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RESUMO

A Floresta Nacional do Araripe (Ceara) é uma unidade de conservacdo brasileira que possui
diversas espécies da flora nativa que originam produtos de uso popular e cientifico. Destas,
destaca-se a Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel (janaguba), cujo latex do caule é um
derivado vegetal popularmente empregado no tratamento de algumas doengas como cancer,
Ulcera gastrica e reumatismo. Segundo a literatura, o latex possui acetato de lupeol e proteinas,
além dos efeitos antidlcera, imunomodulador, anticancerigeno, analgésico e anti-inflamatorio.
O presente trabalho objetivou avaliar o potencial farmacoquimico do latex de H. drasticus, que
envolveu desde os estudos etnobotanico e etnofarmacoldgico & descoberta do fitocomplexo HD
(FitoHD). O primeiro estudo foi realizado com os raizeiros das cidades de Fortaleza, Pacajus e
Crato (CE), revelando que 85,7% dos entrevistados tinham mais de 10 anos de servico e 61,9%
estavam na faixa etaria superior a 40 anos, 0 que representou um fator positivo quanto a
experiéncia com plantas medicinais. As principais indicacdes foram para o tratamento de
Ulceras gastricas, inflamacGes em geral e cancer, que estdo em concordancia com os estudos
farmacoldgicos feitos com a espécie. A caracterizacao fisico-quimica e avaliacdo da qualidade
microbioldgica do latex serviram de parametros para analisar suas preparacdes comerciais.
Constatou que todas as dez amostras analisadas apresentaram variabilidade em suas
caracteristicas e todas continham elevada contaminagdo microbiana; somente quatro possuiram
perfil cromatografico semelhante ao do marcador quimico determinado no presente trabalho.
Para o estudo quimico preliminar, foram realizados testes qualitativos de identificacdo de
metabdlitos secundarios, bem como a determinacdo de polifendis totais (método Folin-
Ciocalteau), quantificacdo de proteinas (técnica de Kjeldahl), carboidratos (método Fenol-
Sulfarico) e minerais (turbidimetria, espectrofotometria de absorcao atbmica, de absor¢do UV-
VIS e fotometria de chama). No latex foram detectados a presenca de fendis simples, taninos,
triterpenoides, iridoides, proteinas, carboidratos, P, N, K, Ca, Na, Mg, S, Fe, Zn e Mn. A
atividade antimicrobiana (teste de difusdo em agar) foi também avaliada. A fragdo mais polar,
obtida por particdo do latex, foi ativa contra cepas de Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida albicans. No isolamento e identificacdo de
substancias ativas foram utilizadas técnicas cromatogréaficas usuais e determinagéo estrutural
por RMN H e 3C, respectivamente. A técnica de RMN *H foi empregada para quantificagio
de substancias isoladas. O latex particionado em acetato de etila 1:4 (v/v) forneceu 0,68% de
um residuo extrativo, que foi denominado FitoHD. Desse produto foram isoladas, identificadas

e quantificadas as substincias cinamato de a-amirina (30,57+1,13%), acetato de lupeol



(14,54+£2,61%) e cinamato de lupeol (25,35+0,31%). Os compostos isolados deste
fitocomplexo s@o comuns a varias espécies do género Himatanthus. A presenca de cinamato de
a-amirina e de lupeol no latex de H. drasticus esta sendo relatada pela primeira vez. O FitoHD
se constitui em uma base farmacoldgica em potencial, bem como um importante marcador

quimico para a identificacdo do latex.

Palavras-chave: Himatanthus drasticus. Apocynaceae. Latex. Farmacoquimico.



ABSTRACT

The Araripe National Forest (Ceard) is a Brazilian conservation unit that has several species of
the native flora which yield products of popular and scientific uses. Of these, there is the
Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel (janaguba), whose latex from the stalk is a vegetable
derivative popularly used in the treatment of some diseases such as cancer, gastric ulcer and
rheumatism. The latex has lupeol acetate and proteins, which presents anti-ulcer,
immunomodulatory, anticancer, analgesic and anti-inflammatory effects. This study aimed to
evaluate the H. drasticus latex chemical-pharmaceutical potential, which involved since the
ethnobotanical and ethnopharmacological studies to the discovery of HD phytocomplex
(FitoHD). The first study was carried out with herb doctors from Fortaleza, Pacajus and Crato
(CE), revealing that 85.7% of respondents had more than 10 years of service and 61.9% were
over 40 years of age, representing a positive factor regarding the experience with medicinal
plants. The main indications were for the treatment of gastric ulcers, general inflammation and
cancer, which are in agreement with the pharmacological studies of this species. The latex
physicochemical characterization and microbiological quality evaluation served as parameters
to analyze its commercial preparations. All ten analyzed samples showed variability in their
characteristics and contained high microbial contamination; only four possessed
chromatographic profile similar to a chemical marker determined in the present work. For the
preliminary chemical study, qualitative tests were carried out for identification of secondary
metabolites, as well as the determination of total polyphenols (Folin-Ciocalteu method),
quantification of proteins (Kjeldahl technique), carbohydrates (phenol-sulfuric method) and
minerals (turbidity, spectrophotometry and flame photometry). In the latex complex were
detected phenols, tannins, triterpenoids, iridoids, proteins, carbohydrates and minerals (P, N,
K, Ca, Na, Mg, S, Fe, Zn and Mn). The antimicrobial activity (agar diffusion test) was also
evaluated. The more polar fraction, obtained by the latex partition, was active against strains of
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Candida albicans. For
the isolation and identification of the active compounds were used usual chromatographic
techniques and structure determination by 'H and *C NMR, respectively. The 'H NMR
technique was used for the quantification of single substances. The latex 1:4 (v/v) was
partitioned in ethyl acetate to yield 0.68% of extractives residue, which was called FitoHD.
From this product were isolated, identified and quantified the substances a-amyrin cinnamate
(30.57+1.13%), lupeol acetate (14.54+2.61%) and lupeol cinnamate (25.35+0.31%). The

compounds isolated from this phytocomplex are common to several species of the genus



Himatanthus. The presence of a-amyrin cinnamate and lupeol cinnamate in H. drasticus latex
is being reported for the first time. The FitoHD constitutes a potential pharmacological basis as

well as an important chemical marker for the identification of the latex.

Keywords: Himatanthus drasticus. Apocynaceae. Latex. Phytochemistry pharmaceutical.
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1 INTRODUCAO

A Floresta Nacional do Araripe, ou FLONA Araripe, € uma unidade de conservacao
brasileira situada na chapada do Araripe (regido do Cariri, Ceard), administrada pelo IBAMA
(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) e integrante do
SNUC (Sistema Nacional de Unidades de Conservacdo da Natureza) (IBAMA, 2009). Possui
expressivo potencial ecolégico e nela se encontram diversas espécies da flora nativa que
originam produtos de uso popular e cientifico, tais como fibras, borrachas, gomas, ceras,
oleaginosas, produtos alimenticios e aromaticos (CAVALCANTI; NUNES, 2002; IBAMA,
2009).

Dentre as varias espécies vegetais da FLONA Araripe, destaca-se a janaguba
(Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel), cujo latex é um derivado vegetal largamente utilizado
na medicina popular e comercializado em varias regides do pais. A Resolu¢do RDC n° 26/2014
(BRASIL, 2014) define derivado vegetal como produto da extracdo da planta medicinal in
natura ou da droga vegetal, podendo ocorrer na forma de extrato, tintura, alcoolatura, 6leo fixo
e volatil, cera, exsudato e outros, o que inclui latex de plantas.

A janaguba é uma espécie prevalentemente brasileira, pertencente a familia
Apocynaceae, sendo também conhecida popularmente como tiborna, raivosa, pau-de-leite,
joanaguba, suculba ou sucuba (PLUMEL, 1990). Ocorre em varios estados nordestinos, no
Para, Mato Grosso, Goids, Tocantins e Minas Gerais (PLUMEL, 1990; FORZZA et al., 2010).
Prevalece em vegetacdo de cerrado, caatinga, bem como na transicdo entre estes, carrasco,
capoeira, mata de galeria, em solos arenoso-pedregosos e em campo com afloramento granitico
(SPINA, 2004). Ha relatos, ainda, de sua presenca em menor quantidade nas Guianas e no
Suriname, onde é chamada carterpillar tree e frangipani (MORAGAS, 2006). Das treze
espécies de Himatanthus que ocorrem no Brasil, H. drasticus é a Unica encontrada no Ceara
(PLUMEL, 1990; FORZZA et al., 2010), predominando na chapada do Araripe (MODESTO,
1997; AMARO et al., 2006).

A planta € encontrada na forma arbdrea, podendo atingir cerca de sete metros de
altura, apresentando folhagem densa nas extremidades dos ramos (PLUMEL, 1991,
MODESTO, 1997; SPINA, 2004; MORAGAS, 2006; AMARO et al., 2006; LORENZI;
MATOS, 2008). A extracdo do latex é realizada em plantas que tenham caules com perimetros

iguais ou superiores a vinte e dois centimetros. Dependendo destes séo feitos de dois a quatro
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cortes no caule. O latex é entdo diluido em &gua na propor¢do 1:4 ou 1:10, armazenado em
recipiente de vidro e comercializado (MODESTO, 1997, LORENZI; MATOS, 2008).

Seu uso € muito difundido na medicina popular para o tratamento de doencas que
ainda permanecem como um desafio para os cientistas em todo o mundo. Os andncios
propagandisticos informam que se trata de “santo remédio” para curar alguns tipos de cancer
(pulmonar e linfatico), Glcera gastrica, gastrite, reumatismo, sendo utilizado interna ou
externamente (NERES, 1990; PEIXOTO, 2001), além de combater vermes intestinais, febre,
menstruacoes irregulares e infertilidade feminina (LORENZI; MATQOS, 2008).

Segundo levantamento bibliografico, estudos fitoquimicos e farmacoldgicos sobre
a janaguba comecaram nos Ultimos dez anos. Moragas (2006) isolou da casca do caule,
majoritariamente, os triterpenos amirina e acetato de lupeol, além dos iridéides plumierideo,
isoplumierideo, protoplumericina A, cafeoilplumierideo e 4&cido-3-metoxi-3,4-di-
hidroplumierideo; nas folhas foram encontrados os mesmos terpenoides descritos para a casca
e o flavonoide rutina. Colares et al. (2008a) identificaram o triterpeno cinamato de lupeol na
casca do caule, além de determinarem sua atividade antinociceptiva e citotoxica contra Artemia
salina. Colares et al. (2008b) e Leite et al. (2009) determinaram a presenca de atividade
gastroprotetora do latex. Sousa (2009) observou que o latex (14,0 mL/Kg de peso do animal —
camundongos Swiss machos) apresentou inibicdo significativa contra o carcinoma de Ehrlich;
e Mousinho et al. (2011) encontraram atividade antitumoral numa frac&o proteica extraida do
latex.

Segundo Peixoto (2001), ha registros de que os indios Cariris utilizavam a janaguba
existente na chapada do Araripe, no inicio da coloniza¢do, como cicatrizante. Em 1976, o
médico cearense José Ulisses Peixoto afirmou que o latex de janaguba possuia alto poder
imunoldgico contra alguns tipos de cancer. A declaracdo era de um conceituado clinico do
Cariri, que se baseava em estudos procedidos ao longo de quatro anos, acompanhando de perto
pacientes cancerosos que foram tratados consumindo ou aplicando a janaguba. Apesar de
muitos questionamentos em torno da real eficacia, o fato é que litros com o leite diluido em
agua sdo vendidos para todo o pais e para o exterior (PEIXOTO, 2001).

O pronunciamento desse médico alcangou repercussdo no sul do pais e virou noticia
em jornais e revistas. Ele entregou o controle dos casos a Fundacéo Padre Ibiapina, vinculada
a Diocese do Crato (CE). O bispo diocesano, Dom Vicente Matos, submeteu o assunto ao
Ministério da Salde, entretanto, as autoridades federais ndo demonstraram interesse em
aprofundar os estudos sobre a eficacia da janaguba no tratamento de uma série de doengas
(PEIXOTO, 2001).
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Os dados obtidos através de levantamento bibliografico em banco de dados
indexados via Portal Periodicos Capes (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior) demonstraram a necessidade de desenvolvimento de estudos cientificos que
avaliassem o potencial farmacoquimico do latex de janaguba, objetivo geral do projeto de tese.
Entende-se por farmacoquimica, o estudo quimico da droga com vistas a sua aplicacdo
farmacéutica (COSTA, 2002).

Este estudo envolveu, inicialmente, o conhecimento dos aspectos etnobotanico e
etnofarmacoldgico relacionados a planta (parte usada, aplicacbes terapéuticas, preparo,
posologia), seguida da caracterizagdo fisico-quimica e avaliagdo da qualidade microbiol6gica
do latex oriundo da FLONA Araripe. Esta Gltima serviu de pardmetro para avaliacdo das
caracteristicas fisico-quimicas e da qualidade microbioldgica das preparacfes comerciais de
leite de janaguba, que veio apresentar a situacdo dos produtos disponiveis num mercado de
Fortaleza. O estudo quimico preliminar do latex foi constituido por abordagem fitoquimica,
doseamento de carboidratos, proteinas e minerais. Na literatura ha registro de boa agéo
antimicrobiana para o latex de H. articulatus que conduziu a realizacdo do mesmo
procedimento com o latex de H. drasticus. Por fim, foi feito o isolamento, identificacdo e
quantificacdo de metabolitos secundarios.

O presente trabalho encontra-se organizado em se¢fes que apresentam uma reviséo
bibliogréfica sobre os aspectos botanicos, quimicos e farmacoldgicos do género Himatanthus;
a parte experimental, composta de metodologia, resultados e discussdes; consideracoes finais;
referéncias bibliograficas; apéndices e anexos. A parte experimental laboratorial foi
desenvolvida nos laboratérios do curso de Farmacia da Universidade de Fortaleza (UNIFOR),
de Farmacognosia e do Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética
Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceara (UFC) e da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA).
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2 A FAMILIA APOCYNACEAE E ASPECTOS BOTANICOS DO GENERO
HIMATANTHUS

Nessa secdo, a descricdo da familia Apocynaceae é apresentada de forma sucinta,
abordando além dos aspectos botanicos, os aspectos quimicos. Esta familia constitui uma rica
fonte de metabdlitos secundarios, onde muitos géneros a ela pertencentes sdo utilizados em
larga escala para uso medicinal, tanto pelas pequenas comunidades, como pela indastria. Dentre
estes serd destacado o género Himatanthus.

Foi feita uma revisdo dos aspectos botanicos do referido género, onde as
informacBes foram fundamentalmente obtidas de Plumel (1990), Spina (2004) e Forzza et al.
(2010). Estas incluem distribuicdo geografica e bidtopos.

Os dados foram compilados e apresentados em quadro (distribuicdo geografica e
bidtopos), figuras (espécies ocorrentes no Nordeste e imagens de H. drasticus) e textos
(descricdo botanica). A representacdo grafica do Quadro 1 e da Figura 1 sdo de autoria da
pesquisadora. Os desenhos das folhas foram baseados nos trabalhos de Plumel (1990) e Spina

(2004) e processados no programa Paint®.

2.1 Consideracdes gerais sobre a familia Apocynaceae

Pertencente & subclasse Asteridae, ordem Gentianales, subordem Apocyninae
(NICHOLAS; BANINATH, 1994), a familia Apocynaceae engloba cerca de 550 géneros e
3700 a 5100 espécies, distribuidas em todos os continentes, exceto a Antartida (MABBERLEY,
1997). Um terco de todas as espécies ocorrem em regides tropicais (MORAGAS, 2006).
Encontra-se atualmente subdividida em cinco principais subfamilias: Rauvolfioideae,
Apocynoideae, Asclepiaedoideae, Periplocoideae e Secamonoideae (ENDRESS; BRUYNS,
2000).

No Brasil foram catalogados 95 géneros e 850 espécies. Estas podem ser
encontradas nas florestas pluviais Amazonica, Atlantica e de Tabuleiro; e florestas secas,
restinga, cerrado e caatinga (MORAGAS, 2006).

A Apocynaceae se apresenta na forma de arvores, arvoretas, ervas ou lianas.
Possuem folhas opostas alternas ou, ocasionalmente, verticiladas, glabras ou pilosas, simples,
inteiras, com ou sem estipulas. Suas inflorescéncias sao cimosas ou solitarias, com bracteas e

bractéolas, axilares ou laterais. Suas flores sdo pentameras simpétalas. O androceu apresenta-
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se isostémone com estames inseridos no tubo da corola. J& o gineceu possui ovario stpero ou
semi-infero, geralmente bilocular, com estiletes nulos ou curtos, filiformes e coroados por um
estigma deitado sobre as anteras. Frutos indeiscentes ou deiscentes; sementes, as vezes aladas
ou com pelos. Géneros como Carissa apresentam espinhos. Possui, ainda, sistema laticifero
bem desenvolvido, onde o latex pode apresentar cor clara e raramente avermelhada ou
amarelada (QUINETE; ADREATA, 2005; NICHOLAS, BAIINATH, 1994; VAN DEN
BERG, 1993).

Quimicamente essa familia é caracterizada pela presenca de alcaloides, glicosideos
cardiotonicos e iridoides. Dentre os alcaloides destacam-se os indolicos ajmalina, serpentina,
serpentinina, reserpina (género Rauwolfia), que possuem agéo anti-hipertensiva; vimblastina e
vincristina presentes na Vinca major e Catharanthus roseus, além da vincamina presente na
Vinca minor, todos compostos antitumorais. E possivel destacar ainda reserpina e alstonina
(antipsicdtico) presentes no género Alstonia (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; MORAGAS,
2006).

Glicosideos cardiotonicos foram encontrados nas sementes de espécies de
Strophantus, como Strophantus gratus (estrofantidina G, conhecida como ouabaina) e S. kombe
(estrofantidina K). Outro género importante que possui glicosideos cardiotdnicos é Nerium,
principalmente a espécie Nerium oleander que possui o cardiotdnico oleandrina (ROBBERS;
SPEDIE; TYLER, 1997).

Varios iridoides foram isolados das raizes de Allamanda catartica, principalmente
a alamandina. S8o conhecidas ainda deste género os compostos isoplumericina, plumericina e
alamicina (BARRY; JAMES, 1985; ANDERSON; CHANG; MC’LAUGHLIN, 1988).

Além das propriedades medicinais, a Apocynaceae possui uma relevante
importancia comercial. O latex produzido por espécies como Landolphia sp, Macoubea
guianensis, Lacmellea pauciflora e Couma rigida sdo importantes para a producdo da borracha,
no preparo de gomas de mascar, sucos e sorvetes (QUINET; ANDREATA, 2005; BARATTO,
2010).

2.2 Aspectos botanicos do género Himatanthus
O género Himatanthus Willd. ex Schult., inicialmente incluido no género Plumeria,

possui grandes bracteas envolvendo os botBes florais, determinantes para a separagdo dos

géneros. A presenca destas bracteas d4 origem ao nome deste género, que significa “manto de



APOCYNACEAE E BOTANICA DO GENERO HIMATANTHUS 33

flor”. Himatanthus esta inserido na subfamilia Rauvolfioideae, tribo Plumerieae, que
compartilha com os géneros Plumeria e Mortoniella. Dentro desta tribo ainda pertencem
Allamanda, Anechites, Cameraria, Cerbera e outros (PLUMEL, 1990; ENDRESS; BRUYNS,
2000).

De acordo com uma revisdo feita por Plumel (1990), o género Himatanthus contém
13 espécies, incluindo oito variedades. Baseando-se nas caracteristicas da morfologia foliar e
floral, distinguiram-se dois subgéneros:

A) Obovatae: Species foliis obovatis vel ellipticus; floribus tubi satis brevis;
antherae apice acuto, clavuncula appendicibus evolutis longioribus tertia parte longitudinis
styli (Espécies foliares obovada ou eliptica; flores tubulares muito curtas, anteras de apice
agudo, apéndices clavunculares evoluidos em mais de um terco do comprimento do estilete).

