente.

4.7.5 Triagem comportamental farmacologica e determinacéo da dose letal
50% (DL50)

Os animais foram divididos em grupos, 6 camundongos em cada grupo, tratados com
IMO e IAE a 5, 10, 15, 20% e EHMO e EHAE em concentragdes de 2000, 3000 e 4000 mg /
kg administrado por via oral (0,1 mL /10 g) (Figura 1).

FIGURA 1 - A: Administracdo do extrato em testes. B: Camundongos em caixas apés tratamento. C:

Teste do reflexo corneal. D: teste da resposta ao aperto da calda.
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Fonte: Autor proprio.

Os grupos de animais foram observados durante um periodo de 04 horas, onde
ocorreriam as possiveis alteracbes farmacologicas no sistema nervoso, tomando como
referéncia os ratos do grupo controle, tratado apenas com agua. As anotacdes referentes a
alguma alteracdo no comportamento foram realizadas aos 30, 60, 120, 180 e 240 minutos ap0s
os tratamentos, seguido um protocolo experimental padrdo de avaliagdo comportamental
(Almeida e Oliveira, 2006).

Os animais ainda eram observados por 24 horas e até completar um periodo de 14
dias para verificar possiveis mortes e desta forma determinar uma DL50 oral das substancias

em estudo.
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4.7.6 Teste das Contorc¢des Abdominais Induzidas pelo Acido Acético

O procedimento seguiu a metodologia descrita por Koster et al., 1959; Collier et al.,
1968; La Rocca et al., 2016. Os grupos de camundongos (n = 6, por grupo) foram tratados
com doses de, EHMO e EHAE de 2000, 3000 e 4000 mg / kg p.o. e 0 IMO e IAE 5, 10, 15,
20% e comparado com o controle tratado com agua destilada. O padréo positivo utilizado foi
a morfina (MOR) a 6 mg /kg, i.p.. Apds 30 min. (para o tratamento ip) ou 1 h (para a dose
oral), os animais receberam injecdo intraperitoneal (ip) de uma solucdo de acido acético (0,1
ml /10 g 1% em agua destilada v/v) e foram observados individualmente. O tempo de laténcia
do inicio da primeira contorcdo foi registrado durante um periodo de 15 min., E apds os
primeiros 5 minutos, o nimero de contor¢des (Figura 2) exibidas por cada animal também foi

registrado.

FIGURA 2 - Teste das Contor¢des Abdominais Induzidas pelo Acido Acético.

Fonte: Autor proprio.

4.7.7 Avaliacéo do efeito hemolitico em animais

Ratos Wistar machos foram divididos em sete grupos de 6 animais cada. Todos 0s
animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, (47 x 34 x 18 cm). Os animais foram
submetidos a duas etapas de experimento. No primeiro dia do experimento (Dia 0) foi
coletado 0,5 mL de sangue de todos os animais, a fim de obter a concentragdo de hemécias de
todos os grupos antes de iniciar o tratamento. Em seguida foi administrada uma dose Unica
das substancias em estudo por via oral.dose das substancias em estudo (Etapa 1). Sete dias

apos, uma nova coleta hematolégica (Coleta dia 07) foi realizada a fim de avaliar se houve
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alguma alteracdo na concentragdo de Hemécia dos animais, comparando com a primeira
analise realizada com a primeira coleta. Os animais do grupo controle foram tratados apenas
com agua destilada estéril, o grupo do EHMO foi tratado com extrato hidroalcodlico de
M.ophthalmocentra em concentra¢des de 500 e 1000 pg/ml, o grupo EHAE foi tratado com
extrato hidroalcoolico de A. esculentus em concentragdes de 500 e 1000 pg/ml e o grupo do
meloxicam foi tratado com suspensdo de meloxicam em concentragdes de 500 e 1000 pg/ml.
A coleta hematoldgica foi realizada através do corte da ponta da calda, previamente aquecida
em banho Maria com temperatura controlada de 40°C. As amostras de sangue foram coletadas
em tubos contendo EDTA. A concentracdo de hemécias foi determinada utilizando um

analisador hematol6gico automatizado.
4.7.8 Eutanasia dos animais

Apos os periodos experimentais, os camundongos e ratos foram anestesiados com
cloridrato de cetamina (250 mg/kg™) por via intramuscular e cloridrato de xilazina (10 mg/kg”
1) por via intraperitoneal, em seguida foram eutanasiados por deslocamento cervical. Todos 0s
procedimentos, desde o inicio do estudo até 0 momento da eutanasia, foram realizados para
evitar o sofrimento, reduzir o deslocamento e a dor dos animais conforme aprovacdo do

comité de ética animal.
4.7.9 Avaliacéo da acdo hemolitica in vitro

Avaliagdo da acdo hemolitica in vitro foi realizada em suspensdo de hemécias
humanas expostas a extratos hidroalcodlicos de M. ophthalmocentra (EHMO) e A. esculentus
(EHAE). As amostras de sangue foram adquiridas através do Laboratorio de Analises Clinicas
do Hospital Universitario Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraiba— Brasil.

A anélise foi realizada de acordo com o método descrito por Kamble et al., (2017)
com adaptacdes. Uma solucdo de Alsever composta por 0.8% de citrato de sdédio, 2% de
dextrose, 0,42% de cloreto de sddio e 0,5% de acido citrico foi adicionada em 1mL de sangue
total e centrifugado a 3000 rpm por 10 min. O plasma obtido pos centrifugacao foi separado e
as hemaécias foram cuidadosamente utilizadas para preparar uma suspensao a 0,8% v/v com

solucdo salina (0,9%).
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Foram utilizadas cinco concentragfes de EHMO e EHAE (100, 250, 500, 1000 e
1500 pgmL™). Em tubos de ensaio contendo 2mL de cada concentracéo, foram adicionados 2
mL de solucdo hiposalina (0,18% NaCl) e 0.2 mL da suspensdo de hemacias. As amostras
foram incubadas a 37 ° C durante 30 min.

Para verificar-se o efeito hemolitico de EHMO e EHAE em locais sem inflamacao,
testou-se as mesmas concentragfes ja mencionadas e nas mesmas condi¢Bes de anélise acima
descritas, porém, sem adicdo da solucdo hiposalina (0,18% NaCl). O efeito hemolitico foi
igualmente avaliado pela quantificacdo do teor de hemoglobina liberada em cada amostra.

O diclofenaco sédico e o Meloxicam, ambos nas concentra¢Bes de 20, 40, 60, 80,
100 e 150ug/mL, foram usados como padrdo de comparacdo. A amostra contendo apenas a
suspensao de hemacias e solucéo hiposalina foi usada como controle.

A concentracdo da hemoglobina em pmol mL-1 foi calculada a partir da equagédo da
curva-padrdo obtida na validacdo do método para esta pesquisa (y=0.4123x+0.002). A leitura
das absorbancias de hemoglobina foi feita no espectrofotdometro UV/VIS BIOCHEMISTRY
ANALYZER PLUS —-2018G a 405 nm.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando o método One Way Analysis of Variance
(ANOVA) seguido do teste de Fisher, Bonferroni e Tuke para comparagdes multiplas de
medidas paramétricas. Os dados foram expressos como média + e.p.m (erro padrdo da média),
e os valores foram considerados significativos quando apresentaram um nivel de significancia
(p) inferior a 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO TECNOLOGICA

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), droga vegetal é
uma planta medicinal ou suas partes apds terem sido submetidas a um processo da coleta,
estabilizacdo e secagem, podendo ser utilizadas na integra, triturada ou transformadas em pé
(ANVISA, RDC n° 10, de 09 de marco de 2010). Os pos representam uma forma de
administracdo direta, podendo ser utilizado por meio de infusdes, decoc¢des ou maceracoes,
ou como matéria-prima (Garcia et al., 2012).

As drogas vegetais pulverizadas foram obtidas em tamanhos micrométricos, sendo
classificadas de acordo com o seu tamanho de particula da seguinte forma (Tabela 1). Apos
obtencdo das amostras de M. ophthalmocentra e A. esculentus em triturador de Feno
Conjugado e a posterior separacdo dos pos em diferentes tamanhos de particula, observou-se
que as amostras obtidas poderam ser classificadas como po6s finos de acordo com a

granulometria de pos que a Farmacopéia Brasileira V edicdo estabelece.

TABELA 1 - Classificagdo dos tamanhos de particulas micrométrica das amostras obtidas de acordo
com a granulometria dos p6s de Mimosa ophthalmocentra Mart ex Benth e Abelmoschus

esculentus Linn.

Abelmoschus esculentus Mimosa ophthalmocentra

Tamanhos de particulas
Tipos de Amostras

AE 01 MO 01 300 - 149 um
AE 02 MO 02 149 - 74 ym
AE 03 MO 03 74 - 37 pm
AE 04 MO 04 Menor que 37 um

Estes resultados favorecem a qualidade da droga vegetal no quesito da
granulometria, uma vez que é de extrema importancia a eficacia da pulverizacdo, pois este
parametro interfere diretamente na interacdo da droga com o solvente utilizado na obtencéo de
tinturas, extratos ou outras preparacdes intermediarias (ALVES et al., 2010). A diferenca da
qualidade da granulacdo de vegetais pode ser diretamente atribuida aos fatores operacionais

ligados ao tipo de moinho, as caracteristicas originais da amostra e a parte da planta utilizada,
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pois comparando a pulverizacdo de folhas e de caules foi observado que as folhas, por serem
mais finas e macias que os caules, favoreciam a reducdo do tamanho de particula (BARNI et
al., 2009).

5.1.1 Determinacgdo da composi¢do mineral

Na determinacdo da Composicdo mineral foi possivel detectar o percentual de
Calcio, Potassio, Cloro, Enxofre, Ferro, Magnésio, Fosforo e Silicio (Tabela 2 e 3). Em todas
as amostras de M. ophthalmocentra o Célcio foi o mineral presente em maior concentracao,
seguido pelos elementos Potassio e Ferro. A variagdo de concentragdo dos mesmos elementos

entre as diferentes amostras ndo se mostrou significativa (Tabela 2).