Esse subgénero inclui as seguintes espécies: H. obovatus (Muell. Arg.) Woodson
(H. obovatus var. obovatus, H. obovatus var. puberulus e H. obovatus var. velutinus), H.
drasticus (Mart.) Plumel, H. fallax (Muell. Arg.) Plumel, H. articulatus (Vahl) Woodson, H.
sucuuba (Spruce) Woodson e H. tarapotensis (Schumann ex Markgraf) Plumel.

B) Lanceolatae: Species foliis lanceolatis, oblanceolatis, spatulatis, basi
graduatim attenuate in petiolum; floribus tubi relative longo; antherae apice obtuse;
clavoncula appendicibus brevibus, aequalibus vel brevioribus quarta parte longitudinis styli
(Folhas laceoladas, oblanceoladas, espatuladas, com base gradualmente atenuada até ao
peciolo; flores de tubo relativamente longo; antera de apice obtuso; apéndices clavunculares
curtos, mais curtos do que ou igual a um quarto do comprimento do estilete).

Esse subgénero inclui as seguintes espécies: H. lancifolius (Muell. Arg.) Woodson,
H. phagedaenicus (Mart.) Woodson, H. speciosus (Muell. Arg.) Plumel, H. bracteatus (A. DC.)
Woodson (H. bracteatus var. attenuates, H. bracteatus var. bracteatus e H. bracteatus var.
revolutus), H. stenophyllus Plumel, H. attenuatus (Benth.) Woodson (H. attenuatus var.
malongo e H. attenuatus var. obtusifolius) e H. semilunatus Markgraf.

Dependendo do seu tamanho, as espécies do género Himatanthus distinguem-se em
quatro grupos:

e De grandes arvores, crescendo até 20 ou 30 m: H. articulatus, H. tarapotensis, H.
speciosus e H. stenophyllus;

e De arvores de médio porte, mais frequentemente de 10 a 20 m: H. sucuuba, H.
lancifolius, H. phagedaenicus e H. bracteatus;

e De arbustos de 5 a 10 m: H. fallax, H. drasticus, H. obovatus e H. attenuatus;
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e De arbusto espesso de 1,5 a5 m: H. semilunatus.

Todas as espécies do género sdo notadamente helidfilas, e de uma maneira geral, a
floracéo ocorre, em cada hemisfério, desde o inicio do aumento do fotoperiodo, com 0 aumento
do fluxo luminoso, mais ou menos de acordo com a latitude, e ela continua durante o periodo
de estio.

Trabalhos de Spina (2004) mostraram que muitas das espécies classificadas por
Plumel eram sin6énimas, reduzindo o nimero de espécies para nove: H. attenuatus, H.
phagedaenicus, H. revolutus, H. semilunatus, H. tarapotensis, H. articulatus, H. obovatus, H.
bracteatus e H. drasticus. Segundo Spina, este género é geralmente encontrado na forma de
arvore com tronco lenhoso e definido, com ramifica¢fes terminais; e as folhas sdo simples,
apresentando-se inteiras ou revolutas, pecioladas ou sésseis e com varias formas.

Plumel (1990) baseou-se principalmente nas caracteristicas foliares, como apice e
base, para diferenciar as espécies desse género. Todavia, Spina (2004) considerou esta
classificacdo inconcebivel, porque se baseava em caracteristicas muito variaveis entre as
amostras do género.

Em 2010, foi publicado o Catélogo de Plantas e Fungos do Brasil (FORZZA et al.,
2010) que contou com a participacdo de mais de 400 especialistas botanicos. Este catalogo
informa que o género Himatanthus possui 13 espécies e cinco variedades, todas endémicas; sao
elas: H. articulatus, H. attenuatus, H. bracteatus, H. bracteatus var. bracteatus, H. bracteatus
var. revolutus, H. drasticus, H. fallax, H. lancifolius, H. obovatus, H. obovatus var. obovatus,
H. obovatus var. puberulus, H. obovatus var. velutinus, H. phagedaenicus, H. semilunatus, H.
speciosus, H. stenophyllus, H. sucuuba e H. tarapotensis. Foram mantidas as 13 espécies
citadas por Plumel (1990), excluindo as duas variedades de H. attenuatus e a variedade H.
bracteatus var. attenuatus.

Himatanthus possui inflorescéncias terminais, articuladas e do tipo tirsoide. As
bracteas sdo grandes, naviculares e petaldides. As flores sdo sesseis, hermafroditas,
actinomorfas e pentdmeras. O calice possui de uma a cinco lacinias de tamanhos variados.
Possui, ainda, ovario formado por dois carpelos soldados da base até a metade, hemi-sincarpico,
semi-infero com placentagdo axilar e multi-ovulado. Os frutos, foliculos, sdo opostos,
cilindricos, estreitos na regido apical, apresentando duas estrias laterais que se sobressaem cuja
cor varia de castanho-claro a castanho-escuro (SPINA, 2004).

Sobre o plano geogréafico, o género Himatanthus é generalizado na banda tropical
e subtropical da América do Sul, de cerca de 10° de latitude Norte até a vizinhanca do Tropico
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de Capricornio (PLUMEL, 1990). No Quadro 1 encontram-se listadas as espécies de
Himatanthus com as respectivas distribuicdes geogréficas no Brasil e outros paises e bidtopos
(PLUMEL, 1990; FORZZA et al., 2010); e na Figura 1, a distribuicdo das 11 espécies de
Himatanthus que ocorrem no Nordeste brasileiro, com as representacfes de suas morfologias
foliares, conforme descricdo de Plumel (1990). Sejam os dados de Forzza et al. (2010), sejam
os de Plumel (1990), 20 anos antes, estes ndo podem ser rigorosamente considerados, e 0s
mapas fornecem apenas uma ideia da distribuicéo destas plantas no Brasil. Como relatou Plumel
(1990):

(...) a acessibilidade dos locais de coleta e, assim, a presenca nos mesmos locais de
coletores sucessivos, modificam as estatisticas, e é bem evidente que grande parte da
floresta Amazénica, por exemplo, ndo tenha sido sistematicamente explorada. Além
disso, devido as colheitas ao longo dos anos e a aceleracgao atual do desmatamento, a
coincidéncia entre a distribuicdo geogréfica do passado e 0s dados recentes ndo podem

Ser rigorosos.
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A seguir sdo descritas as caracteristicas botanicas de cada uma das espécies de
Himatanthus.

2.2.1 Himatanthus articulatus (Vahl) Woodson

Grandes arvores altas que crescem até 22 m de altura e 0,4 m de didmetro. Os ramos
sdo arredondados, carnosos e o topo possui folhas pouco numerosas.

As folhas sdo grossas subcoriaceas, glabras, verde-escuro e luzidias na face adaxial,
mais palidas na face abaxial, oblongas a lados sublineares, apice obtuso a retangular, curtamente
e obtusamente apiculado, base arredondada a cuneiforme, tornando-se frequentemente
verrucosa na dessecacdo. O peciolo é forte, relativamente curto, medindo cerca de sétima parte
da folha. As nervuras secundarias sdo de 12 a 15, pouco inclinadas, formando um angulo de
cerca de 70° com a nervura primaria, inicialmente retas, depois curvas, se unindo em nervuras
submarginais regularmente sinuosas. Possui rede de nervacdo terciaria densa, ramificada,
distintamente aparente em relevo sobre as duas faces da folha apds dessecacdo (PLUMEL,
1990; WOOD et al., 2001; SEQUEIRA et al. 2009).

2.2.2 Himatanthus attenuatus (Benth.) Woodson

Arbustos gque atingem 7 m, com ramos finos e folhagem pouco densa.

As folhas sdo subcoriaceas, verde-glauco, pouco brilhantes, oblanceoladas a
lineares, apice finamente acuminado, base aguda se estreitando gradualmente, atenuada, sobre
um peciolo demasiadamente curto, medindo cerca oitava parte da folha. As nervuras
secundarias sdo apertadas, cerca de 25 de cada lado, ligeiramente inclinadas (75°), retas, quase
paralelas; e nervura marginal com borda quase retilinea. A nervacdo terciaria é aparente em

relevo sobre as duas faces do limbo, com rede pouco distinta na face superior (PLUMEL, 1990).

2.2.3 Himatanthus bracteatus (A.DC.) Woodson

Arvores de tamanho mediano, atingindo 12 m, com ramos de inflorescéncias
carnosas e articuladas.

As folhas séo espessadas, tornando-se firmemente coriaceas na dessecacéo, pouco
brilhantes, obovais, oblongas, espatuladas, apice arredondado, as vezes truncado, mucronado,

ou um pouco emarginado, base aguda decurrente sobre um peciolo curto espesso, e borda
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subrevoluta. As nervuras secundarias sdo cerca de 16 em cada lado, fortes, salientes, retas,
perpendiculares ou pouco inclinadas, unindo-se a nervura marginal forte, reta ou um pouco
sinuosa. Apos dessecacao, a nervura marginal apresenta um sulco na superficie adaxial da folha.
As sépalas sdo obsoletas ou ausentes.
Descrigdo das variedades:

e Himatanthus bracteatus var. bracteatus (A.DC.) Woodson: Margo folii
subrevolutus (margem da folha sub-revoluta).

e Himatanthus bracteatus var. revolutus (Huber) Plumel: Folia oblonga, basi
attenuata, marginali nervo paulum sinuoso, margo folii conspicue revolutus (folha
oblonga, base atenuada, nervura marginal ligeiramente sinuosa, margem foliar
visivelmente revoluta) (PLUMEL, 1990).

2.2.4 Himatanthus tarapotensis (K.Schum. ex Markgr.) Plumel

Grandes arvores que atingem 25 m de altura, com ramos pouco carnosos.

As folhas sdo membranosas, glabras, elipticas, quatro a cinco vezes mais longas
que largas, com apice obtusamente acuminado. As nervuras secundarias sdo em nimero de dez
a 15 de cada lado, inclinadas, curvas, se unindo pouco antes da margem. A base é aguda; o
peciolo é longo (4 a 6 cm) e flexivel (PLUMEL, 1990).

2.2.5 Himatanthus fallax (Mull.Arg.) Plumel

Arbusto de 4 a 5 m, com ramos folhosos até a extremidade.

As folhas sdo subcoriaceas, glabras, brilhantes, oblongas, apice arredondado a
obtuso, base obtusa, e o peciolo é relativamente curto (1,5 a 2,5 cm). As nervuras secundarias
sdo cerca de 18 de cada lado, quase retilineas inicialmente, bruscamente arqueadas perto da
borda, se unindo em nervuras marginais sinuosas. A rede de nervacdo terciaria é densa,
ramificada, distintamente aparente em relevo sobre as duas faces da folha apo6s dessecagédo
(PLUMEL, 1990).
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2.2.6 Himatanthus lancifolius (Mull.Arg.) Woodson

Pequenas arvores delgadas de até 8 m, com ramos carnosos e folhagem densa.

As folhas sdo membranosas, brilhantes, verde escuras na face adaxial, verde palido
um pouco amarelado na face abaxial, oblanceoladas fechadas a lineares, &pice agudo
acuminado, base aguda atenuada, peciolo fino muito curto. A nervura principal é amarelo
esverdeado, de seccdo transversal arredondada na face abaxial no material fresco, tornando-se
marrom escuro a negro na secagem. As nervuras secundarias sdo cerca de 18 de cada lado,
pouco inclinadas, retas ou encurvadas; e as nervuras marginais séo finas, perto da borda e pouco
aparente. Esta espécie, proxima de H. phagedaenicus, difere pelas folhas oblanceoladas mais
fechadas, de comprimento superior a trés vezes sua largura. Os ramos jovens sdo castanho-
escuros e 0s mais velhos possuem manchas castanho-claro. Séo latescentes.

Os fragmentos da casca do caule tém formato plano, superficie irregular, exibindo
gretas ou fendas mais ou menos profundas na superficie externa e lisa na superficie interna
(PLUMEL, 1990; BARATTO et al., 2010).

2.2.7 Himatanthus obovatus (Mull.Arg.) Woodson

Arbusto de 4 a 6 m, densamente folhado, com ramos grossos e um pouco carnosos.
As folhas sdo subseésseis, firmemente membranosas, verde escuro na face adaxial e
verde claro na face abaxial; obovais largas a obovais oblongas, apice arredondado a obtuso, as
vezes truncado e ligeiramente mucronado; base arredondada, as vezes, subcordada, cuneiforme
nas folhas jovens. As nervuras secundarias sdo de 15 a 18, ligeiramente sinuosas, notadamente
inclinadas em relacdo a nervura central, com a qual elas formam um angulo de 60°, curvadas
até a extremidade, juntando-se na nervura marginal sinuosa; nervacgdo terciaria, solta, pouco
marcada. O peciolo é muito curto, de 5 mm de comprimento e grosso.
A casca € acinzentada, fortemente suberosa e rachada na base do tronco.
Descricdo das variedades:
e Himatanthus obovatus var. obovatus (Mull.Arg.) Woodson: Planta totis partibus
glabris (todas as partes da planta séo glabras);
e Himatanthus obovatus var. puberulus (Mull.Arg.) Woodson: Folia cum pilis
simplicibus, sparsis, in nervis vel in petiole locati (folhas com pelos simples,

escassos, localizados nas nervuras ou peciolos);
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e Himatanthus obovatus var. velutinus (Mull.Arg.) Woodson: Folia inferior facie,

tenui pube vestita (face inferior das folhas com finos pelos) (PLUMEL, 1990).

2.2.8 Himatanthus phagedaenicus (Mart.) Woodson

Pequenas arvores, de até 8 m, com ramos curtos, um pouco carnosos e densamente
folhosos.

As folhas sdo membranosas, verde claro, pouco brilhantes, oblanceoladas largas;
com nervura principal arqueada para tras e limbo dobrado longitudinalmente em angulo obtuso
(aproximadamente 120°), apice obtuso ligeiramente acuminado, base cuneiforme ligeiramente
decurrente sobre peciolo muito curto, de 2 a 4 cm. As nervuras secundarias sao cerca de 20 em
cada lado, ligeiramente inclinadas, finas, pouco salientes, quase retas, se unindo em uma
nervura marginal fina, préxima da borda, muito pouco sinuosa.

A casca do tronco possui coloragdo cinza (PLUMEL, 1990).

2.2.9 Himatanthus semilunatus Markgr.

Arbusto denso, de 1,5 a 3 m de altura, com ramos finos.

As folhas séo alternas, coridceas, glabras, ternas, pequenas, de 9 a 15 cm de
comprimento, 1,7 a 3 cm de largura, oblanceoladas, fechadas, apice arredondado a obtuso, base
se atenuando gradativamente até ao ponto de insercdo sobre o ramo, sesseis. As folhas jovens
sdo peguenas, obovais, apice arredondado, base atenuada, sésseis. As nervuras secundarias sdo
cerca de 25 pares, retas, apertadas e irregularmente inclinadas. A nervacao terciaria é pouco
ramificada, aparente, em relevo sobre as duas faces e pouco distinta na face superior. A nervura
marginal é quase retilinea (PLUMEL, 1990).

2.2.10 Himatanthus speciosus (Mull.Arg.) Plumel

Arvore de tronco cilindrico, atingindo 15 m de altura e 15 cm de didmetro.

As folhas jovens sdo grandes, com até 70 cm de comprimento, subcoriaceas,
elipticas oblongas a elipticas espatuladas, apice agudo a pouco acuminado. AS nervuras
secundarias sdo de 16 a 22, salientes, muito pouco inclinadas (80°), retilineas até a margem; e
a nervura marginal é quase reta. A base da folha se estreita gradualmente sobre o peciolo muito

curto e forte. As sépalas sdo desenvolvidas, laciniadas e agudas (PLUMEL, 1990).
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2.2.11 Himatanthus stenophyllus Plumel

Arvores de 10 a 27 m de altura e 25 cm de diametro.

As folhas sdo coriaceas, verde palido, ligeiramente luzidias, lanceoladas quando
jovens, depois se tornam elipticas, 14 a 30 cm de comprimento, 3 a 4 cm de largura, apice
apiculado, base aguda e atenuada no peciolo. O peciolo tem cerca da nona parte do
comprimento da folha. A nervura principal € ligeiramente canaliculada na superficie, semi-
rotundulada e sublaminar. As nervuras secundarias sao em nimero de 16 a 18, perpendiculares,
retas, depois encurvadas, irregularmente inclinadas, as vezes para tras, de extremidade bifida,
ligada a nervura marginal ténue e ligeiramente sinuosa. A nervacao terciaria é indistinta nas
duas faces laminares.

A inflorescéncia € uma cima subfasciculada, pouco maior que a crista foliar,
pedinculo com 12 cm de comprimento; sumidade em turbina produtiva; secrecdo composta de
goma e pectina. A bréctea é carinada, com 20 mm de comprimento, apice apiculado; o pedicelo
possui 3 mm de comprimento. A sépala é ligeiramente evoluida; longamente aciculada. O
I6bulo da corola € longo, em tubo, com 40 mm de comprimento, 9 mm de largura e extremidade
rotundulada. Tubo corolinico é ténue, com 31 mm de comprimento, 2 mm de didmetro. A antera
possui apice obtuso. O ovério é semi-infero e ligeiramente projetado. A semente possui asa
membrandcea, circular e translucida (PLUMEL, 1990).

2.2.12 Himatanthus sucuuba (Spruce ex Mull.Arg.) Woodson

Grandes arvores que podem alcancar 20 a 30 m de altura e 0,5 m de diametro, com
folhagem densa.

As folhas sdo membranosas, ternas, oblongas a eliptico-oblongas, apice
arredondado, base arredondada a obtusa, peciolo fino, flexivel, mais longo, medindo a quarta
ou quinta parte do comprimento da folha (4 a 7 cm). As nervuras secundarias sao em nimero
de 12 a 15 de cada lado, curvas, se unindo na margem, delimitando areas triangulares, aparente
na face abaxial; a nervacdo terciaria é descartada. As nervuras da face abaxial das folhas
adquirem cor marrom-avermelhada apds a dessecacao.

As bracteas possuem de 15 a 20 mm de comprimento; o calice, de 4 x 2 mm, com
cinco lacinias desiguais no tamanho podendo apresentar uma ou duas reduzidas. A corola possui

de 25 a 40 mm de comprimento, com tubo extremamente glabro e internamente pilosoa3 a7
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mm do &pice da antera. Os estames sao pilosos e distantes da base do tubo da corola cerca de 2
mm. A cabeca do estilete é obcbnica, sem ornamentos, sem tricomas e com dois apéndices
apicais longos (PLUMEL, 1990; LARROSA; DUARTE, 2005; MORAGAS, 2006).

2.2.13 Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel

Encontrada na forma arborea (Figura 2), pode atingir cerca de 7 m de altura,

apresentando folhagem densa nas extremidades dos ramos.

Figura 2 — Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel

Fonte: dé autora.



APOCYNACEAE E BOTANICA DO GENERO HIMATANTHUS 47

As folhas sdo verde escuras na face abaxial e verde claras na face adaxial,
brilhantes, glabras, com margem inteira e plana, obovais, subcoriéceas, com peciolos curtos,
lanceoladas, com apice e base arredondados e obtusos, carnosas e muito grandes (Figura 3). As
nervuras secundarias sdo de 15 a 19, retas ligeiramente sinuosas, pouco inclinadas (75 a 80°), e
se juntam as nervuras submarginais ligeiramente sinuosas. A rede de nervuras terciarias é densa,

ramificada, distintamente aparente em relevo sobre as duas faces foliares apds dessecacéo.

Figura 3 —Folhas de H. drasticus

Fonte: da autora.

Possui flores brancas, campanuladas, grandes, dispostas em cimas terminais e
aromaticas (Figura 4). A parte externa da corola € glabra e a interna pilosa. Os estames séo
distantes da base da corola. O célice possui cinco sépalas desenvolvidas, de varios tamanhos,
ovais e lanceoladas.
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Figura 4 — Flores de H. drasticus

Fonte: http://br.geoview.info.

O fruto € do tipo foliculo, cilindrico, ligeiramente arqueado, em forma de chifre
(Figura 5), polispérmico, possuindo uma média de 42 sementes, seco, deiscente; com abertura
por Unica fenda na sutura ventral ao longo da linha de unido dos bordos do carpelo,
caracterizando a deiscéncia septicida. As dimens@es variam entre 12 a 30 cm de comprimento,
1,8 a 3,0 cm de largura por 2,0 a 2,9 mm de espessura. Foliculo quando imaturo apresenta
epicarpo de coloracdo verde, quando maduro amarelo-esverdeada e ap0s a deiscéncia marrom-
escura; com 0,5 a 1,0 mm de espessura; com rugas longitudinais (da base ao apice) e saliéncias
laterais. O mesocarpo é coriaceo e de coloracdo marrom apdés a deiscéncia. O endocarpo é liso,
brilhoso, de consisténcia papiracea, de coloracdo bege clara e com ligeiras depressdes deixadas
pelas sementes. A placenta possui aspecto esponjoso e ocupa grande parte do interior carpelar,

apresentando depressdes resultantes da sobreposicdo das sementes.

Figura 5 — Fruto de H. drasticus

Fonte: da autora
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A semente é alada (Figura 6), com 3,3 a 5,0 cm de comprimento por 2,5 a 4,7 cm
de largura com ala, 1,1 a 2,5 cm de comprimento por 0,6 a 1,2 cm de largura sem ala e 0,76 a
1,50 mm de espessura. O nucleo seminifero é eliptico. A testa € aspera, rugosa, de coloracéo
amarelo-madeira e sulcada; com expansdo a ala concéntrica, membranacea, de coloracao
amarelo-madeira, transparente e quebradica, facilmente destacdvel, com reentrancias na
margem e as vezes pontiaguda na base e no apice. O tégmen é de consisténcia coriacea com
coloracéo castanha. O hilo € sub-basal, sem forma definida, saliente, bem visivel, apresentando
tecido esponjoso no seu interior de coloracdo esbranquicada, as vezes encontra-se voltado para
o lado direito da semente. A rafe € lenhosa, linear (4,72 a 12,60 mm de comprimento por 0,95
a 1,86 mm de largura), ventral, saliente, longa, se estende do hilo ao apice da semente,
apresentando no seu interior um tipo de tecido esponjoso de coloracdo branca. Micropila ndo
perceptivel. Endosperma delgado, plano, de coloracdo branco-amarelada, cobrindo os
cotilédones e radicula. Embrido cotiledonar, axial, continuo, de coloracdo branca leitosa e de
consisténcia carnosa. Cotilédones brancos, opostos, planos, delgados e flexiveis, foliaceos,
Sésseis, com nervuras peninérveas pouco conspicuas, margem inteira, apice romboide e base
cordiforme. Eixo embrionario reto, cilindrico, de coloracéo branca, mede aproximadamente um
quinto do comprimento do embrido; eixo hipocétilo-radicula externo aos cotilédones, ponta da

radicula lanceolada; plimula ndo desenvolvida; gema apical rudimentar.

Figura 6 — Sementes de H. drasticus

Fonte: da autora.
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A casca (Figura 7) é rugosa por causa dos fragmentos quase planos, que se
encurvam na extremidade. A superficie externa é acastanhada, enquanto a interna é
esbranquicada e estriada no comprimento. E laticifera (PLUMEL, 1990; MODESTO, 1997;
SPINA, 2004; AMARO et al., 2006; MORAGAS, 2006; LORENZI; MATOS, 2008).

Figura 7 — Cascas

&

do caule de H. drasticus »

< T

Fonte: da autora.
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3 ASPECTOS QUIMICOS E FARMACOLOGICOS DO GENERO HIMATANTHUS

O meétodo utilizado para este estudo se baseou em pesquisa bibliografica em livros
sobre plantas medicinais, teses, dissertagdes e artigos em revistas indexadas. Ndo foram
considerados apresentacGes em conferéncias e simposios. Realizou-se uma extensa busca no
Portal Periodicos da Capes. Inicialmente, a palavra-chave utilizada na pesquisa foi
Himatanthus; em seguida, buscou-se trabalhos sobre atividades biol6gicas dos compostos
encontrados com maior frequéncia.

Sobre o género Himatanthus, foram coletadas informacdes das partes utilizadas de
plantas, os usos na medicina popular, as atividades bioldgicas e os constituintes quimicos. Com
relacdo a parte usada, quando se tratar de casca e lenho, estes estdo relacionados ao caule da
planta. Os dados foram compilados e as informacGes foram organizadas no Quadro 2, onde as
espécies foram dispostas em ordem alfabética.

Quanto a composicdo quimica, 0 género se destaca pela presenca de ésteres
triterpénicos e iridoides, encontrados principalmente no caule e no latex, podendo ocorrer, em
menor quantidade, nas folhas e nas raizes (BARATTO, 2010).

A Figura 8 apresenta, especificamente, os constituintes quimicos do latex, cascas e

folhas de H. drasticus.
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Das treze especies de Himatant, quatro ndo tém nenhum registro relativo a
composicdo quimica e as propriedades medicinais: H. attenuatus, H. semilunatus, H. speciosus
e H. tarapotensis.

As espécies H. bracteatus, H. fallax e H. stenophyllus possuem apenas estudos de
composic¢do quimica, sendo comum a presenca do iridoide plumierideo nas cascas do caule
destas espécies (ABDEL-KADER et al., 1997; FERREIRA et al., 2009). Esta substancia, a
plumericina e a isoplumericina sdo de uma forma geral encontradas nas cascas do caule, latex,
folhas e/ou raizes das espécies de Himatanthus (VANDERLEI et al., 1991; ABDEL-KADER
et al., 1997; BARRETO et al., 1998; LIMA, 2005; AMARAL et al., 2007; FERREIRA et al.,
2009; BARATTO, 2010). Alguns estudos revelaram que o plumierideo exibe efeitos
antimicrobiano (TIWARI; PANDEY; DUBEY, 2002; TUNDIS et al., 2008), antioxidante
(SINGH et al., 2014), citotoxico e capacidade de interromper a espermatogénese em ratos sem
efeitos colaterais notaveis (REBOUCAS et al., 2011); e a plumericina e isoplumericina
apresentam acOes leishmanicida (SHARMA et al., 2011) e antimicrobiana contra
Mycobacterium tuberculosis (KUMAR et al., 2013).

As espécies H. articulatus, H. drasticus, H. lancifolius, H. obovatus, H.
phagedaenicus e H. sucuuba apresentaram estudos quimicos e biologicos, e, em geral, as cascas
do caule sdo as mais estudadas, seguidas pelas folhas.

Embora seja relatada a presenca de alcaldides nas cascas de H. articulatus
(BARRETO et al., 1998), estes foram isolados e identificados somente nas cascas de H.
lancifolius (LOPES, 2008; FRANCA; BROWN; SANTQOS, 2000). Estes alcaloides sédo
indo6licos e possuem atividades antimicrobiana (SOUZA; STINGHN; SANTOS, 2004),
gastroprotetora (BAGGIO et al., 2005), anti-inflamatoria, antioxidante e citotoxica contra
células tumorais (RATTMANN et al., 2005; SOUZA, 2007; SOUZA et al., 2007). No entanto,
ndo ha dados para uso etnofarmacolégico da planta como um antitumoral (CORREA, 1984;
BARATTO, 2010; SOUZA, 2007).

O latex de H. articulatus é usado popularmente como antifingico e antitumoral,
efeitos comprovados por estudos biolégicos (SEQUEIRA et al., 2009). Suas cascas
apresentaram efeitos citotdxicos, tripanocida e leishmanicida, também relatados na medicina
popular (BARRETO et al., 1998; REBOUCAS et al., 2011; MESQUITA et al., 2005;
REBOUCAS et al., 2012). A atividade leishmanicida também foi determinada nas folhas de H.
articulatus, raizes de H. obovatus e latex de H. sucuuba (LIMA, 2005; SEQUEIRA et al., 2009;
CASTILLO et al., 2007).
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O latex de H. drasticus apresentou efeitos antiulcerogénico, antitumoral,
analgésico, cicatrizante e anti-inflamatério, o que de alguma forma justifica seus usos populares
no tratamento de cancer, disturbios gastricos, reumatismo e contusdes (MATOS, 1999;
MORAGAS, 2006; COLARES et al., 2008a, b; LEITE et al., 2009; SOUSA, 2009; LUCETTI
et al., 2010; SOUSA et al., 2010; FRANCA et al., 2011; MOUSINHO et al., 2011; SOUZA,
2015). Em relagdo a toxicidade, Sousa (2009), empregando o latex 1:1 (v/v) em soro fisioldgico,
avaliou a toxicidade aguda pelo método OECD 423 (Organization for Economic Cooperation
and Development) em camundongos Swiss machos (Mus musculus). As doses de 14 e 28
mL/Kg néo apresentaram alteracdo comportamental durante os primeiros 30 minutos e ao final
dos 14 dias. Na dose de 42 mL/Kg, inicialmente, 0s animais apresentaram reacfes excitatorias
e estimulantes (piloerecdo, aumento da frequéncia respiratdria, irritabilidade, reacdo de fuga) e
depois, surgiram sinais depressores, possivelmente resultantes de uma fadiga neuronal.
Observou-se um aumento da excrecao fecal com perda de peso até o quinto dia do experimento,
logo apds, os animais voltaram a ganhar peso. No final dos 14 dias ndo houve registro de 6bito
e nem mudancas comportamentais; porém, ocorreram alterac6es histopatologicas no figado
(processo inflamatoério cronico), rins (glomerulonefrite proliferativa, congestdo renal) e
pulmdes (pneumonia intersticial cronica). Matos (2013) avaliou a toxicidade aguda por via oral
do latex e de uma fragdo protéica obtida do mesmo e demonstrou auséncia de efeitos toxicos
mesmo utilizando doses 5000 vezes maiores que as recomendadas.

H. sucuuba é a espécie mais estudada, com registros da composicdo quimica do
latex, cascas, folhas, raizes e folhas, sendo comum a presenca de triterpeno cinamato de amirina
(SILVA et al., 1998; MIRANDA et al., 2000; WOOD et al., 2001; GRAEBNER, 2003;
AMARAL et al., 2007). O latex, cascas e folhas possuem acdo antitumoral, o que justifica a
utilizacdo popular para a mesma finalidade (VILLEGAS et al., 1997; MIRANDA et al., 2000;
DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; GRAEBNER, 2003; LARROSA; DUARTE, 2005;
AMARAL et al., 2007; SILVA et al., 2010). O latex e casca do caule mostraram efeitos anti-
inflamatorio e analgésico, os quais justificam alguns usos populares da planta como tratamento
de artrite, de furinculos e edema (VILLEGAS et al., 1997; DI STASI; MIRANDA et al., 2000;
HIRUMA-LIMA, 2002; GRAEBNER, 2003; LARROSA; DUARTE, 2005; AMARAL et al.,
2007).

Os estudos bioldgicos com as raizes de H. obovatus (MESQUITA et al., 2005) néo

possuem relacdo com a informac&o etnofarmacolégica da planta (LIMA, 2005). No entanto, o
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uso popular das folhas como antitumoral (LIMA, 2005) pode ser justificado pela presenca de
iridoides (REBOUCAS et al., 2011) e ésteres triterpénicos (AKIHISA et al., 2010).

Os triterpenos séo considerados medicamentos promissores devido as suas diversas
atividades farmacologicas. Estudos realizados com a- e B-amirina revelaram atividades
antimicrobiana (RIVERO-CRUZ et al., 2009; EL-HAGRASSI et al., 2011; JABEEN et al.,
2011), anti-inflamatéria (HOLANDA-PINTO et al., 2008; VITOR et al., 2009; MELO et al.,
2010; BULANI et al., 2011), anticancerigena (LASZCZYK, 2009; LIN et al., 2011), inibidora
da agregacdo plaquetaria (CHING et al, 2010), gastroproterora, antipruriginosa,
hepatoprotetora (VAZQUEZ; PALAZON; NAVARRO-OCANA, 2012), sedativa,
antidepressiva (ARAGAO, 2008) e hipoglicemiante (FROTA, 2011). Especificamente o
e citotdxico (FABIYI et al., 2012), e o acetato de a-amirina, acdo larvicida contra vetor da
malaria Anopheles stephensi (KUPPUSAMY et al., 2009). O lupeol apresentou atividades
antimicrobiana (AHMED et al., 2007; SHAI et al., 2008; SALEEM; SIDDIQUE, 2011),
tripanocida, leishmanicida (ZIEGLER; STAALS; JAROSZEWSKI, 2006; RODRIGUES;
SOUZA, 2008); antidiabética (ALI; HOUGHTON; SOUMYANATH, 2006; NA et al., 2009),
cardioprotetora (SUDHAHAR et al., 2007), anti-inflamatéria (NGUEMFO et al., 2009;
SALEEM, 2009), protetora da pele (HARISH et al., 2008), hepatoprotetora (PRASAD;
KALRA; SHUKLA, 2007), nefroprotetora (VIDYA; LENIN; VARALAKSHMI, 2002) e
antitumoral (CMOCH et al., 2008; SALEEM et al., 2008; LASZCZYK, 2009; MURTAZA et
al., 2009; SALEEM et al., 2009; ZHANG et al., 2009). O acetato de lupeol apresentou efeitos
anti-inflamatorio, antinociceptivo (LUCETTI et al., 2010; CHEN et al., 2012), hipoglicemiante
(RAGASA et al., 2013) e neutralizante dos venenos das cobras Daboia russellii e Naja kaouthia
(CHATTERJEE; CHAKRAVARTY; GOMES, 2006). Estudos realizados por Akihisa et al.
(2010) mostraram que os ésteres triterpénicos de acetato e cinamato de lupeol e amirinas

apresentam acdo antitumoral, bem como atividade anti-inflamatoria.

Os triterpenos com esqueleto lupano e oleanano e iridoides, provavelmente, sdo 0s
principais responsaveis pelas propriedades medicinais relatadas na medicina popular e estudos

bioldgicos, podendo ser considerados marcadores quimiossistematicos.
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4.1 Estudo etnobotanico e etnofarmacoldgico de janaguba (Himatanthus drasticus) no

Ceara

4.1.1 Consideraces gerais sobre etnobotanica e etnofarmacologia

O resgate dos conhecimentos sobre plantas medicinais é feito através dos
levantamentos etnoboténicos e etnofarmacoldgicos (ELISABETSKY, 2001). Segundo Beck e
Ortiz (1997), a etnoboténica compreende o0 estudo das sociedades humanas, passadas e
presentes, e suas interagfes ecoldgicas, genéticas, evolutivas, simbdlicas e culturais com as
plantas. Vem defender a manutencdo de espécies vegetais, como também, a perpetuacdo da
cultura humana integrada a estes cultivos e recursos. As pesquisas nesta area tendem a facilitar
o modo correto de manejo da vegetacdo com finalidade utilitaria, pois empregam os
conhecimentos tradicionais obtidos para solucionar problemas de salde ou para fins
conservacionistas.

De acordo com Di Stasi et al. (2002), as pesquisas etnofarmacoldgicas possuem
importantes ferramentas de registros e documentagdes dos usos empiricos de plantas medicinais
em comunidades tradicionais, tendo a finalidade de gerar o conhecimento Util para levar ao
desenvolvimento de novos medicamentos, da conservacéo da biodiversidade e a valorizagao do
saber e da cultura local. A abordagem etnofarmacoldgica na investigacéo de plantas medicinais
consiste em combinar informacdes adquiridas junto a usuarios da flora medicinal, com estudos
guimicos e farmacoldgicos existentes na literatura. Tal fato permite a formulacéo de hipo6teses
quanto a(s) atividade(s) farmacolégica(s) e a(s) substancia(s) ativa(s) responsavel (eis) pelas
acOes terapéuticas relatadas (ELISABETSKY, 2003).

A etnobotanica e a etnofarmacologia tém demonstrado ser poderosas ferramentas
na busca por substancias naturais de acédo terapéutica (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006),
onde estudos comparativos entre 0 método etnodirigido e o randémico tem revelado a
superioridade do primeiro em relacdo ao segundo (SLISH et al., 1999; KHAFAGI,
DEWEDAR, 2000; OLIVEIRA et al., 2011). Oliveira et al. (2011), por exemplo, em trabalho
sobre sele¢do de métodos de abordagem (etnofarmacoldgica versus randémica) para avaliagdo
de atividade antimicrobiana de plantas, obtiveram os melhores resultados para a referida
atividade com a abordagem etnofarmacologica (50%), contra 16,7%, para a abordagem

randémica.
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O estudo de plantas medicinais, a partir de seu emprego pelas comunidades, pode
fornecer informacdes Uteis para a elaboracdo de estudos farmacologicos, fitoquimicos e
agrondmicos sobre estas plantas, com grande economia de tempo e dinheiro. Desta forma, pode-
se planejar a pesquisa a partir de conhecimento empirico ja existente, muitas vezes consagrado
pelo uso continuo, que devera ser testado em bases cientificas (SIMOES et al., 2001).

Os raizeiros ttm um importante papel na divulgacdo e manutengdo da medicina
popular, através da comercializacdo de plantas medicinais e a orientagdo de como utiliza-las.
Comercializam plantas medicinais e preparados liquidos denominados “garrafadas™ e “leites”,
orientando como usa-las e preparé-las para curar as mais diversas doencas, apesar de ndo terem,
em geral, um conhecimento profundo sobre os verdadeiros usos dos vegetais que
comercializam, seus efeitos adversos e interagdes medicamentosas (DOURADO; DOCA;
ARAUJO, 2005). Assim, levantamentos etnobotanico e etnofarmacoldgico sdo necessarios,
pois permitem a realizacdo de estudos comparativos entre os dados coletados e dados
cientificos, para uma posterior devolugdo a comunidade de informac6es para um uso seguro e
racional de plantas medicinais (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).

4.1.2 Metodologia

O presente trabalho foi desenvolvido baseado em orientagfes sobre pesquisa
etnodirigida descritas por Albuquerque e Hanazaki (2006). O projeto foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Fortaleza sob o parecer de nimero
355.532 (ANEXO A).

4.1.2.1 Local de estudo

A pesquisa foi realizada em trés mercados do estado do Ceard: Mercado Publico
Municipal do Crato; Mercado Publico do Municipio de Pacajus e Mercado S&o Sebastido do
Municipio de Fortaleza. Os mercados de Fortaleza e Pacajus foram selecionados por serem de
facil acesso aos pesquisadores do presente trabalho, bem como por possuirem raizeiros que
comercializam janaguba; e o mercado de Crato, porque a referida cidade é conhecida como
produtora de leite de janaguba (NERES, 1990).
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4.1.2.2 Caracterizacao do local de estudo

O Mercado Sdo Sebastido localiza-se no Centro de Fortaleza, onde ha maior
concentracdo de raizeiros que comercializam janaguba. O municipio de Fortaleza, capital do
estado, possui uma populacdo de 2.447.409 habitantes (BRASIL, 2010a). O municipio de
Pacajus, por sua vez, faz parte da regido metropolitana de Fortaleza, com distancia de 51,1 km
para a capital e com uma populacdo de 61.838 habitantes (BRASIL, 2010a). O municipio de
Crato fica no interior do estado, no sopé da Chapada do Araripe no extremo-sul do estado,
microrregido do Cariri, com distancia de 567 km de Fortaleza e populacdo de 121.428
habitantes (BRASIL, 2010a).

4.1.2.3 Populacgao do estudo

A amostra foi constituida por 21 (vinte e um) raizeiros que se dispuseram a
participar do estudo. A Tabela 1 apresenta a distribuicdo do numero de raizeiros por mercados

e respectivos municipios.