TABELA 2 - Composicao mineral das drogas vegetais obtidas dos frutos de Mimosa ophthalmocentra

em diferentes tamanhos de particulas.

Composicdo mineral (%)

Amostra Ca K Cl S Fe Mg P Si
MOl 684 15,5 16 38 71 17 05 10
M02 633 15,9 15 36 71 16 05 11
M03 669 15,7 15 35 68 18 05 18
MO4 684 15,5 16 38 71 17 05 10

Em todas as amostras de A. esculentus o Calcio também foi o mineral presente em
maior concentracdo, seguido pelos elementos Potéssio e Cloro. A variacdo de concentracao

dos mesmos elementos entre as diferentes amostras ndo se mostrou significativa (Tabela 3).

TABELA 3 - Composicao mineral das drogas vegetais obtidas dos frutos de Abelmoschus

esculentus L. em diferentes tamanhos de particulas.

Composicdo mineral (%)
Amostra

Ca K Cl S Fe Mg P Si
AEO1 48,3 28,8 15,6 3,2 11 1,1 1,0 0,6
AEQ2 46,8 275 18,5 3,0 13 1,2 1,0 0,5
AEO03 46,3 29,4 16,7 3,0 2,0 1,1 1,0 0,4

AEO04 46,7 27,1 17,6 2,9 2,2 1,3 1,0 0,7
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Mota et al., 2008, relatam em sua revisdo que o Calcio € o nutriente mais associado a
qualidade dos frutos em geral, uma vez que ele atua no aumento da firmeza e textura do fruto,
previne a deterioracdo causada por microorganismos e retarda a senescéncia. Entretanto, os
mesmos autores relatam que altas concentracdes de Potassio presentes nos frutos podem
acelerar o processo de deterioracdo, uma vez que ele atua como ativador enzimatico causando
degradacdo de compostos organicos. Nos vegetais frescos o Potassio € o cation mais
abundante, afetando diretamente no produto colhido, quanto ao rendimento e a qualidade.
Frutos frescos de A. esculentus L. apresentam uma maior quantidade de Potassio em relacdo a
quantidade de Calcio (Sousa, Lima, Lima 2015), entretanto apds secagem, o presente estudo
mostrou uma reducao na concentracdo de potéssio e a concentragdo de calcio no material seco
foi bem maior em relacdo ao potassio, conforme tabela 3, mantendo assim uma maior
estabilidade do fruto seco. Registros na literatura ndo foram encontrados quanto a composicao

mineral de M. ophthalmocentra e de plantas da mesma familia.

5.1.2 Composicao Centesimal das drogas vegetais

A determinacdo da perda por dessecacdo de drogas vegetais esta ligada a estabilidade
microbiol6gica e quimica do material. Dependendo do teor de umidade o vegetal pode estar
susceptivel ao desenvolvimento de fungos e bactérias e acdes enzimaticas podem acarretar a
degradacdo de constituintes quimicos (Borges et al. 2005). Além disso, sob o ponto de vista
tecnoldgico e de produgdo, conhecer quantitativamente o contetdo de agua é importante para
os calculos de rendimento final (Costa et al., 2009; Alves et al., 2010). A Farmacopeia
Brasileira V edicdo (2010) estabelece que o teor maximo de umidade pode variar de 8 a 14%.

Os resultados apresentados na Tabela 4 referente a umidade de A. esculentus
mostram que o percentual variou de acordo com o tamanho de particula, sendo o maior
tamanho o mais préximo da faixa estabelecida pela Farmacopéia Brasileira e 0s menores
tamanhos com cerca de 3% a mais do que o recomendado. O resultado de uma elevada
umidade pode ser devido ao tipo de material estudado de A. esculentus, que neste caso foram
os frutos, parte da planta que mais apresenta dgua. Dessa forma, embora as amostras de A.
esculentus tenham apresentado umidade apenas 3% fora do recomendado, é importante que
suas caracteristicas sejam avaliadas antes de sua utilizacdo. As amostras de M.
ophthalmocentra apresentaram teores de umidade (Tabela 4) dentro dos limites estabelecidos

pela Farmacopéia citada.
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TABELA 4 - Teor de cinzas e umidade das drogas vegetais de Mimosa ophthalmocentra Mart ex

Benth e Abelmoschus esculentus Linn.

Drogas Parametros Fisico-Quimicos

Vegetais Cinzas (%) £ Dp Umidade (%) + Dp
MO 01 5,27 +0,01 12,2+£0,84
MO 02 4,58 + 0,06 12,2 £ 0,56
MO 03 4,85+ 0,05 12,7+ 0,07
MO 04 493+0,11 12,8 + 0,00

AE 01 7,90 + 0,00 15,16 + 0,70
AE 02 8,34 £ 0,69 15,23 £ 0,64
AE 03 8,50 + 0,07 17,03 £ 1,26
AE 04 8,52 + 0,07 17,83+0,94

A determinacdo de cinzas totais de drogas vegetais permite a quantificacdo de
residuos ndo volateis, de carater inorganico pertencente ao proprio material, e sdo Uteis para
avaliar a pureza das amostras. Dependendo da parte do vegetal que esta sendo avaliada e das
condicdes higiénicas que elas foram coletadas, as amostras podem conter contaminantes como
residuo de terra ou areia que podem ser detectados na determinacdo de cinzas totais (Barni et
al., 2009; Alves et al., 2010). Os resultados encontrados na determinacdo do teor de cinzas
totais de M. ophthalmocentra e de A. esculentus foram baixos, mostrando que as amostras
apresentaram um bom grau de pureza, pois a Farmacopéia Brasileira estabelece em diversas
monografias de drogas vegetais que a quantidade de cinzas deve ser abaixo de 14% (Marques
et al., 2012). Este resultado pode ser justificado pelo fato de que a parte de ambas as plantas
estudadas séo aéreas e foram coletadas seguindo parametros de boas praticas de manipulagéo.

A Composicdo centesimal de matérias-primas, sejam elas drogas vegetais ou ndo,
dependem de diversos fatores, tais como a origem do material, da manipulacdo e do
tratamento, entre outros fatores. Os carboidratos, os lipidios e as proteinas sdo metabdlitos
primarios essenciais para o crescimento, desenvolvimento e para a manutencdo das células.
Os resultados da composicdo centesimal das amostras de M. ophthalmocentra e de A.

esculentus encontram-se dispostos na Tabela 5.



53

TABELA 5 - Composicao centesimal das drogas vegetais de Mimosa ophthalmocentra Mart ex Benth

e Abelmoschus esculentus Linn.

Composicédo Centesimal (%)

Drogas
. Carboidratos Lipideos Proteinas Solidos
Vegetais
+Dp +Dp +Dp (%)

MO 01 61,28 £ 0,23 4,65+ 1,74 16,00 + 0,24 87,8+ 0,84
MO 02 60,52 + 0,58 4,91 +0,93 17,39+ 0,13 87,8 £ 0,56
MO 03 56,23 = 0,06 9,21+£0,35 16,96 £ 0,21 87,3+0,07
MO 04 58,81 + 0,15 6,96 + 0,61 16,50 + 0,08 87,2+0,00
AE 01 57,75+ 0,26 2,35+ 0,47 16,84 + 0,13 84,83+ 0,70
AE 02 58,08 + 0,38 1,72+0,01 16,67 + 0,05 84,76 + 0,64
AE 03 57,57 £ 0,07 1,35+£0,39 15,55 + 0,03 82,96 + 1,26
AE 04 56,38 £ 0,04 1,39+ 0,09 15,88 £ 0,67 85,50 + 0,36

As amostras de ambas as plantas, apresentaram uma grande quantidade de
carboidratos, substancia também conhecida como glicidios ou agUcares, que sdo essenciais
para 0s seres Vivos, pois além de servirem como fonte de energia, faz parte da constituicdo de
varias estruturas importantes e no caso dos vegetais ainda sdo os precursores de todos os
demais metabolitos.

A presenca de lipideos nas plantas auxilia na impermeabilizagdo das folhas, pétalas e
frutos, impedindo a perda de agua do vegetal para o meio, principalmente através da
vaporizacdo e impedem o crescimento microrganismos (Peres, 2015). Partindo desse
principio, observa-se que o fato da umidade dos pos de ambas as plantas terem sido
relativamente baixas em comparacdo com a quantidade de sélidos presentes nas amostras
(Tabela 5), justifica a pouca quantidade de lipidios nas mesmas (Tabela 4), uma vez que se
essa concentracdo tivesse sido alta o processo de secagem poderia ter sido prejudicado.

Com relacdo as proteinas, as amostras de M. ophthalmocentra e de A. esculentus
apresentaram concentragcdes proximas a 16% (Tabela 5). Esta concentracdo é importante para
o desempenho das fungbes de metabolitos secundarios presente nas plantas, pois compostos
como, por exemplo, os taninos podem se complexar com moléculas de proteinas e

desenvolverem uma melhor atividade protetora contra pragas e doencas (Peres, 2015).
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A determinacdo da composicdo centesimal de drogas vegetais é de fundamental
importancia, uma vez que agregar o valor nutricional ao valor terapéutico pode fornecer
subsidio para o desenvolvimento de um produto nutricional e farmacéutico, os chamados
Nutracéuticos. Desta forma observa-se que as amostras vegetais estudadas apresentam valores
nutricionais significativos por serem relativamente ricos em metabolitos primérios,
principalmente de Carboidratos, o que incentiva o avango desta pesquisa na busca de

metabdlitos secundarios presentes nesses vegetais.