Tabela 1 — Distribuicdo do nimero de raizeiros entrevistados por mercados e respectivos
municipios cearenses

Municipio Mercado N@ de raizeiros
Crato Mercado Publico Municipal 09
Fortaleza Mercado S&o Sebastido 11
Pacajus Mercado Publico 01

Fonte: elaborada pela autora.

Foram incluidos no estudo os individuos que aceitaram participar da pesquisa e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO B), segundo determinac6es
da Resolucdo n® 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.

4.1.2.4 Coleta de dados

Os dados foram obtidos atraves de entrevista semiestruturada guiada por um
questionario com 20 (vinte) questdes (APENDICE A), abordando os seguintes aspectos:
o Perfil social dos informantes: género, idade, estado civil, tempo de profisséo e
escolaridade;
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e Aspectos etnobotanicos: fonte do conhecimento, locais de obtencdo e partes
utilizadas da planta;
e Aspectos etnofarmacoldgicos: indicacéo terapéutica, posologia e toxicidade.
O questionério foi aplicado em Fortaleza e Pacajus (CE) no periodo de agosto de
2013 e em Crato (CE), no periodo de setembro de 2013.
Adicionalmente foi realizado um levantamento no banco de dados do Herbario
Prisco Bezerra da UFC sobre os registros de H. drasticus, com o objetivo de observar a

ocorréncia da espécie no Ceara.

4.1.2.5 Processamento e analises dos dados

Os resultados dos questionarios foram devidamente processados e interpretados,
utilizando-se o programa Microsoft Office Excel 2007®. As indicacGes populares foram
classificadas por categorias de doencas proposta pela Classificacdo Estatistica Internacional de
Doencas e Problemas Relacionados a Saude, 10? Revisdo (CID 10) (BRASIL, 2008).

Foi montado um banco de dados sobre as informagfes descritivas obtidas nas
entrevistas para estabelecer a comparacéo entre as referidas informac6es e a literatura cientifica.
As referéncias bibliograficas consultadas foram obtidas das bases de dados do Portal Periddicos
Capes e de livros sobre plantas medicinais.

Os dados foram agrupados em tabelas, cuja frequéncia foi demonstrada em valores

unitéarios e/ou percentuais.

4.1.3 Resultados e discussoes

4.1.3.1 Perfil social dos informantes

Dos 21 raizeiros que responderam ao questionario, 71,4% sdo do género masculino.
A idade variou entre 20 a 72 anos, sendo 61,9% com idade superior a 40 anos. Com relagéo ao
estado civil, predominaram os casados (85,7%). Quanto a escolaridade, 42,9% nao s&o
alfabetizados; e 85,7% dos entrevistados ja trabalham no ramo ha mais de 10 anos, 0 que
representa um fator positivo quanto a experiéncia com plantas medicinais. Esses dados estao

sumarizados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Perfil social dos raizeiros que comercializam H. drasticus nos mercados cearenses
de Pacajus, Crato e mercado S&o Sebastido de Fortaleza (periodo: agosto a setembro de 2013)

Caracteristicas Categorias Ne
Género Feminino 06
Masculino 15
Faixa etaria 20-39 anos 08
40-59 anos 10
60-72 anos 03
Escolaridade N&o alfabetizado 09
Ensino fundamental incompleto 04
Ensino fundamental completo 03
Ensino médio completo 05
Nupcialidade Casados 18
Néo casados 03
Tempo de servigo (anos) 01-09 03
10-19 08
20-29 05
30-39 05

Fonte: elaborada pela autora.

Percebeu-se entdo que a populagdo predominante foi de homens com mais de 40
anos, casados e com pouca escolaridade. O mesmo perfil social foi observado em trabalho
realizado por Linhares e Pinheiro (2013) na caracterizacdo do sistema de extracdo de latex de

H. drasticus e H. obovatus, no municipio de Alcantara, Maranhao.

4.1.3.2 Aspectos etnobotanicos

Com relacdo a origem dos conhecimentos sobre H. drasticus, 90,5% dos
entrevistados os adquiriram com seus pais ou familiares, o restante através de livros e televiséo.
Em um estudo de caso realizado por Baldauf e Santos (2013) na FLONA Araripe foram
observados como formas de transmissdo de conhecimento associados a H. drasticus, a
transmissdo de pais para filhos, e entre individuos da mesma geracdo; assim, este tipo de
transmissao constitui a principal forma de repasse de informacdes sobre a referida espécie.

A parte comercializada é o latex, sendo o mesmo diluido em &gua e acondicionado
em garrafas de vidro transparente com vedacdes de plastico ou cortica. No comércio esta
preparacdo é conhecida como leite de janaguba.

A maioria dos entrevistados ndo produzem as garrafas de latex de H. drasticus
(90,5%), adquirindo-as de outras cidades cearenses (Quixada, Juazeiro do Norte e Cascavel)
(Figura 9), mas principalmente da cidade do Crato. Somente um raizeiro do Crato e outro de
Pacajus realizam a extragdo do latex da planta, o qual informou: “(...) ja extraio o leite da
janaguba ha 15 anos, s0 tiro pela manha cedinho, tiro a casca com uma faca com cuidado para

ndo matar a planta, passo uma esponja na planta onde esta o leite e espremo a esponja em um
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balde de plastico com &gua e deixo em repouso, depois coloco em uma garrafa de vidro, e é
usada para cancer, gastrite, tlcera e inflamagao

Figura 9 — Mapa do estado do Ceara com a localizagéo das cidades onde foi realizada a pesquisa

junto aos raizeiros e locais de fornecimento do leite de janaguba para o comércio
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Fonte: elaborada pela autora a partir de mapa do Ceara disponivel em defensoriaecidadania.blogspot.com

Matos e Lorenzi (2008) descrevem a obtencédo do latex também de forma artesanal,
onde ¢é retirada uma parte da casca do tronco, numa faixa de 10 x 30 cm, retirando-se o latex

, -
com auxilio de uma colher e 4gua. A operagdo est4 concluida quando a mistura “leite” e 4gua

colocada em uma garrafa plastica de um litro, deixa sedimentar um depdsito esbranquigcado com
cerca de um quarto ou um terco da garrafa cheia, com um sobrenadante levemente réseo

Baldauf e Santos (2013) realizaram uma caracterizacdo etnobotanica dos sistemas

de manejo de latex de H. drasticus e identificaram trés sistemas de manejo empregados para

coleta do latex: realizacdo de varios cortes na casca, semelhante & do processo usado para obter
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o0 latex das seringueiras, com baixa exsudacgdo de latex; remocao de maiores quantidades de
casca, com intervalos de tempo mais curtos entre colheitas; e remocao de quantidades menores
de casca de cada arvore e com intervalos mais longos entre colheitas. Segundo os autores, estes
sistemas de manejo podem ter impactos ecologicos distintos sobre as populacdes exploradas,
uma vez que se diferenciam em funcdo da quantidade de casca retirada e intervalos entre
exploragdes; e a caracterizagdo do conhecimento etnoboténico relacionada com a gestédo dos
sistemas de manejo representa um passo fundamental para a elaboracdo de estratégias de
sustentabilidade para qualquer espécie de planta (BALDAUF; SANTOS, 2013).

O Quadro 3 expBe os resultados do levantamento das espécies de H. drasticus
registradas no Herbario Prisco Bezerra da UFC. Verificou-se que a maior parte dos registros €
de espécimes coletados na chapada do Araripe, Crato, coincidindo com as informacdes dos

raizeiros quando relatam que o latex é proveniente principalmente desta cidade.
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Quadro 3 — Levantamento das ocorréncias de H. drasticus no Ceara conforme registros do
Herbario Prisco Bezerra, Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, Ceara

Cidade Localidade Exsicata/ ano de coleta
Aquiraz Serrote da Preaoca 35.526/ 2004
Lagoa do Catu, Iguape 47.047/ 2010
Vila dos Martins 54.618/ 2012
Aracati CE-040 52.584/ 2012
Barbalha FLONA Araripe 32.736/ 2000
32.744/ 2000
Barroguinha Estrada de Camocim-Chaval 3.488/ 1977
Cascavel Tijugu 16.377/ 1988
Camurim, Caponga 15.964/ 1990
Estrada da Caponga 21.920/ 1992
Cidade dos Funcionérios 20.759/ 1993
Crato Chapada do Araripe/ FLONA Araripe 3.046/ 1976
4.232/ 1978
5.187/ 1978
9.613/ 1980
13.065/ 1983
20.424/ 1993
21.741/ 1993
43.009/ 1999
43.010/ 1999
32.411/ 2001
31.685/ 2002
32.394/ 2002
Barreiro Grande 26.180/ 1998
Colégio de Agricultura de Crato 16.935/ 1990
18.354/ 1990
Fortaleza Casa José de Alencar, Messejana 14.753/ 1986
Cidade dos Funciondrios 20.749/ 1993
Bairro Edson Queiroz 40.408/ 2007
- 43.495/ 2008
Guaraciaba Serra da Ibiapaba 6.512/ 1990
Horizonte Barra 33.773/ 2004
Estrada da Coluna, Cascavel 43.878/ 2008
Icapui Aracati 11.999/ 1983
Nova Olinda Estrada Nova Olinda 25.064/ 1996
Paracuru - 51.676/ 2012
Sdo Goncalo do Pecém 41.493/ 2007
Amarante 41.494/ 2007
44.620/ 2008
Vigosa do Ceara Chapada de Ibiapaba 14.914/ 1987

Fonte: elaborado pela autora.

No referido banco de dados, ha alguns registros de espécimes coletados em outros

estados, como Piaui (5), Maranh&o (5), Rio Grande do Norte (2) e Bahia (1).

4.1.3.3 Aspectos etnofarmacoldgicos

O latex de H. drasticus é utilizado pela grande maioria da populacéo através de

informagdes populares para fins curativos, preventivos e/ou paliativo. A Tabela 3 apresenta as
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diferentes posologias do latex de H. drasticus, com respectivos periodos de tratamentos,
conforme relatados pelos entrevistados.

Tabela 3 — Posologias e periodos de tratamento com latex de H. drasticus, tal como expressas
pelos entrevistados

Posologia diaria Periodo N2 de raizeiros
1 copinho de café, 2x 3 Meses 1
2 copinhos de café diluido, 2x Até melhorar 1
1 colher de sopa, 2x Até melhorar 2
1 colher de sopa, 2x 1 Semana 1
1 colher de sopa, 2x 15 Dias 1
1 colher de sopa, 3x Até melhorar 2
2 colheres de sopa, 2x 2 Meses 1
2 colheres de sopa, 3x 1 Més 2
3 colheres de sopa, 3x 2 Meses 1
6 colheres de sopa, 1x 1 Ano 1
6 colheres de sopa, 3x 1 Més 1
8 colheres de sopa, 2x 1 Mes 1
8 colheres de sopa, 3x 3 Meses 2
8 colheres de sopa 1 Més 1
1 xicara de cha 1 Més 1
1 xicara de cha 3 Meses 2

Fonte: elaborada pela autora.

Observou-se que a populagéo faz o uso de forma bastante diversificada, variando
entre uma colher de sopa duas vezes ao dia até melhora dos sintomas, e uma xicara de cha por
dia durante trés meses. O médico José Ulisses Peixoto, em seu projeto de desenvolvimento e
expansdo da pesquisa sobre a aplicacdo da seiva da planta nativa janaguba no tratamento do
cancer (ANEXO C) junto ao CENDEP (Centro de Documentos, Estudos e Pesquisas, Crato,
CE), recomendava seis colheres de sopa por dia, distribuidas em trés tomadas antes das
principais refeicdes durante um ano. O documento encontra-se disponivel no acervo do Espaco
Francisco José de Abreu Matos, do Horto de Planta Medicinais da UFC. Na literatura h4 relato
apenas sobre a forma de uso do latex de H. sucuuba: emprego de trés colheres de sopa, trés
vezes por dia, antes das refeicoes (AMARAL et al., 2007).

Noventa e cinco virgula dois por cento (95,2%) dos raizeiros afirmaram haver
eficacia no uso de H. drasticus através de informacGes de usuarios. O latex é utilizado no
tratamento de diversas doengas, desde Pitiriase versicolor (conhecido popularmente como pano
branco) até cancer. A Tabela 4 expressa as indicacdes do latex de H. drasticus e respectivos

percentuais de citacdo e classificacdo CID 10. As trés indicacOes principais foram: tratamento
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de Ulcera géstrica (85,7%), de inflamacdo (aparelho geniturinério, digestivo e resultante de
infeccbes em geral) (66,7%) e cancer (66,7%). A literatura ja mencionava o uso popular para o
tratamento do cancer e Ulceras gastricas, porém, 0 uso contra vermes intestinais, febre,
menstruacoes irregulares e infertilidade feminina (LORENZI; MATOS, 2008; LUCETTI et al.,
2010; MOUSINHO et al., 2011) n&o foi relatado por nenhum dos entrevistados.

Tabela 4 — Indicacdes terapéuticas do latex de H. drasticus e respectivos percentuais de citacdo
e classificacdo CID 10

Indicacdes especificas* Percentual de citacdo (%) Cid 10
Ulcera 85,7 XI
Inflamacédo 66,7 I; XIV; XI
Cancer 66,7 ]
Diabetes 42,9 |
Gastrite 14,3 Xl
Reumatismo 9,5 XI
Hemorroida 9,5 IX
Disfuncdo erétil 9,5 IX
Mioma 4.8 ]
Pano branco 4.8 I; Xl
Vesicula 4,8 Xl

* IndicagOes especificas tal como expressas pelos entrevistados.

Fonte: elaborada pela autora.

Apenas um raizeiro relatou que o uso do latex de H. drasticus apresenta efeitos
indesejaveis, sendo o mais comum o vOmito; e que em paciente com cancer em estado
avancado, além de vomito, apresentam dores de cabeca. Este efeito difere do mencionado para
0 uso em excesso do latex de H. lancifolius, que causa coOlicas menstruais e afeccGes
gastrintestinais; e em criangas, diarreias e desidratacdo (BARATTO, 2010).

Em levantamento sobre usos populares do latex de outras espécies do género
Himatanthus, observou-se que, de uma forma geral, 0s usos mais comuns sao como anti-
inflamatorio, antitumoral, antitlcera gastrica e afec¢cdes de pele (Quadro 4), como relatados
para H. drasticus.
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Quadro 4 — Usos populares do latex de outras espécies de Himatanthus

Espécie* Usos populares Referéncias
H. articulatus Antillcera, anti-inflamatério, antitumoral, SEQUEIRA et al., 2009;
antifungico, antibacteriano, analgésico, antissifilico, MILLIKEN, 1995;
antimaldrico, ténico, afrodisiaco REBOUCAS et al., 2011
H. lancifolius Doencas da pele (podendo-se incluir o pano branco), BARATTO, 2010

asma, antissifilico, estimulante de contrag@es uterinas,
auxiliar da concepcdo, regulacdo menstrual, anti-
helmintico, febrifugo, laxativo
H. obovatus Acdo antillcera LIMA, 2005; MORAGAS,
2006
H. phagedaenicus  Ago anti-helmintica, em afeccBes herpéticas, Ulceras, CORREA, 1984
psoriase e verrugas
H. sucuuba Acdo antitumoral, tratamento de gastrites e artrites, AMARAL et al., 2007
afeccbes da pele, anti-helmintica, especialmente no
alivio a coceiras, antifingico e antianémico
*Nao foram encontradas informag8es sobre 0 uso popular do latex das demais espécies do género.
Fonte: elaborado pela autora.

Os raizeiros informaram que, no tratamento da Ulcera gastrica com o latex de H.
drasticus, ha melhora dos sintomas (100%) e cura (90,5%). Segundo Colares et al. (2008a), o latex
previne a lesdo gastrica causada por etanol e indometacina nos modelos experimentais mais comuns
para avaliacdo da atividade antiulcerogénica.

Com relacéo ao emprego como anti-inflamatorio, Lucetti et al. (2010) avaliaram a acao
anti-inflamatoéria de uma fracdo organica obtida do latex de H. drasticus e concluiram que o
referido efeito provavelmente envolve o sistema opioide, pois a fracdo teve sua acdo
completamente inibida pela naloxona (antagonista opioide). A participagdo do sistema opioide na
acdo da referida fracdo foi ainda confirmada pelo teste da placa quente, onde o seu efeito
antinociceptivo foi, como no caso da morfina, também inibido pela naloxona (LUCETTI et al.,
2010).

H. drasticus tem uma longa histéria de emprego popular na cura do cancer no
Nordeste brasileiro. A seguir, algumas transcri¢ces de relatos dos raizeiros sobre a eficacia do
latex contra o cancer: “A esposa do meu tio e uma prima minha foram curadas com o uso do
latex da janaguba (...), a esposa era portadora de CA no figado e a minha prima, de leucemia”
(raizeiro A); “Uma médica tinha trés meses de vida e hoje tem cinco anos de cura” (raizeiro B);
“Conheco uma pessoa que tinha cancer na mama e ela se curou com dois litros do latex da
janaguba” (raizeiro C); “A pessoa se curou com cinco litros tomado” (raizeiro D). Estudo
realizado por Mousinho et al. (2011) avaliou a atividade antitumoral das proteinas do latex
usando dois modelos experimentais, Sarcoma 180 e carcinosarcoma de Walker 256, e
demonstrou haver acdo anticancerigena que pode estar associada com a as propriedades

imunoestimulantes do latex.
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N&o foram encontrados na literatura estudos farmacoldgicos referentes ao emprego
do latex da planta e demais espécies do género Himatanthus no tratamento de doengas

endocrinas, do sistema circulatorio e osteomuscular.



4.2 CARACTERISTICAS
FISICO-QUIMICAS E
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4.2 Caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do latex de Himatanthus drasticus

4.2.1 Material vegetal

4.2.1.1 Local de coleta

Amostras de latex de H. drasticus foram coletadas na FLONA Araripe por um

extrativista florestal cadastrado pelo IBAMA.

4.2.1.1.1 Considerag0es sobre a FLONA Araripe

A Floresta Nacional do Araripe, FLONA Araripe (Figura 10), criada em 2 de maio
de 1946, constitui a primeira unidade de conservacdo de sua categoria estabelecida no Brasil,
cuja estratégia ¢ conservar os recursos florestais para manter as nascentes d’dgua que irrigam
os vales. O nome Araripe, “rio das araras”, foi dado pelos indios tupis, embora os habitantes

daquela regido fossem os indios da nacdo Cariri (MMA, 2014a).

Figura 10 — Vista aérea da FLONA Araripe

Fonte: http://www.icmbio.gov.br.

E um dos ultimos redutos da Mata Atlantica, ocupando uma extensa area que
atravessa a fronteira do Ceara com Pernambuco, abrangendo um total de 39.262,326 hectares
(IBAMA, 2009; MMA, 2014b) (Figura 11).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mata_atl%C3%A2ntica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fronteira
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cear%C3%A1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pernambuco
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Figura 11 — Mapa com os limites da FLONA Araripe
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Fonte: http://www:.revistas.una.ac.cr.