5.2 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS AMOSTRAS

5.2.1 Analise Termogravimétrica (TG)

A termogravimetria € uma técnica analitica com sensibilidade, boa reprodutibilidade
e fornece rapida resposta com relagdo a estabilidade térmica de uma amostra (Silva -Junior et
al., 2006). Alguns autores tém utilizado as técnicas termoanaliticas na caracterizacdo de
matérias-primas vegetais afim de avaliar o seu comportamento e as principais temperaturas
em que ocorrem decomposicao da matéria (Silva-Junior et al., 2006; Camelo, 2009; Costa et
al., 2011; Gomes, 2011; Correia et al., 2013; Santos et al., 2013; Santana, 2014; Holanda
Neto, 2013).

As drogas vegetais de A. esculentus e de M. ophthalmocentra em diferentes
tamanhos de particula foram submetidas a analise termogravimétrica para analisar o seu perfil
de degradacdo térmica. A decomposicdo térmica das amostras provenientes das folhas de M.
ophthalmocentra ocorreu em seis etapas quando submetidas a atmosferas oxidativa (ar

sintético) e inerte (nitrogénio) (Figura 3A e B).
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FIGURA 3 - Curvas TG das Drogas vegetais, obtidas de Mimosa ophthalmocentra Mart. ex Benth.,

em diferentes tamanhos de particulas na razdo de 10°C/min em Ar sintético (A) e Nitrogénio (B).
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Fonte: Autor proprio.

Em atmosfera oxidativa o primeiro evento de decomposi¢do térmica das amostras
ocorreu nos intervalos de temperaturas de 35-91,60, 35-88,96, 35 — 77,00 e 35-80,83°C, com
as seguintes perdas de massas 5,76; 5,56; 7,54 e 6,80%, para as amostras MO01, MOQ02,
MOO03, e MOO04, respectivamente. O mesmo evento foi observado quando as drogas vegetais
foram submetidas a atmosfera inerte, nas faixas de temperaturas 35-93,37, 35-93,49, 35-91,59
e 35-92,02°C com perdas de massa de 5,87, 5,56, 5,22 e 6,03% para as amostras MOO1,
MOO02, MOO03, e MOO04, respectivamente. Observa-se que em ambas as atmosferas a
decomposicéo inicia-se em temperaturas semelhantes e com perdas de massas equivalentes. A
segunda etapa de decomposicdo térmica das amostras ocorreu em temperaturas um pouco
menor na atmosfera oxidativa quando comparada com a temperatura em atmosfera inerte. Na
atmosfera oxidativa o processo térmico ocorreu no intervalo de 77 a 220°C com perda de
massa em torno de 4% enquanto que na atmosfera inerte o intervalo foi de 91 a 235°C com
aproximadamente 5% de perda de massa. As duas etapas estdo relacionadas com a perda de
volateis das drogas vegetais (dgua e Oleos essenciais), uma vez que 0S eventos ocorrem nas
faixas de vaporizacao dessas substancias (Fernandes et al, 2013; Correia et al., 2013).

A terceira etapa em atmosfera oxidativa apresentou perda de massa nas drogas
vegetais MOO01, MO02, MO03, e MOO04 nas faixas de temperaturas 219,01 — 298,25, 226,28 —
318,32, 228,42 — 323,41 e 234,41 — 298,66°C com perdas de 16,64, 21,13, 22,31 e 14,61%
respectivamente. Na atmosfera inerte a terceira etapa ocorreu nas faixas de temperaturas de
218,78 — 307,39, 195,18 — 257,46, 197,41 — 290,95 e 204,15 — 241,73 com perdas de 18,09,
6,79, 14,10 e 3,83% para as amostras MOO01, MO02, MOO03, e MOO04, respectivamente. Sendo
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assim, observa-se que quando as amostras sdo submetidas a atmosfera oxidativa a perda de
massa ocorre em temperatura um pouco maior e de forma mais intensa, constatando um
percentual maior de perda. Perdas nesta faixa de temperatura pode ser caracteristica de
decomposicdo de macro e micro componentes, ou seja, metabolitos secundarios nao volateis,
presentes na composicao das amostras (Francioso et al., 2007).

A etapa de decomposicdo em que houve maior perda de massa foi a quarta etapa para
todas as drogas vegetais analisadas tanto em atmosfera oxidativa quanto inerte. Porém as
perdas de massas na atmosfera oxidativa variaram entre as amostras em 24 a 32% na faixa de
temperatura de 298 a 402°C, sendo a amostra MOO03 a que teve menor perda de massa e a
MOO1 a que teve maior perda de massa. E em atmosfera inerte as perdas de massas das
amostras variaram em 23 a 27% entre as amostras na faixa de temperatura de 240 a 384°C
sendo a amostra MOO1 com a menor perda de massa e a MO04 com maior perda de massa.
Nessa etapa pode-se dizer que inicia-se uma decomposicao térmica de hidratos de carbono e
outros compostos organicos (Costa et al, 2013).

O dois ultimos eventos também apresentam grandes perdas de massa em ambas
atmosferas analisadas. O quinto evento ocorre na faixa de temperatura de 370 — 483°C com
cerca de 17 a 23% de perda de massa na atmosfera oxidativa e na faixa de temperatura de 377
— 614°C com cerca de 16 a 22% de perda de massa na atmosfera inerte. O sexto evento
representa a continuidade do processo de decomposi¢do com formacédo de residuo mineral no
final. Esse evento ocorre na faixa de temperatura 462 — 551°C em atmosfera oxidativa com
perda de massa variando de 16 — 22% e em atmosfera inerte ocorre na faixa de temperatura
488 — 816°C com perda de massa variando entre 14 — 18%. Observa-se que 0 sexto evento
ocorre em temperaturas mais elevadas quando as amostras sdo submetidas a analise em
atmosfera inerte porém com menor perda de massa, enquanto que em atmosfera oxidativa a
etapa tanto ocorre em temperaturas menores quanto com uma mais intensidade na
decomposicéo.

A quantidade do residuo mineral detectado foi de 7,79, 7,18, 8,73 e 8,71%, para as
amostras MOO01, MO02, MO03 e MO04 respectivamente, na atmosfera oxidativa e de 8,65,
13,24, 13,13, 13,12% para as amostras MO01, MO02, MO03 e MOO04 respectivamente, na
atmosfera inerte. Observa-se entdo que em atmosfera oxidativa as degradagdes das amostras
ocorreram no geral de forma mais intensa, produzindo assim menos residuo quando

comparada com a atmosfera inerte.
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A decomposicdo térmica das amostras provenientes dos frutos de A. esculentus
ocorreu em seis etapas quando submetidas a atmosferas oxidativa (ar sintético) e inerte

(nitrogénio) (Figura 4A e B).

FIGURA 4 - Curvas TG das Drogas vegetais, obtidas de Abelmoschus esculentus Linn em diferentes

tamanhos de particulas na razdo de 10°C/min em Ar sintético (A) e Nitrogénio (B).
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Fonte: Autor proprio.

Em atmosfera oxidativa o primeiro evento de decomposicdo térmica das amostras de
A. esculentus ocorreu nos intervalos de temperaturas de 35-132.43, 35-101,73, 35-100,26,
35-109.07°C , com perdas de massas de 6.92, 5,78, 4,71 e 5,68% para as amostras AEOL,
AEO02, AEO3 e AEO4 respectivamente. O mesmo evento foi observado quando as drogas
vegetais foram submetidas a atmosfera inerte, nas faixas de temperaturas 35-80,64, 35-84,35,
35-81,98 e 35-80,21°C com perdas de massa de 5,78, 5,47, 5,98 e 5,68% para as amostras
AEOQ1, AEO2, AEO3 e AE04 respectivamente. Observa-se que em ambas as atmosferas a
decomposicéo inicia-se em temperaturas semelhantes e com perdas de massas equivalentes. A
segunda etapa de decomposicdo térmica das amostras ocorreu em temperaturas um pouco
maior em atmosfera oxidativa quando comparada com a temperatura em atmosfera inerte uma
vez que na atmosfera oxidativa o processo térmico ocorreu no intervalo de 100 a 190°C com
perda de massa em torno de 4,5% enquanto que na atmosfera inerte o intervalo foi de 80 a
105°C com aproximadamente 4,0% de perda de massa. Como citado anteriormente as duas
etapas estdo relacionadas com a perda de volateis das drogas vegetais (dgua e Oleos
essenciais), uma vez que o0s eventos ocorrem nas faixas de fusdo e vaporizacdo dessas
substancias (Fernandes et al, 2013; Correia et al., 2013).A terceira etapa em atmosfera

oxidativa apresentou perda de massa nas drogas vegetais AEOL1, AE02, AEO3 e AE04 nas
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faixas de temperaturas 199.33-235.33, 194.47-242.64, 188.75-242.01, 197.12-234.26, 190.11-
232.82°C com perdas de 9.26, 9.58, 7.45 e 8.32% respectivamente. Na atmosfera inerte a
terceira etapa ocorreu nas faixas de temperaturas de 110,54 — 215,12, 116,03 — 264,52, 114,95
— 215,91 e 115,67 —142,05 com perdas de 9,0, 8,64, 8,56, 8,96% para as amostras AEOL,
AE02, AE03 e AEO4 respectivamente. Perdas nesta faixa de temperatura também podem ser
caracteristica de decomposicdo de macro e micro componentes, ou seja, metabodlitos
secundarios nao volateis, presentes na composicao das amostras (Francioso et al., 2007).

As perdas de massas da quarta etapa na atmosfera oxidativa variaram entre as
amostras em 13 a 15% na faixa de temperatura de 232 a 292°C. E em atmosfera inerte as
perdas de massas das amostras variaram em 6 a 11% entre as amostras na faixa de
temperatura de 245 a 300°C. Nessa etapa pode-se dizer que inicia-se uma decomposicao
térmica de hidratos de carbono e outros compostos organicos (Costa et al, 2013). O quinto
evento ocorre na faixa de temperatura de 293 — 366°C com cerca de 24 a 28% de perda de
massa na atmosfera oxidativa e na faixa de temperatura de 300 a 395°C com cerca de 6 a 8%
de perda de massa na atmosfera inerte. O sexto evento ocorre na faixa de temperatura 367 —
467°C em atmosfera oxidativa com perda de aproximadamente 18% e em atmosfera inerte
ocorre na faixa de temperatura 395 a 500°C com perda de massa variando entre 8 a 10%, essa
etapa representa a continuidade do processo de decomposicdo com formacdo de residuo
mineral no final.