A vegetacdo predominante € de cerraddo, existindo faixas de transicdo que

apresentam tragos de Mata Atlantica, cerrado e caatinga. Classifica-se nas seguintes tipologias:

e Floresta umida semi-perenifolia — constituida por vegetacdo lenhosa de médio

porte, com alguns elementos alcangando 11 a 15 m de altura. Espécies que mais se

destacam: murici (Byrsonima spp), faveira (Dimorphandra gardineriana), copaiba

(Copaifera langsdorfii), jatoba (Hymenaea courbaril) e pequi (Caryocar
coriaceum).

e Transicdo floresta Umida/ cerrado — possui vegetacdo lenhosa mais esparsa, de
médio porte, com altura maxima de 11 m. Destacam-se 0 pequi, copaiba e janaguba
(Himatanthus drasticus).

e Carrasco — formado por vegetacdo arboreo-arbustiva de pequeno porte, densa,
apresentando xeromorfismo acentuado com espécies caducifolias que alcangam
altura maxima de 5 m.

e Cerraddo — apresenta vegetacdo formada por macigos intercalados por grandes
clareiras, com solo descoberto ou sob a cobertura escassa de gramineas.
Apresentam arvores tortuosas de médio e pequeno portes, bastante esgalhadas e um
sub-bosque arbustivo denso. Principais representantes sdo o pequi, 0 cajui

(Anacardium humile) e o visgueiro (Parkia platycephala) (MMA, 2014b).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cerrad%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mata_atl%C3%A2ntica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cerrado
http://pt.wikipedia.org/wiki/Caatinga
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A FLONA Araripe apresenta um grande potencial para a pesquisa cientifica e
educacdo ambiental, importantes para o desenvolvimento cientifico, pedagogico e social das
populacgdes, direta e indiretamente envolvidas com a mesma (MMA, 2014a). Nela encontram-
se diversas espécies da flora nativa que originam produtos de uso popular e cientifico
(CAVALCANTI; NUNES, 2002; IBAMA, 2009), sendo as espécies mais exploradas o pequi,
a faveira e a janaguba. Esta ultima ja se encontra ameacada de extin¢do no ambiente de cerrado
da FLONA (MMA, 2014b).

4.2.1.2 Amostras de latex de H. drasticus

Foram obtidas, em periodos diferentes, cinco amostras de latex de H. drasticus:
novembro de 2009 (LJ-1), julho de 2011 (LJ-I1), fevereiro de 2012 (LJ-I11), marco de 2012 (LJ-
IV) e novembro de 2012 (LJ-V). A obtencéo foi gradativa conforme as necessidades do trabalho
de tese. O Quadro 5 apresenta de forma sumarizada, as amostras com respectivas datas de

obtencdo e apresentacao.

Quadro 5 — Amostras de latex de H. drasticus, data de obtencdo e apresentacao

Amostra Data de obtencéo Apresentacao
LJ-1 11/2009 *Suspensdo aquosa 1:4 (v/v)
LJ-1 07/2011 Suspensdo aquosa 1:4 (v/v)
LJ-111 02/2012 Suspensdo aquosa 1:4 (v/v)
LJ-IV 03/2012 Léatex bruto
LJ-V 11/2012 Suspensdo aquosa 1:4 (v/v)

* QOu latex 1:4 (v/v).
Fonte: elaborado pela autora.

Segundo relato de extrativista do Crato, o IBAMA autoriza o extrativismo apenas
nas sexta-feiras, sendo suspensa durante os meses de dezembro a fevereiro, por se tratar de
periodo de floracdo da planta. Os horarios recomendados para extracdo sdo de 5 as 10 h e 16 as
18 h, pois proximo de 12 h, a planta fornece pouco latex. Faz-se raspagem suave no caule da
planta, colhe-se o latex com uma colher e armazena-se em recipiente higienizado (latex bruto)
(Figura 12). Para comercializar, o latex bruto é diluido em &gua filtrada e fervida na proporc¢éo
de 25 partes de latex para 75 de agua (1:4, v/v). No comercio e determinada a validade de quatro
meses, a contar da data de extracdo, sob refrigeracéo.

A suspensdo aquosa do latex, ou seja latex:agua 1:3, passara a ser designada na tese

como latex 1:4 (v/v).
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Figura 12 — Extracdo do latex de H. drasticus
R A [ Y

Fonte: https://www.youtube.com.

Amostras da planta, coletadas em novembro de 2009, foram identificadas por
comparacao com amostra depositada no Herbario Prisco Bezerra da UFC, sob 0 nimero 31685.

4.2.2 Metodologia

4.2.2.1 Caracteristicas fisico-quimicas do latex

4.2.2.1.1 Avaliacdo do aspecto geral



PARTE EXPERIMENTAL: CARACTERISTICAS DO LATEX DE H. drasticus 82

Volumes de 2,0 mL das amostras de latex 1:4 (v/v) e de latex bruto foram
transferidos para tubos de ensaio para determinagdo das caracteristicas organolépticas e aspecto
visual (homogeneidade e consisténcia). A cor foi determinada apds prévia agitacdo manual dos
tubos. Para a determinacéo do sabor, cerca de 1,0 mL das amostras contidas nos tubos de ensaio

foi transferido para recipientes descartaveis e provado.

4.2.2.1.2 Determinacao de pH

Para a determinacéo do pH foi empregado pHmetro (Marconi, modelo MAPA200),
sendo utilizados 20,0 mL das amostras de latex 1:4 (v/v) e latex bruto (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). A determinacdo foi feita em triplicata.

4.2.2.1.3 Determinacdo da densidade

Foi utilizado um picnémetro limpo e seco, com capacidade de 10,0 mL previamente
calibrado. A calibracdo consistiu na determinacdo da massa do picnémetro vazio e da massa de
seu contelldo com agua destilada 20°C. A amostra de latex 1:4 (v/v) foi transferida para o
picndmetro e pesada. Foi obtido o peso da amostra através da diferenga de massa do picnémetro
cheio e vazio e calculada a densidade relativa, determinando a razdo entre a massa da amostra
liquida e a massa da agua, ambas a 20°C (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Néo foi
possivel determinar a densidade do latex bruto, por se tratar de liquido muito espesso e aderente.

A determinagé&o foi feita em triplicata.

4.2.2.1.4 Determinacao de residuo seco

Foram transferidos 2,0 mL das amostras de latex 1:4 (v/v) e latex bruto para placas
de Petri, medindo aproximadamente 50,0 mm de diametro e 30,0 mm de altura, previamente
tarada. Em seguida, foram evaporados até secura em banho-maria e dessecados em estufa a
100-105°C, por 1 h e 30 minutos. As placas foram esfriadas em dessecador e pesadas, onde 0
residuo seco foi calculado em porcentagem sobre o volume (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010). A determinagdo foi feita em triplicata.
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4.2.2.1.5 Determinacao do volume de sedimentacéo

Esta metodologia foi feita conforme Gabriels e Plaizier-Vercammen (2004), com
modificagdes. Para estudar a sedimentacdo das suspensfes, o volume de sedimentacdo foi
determinado em funcdo do tempo. Este teste é utilizado para suspensfes mantidas em uma
condicdo estacionaria, onde as particulas sedimentam somente no sentido vertical devido a acdo
da forca da gravidade (SHOJAEIA; AREFINIA, 2006).

As amostras de latex 1:4 (v/v) e latex bruto foram transferidas para provetas de
10,0 mL e deixadas em repouso para decantacao da suspensao. A determinacéo foi feita em
triplicata.

Foram feitas duas leituras de sedimentacéo: a primeira em 1 hora, e a segunda em
24 h. O volume de sedimentacéo F é definido como a relagdo do volume final do sedimento em

equilibrio (V) com o volume total da suspensédo (\Vt), tal como expresso na seguinte equacao:

F = [VfIVi]

Este pardmetro é utilizado para verificar a estabilidade fisica da suspensao, sendo
gue guanto maior for o valor da razdo F mais elevado € o grau de floculacdo (LACHMAN;
LIEBERMAN; KANIG, 2001).

4.2.2.1.6 Substancias extraiveis por acetato de etila (SEACOEt) do latex 1:4 (v/v)

A Farmacopeia Brasileira (2010) descreve o método para determinacdo de
substancias extraiveis por alcool, sugerindo o uso de outros solventes desde que especificados
em monografia. H. drasticus ndo é uma planta oficial, e neste caso, optou-se por usar 0 acetato
de etila (AcOEt) por se constituir em solvente organico com polaridade intermediéria,
possibilitando a realizagdo de particdo do latex.

Para cada uma das amostras de latex 1:4 (v/v) foi separado um volume de 100,0 mL
que foi submetido a extracdo por particdo com o solvente AcOEt. Foram realizadas cinco
extragcbes com volumes de 25,0 mL cada. Houve formacdo de uma fase intermediaria, sendo

esta separada em um béquer e posteriormente submetida a lavagens com AcOEt (10 x 10,0 mL).
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A fase orgéanica foi reunida com as extragdes obtidas pela particdo da amostra. Os
solventes foram evaporados em banho-maria (50°C) e o residuo extrativo, pesado em uma

balanca analitica.

4.2.2.1.7 Liofilizacdo da amostra de latex bruto

O latex bruto (LJ-1V) foi seco em liofilizador (L202, Liotop), em trés volumes de
15,0 mL cada. Os tubos contendo as amostras foram previamente pesados para realizacao de

calculo para determinacdo do peso da mateéria liofilizada para o volume utilizado de latex.

4.2.2.1.8 Cinzas totais do latex bruto liofilizado

Empregou-se  a metodologia descrita pela Farmacopeia Brasileira
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Um grama (1,0 g) de latex bruto liofilizado foi
depositado em cadinho previamente dessecado em forno mufla a 450°C por 30 minutos. A
amostra foi incinerada aumentando-se a temperatura gradativamente até no maximo 600°C. Em
seguida, foi resfriada em dessecador e as cinzas pesadas em balanca analitica. A determinacéo
foi feita em triplicata.

4.2.2.2 Tratamento estatistico dos dados analiticos

Os resultados das analises fisico-quimicas foram expressos calculando-se a média
aritmética de cada determinacdo (triplicata), sendo a amplitude de variacdo em torno da média
determinada através do calculo do desvio padrdo (D.P.) e em torno de varias médias, pelo erro
padrdo da média (E.P.M.) (LEITE, 1998).

4.2.2.3 Qualidade microbiolégica do latex

A verificagcdo da qualidade microbioldgica foi realizada conforme metodologia
descrita na Farmacopeia Brasileira (2010). A contagem de micro-organismos viaveis totais foi
realizada pelo método da semeadura em profundidade ou Pour Plate.

As andlises das amostras de latex ndo ocorreram simultaneamente, porém foram

descritas em conjunto.
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4.2.2.3.1 Preparo das amostras

Os frascos contendo amostras de latex 1:4 (v/v) e latex bruto foram limpos
externamente com etanol 70% e, ap0Os agitacdo manual em capela de fluxo laminar, 5,0 mL de
cada amostra foi transferido para erlenmeyers, contendo cada um 45,0 mL de agua peptonada.
As misturas foram homogeneizadas, obtendo ao final uma dilui¢ao 1:10. A partir desta, foram
feitas novas dilui¢des em 4gua peptonada, obtendo-se 20,0 mL de solugdes 1:10%, 1:10%, 1:10*

e 1:10° das referidas amostras (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.2.2.3.2 Ensaio para micro-organismos

Pelo método da semeadura em profundidade, foi adicionado 1,0 mL da amostra
preparada, em placa de Petri e verteu-se, separadamente, 20,0 mL de &gar soja-caseina e, agar
sabouraud mantidos a 45-50°C. Foram utilizadas duas placas para cada meio e diluicdo. As
placas contendo &gar soja-caseina foram incubadas a 32,5°C+2,5°C durante 3 a 5 dias e as
placas contendo agar sabouraud dextrose, a 22,5°C+2,5°C durante 5 a 7 dias para determinacéo
do nimero de micro-organismos aerdbicos totais e bolores e leveduras, respectivamente.
Somente as placas que apresentarem numero de col6nias inferior a 250 (bactérias) e 50 (bolores
e leveduras) por placa foram consideradas para o registro dos resultados. Tomou-se a média
aritmética das placas de cada meio e calculou-se o numero de UFC (Unidade Formadora de
Colbénia) por mililitro (mL) da amostra.

Foram empregados como valores de referéncia: 10* UFC de bactérias/mL e 102
UFC de fungos ou leveduras/mL (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.2.2.3.3 Pesquisa de patdgenos
Escherichia coli
Preparou-se uma diluigdo 1:10 de 1,0 mL do latex em agua peptonada. Utilizou-se

10,0 mL da diluicdo para 90,0 mL de caldo de enriquecimento (caldo caseina-soja).
Homogeneizou-se e incubou-se a 32,5°C+2,5°C durante 24 horas (amostra enriquecida).
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Agitou-se e transferiu-se 1,0 mL da amostra enriquecida para 100,0 mL de caldo
MacConkey. Incubou-se a 43°C+1°C durante 48 horas. Realizou-se subcultura em placa de agar
MacConkey e incubou-se a 32,5°C+2,5°C durante 72 horas.

O crescimento de colonias vermelhas, geralmente ndo mucosas, com

micromorfologia caracteristica de bacilo Gram-negativo, indica presenca provavel de E.coli.

Pseudomonas aeruginosa

Agitou-se e transferiu-se uma algca da amostra enriquecida para placa contendo &gar
cetrimida. Incubou-se a 32,5°C+2,5°C durante 48 horas.

O crescimento de coldnias indica presenca provavel de Pseudomonas aeruginosa.

Staphylococcus aureus

Agitou-se e transferiu-se uma al¢a da amostra enriquecida para placa contendo agar
sal manitol. Incubou-se a 32,5°C+2,5°C durante 48 horas.
O crescimento de coldnias amarelas ou brancas rodeadas por uma zona amarela

indica presenca provavel de S. aureus.

Salmonella

Preparou-se a amostra usando a diluicdo 1:10 de 10,0 mL do latex. Homogeneizou-
se e incubou-se a 32,5°C+2,5°C durante 24 horas.

Agitou-se e transferiu-se 0,1 mL do contetido para 10 mL de caldo enriquecimento
Salmonella Rappaport Vassiliadis. Incubou-se a 32,5°C+2,5°C durante 24 horas. Realizou-se
subcultura em placa contendo agar Xxilose lisina desoxicolato e incubou-se a 32,5°C+2,5°C
durante 48 horas.

O crescimento de coldnias bem desenvolvidas, vermelhas com ou sem centro negro

indica presenca provavel de Salmonella.
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Bactérias Gram-negativas bile tolerantes

Preparou-se a amostra usando a diluicdo 1:10 de 10,0 mL do latex em caldo
casaeina-soja (Diluicdo A). Homogeneizou-se e incubou-se a 22,5°C+2,5°C por 3 horas.

Decorrido o tempo, homogeneizou-se a Diluicdo A e transferiu-se 10 mL para o
Caldo de Enriquecimento de Enterobactérias segundo Mossel. Incubou-se a 32,5°C+2,5°C por
48 horas.

Preparou-se subcultura em placas contendo agar violeta vermelho neutro bile

glicose e incubou-se a 32,5°C+2,5°C durante 24 horas.

4.2.3 Resultados e discussdes

A suspensdo aquosa de latex de H. drasticus (1:4, v/v) apresentou coloracdo bege
leitosa escura, odor forte e &cido, sabor &cido, ndo-amargo e ndo-adstringente, e aspecto bifasico
fluido (Quadro 6); pH &cido de 5,30+0,02; densidade de 1,0032+0,0005 g/mL; residuo seco,
1,27+0,04% (p/v) (Tabela 5); volume de sedimentacdo (24 h), 0,126+0,001 (Tabela 6); e
rendimento em SEACOEt de 0,68+0,02% (p/v) (Tabela 7).

Quadro 6 — Aspecto geral das amostras de latex de H. drasticus

Amostras Cor Odor Sabor Aspecto visual

LJ-1 Bege leitoso escuro Forte e acido Acido, ndo-amargo, Biféasico e fluido
ndo adstringente

LJ-11 Bege leitoso escuro Forte e acido Acido, ndo-amargo, Biféasico e fluido
ndo adstringente

LJ-1 Bege leitoso escuro Forte e acido Acido, ndo-amargo, Biféasico e fluido
ndo adstringente

LJ-1Iv Castanho leitoso escuro Muito forte e Acido, nfo-amargo, Bifasico, espesso,

acido ndo adstringente aderente

LJ-V Bege leitoso escuro Forte e &cido Acido, ndo-amargo, Bifésico e fluido

ndo adstringente

Fonte: elaborado pela autora.
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Tabela 5 — Resultados de pH, densidade e residuo seco das amostras de latex de H. drasticus

Amostra pH Densidade (g/mL) Residuo seco (%, p/v)
LJ-1 5,01+0,08 1,0041+0,0022 1,26+0,02
LJ-11 5,96+0,02 1,0058+0,0002 1,28+0,01
LJ-111 4,67+0,07 1,0004+0,0008 1,27+0,13
LJ-IV 4,96+0,02 -2 12,46+0,04
LJ-V 5,57+0,00 1,0024 +0,0005 1,29+0,14
Média+E.P.M.P 5,30+0,02 1,0032+0,0005 1,27+0,04

aN4o foi possivel realizar esta determinacéo, material muito espesso e aderente; "LJ-1V foi excluida deste calculo
por se tratar de amostra diferente.
Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 6 — Resultado da avaliacdo de volume de sedimentacdo das amostras de latex de H.
drasticus

Amostra Fin? Faan?
LJ-I 0,203+0,006 0,120+0,000
LJ-1l 0,217+0,006 0,12740,006
LJ-1 0,220+0,010 0,137+0,006
LJ-IV 0,980+0,010 0,79040,000
LJ-V 0,200+0,000 0,120+0,000
MédiazE.P.M.P 0,210+0,003 0,126+0,001

3F; , e Fogn: Volume de sedimento em 1 hora e em 24 horas, respectivamente; PLJ-1V foi excluida deste calculo
por se tratar de amostra diferente.
Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 7 — Rendimento em substancias extraiveis por acetato de etila (SEACOEL), obtido por
particdo do latex de H. drasticus 1:4 (v/v)

Amostras Massa (g) %
LJ-1 0,678 0,68
LJ-1l 0,657 0,66
LJ-1 0,670 0,67
LJ-VvV 0,698 0,70

MédiazD.P. 0,676+0,018 0,68+0,02

Fonte: elaborada pela autora.

Pelos resultados do volume de sedimentacdo, observou-se que as amostras tém o
sedimento diminuido cerca de 40,0% em 24 horas, fato que pode estar relacionado ao tamanho
das particulas em suspensdo: quanto maiores forem estas particulas, maior sera sua
sedimentagéo.

Com relacéo ao rendimento em SEACOEt, um litro (1,0 L) de latex 1:4 (v/v) fornece

em media de 6,8 g de residuo extrativo.
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O latex bruto, por sua vez, possui coloracdo mais escura, odor muito forte e 4cido,
sabor acido, ndo-amargo e ndo-adstringente, e aspecto bifasico, espesso e aderente (Quadro 6);
pH &cido de 4,96+0,02; residuo seco de 12,46+0,04% (Tabela 5); e volume de sedimentacao
(24 h), 0,790+0,000 (Tabela 6). O latex bruto de H. succuba, segundo estudo realizado por Silva
et al. (2009), consistiu em uma suspensdo com pH 4,54, coloracdo marrom e sabor amargo,
aspecto semelhante ao latex de H. drasticus, exceto pelo sabor amargo.

O rendimento de LJ-1V liofilizado foi 15,81+0,35% (Tabela 8). Observou-se que
hd uma diferenca de aproximadamente 3% de matéria seca quando o latex € submetido a
secagem com o uso de estufa de aquecimento a 100°C (método para determinacao de residuo
seco) e por liofilizacdo (congelamento e secagem por sublimacéao). Provavelmente ha perda de
massa por oxidacdo, decomposicdo e volatilizacdo de substancias quando se emprega
aquecimento na secagem do latex, pois o residuo sélido possui coloracdo marrom escura

enquanto o liofilizado possui cor castanha.

Tabela 8 — Resultado da determinacdo do rendimento em massa liofilizada de 15,0 mL de latex
bruto de H. drasticus

LJ-1V Massa de 15,0 mL (g) Liofilizado (g) Rendimento (%)
1 14,9431 2,4212 16,20
2 15,3045 2,3745 15,52
3 14,7738 2,3213 15,71
MédiatD.P. 15,81+0,35

Fonte: elaborada pela autora.

Com a determinacdo da massa liofilizada, verificou-se que 6,33 mL de latex bruto
fornece 1,0 g de latex liofilizado, ou seja, ha uma relacdo de latex liofilizado:latex bruto de
1:6,33.

O teor de cinzas totais foi 6,53+0,55% (Tabela 9). Silva et al. (2003) identificaram
no latex de H. sucuuba, calcio, magnésio, ferro, cobre, manganés, zinco e potassio. Nao ha

trabalhos de determinacéo de cinzas totais em latex de espécies de Himatanthus.

Tabela 9 — Resultado da determinacdo do teor de cinzas totais do latex liofilizado de H.
drasticus

LJ-1V Pi(g)* Pf (g9)* Cinzas (%)

1 1,000 0,071 7,1

2 1,005 0,065 6,5

3 1,000 0,060 6,0
MédiazD.P. 6,53+0,55

*Pi=peso inicial de L-1V; Pf=peso final, das cinzas.
Fonte: elaborada pela autora.
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Com relacdo a qualidade microbioldgica das amostras, os resultados estdo
expressos na Tabela 10, onde se observou que estes se encontram no limite das especificacfes
da Farmacopeia (2010). Todas foram negativas para presenca de E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus, Salmonella e Gram-negativas bile tolerantes. Os cuidados basicos de higiene durante a
extracdo, como o uso de utensilios limpos (faca, recipiente de coleta e colher), e de agua filtrada
e fervida na diluicdo do latex sdo fundamentais para uma boa qualidade microbioldgica do

mesmo.

Tabela 10 — Resultados da avaliacdo da qualidade microbiolégica das amostras de latex de H.
drasticus

Amostras Aerdbios totais® (UFC/mL) Fungos e leveduras® (UFC/mL)
LJ-1 1,3x10% 1,0x102
LJ-11 1,0x10* 1,3x10?
LJ-111 1,2x10* 1,5x102
LJ-1v 1,3x103 1,0x102
LJ-V 1,2x10* 1,4x10?

aValor de referéncia: 10* UFC de bactérias/mL; ®Valor de referéncia: 102 UFC de fungos ou leveduras/mL.
Fonte: elaborada pela autora.

A Organizacdo Mundial de Saude estabelece para materiais vegetais de uso interno,
10° UFC/g para contagem total de bactérias aerdbicas e 10° UFC/g para fungos e leveduras
(WHO, 1998). Neste caso, os resultados da avali¢do da qualidade microbiana do latex de H.
drasticus se encontram dentro dos limites, e com uma maior faixa de aceitacéo.

Em suma, com relacdo as caracteristicas fisico-quimicas do latex de H. drasticus
1:4 (v/v), embora as amostras tenham sido adquiridas em periodos diferentes, estas
apresentaram resultados semelhantes. Assim os dados obtidos foram considerados como
referéncia para avaliacdo da qualidade de amostras comerciais de Fortaleza, Ceara.

O restante das amostras ensaiadas foi utilizado no desenvolvimento do estudo

quimico e de avaliacdo de atividade antimicrobiana.



4.3 ESTUDO QUIMICO
PRELIMINAR
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4.3 Estudo quimico preliminar

O estudo quimico preliminar do latex de H. drasticus envolveu a realiza¢do de uma

abordagem fitoquimica, determinacéo de proteinas, carboidratos e minerais.

4.3.1 Material vegetal

Foram utilizados 100,0 mL de latex 1:4 (v/v), 2,0 mL de latex bruto e 0,7 g, de latex
bruto liofilizado.

4.3.2 Metodologia

4.3.2.1 Abordagem fitoquimica

O latex 1:4 (v/v) foi utilizado nos testes fitoquimicos descritos por Matos (1997) e

na pesquisa de iridoides descrito por Ferreira et al. (2009).

4.3.2.1.1 Pesquisa de saponinas

Transferiu-se para um tubo de ensaio 3,0 mL de latex 1:4 (v/v) e agitou-se

vigorosamente. Aguardou-se por 15 min.

4.3.2.1.2 Pesquisa de auronas e chalconas

Transferiu-se 10,0 mL de latex 1:4 (v/v) para um funil de separacdo e efetuou-se
extracdo com 2,0 mL de AcOEt, trés vezes (3x). Em seguida dividiu-se a fracdo organica em
dois béqueres. Evaporou-se até quase secura a fracdo de um dos béqueres e adicionou-se 1,0
mL de solucéo de hidroxido de aménio 4 N (NH4OH 4 N). A outra fragdo organica foi reservada

para servir de comparagéo.
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4.3.2.1.3 Pesquisa de taninos e fenois

Transferiu-se 10,0 mL de latex 1:4 (v/v) para um funil de separagdo e efetuou-se

extracdo com 2,0 mL de éter etilico (3x). A fase etérea foi destinada ao teste para fenois e a fase

aquosa para taninos.

Teste para fenois

Evaporou-se o solvente da fase etérea até metade de seu volume. Em seguida

adicionou-se 0,5 mL de etanol (EtOH) e duas gotas de solugdo de cloreto férrico a 1% (FeCls

1%).

Teste para taninos

Retirou-se 1,0 mL da fase aquosa e transferiu-se para um tubo de ensaio.

Adicionou-se duas gotas de FeCls 1% (Fluxograma 1).

Fluxograma 1 — Procedimento para identificacdo de taninos e fendis

Latex 1:4 (v/v)
(10,0 mL)

Extracdo com éter etilico (2,0 mL, 2x)

Fase etérea

Teste para fendis:
EtOH (0,5 mL) + FeCl; 1% (2 gts)

Fonte: elaborado pela autora.

Fase aquosa

Teste para taninos:
FeCl31% (2 gts)
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4.3.2.1.4 Pesquisa de alcaloides

Transferiu-se 10,0 mL de latex 1:4 (v/v) acidificada com 1,0 mL de HCI SR para
um funil de separacdo e efetuou-se extracdo com 2,0 mL de cloroférmio (CHCI3) (2x). Ap6s
particdo, desprezou-se a fase cloroférmica.

A fase aquosa &cida foi alcalinizada com 3,0 mL de NH4OH SR e transferido
novamente para o funil de separacdo. Efetuou-se extracdo com 2,0 mL de CHCIs (2x). Separou-
se a fase cloroférmica e evaporou-se o solvente até a metade de seu volume (a fase aquosa
alcalinizada foi empregada na pesquisa de bases quaternarias).

Acidificou-se a fase cloroférmica com 4,0 mL de HCI 50% e separou-se a fase
aquosa acida que foi distribuida em trés tubos de ensaio (1,0 mL por tubo). A cada um dos tubos

foram adicionadas cinco gotas dos reagentes: Hager, Bertrand e Dragendorff (Fluxograma 2).

4.3.1.1.5 Pesquisa de bases quaternérias

Acidificou-se novamente a fase aquosa alcalinizada do teste anterior com
aproximadamente 4,0 mL de HCI 50%. A solucéo foi distribuida em trés tubos de ensaio (1,0
mL por tubo). A cada um dos tubos foram adicionadas cinco gotas dos reagentes: Hager,

Bertrand e Dragendorff (Fluxograma 2).
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Fluxograma 2 — Procedimento para identificacdo de alcaloides e bases quaternarias

Latex 1:4 (v/v)
(20,0 mL)
I

HCI SR (1,0 mL)
Extracdo com CHCls (2,0 mL)

Fase aquosa acida Fase cloroférmica

NH4OH SR (3,0 mL)
Extracdo com CHCls (2,0 mL, 2x)

Fase aquosa alcalina Fase cloroférmica
Evaporacdo de 50% do vol. de solvente

HCI 50% (4,0 mL) HCI 50% (4,0 mL)

Fase aquosa acida Fase aquosa acida
Distribuicdo nos tubos de ensaio Distribui¢&o nos tubos de ensaio
(1,0 mL) (1,0 mL)

Adicéo dos reagentes de identificacdo Adicéo dos reagentes de identificacdo
de bases quaternérias (5 gts) de alcaloides (5 gts)

Fonte: elaborado pela autora.

4.3.2.1.6 Pesquisa de quinonas e antrandis

Efetuou-se hidrélise de 10,0 mL de latex 1:4 (v/v) com 0,5 mL de HCI R em chapa
térmica por 5 min. Apds esfriar, transferiu-se para funil de separacao e efetuou-se extracdo com
2,0 mL de CHCIs (2x). Separou-se a fase cloroférmica, evaporou-se o solvente até metade de
seu volume e transferiu-se para um tubo de ensaio. Foi adicionado lentamente 1,0 mL de
NHsOH 6 N (teste para quinonas). Em seguida, adicionou-se ao mesmo tubo de ensaio 1,0 mL

de agua oxigenada (H-03) (teste para antrandis) (Fluxograma 3).
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Fluxograma 3 — Procedimento para identificacdo de quinonas e antranois

Latex 1:4 (v/v)
(10,0 mL)

HCI R (0,5 mL)

Aquecimento (5 min)

Esfriar

Extracdo com CHClz (2,0 mL, 2x)

Fase cloroférmica Fase aquosa

Evaporacdo de 50% do vol. de solvente
NHsOH 6 N (1,0 mL)

Teste para quinonas

H.0, (1,0 mL)

Teste para antrandis

Fonte: elaborado pela autora.

4.3.2.1.7 Pesquisa de antocianinas, antocianidinas e outros flavonoides

Distribui-se em trés tubos de ensaio 3,0 mL de latex 1:4 (v/v). Acidificou-se o tubo
| até pH 3,0 com HCI SR; e alcalinizou-se os tubos Il a pH 8,5 e 111 a pH 11,0 com solugdo de
hidréxido de sddio (NaOH SR). O Quadro 7 apresenta os grupos de flavonoides que podem ser

detectados com as mudancas de pH da solucéo.

Quadro 7 — Pesquisa de flavonoides frente a pH &cido e alcalino

Flavonoides pH éacido pH alcalino (8,5) pH alcalino (11)
Antocianinas e antocianidinas X X X
Flavonas, flavondis e xantonas - - X
Flavononéis - - X

X: composto reage ao pH do meio; -: composto ndo reage ao pH do meio.
Fonte: elaborado pela autora.

4.3.2.1.8 Pesquisa de leucoantocianidinas, catequinas e flavononas

Utilizou-se os tubos I e I11 do teste anterior e dividiu-se seus volumes em duas partes
iguais (uma das partes serviu de referéncia). Submeteu-se a aquecimento durante dois a trés
minutos cada uma das metades dos tubos I e 111, cuidadosamente. Observou-se o resultado apos
aproximadamente 10 min. O Quadro 8 apresenta 0s grupos de compostos que podem ser

detectados nos tubos | (pH acido) e 111 (pH alcalino).
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Quadro 8 — Pesquisa de leucoantocianidinas, catequinas e flavononas frente a pH acido e alcalino

Constituintes pH écido pH alcalino
Leucoantocianidinas X -
Catequinas X -
Flavononas - X

X: composto reage ao pH do meio; -: composto ndo reage ao pH do meio.
Fonte: elaborado pela autora.

4.3.2.1.9 Pesquisa de flavonais, flavonas, flavononois e xantonas

Transferiu-se 2,0 mL de latex 1:4 (v/v) para um tubo de ensaio. Adicionou-se ao

tubo 0,5 mL de HCI R e um pedaco de fita de magnésio metalico.

4.3.2.1.10 Pesquisa de cardiotonicos

A 2,0 mL de latex 1:4 (v/v) adicionou-se 2,0 mL de solugdo de acido 3,5-
dinitrobenzdico, seguido da adi¢do de solugdo de hidroxido de potassio (KOH) 2 N.

4.3.2.1.11 Pesquisa de cumarinas, esteroides e triterpenoides

Realizou-se extracdo por parti¢do, utilizando 30,0 mL de latex 1:4 (v/v) e 10,0 mL
de CHCIs (3x). Separou-se a fase cloroférmica e evaporou-se o volume do solvente até 20,0
mL.

Em um pedaco de papel de filtro (6,0x3,0 cm), colocou-se uma gota da fase
cloroférmica ao lado de uma gota de solugédo cloroférmica de cumarina a 1% (solucdo padrao).
Em seguida adicionou-se uma gota de solucdo etanolica de KOH a 5% sobre cada mancha e
observou-se sob irradiac¢do ultravioleta (UV — A 366 nm).

Evaporou-se o restante de solvente da fase cloroférmica até aproximadamente 4,0
mL e dividiu-se o volume final em dois tubos de ensaio (um serviu de referéncia). Adicionou-
se 1,0 mL de anidrido acético e 2 gotas de acido sulfurico (H2SO4 R) a um dos tubos (teste para

triterpenoides e esteroides) (Fluxograma 4).
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Fluxograma 4 — Procedimento para identificacdo de cumarinas, esteroides e triterpenoides

Latex 1:4 (viv)
(30,0 mL)

I
| Extracdo com CHCl3 (10,0 mL, 3x)

Fase cloroférmica Fase aquosa

Evaporacédo de 50% do vol. de solvente

Teste para cumarinas:
Papel de filtro + 1 gt de fase cloroférmica
Adicdo de 1 gt de cumarina 1%, ao lado.

Evaporacdo do solvente até 4,0 mL

Tubo | Tubo II: referéncia

Teste para esteroides e triterpenoides:
Anidrido acético (1,0 mL) + H2SO4 R (2 gts)

Fonte: elaborado pela autora.

4.3.2.1.12 Pesquisa de iridoides

Realizou-se extracdo por particdo, utilizando 20,0 mL de latex 1:4 (v/v) e 5,0 mL
de AcOEt (3x). Separou-se a fase ACOEt e evaporou-se o volume do solvente até quase secura.
Aplicou-se uma aliquota em cromatoplaca de gel de silica de 6,0x3,0 cm (cromatofolha Merck,
gel de silica 60 F254, 0,2 mm) que foi eluida em fase movel constituida por CHClz. Em seguida
a cromatoplaca foi seca a temperatura ambiente e o resultado visualizado apds revelacdo com

o reagente vanilina-sulfirica e aguecimento em chapa térmica (FERREIRA et al., 2009).
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4.3.2.2 Determinagéo de nitrogénio e proteinas

A determinacdo de proteina foi feita por meio da técnica de Kjeldahl, pela
determinacéo de nitrogénio total (A.O.A.C, 1990).

A determinacdo do teor de nitrogénio (N) total foi feita com 0,2 g do latex bruto
liofilizado em mistura digestora contendo 15,0 mL de &cido sulfdrico (H2SO4 R), sulfato de
cobre penta-hidratado (CuSO4.5H20) e sulfato de sodio (Na2SO4), em bloco digestor (Tecnal,
modelo TE-040/25) a 150°C por 1 h; em seguida, o sistema foi mantido a 400°C por 2 h. Um
volume de 10,0 mL da amostra foi destilada em destilador de Kjeldahl (Tecnal, modelo TE-
036/1) com a adicdo de 25,0 mL de solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) a 40%; e a amonia
(NHs3) foi arrastada pelo vapor de agua e coletada em 15,0 mL de mistura de acido borico
(H3sBOz) 2% e indicadores vermelho de metila 0,04% e verde de bromocresol 0,1%. Em
seguida, a amostra foi titulada com solucdo padronizada de H.SO4 0,010080 N.

Foram feitas duas titulagdes com a prova em branco, onde a média dos volumes
gastos de H.SO4 0,010080 N foi 0,60 mL.

Para calcular percentual de nitrogénio e proteina na amostra, foram utilizadas as
seguintes equacoes:

N% = [(V2— V1) X Nhzso. X 1,4]
Peso da amostra

Onde:

V2 = volume gasto de H2SO4 para titular a amostra

V1 = volume gasto de H2SOg4 para titular a prova em branco = 0,60 mL
NH.so. = normalidade do H>SOg utilizado na titulagdo = 0,010080 N
Peso amostraem g =0,2 g.

Proteinas% = N% x 6,25
A andlise foi feita em sextuplicata.
4.3.2.3 Determinagao de carboidratos
A determinacdo de carboidratos totais foi avaliada por meio do método Fenol-
sulfarico (DUBOIS et al., 1956).

Primeiramente realizou-se a diluicdo de 1,0027 g de latex bruto em 100,0 mL de

agua destilada em baldo volumétrico (100,0 mL), seguida de filtracao (latex 1%). Em triplicata,



PARTE EXPERIMENTAL: ESTUDO QUIMICO PRELIMINAR 100

foi retirada uma aliquota de 500,0 pL desta amostra e transferiu-se para um tubo de ensaio com
rosca. A esta aliquota adicionou-se 500,0 pL de fenol 5%. Os tubos foram homogeneizados e
adicionou-se 2,5 mL de H>SOs4 R, homogeneizando-se novamente em aparelho agitador
(Vortex). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Femto, modelo 600 Plus) a 490 nm.

Os valores obtidos foram comparados com a curva padrdo de glicose, que foi
construida com concentragdes variando de 0,1 a 0,6 pmol/mL plotadas no eixo X e as
respectivas absorbancias no eixo Y, com equacéo da reta y=1,4337x-0,01331 e coeficiente de
correlagio R?=0,9987 (Tabela 11).

Tabela 11 — Absorbancias da solucdo de glicose para a construcdo da curva de calibracdo

Concentracéao ABS* 1 ABS 2 ABS 3 Média das ABS
pmol/mL
01 0,137 0,136 0,138 0,137
0,2 0,264 0,261 0,262 0,262
0,3 0,411 0,422 0,420 0,418
0,4 0,529 0,573 0,573 0,558
0,5 0,699 0,743 0,713 0,718
0,6 0,864 0,821 0,833 0,839

*Absorbéancia.
Fonte: elaborada pela autora.

A andlise foi feita em triplicata.

4.3.2.4 Determinagao de minerais

As concentracdes totais de minerais foram feitas conforme procedimentos descritos
em Miyazawa et al. (1999).

Para a determinacdo de fésforo (P), potéssio (K), sddio (Na), célcio (Ca), magnésio
(Mg), enxofre (S), cobre (Cu), ferro (Fe), zinco (Zn) e manganés (Mn), a amostra de latex
liofilizado (0,5 g) foi submetida a digestdo com 10,0 mL da mistura de acido nitrico (HNO3 R)
e acido perclorico (HCIO4) a 30% (3:1, v/v) em bloco digestor (Tecnal, modelo TE-040/25) a
180°C até completa mineralizacdo. Apos o resfriamento, a amostra foi transferida para baldo
volumétrico de 50,0 mL e o volume foi completado com agua deionizada (solugdo-amostra —
Sol.A).

A determinacdo de Ca, Mg, Fe, Cu, Zn e Mn foi realizada em um espectrofotdmetro
de absorcdo atdmica (Perkin Elmer, modelo AAnalyst 300). As curvas analiticas foram
preparadas a partir de solucdes estoques de 1000 mg/L, as quais foram diluidas nas
concentrages referentes a curva de cada elemento. Para a leitura de Ca e Mg diluiu-se 1,0 mL
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de Sol.A com 19,0 mL de &gua destilada. Em seguida, retirou-se uma aliquota de 2,0 mL que
foi transferida para um baldo volumétrico de 10,0 mL, onde completou-se o volume com a
solucéo de lantanio (La(NO3)3.10H20) a 5%. As determinagdes de Fe, Cu, Zn e Mn foram feitas
nas amostras sem diluicGes.

Para a quantificagéo de P foi adicionada a 5,0 mL de Sol.A, 10,0 mL de solucdo
acida de molibdato de aménio diluida e 1,0 mL de solucdo de acido ascérbico a 3%, deixada
em repouso por 30 min e leitura em espectrofotdbmetro a 660 nm (Femto, modelo 600 Plus). O
S foi quantificado por meio do método da turbidimetria, onde a 5,0 mL de Sol.A, adicionou-se
0,5 mL de HCI 6 N e 250,0 mg de cristais de cloreto de bario (BaCl.), seguido de agitacdo por
30 segundos, repouso por 5 minutos e leitura em espectrofotometro a 420 nm.

As concentracdes de K e Na foram determinadas por meio de leitura direta da Sol.A
em fotdmetro de chama (Digimed, modelo DM-62).