A quantidade do residuo mineral detectado foi de 7,56, 9,63, 9,02 e 7,84% na
atmosfera oxidativa e de 28,48 29,75, 24,67, 27,33% na atmosfera inerte para as amostras
AEOQ1, AE02, AEQ3, e AE04 respectivamente. Observam-se mais uma vez que em atmosfera
oxidativa as degradagdes das amostras ocorreram no geral de forma mais intensa, produzindo

menos residuo mineral.

5.2.2 Determinacéo da Cinética de degradacéao

As drogas vegetais de M. ophthalmocentra e A. esculentus em diferentes tamanhos
de particulas também foram submetidas a analises termogravimétricas nas razdes de
aquecimento 40, 20, 10 e 5°C/min em atmosfera oxidativa (Ar sintético) para calcular os
parametros da cinética de degradacao pelo método de Ozawa.

Todas as amostras analisadas de M. ophthalmocentra (MO01, MO02, MOO03 e
MOO04) apresentaram seis etapas de decomposicdo térmica (Figura 5). Entretanto foi
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observado um aumento da temperatura inicial de cada evento em fungdo da razéo de
aquecimento.
FIGURA 5 - Curvas TG da droga vegetal obtida das folhas de Mimosa ophthalmocentra Mart. ex

Benth. em diferentes tamanhos de particulas.
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Fonte: Autor proprio.

Na primeira etapa evidenciada nas analises, na faixa de temperatura de 77 a 127°C,
as perdas de massa foram semelhantes entre as amostras, variando de 4 a 7% de perda, porém
na razdo de 5°C/min observou-se que todas as amostras apresentaram menor perda de massa
independente do tamanho de particula. As amostras MOO01 e MOO02 tiveram maior liberagcdo
na razdo de 40°C/min, enquanto que as amostras MOO03 e MOO04 tiveram maior liberacao de
compostos volateis e agua livre na razdo de 10°C/min. Na segunda etapa, que ocorre entre 80
— 250°C, observou-se uma pequena perda de massa das amostras, cerca de 2 a 5%.

Na terceira etapa observa-se uma perda de massa mais intensa do que nos eventos
anteriores, onde algumas amostras perderam cerca de 19% de sua massa. A amostra MOOL1 foi
a amostra que apresentou maior degradacdo de compostos nesse evento variando de 14,76 a
19,46% de perda enquanto que a amostra MOO4 perdeu apenas cerca de 4 a 6%. Essa etapa
ocorreu entre 200 e 330°C e representa a principal etapa, uma vez que inicia-se a degradacgéo
dos compostos organicos, das macromoléculas e micromolecular. Sendo assim, a terceira
etapa foi a escolhida para calcular os parametros da cinética de degradacdo pelo método de

Ozawa e os dados referentes a essa etapa estdo descritos nas Tabelas 6.
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TABELA 6 - Parametros de decomposi¢do da principal etapa de degradagéo das amostras obtidas da

folhas da Mimosa ophthalmocentra Mart. ex Benth. L.

Razéo de

_ Temperatura  Temperatura Perda de
Amostras  aquecimento o _
) inicial (°C) final (°C) massa (%0)
(°C/min.)

5 219,43 290,13 14,76

10 218,78 307,39 18,09
MOO01

20 239,51 319,49 18,12

40 246,11 326,08 19,46

5 192,37 247,45 6,76

10 195,18 257,46 6,79
MO02

20 220,72 267,73 6,58

40 217,02 283,32 8,07

5 216,06 296,11 19,46

10 197,41 290,95 14,1
MOO03

20 203,74 272,56 7,85

40 211,92 285,26 8,5

5 203,63 240,83 5,69

10 204,15 241,73 3,83
MOO04

20 197,6 251,38 4,46

40 215,64 269,5 5,57

A etapa 4 e 5 de decomposicdo representa a continuacdo da decomposicdo das
substancias que iniciaram sua decomposicdo na terceira etapa. Na quarta etapa as maiores
perdas de massas visualizadas nessas analises, em todas as amostras e razdes de aquecimento,
ocorreram na quarta etapa, onde as amostras tiveram de 21 a 37% de degradagdo. A maior
perda de massa foi obtida da amostra MO04 quando submetida na razdo de aquecimento de 5
°C/min, sendo essa perda de massa igual a 37% ocorrendo entre as temperaturas de 240,83°C
a 356,54°C. Essa maior perda de massa pode estar associada a presenca de uma quantidade
maior de constituintes quimicos degradaveis nessa faixa de temperatura. Observa-se também
que essa amostra (MOO04) apresentou as maiores perdas de massa nas demais razdes de

aquecimento quando comparada as outras amostras. A etapa 5 ocorre entre 350 e 500°C,
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variando uma perda de massa de 14 e 22%, sendo a amostra MOO1 na razdo de aquecimento
de 5 °C/min a que teve menor perda de massa e a amostra MOO02 na razdo de aquecimento de
10°C/min a que teve maior perda de massa. A sexta etapa de decomposicdo, finaliza a
decomposicéo das substancias presentes nesse vegetal na faixa de temperatura de 440 a 615°C
com perda de massa variando entre 18 e 25%.

A decomposicdo térmica de todas as amostras de M. ophthalmocentra apresentou
uma mesma ordem de reacdo (Tabela 07). Foi observado que o valor da energia de ativacao
diminuiu com a diminuicdo do tamanho de particula. Esses resultados corroboram com 0s
dados obtidos nos estudos de Correia et al., 2016a,b; Brand&o et al., 2016 e Guimarées et al.,
2017. Alguns autores relatam que a energia de ativacdo é a energia minima necessaria para
gue ocorram reacdes quimicas em uma determinada amostra, inclusive essas reacdes podem
ser de quebra de macromoléculas (Pan et al, 2015; Pugazhenthi e Kativa et al, 2014). Correia
et al., 2013 relataram que as amostras de pds com tamanhos de particulas menores apresentam
uma maior &rea superficial e assim sdo mais instaveis, necessitando de uma menor energia de

ativacao para que ocorram as reac¢des de termodecomposicao.

TABELA 7 - Parametros cinéticos de degradacao térmica das drogas vegetais obtidas das folhas da
Mimosa ophthalmocentra..
PARAMETROS CINETICOS

Energia de ativagéo Ordem de

Amostras Fator de frequéncia (min™)
(kJ.mol™) reacdo
MO 01 147,38 0 1,344 x10%
MO 02 141,00 0 2,245 x10%
MO 03 135,05 0 2,252 x10™
MO 04 113,55 0 2,670 x10™

Todas as amostras analisadas de A. esculentus L. (AEOL1, AE02, AEO3 e AEOQ4)
apresentaram sete etapas de decomposicdo térmica (Figura 6). Entretanto foi observado um

aumento da temperatura inicial de cada evento em funcgéo da razéo de aquecimento.
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FIGURA 6 - Curvas TG da droga vegetal obtida dos frutos de Abelmoschus esculentus Linn. em

diferentes tamanhos de particulas.
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Fonte: Autor proprio.

A primeira e a segunda etapa ocorreram entre 35 e 200°C em todas as amostras,
com perda de 12% da sua massa total. Essa perda de massa nessa temperatura pode ser
atribuida a perda de agua livre, 4gua ligada e volateis, uma vez que estudos relatam que esses
elementos se degradam e evaporam nessa faixa de temperatura (Storpirtis et al., 2009). Esse
percentual de aproximadamente 12% de perda de umidade estd dentro dos parametros
estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira V edicdo, uma vez que a mesma relata que uma

droga vegetal seca apresenta limites de umidade aceitavel entre 8-14% (Brasil, 2010).

A terceira etapa de decomposi¢do térmica comegou proximo de 200 °C, com perda
de massa variando entre as amostras e as raz0es de aquecimento. As amostras de AEOL, AE02
e AEO4 perderam 7.50-11.10% de massa nas quatro razdes de aquecimento, enquanto a
amostra de AE03 perdeu 20.64% da sua massa na razéo de aquecimento de 40 °C min™ e nas
outras razdes perdeu 6.97-7.9%. Esta etapa de decomposi¢do pode caracterizar o inicio da

degradacdo térmica de micro e macro componentes da amostra, tais como proteinas e grupos
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carboxilicos, por isso também é considerada a principal etapa de decomposicao e usada para
calcular os parametros da cinética de degradacao pelo método de Ozawa e os dados referentes

a essa etapa estdo descritos nas Tabelas 8 (Francioso et al., 2007).

TABELA 8 - Parametros de decomposi¢do da principal etapa de degradacéo das amostras obtidas dos

frutos de Abelmoschus esculentus Linn.

Razéo de
Temperatura Temperatura Perda de

Amostras aguecimento o )
inicial (°C) final (°C) massa (%0)

(°C/min.)