As condigdes instrumentais para as anélises dos minerais estdo ilustradas na Tabela

12. Todas estas analises foram realizadas em sextuplicata.

Tabela 12 — Condi¢des experimentais para as analises dos minerais

Elemento Técnica Equacao da reta R? Curva analitica (mg/L) A& (nm)
Ca y=0,0019x+0,001 0,998 1,0a5,0 4227
Mg y=0,0309x+0,004 0,997 0,10a0,50 285,2
Cu Espectofotometria y=0,0049x-0,004 0,997 1,0a5,0 324.,8
Fe de absorcéo y=0,0031x-0,003 0,998 1,0a10,0 248,3
Zn atémica y=0,0169x+0,004 0,997 05a25 2139
Mn y=0,1741x+0,0186  0,9963 0,25a2,5 279,5

P Espectofotometria ~ y=0,1083x+0,0134  0,9950 0,5a5,0 660

S de absorcéo y=0,0136x+0,0026  0,9971 5,0a50,0 420
UV/VIS

K Fotometria de y=0,0079x+0,01955 0,9876 1,0a20,0 766,5

Na chama y=0,0082x+0,1758  0,9868 1,0a40,0 589

Fonte: elaborada pela autora.

4.3.2.5 Determinacao de polifendis sollveis totais

O contetdo de polifendis soltveis totais (PST) foi determinado pelo método de
Folin-Ciocalteau (OBANDA; OWUOR, 1997) adaptado por Rufino et al. (2006).

Amostra de 1,0 g de latex bruto foi adicionada a 4,0 mL da solugdo de metanol
(MeOH) 50%, homogeneizada e deixada em repouso por 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, o material foi centrifugado a 15000 rpm por 15 minutos a 27°C, e 0
sobrenadante recolhido. O decantado dessa extracdo foi ressuspenso em 4,0 mL da solucdo de
acetona 70%, homogeneizado, deixado em repouso por 1 hora a temperatura ambiente e
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centrifugado a 15000 rpm por 15 min a 27°C. O sobrenadante foi recolhido, colocado em baldo
volumétrico junto ao primeiro e o volume aferido para 10,0 mL com &gua destilada.

Em ambiente escuro, 1,0 mL do preparado foi homogeneizado com 1,0 mL da
solucéo de Folin-Ciocalteau 1 N, 2,0 mL da solugdo de Na,CO3 20% e 2,0 mL de agua destilada.
Apo6s 30 minutos de repouso, as leituras das absorbancias foram realizadas em
espectrofotémetro (Varian, modelo Cary 50) a 700 nm. O conteudo de PST foi calculado com
base em uma curva padrao de doses crescentes de acido galico 98% (0,0 a 50,0 ug), utilizado
como referéncia, com equacdo da reta y=0,0108x+0,00005, e coeficiente de regressdo
R2=0,9982. Os resultados foram expressos em mg de equivalente de acido gélico (EAG) por
cem gramas de latex (mg EAG/100 g de latex). A andlise foi realizada em triplicata.

4.3.3 Resultados e discussdes
4.3.3.1 Abordagem fitoquimica
O latex foi positivo para fenois simples, taninos, triterpenoides e iridoides. A Tabela

13 apresenta os resultados obtidos com os grupos de metabolicos pesquisados e a Figura 13, a
cromatoplaca do teste de identificacdo de iridoides.
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Tabela 13 — Resultados da abordagem fitoquimica do latex de H. drasticus

Pesquisa realizada Especificacbes do teste Resultado
Saponinas Espuma persistente apds a adicdo de HCI SR Negativo
Auronas e chalconas Coloracédo avermelhada Negativo
Fendis Coloracéo escura Positivo
Taninos Coloracéo escura Positivo
Alcal6ides Precipitado e/ou mudanca de coloracéo Negativo
Bases quaternarias Precipitado e/ou mudanca de coloracéo Negativo
Quinonas Coloracéo rosada a avermelhada Negativo
Antranois Coloracéo rosada a avermelhada Negativo
. - Cor vermelha em pH 3,0; cor lilas em pH 8,5 e cor .
Antocianinas e antocianidinas ! Negativo
azul-parpuraem pH 11,0
Flavonas, flavondis e xantonas Coloracéo amarela em pH 11,0 Negativo
Flavononois Coloracéo vermelho-laranja em pH 11,0 Negativo
Leucoantocianidinas Coloragdo vermelha em pH écido Negativo
Catequinas Coloragao pardo-amarelada em pH &cido Negativo
Flavanonas Coloragdo vermelho-laranja em pH alcalino Negativo
Flavondis, flavonas, flavonondis Coloragdo avermelhada .
e xantonas Negativo
Cardiotonicos Coloracéo avermelhada Negativo
Cumarinas Fluorescéncia verde a azulada Negativo
Esteroides Coloracéo verde Negativo
Triterpenoides Coloracéo castanha Positivo
Iridoides Coloracéo verde a marrom-esverdeada Positivo

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 13 — Cromatoplaca do teste de identificacdo de iridoides no latex de H. drasticus
(mancha marrom-esverdeada)

==

=

Fonte: da autora.

Luz et al. (2014) realizaram abordagem fitoquimica das cascas do caule de H.
drasticus e encontraram resultados positivos para taninos, flavonoides, alcaloides, saponinas,
triterpenos, esteroides e cumarinas. Os autores néo realizaram teste para iridoides.

A importancia dos compostos triterpenoides e iridoides na terapéutica ja foi exposta
na secdo 3. Os compostos fenolicos desempenham um papel importante na neutralizacdo ou

sequestro de radicais livres e quelacédo de metais de transicéo, agindo tanto na etapa de iniciagéo
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como na propagacdo do processo oxidativo. Os intermediérios formados pela acdo de
antioxidantes fendlicos séo relativamente estaveis, devido a ressondncia do anel aromético
presente na estrutura destas substancias (SOUSA et al., 2007). Taninos, por sua vez, sdo
compostos de natureza polifendlica, presentes na maioria das plantas, dotados de atividade anti-
inflamatdria, cicatrizante, antimicrobiana e antioxidante (ROBBERS; SPEDIE; TYLER, 1997).

4.3.3.2 Determinacao de nitrogénio e proteinas

O latex liofilizado apresentou 0,35+0,01% de nitrogénio total e 2,19+0,09% de
proteinas, conforme resultados expressos na Tabela 14.

Tabela 14 — Resultados da determinacdo das concentra¢fes de nitrogénio (N) e proteinas no
latex de H. drasticus

Vo* (mL) N% Proteina%
5,40 0,3387 2,1188
5,85 0,3704 2,3125
5,40 0,3387 2,1188
5,80 0,3669 2,2938
5,40 0,3387 2,1188
5,55 0,3493 2,1813

MédiaxD.P. 0,35+0,01% 2,19+0,09%

*Volume de H,SO4 gasto na titulagdo da amostra.
Fonte: elaborada pela autora.
As proteinas desempenham o papel de crescimento, manutencdo e reparo de tecidos
organicos (WOOD, 2004). Mousinho et al. (2011) mostraram que as proteinas do latex de H.
drasticus exibem atividade antitumoral, que podem estar relacionadas ao seu efeito

imunoestimulante, sem toxicidade substancial.

4.3.3.3 Determinagao de carboidratos

O latex bruto apresentou 0,43+0,01% (4,31 mg/g) de carboidratos (Tabela 15).
Silva et al. (2003), encontraram no latex de H. sucuuba 1,9 mg/mL (0,19%) de carboidratos no
latex bruto. Em termos percentuais, H. drasticus possui teor de carboidratos aproximadamente

duas vezes maior que o teor de H. sucuuba.
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Tabela 15 — Resultados das analises com latex de H. drasticus para determinacdo de
carboidratos

ABS? Latex 1% Latex bruto

CP (umol/mL)  Cx180° (ug/mL)  C (mg/mL) C (g/9) C (%)
0,340 0,246 44,3315 0,044332 0,004433 0,44
0,319 0,232 41,6949 0,041695 0,004169 0,42
0,332 0,241 43,3271 0,043327 0,004333 0,43
Média+D.P. 0,43+0,01

aAbsorbancia; "Concentracio; “Peso molecular da glicose.
Fonte: elaborada pela autora.

4.3.3.4 Determinagdo de minerais

Os seguintes elementos foram detectados e quantificados no latex bruto liofilizado:
Ca (7,72+0,39 mg/g); Mg (7,05+2,12 mg/g); Fe (18,83+6,63 pg/g); Cu (ndo quantificado); Zn
(4,93+0,97 pg/g); Mn (21,55+8,56 ug/g); P (0,16+0,01 mg/g); S (10,07+1,24 mg/g); K
(14,47+0,27 mg/g); e Na (10,33+0,50 mg/g).

Dentre os macroelementos doseados, os mais abundantes foram potéassio, sodio e
enxofre. Com relacdo aos microelementos, predominaram 0 manganés, seguido do ferro.
Conforme estudos realizados por Silva et al. (2003) com H. sucuuba, os elementos
predominantes no latex bruto foram célcio (0,354 mg/g) e magnésio (0,250 mg/g), e estes,
comparados com os obtidos no trabalho, apés ajustes das concentracbes para latex bruto,

possuem concentracdes inferiores aos encontrados no latex de H. drasticus (Tabela 16).

Tabela 16 — Minerais presentes no latex de espécies de Himatanthus: H. drasticus e H. sucuuba

Elemento H. drasticus H. sucuuba®
Latex liofilizado Latex bruto®
Ca 7,72+0,39 mg/g 1,216 mg/g 0,354 mg/g
Mg 7,05+2,12 mg/g 1,122 mg/g 0,250 mg/g
Fe 18,83+6,63 pg/g 3,0 pa/g 4,45 u/g
Cu ALD? ALD 0,08 /g
Zn 4,93+0,0,97 ng/g 0,8 ua/g <0,01 w/g
Mn 21,55+8,56 ug/g 3,5 Halg 8,88 w/g
P 0,16+0,01 mg/g 0,0253 mg/g NR¢
S 10,07+1,24 mg/g 1,596 mg/g NR
K 14,47+0,27 mg/g 2,291 mglg 0,123 mg/g
Na 10,33+0,50 mg/g 1,627 mg/g NR

aALD: Abaixo do Limite de Deteccio; PA concentragio de constituintes no latex bruto corresponde as suas
concentragdes no latex liofilizado/6,33; °Referéncia: Silva et al. (2003); “Teste no realizado.
Fonte: elaborada pela autora.

A massa total dos minerais doseados no latex liofilizado de H. drasticus foi

aproximadamente 49,85 mg/g ou 4,99%. Comparando este percentual com o valor encontrado



PARTE EXPERIMENTAL: ESTUDO QUIMICO PRELIMINAR 106

para cinzas totais, 6,53%, h4 uma media de 1,5% de minerais ndo identificados no latex da
planta.

Os minerais sdo de grande importancia para a dieta nutricional do ser humano e de
outros animais, pois desempenham funcdes especificas no organismo, bem como possuem
propriedades farmacoldgicas.

O magnésio e o célcio desempenham funcGes na formacédo de 0ssos, dentes e tecidos
(ALMEIDA et al., 2002). A suplementacao de magnésio na dieta tem auxiliado no tratamento
de acidente vascular cerebral, eclampsia, osteoporose, enxaquecas, desordens do sistema
imunologico e asma brénquica (ANASTASSOPOULOU; THEOPHANIDES, 2002); possui
atividade anti-inflamatdria, catartica e anticonvulsivante (DISCHER; MEDWICK, 2004); o
calcio é antiespasmadico, gastroprotetor e analgesico (CALLAHAN, 2004).

O enxofre possui efeito fungicida e catartico (DISCHER; MEDWICK, 2004) e a
associacao do potassio com o sodio, regulariza os batimentos cardiacos, agindo também no
funcionamento do sistema muscular (ALMEIDA et al., 2002). O potassio possui efeito diurético
e 0 sodio, devido a propensao em promover retencdo de dgua nos tecidos, deve ser empregado
com cautela (individuos hipertensos) (DISCHER; MEDWICK, 2004).

Zinco e manganés servem como ativadores essenciais em uma série de reacdes
metabdlicas catalisadas por enzimas, sendo, portanto, elementos importantes para a reproducdo
e crescimento (BURTON, 1979). O manganés possui acdo antimicrobiana (DISCHER,;
MEDWICK, 2004) e o zinco esta relacionado com as células do sistema imune, incluindo
atividade das células T-Helper, desenvolvimento de linfdcitos T-citotoxicos, hipersensibilidade
retardada, proliferacdo de linfécitos T, producdo de interleucina-2 e morte programada de
celulas de origem mieloide e linfoide (MAFRA; COZZOLINO, 2004).

O ferro, por fazer parte de moléculas do sangue como hemoglobina e mioglobina,

é um nutriente indispensavel no transporte de oxigénio e respiracao celular (BURTON, 1979).

4.3.3.5 Determinacgao de polifendis sollveis totais

A amostra de latex bruto apresentou 394,97+16,30 mg EAG/100 g de latex ou
0,39%0,02% de polifendis (Tabela 17).
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Tabela 17 — Resultados das analises com latex bruto de H. drasticus para determinacdo de
polifendis soluveis totais

ABS? Cp® (ug) P (9) P4 (q) Cp® (mg/100 g) Cp (%)
0,473 43,80 1,0611 0,01061 412,78 0,41
0,430 39,85 1,0465 0,01047 380,79 0,38
0,442 40,95 1,0464 0,01046 391,34 0,39
MédiatD.P. 394,97+16,30 0,39+0,02

2Absorbancia; "Concentracio de polifendis na aliquota de 0,1 mL de solugdo da amostra a 10% (1,0 g em 10,0
mL); “Massa da amostra pesada; “Massa da amostra na aliquota de 0,1 mL (100,0 pL); ¢éConcentracio de polifendis
expressa em mg de equivalente de acido galico/100 g de latex.

Fonte: elaborada pela autora.

Segundo dados obtidos por Gallice, Messersch e Zamora (2011) em amostras de
vinho tinto, a concentracdo de polifendis em 47 amostras variaram de 0,97 (0,097%) a 2,91 g/L
(0,291%), com valor médio de 1,91 g/L (0,19%). Assim, verificou-se que mesmo sendo o vinho
tinto um dos produtos com maior teor de compostos fendlicos, os resultados com o latex bruto
foram superiores em cerca de duas vezes ao valor médio. Ndo foram encontrados na literatura

dados relativos a polifendis extraiveis totais do latex de espécies do género Himatanthus.
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4.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana de H. drasticus

Diversas razdes justificam a necessidade urgente por novos agentes antibidticos,
tais como: doencas infecciosas sdo a segunda maior causa de mortalidade do mundo; e existem
altas taxas de resisténcia microbiana. Diante desses problemas, algumas das alternativas de
solugdo tem sido a modificagdo quimica da estrutura dos antibioticos ja existentes na tentativa
de torna-los mais eficientes; e, principalmente, a busca de novos farmacos a partir de recursos
naturais (SOUZA, 1998; GUIMARAES et al., 2010).

Hé& estudos de avaliagdo de atividade antimicrobiana relacionados ao latex das
espécies H. sucuuba e H. articulatus (SILVA et al., 2010; SEQUEIRA et al., 2009). O primeiro
empregou compostos isolados do latex e o segundo, o latex bruto. H. articulatus apresentou
uma boa atividade antimicrobiana contra cepa de Candida albicans na concentracdo de 0,5 mg
de latex/disco (SEQUEIRA et al.,, 2009). Em adicdo, sdo conhecidas as atividades
antimicrobianas de compostos comumente encontrados no género Himatanthus: triterpenos
(RIVERO-CRUZ et al., 2008; SHAI et al., 2008; AHMED et al., 2010; EL-HAGRASSI et al.,
2011; JABEEN et al., 2011; SALEEM; SIDDIQUE, 2011) e iridoides (TIWARI; PANDEY;
DUBEY, 2002; TUNDIS et al., 2008). Assim, foram avaliadas as atividades antimicrobianas

do latex e suas fragOes extrativas obtidas por particéo.
4.4.1 Amostras
Latex 1:4 (v/v) (2,5 L).
4.4.2 Metodologia
4.4.2.1 Atividade antimicrobiana
4.4.2.1.1 Preparo das amostras
Dois volumes de um litro (1,0 L) de suspensdo aquosa de latex 1:4 (v/v) foram
submetidos, separadamente, a extragao por partigdo com os solventes n-hexano, CH>Cl, e

AcOEt em ordem crescente de polaridade. Para cada solvente foram feitas quatro extracdes de

400,0 mL cada. Apos separacao das fases organicas, os solventes foram evaporados por pressao
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reduzida em aparelho rotaevaporador.
Ao final obteve-se as seguintes fragdes secas: hexanica (0,6379 g), CH2Cl> (11,0118
g) e AcOEt (0,5810 g). Todas as fragdes foram acondicionadas em frascos ambar e conservadas

sob refrigeragdo a 5°C até o momento do uso.

4.4.2.1.2 Micro-organismos

Foram utilizadas as seguintes cepas padroes de micro-organismos ATCC (American
Type Culture Collection): Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Candida albicans (ATCC 26790).

4.4.2.1.3 Preparo dos inoculos

As cepas padroes utilizadas nos testes foram reativadas por trés repiques sucessivos;
e os inoculos destes micro-organismos em fase logaritmica de crescimento foram obtidos
preparando-se suspensoes diretas em solugdo salina padronizadas de acordo com a escala 0,5

de MacFarland.

4.4.2.1.4 Preparo dos discos de papel de filtro

Foram utilizados discos estéreis de papel de filtro com seis milimetros (6,0 mm) de
diametro. Estes foram impregnados com as fragdes extrativas hexanica, CH>Cl, e AcOEt
diluidas nos respectivos solventes extratores na concentra¢do de 200,0 mg/mL. O volume final
das fragcdes em cada disco foi de 50,0 puL obtido apds cinco aplicagdes de 10,0 puL (carga de
10,0 mg por disco), seguidas da evaporagdo do solvente em estufa a 36°C. Foram preparados
discos com a amostra de latex 1:4 (50,0 pL) e amostra de SEAcOEt (200 mg/mL em AcOEt;
carga de 10,0 mg por disco). Discos impregnados com os solventes extratores foram utilizados

como controle negativo.
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4.4.2.1.5 Método de difusao

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana das fra¢des extrativas foi utilizado o
método de difusdo em discos de papel, de acordo com os critérios do CLSI (Clinical Laboratory
Standard Institute), antigo NCCLS (NCCLS, 2004), modificado para as fragdes obtidas.

As suspensdes dos micro-organismos foram semeadas com swab (DME) estéril na
superficie do adgar Muller-Hinton (Merck) em placa Petri. Para Candida albicans, o éagar
sabouraud dextrose (Merck), especifico para o crescimento de fungos, foi empregado. Apos a
semeadura, os discos de papel de filtro contendo as amostras das fragdes em estudo foram
aplicadas com o auxilio de uma pinga estéril. Discos contendo apenas os solventes de extracao
foram utilizados como controle negativo da atividade e, como ndo existe padronizacao do teste
de difusdao para as fragdes extrativas, antimicrobianos normalmente utilizados nos testes de
avaliagdo da sensibilidade bacteriana e fingica a drogas, especificos para os micro-organismos
testados, foram utilizados como controle das condigoes de realiza¢do do teste. Como controle
positivo para bactérias foi utilizado o disco de cloranfenicol (30,0 pug) e para fungos, o disco de
nistatina (100,0 pg).

Ap6s 18 h de incubagdo a 36°C, foi verificada a atividade antimicrobiana por meio
da medida do diametro dos halos de inibi¢do do crescimento microbiano em torno dos discos
com uma régua. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em
milimetros (mm) por meio da média aritmética do didmetro dos halos de inibi¢do em torno dos
discos e calculo do desvio padrdo (D.P.).