5 267.15 345.43 24.50
10 292.33 366.02 19.60

AEO1
20 325.20 377.30 13.16
40 327.83 380.42 15.62
5 271.64 346.85 27.28
10 274.61 354.01 23.97

AE02
20 284.54 365.01 23.79
40 300.57 383.47 28.99
5 265.44 335.61 23.51
10 274.77 347.73 23.69

AEQO3
20 286.26 369.26 25.38
40 320.48 376.09 24.07
5 269.92 329.81 21.22
10 273.51 352.99 25.04

AE04
20 288.08 358.63 22.71
40 295.65 375.77 24.57

A quarta etapa de decomposicdo, que pode ser caracterizada pela degradacédo
continua dos componentes organicos da terceira etapa, ocorreu na faixa de temperatura 200-
300 °C. Nesta fase, a amostra de AEOL perdeu 8.78-16.64% e observou-se que a perda de
massa aumentou em funcdo da razdo de aquecimento. Nas amostras AE02 e AE03, houve
uma maior perda de massa na razdo de aquecimento de 5 e 40 °C min'1l (10.44-10.04%). Os
valores de perda de massa na razao de aquecimento de 10 e 20 °C min™ foram 6.12 e 6.29%,
respectivamente. As perdas de massa da amostra de AEO04 foram semelhantes em todas as

razOes de aquecimento (aproximadamente 8%). A quinta etapa de decomposi¢ao ocorreu na
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faixa de temperatura de 260-400 °C, com maiores perdas de massa que as etapas anteriores.
Este evento é provavelmente associado com a decomposicdo térmica de carboidratos e outros
compostos organicos presentes nestas drogas vegetais. Os valores de perda de massa (24-
29%) foram semelhantes as amostras nas diferentes razGes de aquecimento, com excec¢do da
amostra AEQO1, onde a maior perda de massa (24%) ocorreu na razao de aquecimento de 5° C
min™ e nas outras razdes de aquecimento, a perda de massa para esta amostra foi de 13-19%.

A sexta etapa de decomposic¢do, quando provavelmente comeca a decomposicéo de
compostos com aneis aromaticos (Francioso et al., 2007), ocorreu na faixa de temperatura
300-500 °C. A amostra AE01 perdeu 10.02-13.68% da massa e os valores mais elevados
foram observados nas razdes de aquecimento de 5 e 40 ° C min™. Para as amostras AE02 e
AEO04, observou-se que a perda de massa diminuiu a medida que a razdo de aquecimento
aumenta, perdendo entre 10.60-15.20% (AE02) e 10.24-16.88% (AE04). A perda de massa da
amostra de AEQ03 variou nas razdes de aquecimento, perdendo 10.60-15.21% da massa. A
sétima fase de decomposicdo iniciou préximo de 440 °C, terminando em cerca de 700 °C.
Este estagio apresentou os maiores valores decomposi¢ao, variando entre amostras e razfes de
aguecimento, com valores entre 20.69-30.41%. Nesta fase ocorre provavelmente a combustao
total dos hidrocarbonetos remanescentes e a neutralizacdo residual dos passos anteriores
(Francioso et al., 2007).

O modelo cinético de Ozawa foi aplicado aos dados apresentados na tabela 8
referentes ao terceiro evento de decomposicdo térmica, uma vez que ele marcou o inicio da
decomposi¢éo de compostos organicos.

A decomposicdo térmica de todas as amostras apresentou como uma reacdo de
ordem zero e a energia de ativacdo (Ea) e o fator de freqiiéncia (A) variaram entre 0s
diferentes tamanhos de particulas estudados (Tabela 09). Correia et al., 2016a,b, Brandao et
al., 2016 e Guimaraes et al., 2017 também aplicaram 0 modelo de Ozawa ao estudarem drogas
vegetais de diferentes tamanhos de particulas e observaram uma reacdo de ordem zero e com
energia de ativagdo maior quanto maior fosse o tamanho da particula da droga vegetal,
sugerindo que as drogas vegetais com tamanhos de particula maiores necessitam de mais
energia para promoverem 0s eventos entélpicos relacionados a sua decomposi¢do térmica,

dados estes semelhantes ao encontrado nos parametros de A. esculentus (Tabela 09).
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TABELA 9 - Parametros cinéticos de degradacao térmica das drogas vegetais obtidas de Abelmoschus

esculentus Linn.

PARAMETROS CINETICOS

Energia de ativacéo Ordem de

Amostras Fator de frequéncia (min™)
(kJ.mol™) reacio
AE 01 167,63 0 5,228 x10"
AEO02 159,74 0 2,260 x10°
AEO03 157,98 0 1,255 x10%
AE04 122,71 0 1,270 x10"

5.2.3 Analise Térmica Diferencial (DTA)

Nas curvas de DTA das drogas vegetais de M. ophthalmocentra foram observados 3

picos exotérmicos (Figura 7).

FIGURA 7 - Curvas de DTA das drogas vegetais de M. ophthalmocentra Mart. ex Benth em diferentes

tamanhos de particulas.
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O primeiro evento apresentou uma maior liberacdo de energia, sugerindo-se assim
que esteja relacionado com uma maior perda de massa (Tabela 10). Essa sugestdo €
confirmada correlacionando os dados das curvas DTA com os das curvas TG, uma vez que na
analise térmica diferencial esse evento ocorre na mesma faixa de temperatura que a quarta
etapa, onde ocorreu a maior perda de massa, detectada na termogravimetria. Correia et al.,
2016a,b, Brandéo et al., 2016 e Guimardes et al., 2017 também relacionaram o evento de

maior liberacao de energia com o evento de maior decomposicéo térmica.

TABELA 10 - Eventos exotérmicos das DTA das drogas vegetais obtidas das folhas de Mimosa

ophthalmocentra Mart. ex Benth. em diferentes tamanhos de particulas, na razdo 10°C/min.

1° Evento 2°Evento 3°Evento
Amostras Temp. Entalpia Temp. Entalpia Temp. Entalpia
oC /kd.g* °C /kJ.gt °oC /kd.gt
MOO01 339,18 1,47 473,63 0,26 485,32 0,08
MO02 340,42 1,86 475,31 0,02 488,19 0,13
MOO03 337,79 1,91 452,46 0,32 485,23 0,29
MOO04 339,82 0,46 454,87 0,70 488,18 0,57

Os eventos exotérmicos DTA foram observados em temperaturas relacionadas aos
principais estagios de perda de massa evidenciados na analise TG da M. ophthalmocentra
(Figura 8).
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FIGURA 8 - Sobreposicao das curvas TG e DTA dos pos das drogas vegetais de Mimosa

ophthalmocentra Mart. ex Benth. em diferentes tamanhos de particulas, na razdo de aquecimento de
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O primeiro evento das amostras MO01, MO02 e MO03 e MO04 apresentados na

Tabela 4, refere-se a degradacdo de estruturas aromaticas e ligacGes saturadas em carbonos,

entre outras quebras de estruturas de hidrocarbonetos, presentes em grandes quantidades em

drogas vegetais (Costa et al, 2013). Observa-se também que o segundo e o terceiro pico das

amostras ficam mais intenso quando a amostra diminui de tamanho. A diferenca dos valores

de energia encontrados principalmente nos dois ultimos eventos de cada amostra pode ser

explicada pela presenca remanescente de lignanas e macrocomponentes que precisam de uma
maior energia para se degradarem (Ma & Mu, 2016; Lin, Tey &Chan, 2014).

Nas curvas de DTA das drogas vegetais de A. esculentus. foram observados 3 picos

exotérmicos (Figura 9).
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As curvas DTA indicam dois eventos exotérmicos principais, com o primeiro pico

todas as amostras (Tabela 11). A amostra AEO1 mostrou uma ramificacdo do segundo pico. A

entalpia variou para o tamanho de particula, particulas menores apresentaram maiores valores

de entalpia.

TABELA 11 - Eventos exotérmicos das curvas de DTA das drogas vegetais de Abelmoschus

esculentus Linn em diferentes tamanhos de particulas.

1° Evento 2°Evento 3°Evento

Droga
vegetal Temperatura/® | Entalpia | Temperatura/ | Entalpia | Temperatura/ | Entalpia

C /kJ.gt °C kJ.gt °C kJ.gt
AEO1 317.02 0.58 462.10 0.38 287.56 0.31
AEO02 320.07 0.79 456.31 1.76 - -
AEO03 319.22 1.03 461.31 1.87 - -
AEO04 318.53 0.83 460.00 1.67 - -
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Os eventos exotérmicos DTA foram observados em temperaturas relacionadas aos
principais estagios de perda de massa evidenciados na andlise TG (Figura 10). O primeiro
evento exotérmico, ocorrendo durante o quinto estdgio de decomposicdo térmica,
provavelmente estava relacionado a quebra de carboidratos, lipidios e proteinas. O segundo
evento, relacionado ao sétimo estagio de decomposicdo, pode representar a degradacdo de
compostos que apresentam anéis aromaticos em sua estrutura (Francioso et al., 2007).

FIGURA 10 - Sobreposi¢do das curvas TG e DTA dos pds das drogas vegetais de Abelmoschus
esculentus Linn em diferentes tamanhos de particulas, na razdo de aquecimento de 10 ° C / min.
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Os dados das curvas termogravimétricas de ambas as plantas em estudo, demonstram
perdas de massa significativas das drogas vegetais na faixa de temperaturas de 200 ° C a 600 °
C. sendo assim, para avaliar quais os fragmentos de decomposicdo estavam sendo liberados
nessa faixa de temperatura, as amostras foram submetidas ao processo de cromatografia
gasosa e espectroscopia de massa acoplada a pir6lise a temperaturas de 250 °C, 350 °C e 450
°C, uma vez que estas temperaturas representam a temperatura inicial e intermediarias do

processo de decomposicao térmica.
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5.3 IMPRESSAOQO DIGITAL

5.3.1 Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massas acoplada a
Pirélise (GC/EM -PIR)

A comparacédo entre os diferentes tamanhos de particulas das drogas vegetais tem
sido realizada por GC/MS- PIR através da impressao digital dos componentes de degradacéo.
Estes resultados também tém sido utilizados como ferramenta de controle de qualidade de
plantas medicinais quanto sua autenticidade e na caracterizacdo das amostras quanto as
impressdes digitais obtidas dos pirogramas dessas técnicas (Correia 2016a).

Os pirogramas apresentados na figura 11 mostram os picos dos fragmentos
liberados nas amostras de M. ophthalmocentra em cada temperatura analisada. Dentre 0s
fragmentos liberados, perfis cromatograficos semelhantes foram evidenciados entre as

amostras e identificados pela biblioteca Wiley 229.

FIGURA 11 - Pirogramas das drogas vegetais obtidas das folhas de M. ophthalmocentra Mart. ex
Benth. em diferentes tamanhos de particulas, nas temperaturas de 250, 350 e 450°C.
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Inicialmente quando submetida a 250°C todas as amostras (MOO01, MO02, MOO03 e
MOO04) apresentaram 4 substancias principais em seu pirogramas com 0s seguintes tempos de
retencdo: em 14.6mim identificou a substancia neophytadiene, em 17,5mim Phytol, em
23,6mim 22, 6, 10, 15, 19, 23 — hexametil- 2, 6, 10, 14, 18, 20 — tetrahexaneno e em 27,0mim
Tocoferol. Quando submetidas a 350°C as amostras apresentaram 8 substancias principais em
seu pirogramas com 0S Seguintes tempos de retencdo: em 8,2mim 7-cyano(15n)-
cycloheptatriene, em 8,3mim 3-methoxyacetophenone, em 13,3mim phenol, 2,6-dimethoxy-4-
(2-propenyl)-, 14,6mim neophytadiene, 17,5mim phytol, 18,2mim 9-octadecenoic acid,
23,7mim 22, 6, 10, 15, 19, 23 — hexametil- 2, 6, 10, 14, 18, 20 — tetrahexaneno e em 27,1mim
Tocoferol. Quando submetidas a 450°C as amostras apresentaram 6 substancias principais em
seu pirogramas com 0s seguintes tempos de retencdo: em 4.0 mim phenol, 4,2mim limonene,
8,8mim phenol, 2,6-dimethoxy-, 14,6 neophytadiene, 23,6mim 22, 6, 10, 15, 19, 23 —
hexametil- 2, 6, 10, 14, 18, 20 — tetrahexaneno e em 27,1mim Tocoferol.

A Tabela 12 apresenta a massa molecular (MM), a area do pico e o percentual da
area, das principais substancias identificadas nas impressdes digitais obtidas nos pirogramas

das amostras de M. ophthalmocentra em cada temperatura analisada.

TABELA 12 - Massa molecular (MM), a area do pico e o percentual da area, das principais
substancias identificadas nas impressdes digitais obtidas nos pirogramas das amostras de Mimosa

ophthalmocentra Mart. ex Benth.

Amostras
MO01 MO02 MO03 MO04
Temp Massa Formula i i i i
(°C) Molecular Molecular Composto Sugerido Area % Area % Area % Area %
278 C20H38 Neophytadiene 306973 2.68 | 327433 2.74 476966 3.31 | 689811 4.40
296 C20H400 Phytol 459236  4.00 | 446457 3.74 527563 3.66 | 584948 3.73
250 22,6, 10, 15,19, 23 -
410 C30H50 hexametil- 2, 6, 10, 14, | 5745263 50.08 | 3400499 28.48 | 5508014 38.25| 6279119 40.04
18, 20 — tetrahexaneno
730 C29H5002 Tocoferol 2523316 21.99 | 2426278 20.32 | 3543027 24.60 | 1346756 8.59
117 C8H715N 7-cyano(15[\l)- 472810 197 | 547499 1.70 | 1059941  2.77 | 1459796 2.85
cycloheptatriene
150 C9H1002 3 1345425 5.60 | 1429642 4.44 | 1662642  4.34 | 3860941 7.08
Methoxyacetophenone
350 Phenol, 2,6-
194 C11H1403 dimethoxy-4-(2- 814800 3.39 | 864662 2.68 718812 1.88 | 1352208 2.48
propenyl)-
278 C20H38 Neophytadiene 1655799 6.89 | 1727249 5.36 | 2700763  7.05 | 4168834 7.65
296 C20H4 O Phytol 503234 1.21 | 388753 1.21 502234 1.31 | 1355856 2.49
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289 C18H3402 9-Octadecenoic acid 392840 1.22 | 2301650 7.15 | 3977331 10.39 | 2037016 3.74
2,6,10,14,18,22-
Tetracosahexaene,
410 C30H50 26,10.15,19,23- 9690027 40.29 | 9994639 31.01 | 9162340 23.93 | 8641438 15.85
hexamethyl-
1134783
730 C29H5002 Tocoferol 7124929 29.63 | 7601624 23.60 | 8703529 22.73 9 20.82
94 C6H60 Phenol 1271166 4.08 | 1271166 3.57 6492725 9.64 | 5266786 9.66
136 C10H16 Limonene 3770812 12.10| 3770812 10.58 | 13170957 19.57 1362172 25.05
Phenol, 2,6-
154 C8H1003 . 1693290 5.43 | 1693290 4.75 1233240 1.83 | 1461012 2.68
dimethoxy-
450 278 C20H38 Neophytadiene 1811492 5.81 | 1811492 5.08 | 3090252  4.59 | 3408747 6.25
2,6, 10, 15,19, 23 -
278 C30H50 hexametil- 2, 6, 10, 14, | 3268240 10.49 | 3268240 9.17 | 3138187 4.66 | 4788403 8.78
18, 20 — tetrahexaneno
278 C29H5002 Tocoferol 6370801 20.44 | 6370801 17.87 | 9240277 13.72 | 8849170 16.23

Os pirogramas apresentados na figura 12 mostram os picos dos fragmentos liberados

nas amostras de A. esculentus em cada temperatura analisada. Dentre os fragmentos liberados,

perfis cromatogréficos semelhantes também foram evidenciados entre as amostras e

identificados pela biblioteca Wiley 229.

FIGURA 12 - Pirogramas das drogas vegetais obtidas dos frutos de Abelmoschus esculentus Linn em
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Inicialmente quando submetida a 250°C todas as amostras (AEO1, AEO02, AEO3 e
AEO04) apresentaram 5 substancias principais em seu pirogramas com 0s seguintes tempos de
retencdo: em 1.6mim identificou a substancia Chloromethan, em 5,9mim 1,3-Dioxane, 4-
methyl, em 6,8mim 2-Furancarboxaldehyde, 5-(hydroxymethyl)-, em 16,1min Hexadecanoic
acid e em 17,0mim 9,12-Octadecadienoic acid. Quando submetidas a 350°C as amostras
apresentaram 6 substancias principais em seu pirogramas com 0S seguintes tempos de
retencdo: em 1,6mim Chloromethan, em 2,0mim Cyclopentaneundecanoic acid, em 16,1mim
Hexadecanoic acid, em 17,8mim 9,17-Octadecadienal, em 18,0mim 8,11,14-Eicosatrienoic
acid e em 23,6mim 2,6,10,14,18,22-Tetracosahexaene, 2,6,10,15,19,23-hexamethyl. Quando
submetidas a 450°C as amostras apresentaram 7 substancias principais em seu pirogramas
com o0s seguintes tempos de retencdo: em 1,6mim Chloromethan, em 2,0mim
Cyclopentaneundecanoic acid, em 2,3mim 2,5-Dimethylfuran, em 4,4mim 2-Cyclopenten-1-
one, 2-hydroxy-3-methyl-, em 16,1mim Hexadecanoic acid, em 17,8mim 9,17-
Octadecadienal e em 23,6mim 2,6,10,14,18,22-Tetracosahexaene, 2,6,10,15,19,23-
hexamethyl.

A Tabela 13 apresenta a massa molecular (MM), a area do pico e o percentual da area, das

principais substancias identificadas nas impressdes digitais obtidas nos pirogramas das amostras de

Abelmoschus esculentus L. em cada temperatura analisada

TABELA 13 - Massa molecular (MM), a &rea do pico e o percentual da area, das principais
substancias identificadas nas impressdes digitais obtidas nos pirogramas das amostras de Abelmoschus

esculentus Linn.

Amostras
Temp.  Massa Férmula Composto Sugerido AEO1 AE02 AEO03 AE04
(°C) Molecular  Molecular
Area % Area % | Area % Area %
60 CH,CL Chloromethane 471609 38 | 270850 8 | 759887 9 | 1329367 14
102 CsH100, 1,3-Dioxane, 4-methyl 108815 9 | 343994 10 | 779024 9 | 816817 9
250 109 CoHeOs ZF“r(?]';‘;arrff;‘;'gtﬁ%de 5 | 139046 11 | 754720 22 | 1871855 22 | 2587195 27
256 C16H3,05 Hexadecanoicacid 371608 30 | 1351185 39 |3298530 39 | 2948370 31
264 C1sH3,0 9,17-Octadecadienal 155076 12 | 710620 21 |1777818 21 | 1774.210 19
60 CH5CL Chloromethane 2961956 27 | 1130868 18 |2629325 46 | 1583844 12
350 254 Ci6H300,  Cyclopentaneundecanoicacid | 870641 8 | 158314 3 | 263825 5 116860 1
256 C16H3,0; Hexadecanoicacid 3062893 28 | 2213404 35 [1704792 30 | 6369913 48
264 CigH3,0 9,17-Octadecadienal 3102992 28 | 1582127 25 | 684428 12 | 2582689 19
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306 CyH340,  8,11,14-Eicosatrienoic acid 930057 8 | 139484 2 | 104403 2 375882 3
2,6,10,14,18,22-
410 CsoHso Tetracosahexaene, 79371 1 11018276 16 | 281554 5 | 2246111 17
2,6,10,15,19,23-hexamethyl
60 CH;CL Chloromethane 1648725 37 | 484669 23 | 1485643 11 | 2625703 9
254 Ci6H300,  Cyclopentaneundecanoicacid | 337581 8 | 234758 11 | 964941 1906103 7
96 CeHgO 2,5-Dimethylfuran 195805 4 | 92997 4 |1066617 8 | 1603609 6
2-Cyclopenten-1-one, 2-

450 112 CgHsO, hydroxy-3-methyl- 158072 4 | 95621 5 | 745036 5 | 1275382 5
256 C16H32.0, Hexadecanoicacid 773750 17 | 638131 31 [ 4941086 35 | 7921806 28
264 C1gH3,0 9,17-Octadecadienal 985736 22 | 472302 23 | 4869209 34 | 9372129 33

2,6,10,14,18,22-
410 CsgHso Tetracosahexaene, 338788 8 | 51051 2 | 74712 1 | 3391882 12
2,6,10,15,19,23-hexamethyl

Algumas plantas também que foram caracterizadas usando as impressdes digitais
obtidas nos pirogramas de drogas vegetais. Entre elas podem ser citadas: Dendrobium
candidum Wall. ex Lindl (Wang et al., 2011), Cymbopogon citratus Stapf (Oliveira et al.,
2010), Momordica charantiaem (Branddo et al., 2016), Erythrina Mulungu Linne and
Matricaria Chamomilla Linne (Macedo et al., 2009a,b), Maytenus rigida (Correia et al.,
2016a), Sideroxylon obtusifolium (Correia et al.,, 2016b), Poincianella pyramidalis
(Guimaraes et al., 2017).

Apos andlise da estabilidade térmica e dos fragmentos liberados durante os estadios
de degradacdo, infusdes e extratos hidroalcotlicos foram preparados das drogas vegetais para

uso na quantificacdo fitoquimica e nos testes farmacoldgicos.
54 QUANTIFICACAO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Nas analises fitoquimicas foram quantificadas as concentracdes de polifendis,
flavondides e taninos de infusdes e extratos hidroalcoolicos obtidos das drogas vegetais de M.
ophthalmocentra e A. esculentus em diferentes tamanhos de particulas. A Tabela 14
apresenta o teor de taninos, polifendis e flavondides obtidos por espectroscopia na regido do
visivel em cada grama de droga vegetal das folhas de M. ophthalmocentra na integra. Os
Polifenodis sdo os metabolitos secundarios que se apresentaram em maior quantidade nas
drogas vegetais das folhas de M. ophthalmocentra dentre as trés classes quantificadas, tanto

na forma de infuso quanto no extrato.
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TABELA 14 - Teor de Polifendis, Taninos e Flavondides obtidos por espectroscopia na regido do

visivel em cada droga vegetal na integra de Mimosa ophthalmocentra Mart. ex Benth.

Compostos fitoquimicos (mg/g)
Amostras Infusao Extrato Fluido
Polifenois  Taninos Flavonoides Polifenois Taninos Flavonoides
MOO01 114.10£0.01  3.02+0.02 4.01+0.02 734,3 £ 0,03 229+0,02 374,0+0,03
MO02 119.20+0.02  3.07+0.02 3.78+0.02 | 7353+0,04 21,5+0,03 371,5+0,04
MOO03 114.95+0.04 3.35+0.02 3.70+0.05 730,3 £ 0,03 21,0+£0,03 370,2+0,01
MO04 102.13+0.01 2.95+0.04 3.86+0.04 729,3 £ 0,02 19,9+0,04 370,5+0,03

Na literatura pesquisada, apenas relato da presenca de alcaldides em M.

ophthalmocentra foi encontrado (Morais, Alvarenga & Ferreira, 1990; BATISTA et al.,

1999). Entretanto, foram evidenciados alguns compostos fitoquimicos em plantas do mesmo

género. Em extratos de M. tenuiflora foram encontrados flavondides, alcaldides, saponina e
taninos (Meckes-Lozoya et al., 1990; Anton et al., 1993; Silva et al., 2011) e Bum et al.,

(2004) mostrou que a caracterizacdo fitoquimica de M. pudica revelou a presenca de taninos,

esterdides, alcaldides, glicosideos triterpenos e flavonoides.

Nas analises fitoquimicas de A. esculentus, a tabela 15 mostra que os Flavondides

sdo 0s metabdlitos secundarios que se apresentam em maior quantidade nas drogas vegetais

dessa planta dentre os trés metabdlitos quantificados nesse estudo.

TABELA 15 - Teor de Polifendis, Taninos e Flavondides obtidos por espectroscopia na regido do

visivel em cada droga vegetal na integra de Abelmoschus esculentus Linn.

Compostos fitoquimicos (mg/g)

Amostras Infuséo Extrato Fluido

Polifenois | Taninos Flavonoides Polifenois | Taninos Flavonoides
AEO1 40,35+0,02  30,24+0,02 11,91+0,08 292,05+0,04 3,7+0,20 95,31+0,05
AEQ2 37,29+£0,02  30,22+0,03 11,48+0,02 290,76+ 0,04  3,5+0,07 95,10 £ 0,08
AEQ03 37,14+£0,05 30,16%0,02 11,36+0,04 290,01+0,02 3,5+0,07 95,08+0,05
AE04 37,12+0,04  30,19+0,06 11,20+0,09 289,08+0,05 3,3+0,05 95,02+0,02




76

Poucos estudos séo encontrados com a determinacédo fitoquimica de A. esculentus, e
a maioria destes referem-se apenas a triagens qualitativas a fim de revelar quais 0s
constituintes presentes. Dentre os estudos encontrados vale ressaltar o de Algasoumi (2012),
onde uma triagem qualitativa preliminar de frutos de A. esculentus revelou a presenca de
flavonoides, taninos, antraceno, esterdis e/ou triterpenos; bem como Adetuyi & Ibrahim
(2014) que determinaram a presenca quantitativa de compostos fenolicos e de flavondides
totais em sementes de A. esculentu, assim como Dovich (2009), que estudou a a¢do ansiolitica
do flavondide rutina encontrado no fruto.

Com base nos resultados obtidos na quantificacdo fitoquimica (Tabela 06), foi
aplicada analise estatistica, por analise de variancia (ANOVA), utilizando os testes de Fisher,
Bonferroni e Tukey e observado que a quantidade de Polifenois, Taninos e Flavonoides
presentes nas amostras de tamanho de particulas diferentes de ambas as plantas em estudo nédo
apresentam diferenga significantes entre as amostras.

Baseado nesses resultados, infusbes e extratos hidroalcoodlicos de M.
ophthalmocentra (IMO e EHMO respectivamente) e A. esculentus (IAE e EHAE
respectivamente) foram preparados apenas a partir da amostra MOO02, visto que as amostras
ndo apresentaram diferencas significantes nos teores dos compostos fitoquimicos estudados,

para serem utilizadas nos testes farmacologicos com camundongos e ratos.

5.5 TESTES BIOLOGICOS

5.5.1 Triagem comportamental farmacolégica e determinacao da dose letal
50% (DL50)

Com a finalidade de tracar um perfil da acdo biolégica de M. ophthalmocentra e A.
esculentus no sistema nervoso, foi realizada a triagem farmacolégica comportamental por ser
um teste preliminar de facil execucdo que possibilita investigar o perfil farmacolégico de uma
substancia, de forma qualitativa e algumas de suas a¢6es do Sistema Nervoso Central (SNC) e
Sistema Nervoso Autdnomo (SNA) (Almeida et al., 1999; Almeida e Oliveira, 2006).

Em linhas gerais, nesse estudo, os camundongos tratados por via oral com IMO,
EHMO, IAE e EHAE néo apresentaram diferencas comportamentais sugestivas de acdo no
sistema nervoso. Pesquisas de acdo farmacoldgica da M. ophtalmocentra no sistema nervoso

ndo foram encontrados, entretanto de outras plantas pertencentes ao mesmo género foram
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encontrados, tais como Molina et al., (1999) onde detectaram em seu estudo que M. pudica
produziu um efeito antidepressivo semelhante ao de dois antidepressivos triciclicos e Bum et
al., (2004) avaliaram a atividade anticonvulsivante também da M. pudica em ratos. Com
relagdo ao A. esculentus, foi encontrado na literatura relatos de que o extrato metanélico das
sementes e raizes de A. esculentus apresentaram pequenas alteragdes como ataxia e diarréia
no trabalho desenvolvido por Shammi et al., 2004.

No intuito de racionalizar o uso de animais de laboratorio, foi realizada a
determinacdo da DLsy juntamente com a triagem farmacoldgica comportamental. Os animais
foram mantidos em observacdo por um periodo de 14 dias, com a finalidade de se contabilizar
as possiveis mortes. Durante este periodo ndo foram observadas mortes dos animais tratados
até com a dose maxima de 4000 mg/kg de M. ophthalmocentra e A. esculentus. Dessa forma,
a DLsp ndo pOde ser determinada, sugerindo-se que as plantas analisadas apresentaram baixa
toxicidade. Quanto a M. ophthalmocentra ndo ha relatos na literatura de nenhum ensaio de
toxicidade realizado com extratos de partes desse vegetal. Com relagdo a A. esculentus
encontrou-se na literatura que SABITHA et al., (2011) avaliaram a toxicidade aguda do pé
tanto da semente quanto da casca de a A. esculentus na dose de 2000mg/kg (p.o.) e
observaram que 0s animais ndo apresentaram nenhum sinal de toxicidade e mortalidade no
periodo de 14 dias apds tratamento. Além disso, HOSSEN et al., (2013) relataram que a
administracdo oral do extrato metanolico da raiz de a A. esculentus na dose de 4000 mg/kg
ndo provocou mortes nos animais no periodo de 24h. Entretanto ndo foi encontrado estudos
quanto a toxicidade dos frutos desse vegetal.

E importante ressaltar que, apesar da impossibilidade de calcular a DL50, ja que essa
se encontra superior a 4000 mg/kg, ndo se pode afirmar que as plantas ndo apresentam
toxicidade, uma vez que qualquer substancia quimica pode ser téxica, se a dose ou a

exposicdo se tornarem suficientemente altas (Sipes; Dart, 1997; Diniz, 2000).
5.5.2 Teste das Contorcdes Abdominais Induzidas pelo Acido Acético

Além da triagem comportamental e da DL50, os EHMO e EHAE nas doses de 2000,
3000 e 4000 mg/kg (p.o) foram avaliados quanto atividade antinociceptiva. De acordo com o
apresentado na Figura 13, o EHMO foi capaz de diminuir o nimero de contor¢Ges abdominais

induzidas por &cido acético nos camundongos nas doses de 2000 (23.8 + 3.1), 3000 (21.7 +
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4.4) e 4000 (21.8 £ 3,2) mg/kg, quando comparado com o nimero de contor¢fes observados

no grupo controle (37,9 + 1.6).

FIGURA 13 - Efeito da administracdo das substancias em teste sob as contor¢es abdominais

induzidas pelo &cido acético.
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Fonte: Autor proprio.

Como esperado, o grupo tratado com morfina (6 mg/kg, i.p.) reduziu
significativamente (0.0 £ 0.0) as contor¢des abdominais quando comparado em relagdo ao
grupo controle. Em nenhuma das doses avaliadas, o grupo tratado com a A. esculentus
reduziram significativamente as contor¢es abdominais induzidas pelo acido acético quando
comparado o grupo do EHAE com o controle.

Apesar deste teste isoladamente ser incapaz de afirmar se a antinocicepcao foi central
ou periférica, o resultado indica que o EHMO pode apresentar um efeito antinociceptivo do
tipo antiinflamatorio. Resultados similares foram encontrados em planta da mesma familia,
como com o extrato etandlico da Mimosa hostilis (Cruz, 2013).

Na literatura extratos de A. esculentus demonstraram atividade antinociceptiva no
teste das contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético quando tratados com extrato
metanolico e aquoso da casca do caule (Naim et al., 2015) e metandlico da raiz (Hossen et al.,
2013), fruto e semente (Shammi et al.,2004). A diferenca dos resultados encontrados nesse
estudo com relacdo aos encontrados na literatura pode ser justificada pelo simples fato do uso
de solventes e/ou partes da planta diferente da utilizada nas preparacfes das amostras em

testes nesse estudo.
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Faz-se necessaria a continuidade dos estudos farmacoldgicos pré-clinicos com estas
plantas, no intuito de caracterizar de forma mais especifica o seu efeito antinociceptivo do

tipo antiinflamatoria.

5.5.3 Avaliacado dos parametros hematologicos pos tratamento

Ratos Wistar foram tratados com extratos de M. ophthalmocentra (EHMO), A.
esculentus (EHMO) e com Meloxicam. Foram investigadas possiveis alteracdes hematoldgicas
nas concentragfes de hemacias. A Tabela 16 apresenta os resultados provenientes da coleta
sanguinea no tempo 0 mostrando os valores das concentragdes hematoldgicas nos animais
antes de iniciar o tratamento, confirmando que todos os animais encontravam-se dentro dos
parametros de normalidade (Melo et al., 2012). Sete dias ap6s a primeira administracdo (Dia
07) das substéncias em estudo observa-se no resultado dos exames que as concentragdes de
hemaécias ndo tiveram reducdes significativas (p>0.05). Dessa forma pode-se sugerir que 0
efeito hemolitico tanto do meloxicam quanto dos vegetais em estudo pode ocorrer apenas de

forma antiinflamatoria, sem causar uma possivel anemia.

TABELA 16 - Resultados hematoldgicos dos Ratos Wistar tratados com Mimosa ophthalmocentra

Mart. ex Benth., Abelmoschus esculentus Linn. e Meloxicam.

Globulos vermelhos (milhdes/mm3
Grupos : :
Dia 0 Dia07

Controle Negativo 8,82 8,34
Meloxicam (500 pg/ml) 8,82 8,34
Meloxicam (1000 pg/ml) 8,82 8,34
EHMO (500 pg/ml) 8,82 8,34
EHMO (1000 pg/ml) 8,75 8,50
EHAE (500 pg/ml) 9,27 8,55
EHAE (1000 pg/ml) 9,23 8,80

No teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético observou-se que M.
ophthalmocentra pode apresentar um possivel efeito antinociceptivo do tipo antiinflamatorio.

Desta forma, os ensaios hematoldgicos sugerem que o possivel uso dessa substancia dentro
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dos parametros avaliados ndo causaria um efeito colateral nas células sanguineas. Com
relacdo ao A. esculentus embora, na forma avaliada, ndo tenha apresentado uma possivel acao
antinociceptiva, esse vegetal deve ser estudado através da obtencdo de extratos utilizando
outros solventes, por exemplo, para uma nova avaliagdo quanto ao seu potencial, uma vez que
indicios de toxicidade também ndo foram encontrados nas células hematoldgicas.

O meloxicam é um dos antiinflamatérios que tem se mostrado mais seguro em
relacdo aos efeitos adversos. A literatura afirma que este farmaco ndo induziu importantes
mudancas nos parametros hematolégicos e também bioguimicos quando essa substancia é
avaliadas em cdes e ratos clinicamente saudaveis, porém que ele pode promover um efeito
deletérios de forma dose-dependentes, quando administrado em doses cinco a dez vezes
maiores que a dose terapéutica, durante 16 dias de tratamento (Villegas et al., 2002; Alencar
et al., 2003, Barbosa et al., 2010).

5.5.4 Avaliacdo da acdo hemolitica in vitro

Além de avaliar o hemograma dos ratos, hemécias foram expostas in vitro aos extratos
de M. ophthalmocentra (EHMO) e A. esculentus (EHMO) em meio com e sem agente
hemolisante. Vale ressaltar que o diclofenaco e o meloxicam foram testados em concentragcdes
variando de 20 a 100 pg/ml, enquanto que a planta com e sem hemolisante foram testadas nas
concentracOes variando de 20 a 500 pg/ml. As figuras 14 e 15 apresentam a absorbancia da
hemoglobina exposta ao extrato da M. ophthalmocentra e de A. esculentus no meio com
hemolisante e sem hemolisante, meloxicam e diclofenaco.

Na figura 14, observa-se que o diclofenaco apresenta uma baixa absorbancia
significando que o poder hemolitico dessa substancia é baixo nas concentragdes testadas em
comparagdo com os resultados obtidos do meloxicam e do extrato da M. ophthalmocentra,
nas mesmas concentracdes. Com relacdo a M. ophthalmocentra com e sem hemolisante
observa-se que nas concentracfes de 20 a 100 pg/ml ambas apresentam efeito hemolitico
maior que o diclofenaco, entretanto na presenca do agente hemolitico o efeito da hemolise do
extrato da M. ophthalmocentra é maior que o do meloxicam nas concentra¢fes de 50 e 100
ug/ml. Extrapolando as concentragbes do extrato da M. ophthalmocentra para 250 e 500
ug/ml, observa-se que o efeito hemolitico no meio com e sem hemolisante ndo tem diferenca
significativa (p>0.05). Entretanto esse efeito € maior que o do meloxicam e diclofenaco a 100

ug/ml.
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FIGURA 14 - Acdo hemolitica in vitro da Mimosa ophthalmocentra Mart. ex Benth. em comparacao

com agente hemolisante e farmacos padrao.
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Fonte: Autor proprio.

Na figura 15, observa-se 0 mesmo comportamento do diclofenaco e do meloxicam
apresentado na figura anterior. Com relagdo a A. esculentus nas concentragfes de 20 a 100
ug/ml, na presenca do agente hemolisante, o efeito hemolitico é maior que o efeito
apresentado com o diclofenaco e com o agente hemolisante sozinho, mostrando que pode
ocorrer um sinergismo entre a A. esculentus e o agente hemolitico potencializando o efeito
tanto do extrato de A. esculentus quanto do agente atuando sozinho. Entretanto esse efeito é
menor que o efeito apresentado pelo meloxicam nessas mesmas concentra¢des. Observa-se
também que a partir de 150 pg/ml do extrato de A. esculentus com e sem agente hemolisante o
feito hemolitico ndo apresenta diferenca significativa (p>0.05), porém nas concentracdes de
250 e 500 pg/ml do extrato de A. esculentus o efeito hemolitico € maior que o do meloxicam e

diclofenaco a 100 pg/ml.
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FIGURA 15 — Ac¢do hemolitica in vitro da e Abelmoschus esculentus Linn em comparagdo com agente

hemolisante e farmacos padréo.
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6 CONCLUSOES

Foi possivel caracterizar de forma quantitativa as drogas vegetais de diferentes
tamanhos de particulas com relacdo a composi¢do centesimal, onde os carboidratos se
apresentaram em maior quantidade com relacdo aos lipideos e as proteinas. A composicado
mineral também foi determinada de forma quantitativa, mostrando que os indices de célcio
séo superiores com relagdo aos demais minerais avaliados.

Os dados térmicos mostraram que é possivel identificar os diferentes tamanhos de
particulas, evidenciou a diminuicdo nos valores da energia de ativacdo com a reducdo do
tamanho de particula, demonstrando a diminui¢do na estabilidade com o aumento da area
superficial das particulas.

Os pirogramas das amostras mostram diferenga na quantidade de picos presentes em
cada temperatura avaliada, uma vez que quanto maior a temperatura da pirdlise maior a
quantidade de picos detectados, sendo assim possivel uma melhor caracterizagdo das drogas
vegetais através da sua impresséo digital pirolitica.

Na quantificacdo dos metabdlitos secundarios das drogas vegetais foi possivel
quantificar a concentracdo de polifendis, flavondides e taninos. As concentracdes dos
constituintes obedeceram a seguinte ordem para ambas os vegetais: polifenois > flavonoides >
taninos.

Os estudos bioldgicos mostraram atoxicidade de ambas as drogas vegetais e extratos
nas concentracdes até 4000 mg/Kg de animal. Nas doses de 2000, 3000 e 4000 mg/Kg de
animal foram verificadas as atividades antinocepticas. A atividade antiinflamatoria sugestiva

foi observada nos ensaios hemoliticos in vitro.
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