Foram considerados ativos os extratos que originaram halos de inibicdo com
diametros iguais ou superiores a oito milimetros (8,0 mm). Como os discos apresentam um
didmetro de 6,0 mm, halos menores do que 8,0 mm foram considerados insignificantes nas

concentracoes testadas.
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4.4.2.1.6 Determinacdo da Concentragao Inibitoria Minima

Para a determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), foi empregada
metodologia adotada por Sequeira et al. (2009) com modificagdes. Preparou-se uma solugdo da
fragdo AcOEt na concentragdo de 200,0 mg/mL e o micro-organismo testado foi Candida
albicans (ATCC 26790). Os demais micro-organismos ndo foram testados devido ao pequeno
rendimento da fragdo acetato de etila.

O preparo do inéculo e do meio para difusdo dos discos foram realizados conforme
descrito anteriormente. Discos estéreis de papel de filtro (6,0 mm de diametro) foram
impregnados com a solugdo da fragdo AcOEt dissolvida em AcOEt nos volumes de 10,0; 20,0;
30,0; 40,0; e 50,0 uL, sendo assim obtidos discos com concentragdes diferentes da referida
fragdo com cargas de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; e 10,0 mg/disco, respectivamente. Discos impregnados
com AcOEt foram utilizados como controle negativo e o disco de nistatina (100,0 pg), como
controle positivo.

Foi considerada como CIM, a menor concentracdo da fracdo capaz de inibir
completamente o crescimento fangico, ou seja, apresentar halo igual ou superior a 8,0 mm. Os

testes foram realizados em duplicata.

4.4 .3 Resultados e discussdes

4.4.3.1 Atividade antimicrobiana

De acordo com a Tabela 18, a fragio extrativa em acetato de etila apresentou halo
de inibi¢do de 19,0+0,5 mm de diametro contra cepa de S. aureus; 12,5+0,7 mm de diametro
contra cepa de P. aeruginosa; 13,0+0,7 mm de didmetro contra cepa de E. coli e 15,0+0,0 mm
de didmetro contra cepa de C. albicans. Esta amostra foi a Unica ativa contra as cepas testadas,
ou seja, o latex (1:4 v/v), as demais fracGes da particdo e 0 SEACOEt ndo apresentaram atividade

contra as cepas testadas.
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Tabela 18 — Atividade antimicrobiana das fracdes extrativas obtidas do latex de H. drasticus

Micro-organismos Média do didmetro do halo de inibi¢cio (mm) + desvio padrio

Latex 1:4 SEAcOEt (200,0 mg/mL) FracGes extrativas (200,0 mg/mL)  Controle*

Hexano CHCl, AcOEt C+

Staphyococcus 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0  19,0+0,5 39,0+0,6
aureus
Pseudomonas 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0  0,0+0,0 12,5+0,7 22,1+0,6
aeruginosa
Escherichia coli 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0  0,0+0,0 13,0+0,7 33,0+1,0

Candida albicans  0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0  15,0+0,0 25,0+0,0

*C+ = Controle positivo. Discos de controle negativo foram inativos.
Fonte: elaborada pela autora.

Os resultados, em termos de valor da CIM para Fr.AcOEt contra C. albicans, estdo

expressos na Tabela 19 e visualizados na Figura 14.

Tabela 19 — Valores médios dos halos de inibicdo (mm) da avaliacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM) da fracdo em acetato de etila do latex de H. drasticus contra Candida albicans

Concentragdo da fragao (mg/disco) Diametro dos halos de inibigdo (mm)
2,0 mg/disco Nao formou halo
4,0 mg/disco 5,0£0,7
6,0 mg/disco 10,0+0,0
8,0 mg/disco 14,0+1,4
10,0 mg/disco 15,0+0,0
Nistatina (100,0 pug)* 25,0+0,0

*Controle positivo.
Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 14 — Atividade antimicrobiana de CIM da fracdo em acetato de etila do latex de H.
drasticus contra Candida albicans. 1: 2,0 mg/disco (ndo formou halo); 2: 4,0 mg/disco (halo de 0,5 mm);
3: 6,0 mg/disco (halo de 10,0 mm); 4: 8,0 mg/disco (halo de 14,0 mm); 5: 10,0 mg/disco (halo de 15,0 mm); 6:
Controle positivo - Nistatina 100,0 pg (halo de 25,0 mm); 7: Controle negativo — Acetato de etila (ndo formou
halo)

Fonte: da autora.

Observou-se que a fragdo AcOEt apresentou CIM de 6,0 mg/disco contra a cepa de
C. albicans, formando um halo de 10,0 mm de didmetro. Sequeira et al. (2009), também
utilizando o método de difusdo em discos de papel (Kirby-Bauer) a partir do latex liofilizado
diluido em metanol de H. articulatus prepararam discos com carga de 0,5 mg de latex/disco e
obtiveram um halo de inibi¢do de 14,0 mm contra C. albicans. Comparando estes resultados, o
latex bruto de H. articulatus mostrou-se bem mais ativo que a fracdo extrativa de H. drasticus.

Estudos fitoquimicos realizados com latex de H. bracteatus e H. stenophyllus
determinaram a presenca de iridoides em fragcdes mais polares (FERREIRA et al., 2009). Morel
et al. (2006) realizaram avaliacdo de atividade antimicrobiana dos iridoides alamandina e
plumericina, presentes em raizes de H. sucuuba, contra cepas de S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, C. albicans, dentre outros micro-organismos, onde as referidas substancias foram
ativas contra todos 0s micro-organismos testados. Assim, o efeito antimicrobiano da fracdo

AcOEt pode estar relacionado a presenca de iridoides no latex de H. drasticus.
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4.5 Isolamento, identificacéo e quantificacdo de metabolitos secundérios de H. drasticus

Esta etapa foi realizada a partir das SEACOEt (substancias extraiveis por AcOEt),
por apresentar bom rendimento a partir do latex 1:4 (v/v). Foram empregados métodos
cromatograficos cléassicos e para quantificagdo, a ressonancia magnética nuclear de *H (RMN
H).

45.1 Material vegetal

Foram utilizados 6,0 L de latex 1:4 (v/v).

4.5.2 Metodologia

4.5.2.1 Obtencéo de SEACOEt

Doze aliquotas de 500,0 mL de latex 1:4 (v/v) foram submetidas a extracdo por
particdo em AcOEt. Na particdo de cada aliquota foram utilizados volumes de 200,0 mL de
AcOEt, sendo o processo repetido por quatro vezes. Houve a formacdo de fases intermediarias
(FlIs) durante as extragdes que foram separadas e submetidas a lavagens com AcOEt (10x10,0
mL cada), onde estas novas fracdes foram reunidas a Fr.AcOEt inicial. Apos evaporacdo do
AcOEt em aparelho rotaevaporador, o residuo extrativo se apresentou como um p6 de coloragéo

castanha (40,55 g) (Fluxograma 5).
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Fluxograma 5 — Obtencdo das substancias extraiveis por ACOEt (SEACOEt) a partir do latex de
H. drasticus 1:4 (v/v)

Latex 1:4 (v/v)
(500,0 mL)

Particdo com AcOEt (200,0 mL, 4x)

Realizado 12 Fr.ACOEL FI
vezes

Lavagem com AcOEt
(10,0 mL, 10x)

Fr.AcOEt Solido marrom escuro

Reunido das fragdes
Evaporagdo do solvente

SEACOEt
(40,55 9)

Fonte: elaborado pela autora.

4.5.2.2 Testes quimicos preliminares de SEACOEt

Para identificacdo de fendis e triterpenos utilizou-se a metodologia descrita por
Matos (1997), com adequacdes para o preparo das amostras. Para o teste de fendis, pesou-se
0,01 g de SEACOEt que foi dissolvido em 1,0 mL de mistura de EtOH:AcOEt (1:1); para o teste
de triterpenos, pesou-se 0,01 g de SEACOEt que foi dissolvido em 1,0 mL de AcOEt.

O teste para iridoides foi realizado conforme metodologia descrita anteriormente.

4.5.2.3 Isolamento e determinacédo estrutural dos metabdlitos secundarios

Uma cromatografia em coluna (CC) foi feita com 8,27 g de SEACOEt pulverizado
com 2,0 g de gel de silica e colocado sobre 80,0 g de gel de silica (Si 60-Merck; 0,063-0,200
mm) em coluna de vidro (10,5 cm de comp. x 2,0 cm de didmetro interno) empacotada com n-
hexano. A eluicéo foi realizada com os solventes n-hexano, diclorometano (CH2Cl2), AcOEt e
MeOH puros e em misturas binarias com grau de polaridade crescente. Foram coletadas 120

fragcdes de 50,0 mL cada. Os resultados estdo contidos na Tabela 20.
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Tabela 20 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico em coluna de SEACOEt

Eluente Fracéo
n-Hexano 1-18
n-Hexano:CH:Cl; (9,7:0,3) 19-70
n-Hexano:CH:Cl (9,5:0,5) 71-87
n-Hexano:CHCl, (7,5:2,5) 88-98

n-Hexano:CH Cl, (5:5) 99-105

CHCl 106-109

AcOEt 110-113

MeOH 114-120

Fonte: elaborada pela autora.

As fragdes Fr.100-113, ap0s analise por CCD (fase mdvel CHCls; revelador UV-A
254 nm e vapores de iodo) foram reunidas (6,53 g) e fracionadas por CCD preparativa (CCDP),
sob as mesmas condicdes, exceto revelacdo por vapores de iodo. Na revelagdo por UV foi
utilizado um equipamento modelo UVSL-25 da Mineral Light com dois comprimentos de onda
(A 254 e 366 nm). Na CCD foram empregadas cromatofolhas Merck (Si 60 F254, 0,2 mm de
espessura) e na CCDP, placas com aproximadamente 2,0 mm de espessura de silica Merck (Si
60 F254), preparadas manualmente.

Obteve-se ao final 829,1 mg (10,03% p/p) de um sélido amorfo branco (HD-1)
(p.f.=111-120°C, R¢=0,68, fluorescente em UV) e 172,1 mg (2,08% p/p) de sélido amorfo de
cor amarelada (HD-2) (p.f.=186-195°C, R=0,58, ndo fluorescente em UV). Estes dados estdo
expressos na Tabela 21 e o procedimento para obtencéo de HD-1 e HD-2 a partir de SEACOEt
estd expresso no Fluxograma 6. O ponto de fusao foi determinado em aparelho digital MQAPF-

302, Microquimica Equipamentos Ltda.

Tabela 21 — Dados referentes as substancias isoladas da fracdo Fr.100-113 resultante do
fracionamento cromatografico em coluna de SEACOEt

Substéncia  Caracteristicas Massa Rendimento? p.f.b Rf Revelacéo
(p/p) CCD
HD-1 Sélido amorfo 829,1 mg 10,03% 111- 0,68 Fluorescente
branco 120°C em UV
HD-2 Sélido amorfo 172,12 mg 2,08% 186- 0,58  Nao fluorescente
amarelado 195°C em UV

aRendimento (%, p/p) em relagdo a SEACOET; PPonto de fusdo; °Fator de retencio das amostras em cromatografia
de camada delgada.
Fonte: elaborada pela autora.
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Fluxograma 6 — Processo de obtencdo de HD-1 e HD-2 a partir de SEACOEt por cromatografia
em camada delgada preparativa

SEACOEt
(8.279)

CcC

Fragdes Fr.100-113
(6,53 9)

CCDP

HD-01 HD-02
(829,1 mg) (172,1 mg)

Fonte: elaborado pela autora.

Uma segunda CC foi realizada com 30,5 g de SEACOEt misturados com 8,0 g de
silica gel, homogeneizados em gral de porcelana e colocados sobre 177,0 g de gel de silica (Si
60-Merck; 0,063-0,200 mm), em coluna de vidro (40,0 cm de comp.x4,5 cm de diametro
interno) empacotada com n-hexano. A eluicéo foi realizada com os solventes n-hexano, CH2Cl,
AcOEt e MeOH, puros e em misturas binarias com grau de polaridade crescente. Foram obtidas
145 fracGes de 50,0 mL cada. Os resultados estdo contidos na Tabela 22.

Tabela 22 — Dados referentes ao segundo fracionamento cromatografico em coluna de
SEACOEt

Eluente Fracéo
n-Hexano 1-29
n-Hexano:CH-Cl; (8:2) 30-39
n-Hexano:CH-Cl; (6:4) 40-49
n-Hexano:CH:Cl; (4:6) 50-59
n-Hexano:CH:Cl; (2:8) 60-69
CHCl, 70-81
CHCl,:AcOEt (8:2) 82-89
CHCl2:AcOEt (6:4) 90-99
CHCl,:AcOEt (4:6) 100-109
CHCl»:AcOEt (2:8) 110-115
AcOEt 116-119
AcOEt:MeOH (8:2) 120-124
AcOEt:MeOH (6:4) 125-130
AcOEt:MeOH (4:6) 131-134
AcOEt:MeOH (2:8) 135-139
MeOH 140-145

Fonte: elaborada pela autora.

As fragbes Fr.5 a 40 (29,101 g) se apresentaram como solido amorfo branco,

correspondente a 95,41% de SEACOEt. Apos anélise por CCD (fase movel CHCIs; revelagdo



PARTE EXPERIMENTAL: ISOLAMENTO, IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS 120

com vapores de iodo) algumas destas fracGes foram reunidas conforme perfil cromatogréfico
idéntico. As fracoes Fr.5 (0,340 g) e 39-40 (0,683 g) foram submetidas a recristalizagdo com
MeOH e resultaram, respectivamente em 56,0 mg (0,18% p/p; p.f.=132,3-134,3°C) e 598,0 mg
(1,96% p/p; p.f.=174-176,6°C) de sélido amorfo branco (Tabela 23). As referidas fragdes foram

positivas para triterpenos conforme teste descrito anteriormente na abordagem fitoquimica.

Tabela 23 — Dados referentes as fragdes resultantes do segundo fracionamento cromatografico
em coluna de SEACOEt

Substancia Caracteristicas Massa Rendimento? (p/p) p.f.b
Fr.5 Sélido amorfo branco 56,0 mg 0,18% 132,3-134,30°C
Fr.39-40 Sélido amorfo branco 598,0 mg 1,96% 174,0-176,6°C

aRendimento (%, p/p) em relacio a SEACOEL; PPonto de fusao.
Fonte: elaborada pela autora.

As substancias codificadas como HD-1, HD-2 (Tabela 23), Fr.5 e Fr.39-40 (Tabela
25) foram identificadas com base nos dados espectrais de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio-1 (RMN H) e Carbono-13 (RMN *C). Estes espectros foram registrados em
espectrometros Bruker, modelos DPX-300 e DRX-500, operando a 300 e 500 MHz para
hidrogénio-1 (RMN H) e 75 e 125 MHz para carbono-13 (RMN *3C), respectivamente. O
solvente utilizado na dissolucdo das amostras foi cloroférmio deuterado (CDCIs). Os
deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e foram referenciados
para RMN H pelo pico de hidrogénio pertencente a fragio ndo deuterada do cloroférmio
deuterado (81 7,24) e para RMN **C-BB (broad band), pelo pico do carbono-13 do mesmo (8¢
77,0). As multiplicidades das bandas em RMN *H foram indicadas segundo convencio: s
(simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), g (quarteto) e m (multipleto). O TMS

(tetrametilsilano) foi utilizado como padrao interno destas analises.

4.5.2.4 Determinag&o da concentragdo dos triterpenos em SEACOEt por RMN H

O método utilizado foi baseado em um principio da ressonancia no qual a
intensidade integrada do sinal no espectro de RMN *H é proporcional ao nimero de nicleos
responsveis por essa ressonancia em particular, como também a concentragdo molar da
substancia geradora daquele sinal (BHART]I; ROY, 2012; PAULI et al., 2013).

Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento Agilent DD2 de 600 MHz
(para nicleo de *H) e equipado com uma sonda One Probe de 5,0 mm de diametro interno (H-

F/15N-31P) de detecgdo inversa e gradiente de campo no eixo “z”.
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O equipamento foi previamente calibrado com concentragdo conhecida de solugéo
de sacarose de pureza analitica. Deste modo, o sinal do hidrogénio anomerico da sacarose (dH
5,42) foi integrado e informado ao equipamento que esta integral € relativa a concentracao
conhecida de sacarose. Assim, ao integrar um sinal de amostra desconhecida, o equipamento
calcula a concentracdo utilizando o valor de calibracéo da sacarose.

Para realizar a quantificacdo, o pulso de 90° foi calibrado e a sonda, devidamente
sintonizada. Inicialmente a sequéncia de pulsos de inversdo-recuperacdo foi utilizada para
estimar o tempo de relaxagdo dos nucleos amostrais. O valor encontrado foi distribuido entre o
dl (tempo de espera para relaxacdo dos nucleos) e o tempo de aquisicdo (AQ). Assim, 0s
espectros unidimensionais de 'H foram adquiridos com um tempo de espera entre cada
aquisicdo de 25sa 35s, AQ de 5,01 s, ganho de 30 dB, 16 transientes, em uma janela espectral
de 22 ppm e 32 k de nimero de pontos reais a 26°C.

Os célculos da concentracdo (mmol/L) foram realizados automaticamente pelo
software VnmrJ 4.0, utilizando a proporcionalidade do sinal de interesse e o sinal do hidrogénio
da sacarose, o padrdo externo.

Na quantificacdo foram utilizados 5,1 mg de SEACOEt dissolvido em 700,0 uL de
cloroférmio deuterado. A concentracdo de cada um dos triterpenos foi dada conforme férmula
abaixo:

M3 (g/L) = C.1073 (mol/L) x M (g/mol)

Onde:
M = massa molar do composto.
M1 = massa em g do composto em 1 L de solugéo.

Os triterpenos cinamato de a-amirina (6) e cinamato de lupeol (4) possuem
M=556,86 g/mol; e acetato de lupeol (1), M=468,75 g/mol.

Para calcular a massa em mg (M2) em 700,0 pL, empregou-se as formulas abaixo:

M2 = M (g/L) x 0,7.103 (L)

M2 = Mz1x 0,7 (mg)
A andlise foi realizada em triplicata.
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4.5.3 Resultados e discussdes

4.5.3.1 ldentificacdo dos compostos quimicos de SEACOEt

4.5.3.1.1 Testes quimicos qualitativos

SEACOEt apresentou teste positivo para fendis, triterpenos e iridoides. Neste caso,

como fendis considera-se os taninos e os fenois simples.

4.5.3.1.2 Determinagédo estrutural dos compostos isolados

Determinacdo estrutural de HD-1

No espectro de RMN de *H de HD-1 (Figura 15) observaram-se sinais na regiao o
7,38 e 7,54 caracteristicas de hidrogénios aromaticos; e sinais em o1 7,66 (1H, d, J=17,5 Hz) e
6,47 (1H, d, J=17,5 Hz) que confirmam a presenca de hidrogénios olefinicos (trans
posicionados) do grupo CeHsCH=CHCO,. A carbonila deste grupo foi evidenciada no espectro
de RMN de *3C (Figura 16) pelo sinal em 8¢ 167,02. Na regido das olefinas foram observados
dois pares de sinais, oct 124,54 ¢ oc 139,84, referentes aos carbonos C-12 e C-13,
respectivamente, tipicos de esqueleto triterpénico ursano (PAULETTI et al., 2002). O sinal
tripleto largo com integracdo para um hidrogénio em oy 5,15 caracteriza o hidrogénio vinilico
H-12.

As Tabelas 24 e 25 mostram os deslocamentos quimicos de RMN *H e 13C de HD-
1 em comparacdo aos descritos na literatura para cinamato de a-amirina (SILVA et al., 1998).
De acordo com os valores tabelados, na substancia HD-1 pode-se identificar 0 cinamato de a-

amirina (5).
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Fonte: da autora.
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Figura 16 — Espectro de RMN *3C-BB (125 MHz, CDCI3) de HD-1(5)

Fonte: da autora.

Tabela 24 — Comparacio dos deslocamentos quimicos (5) de RMN de *H do composto HD-1
(5) com dados descritos na literatura para cinamato de a-amirina, deslocamento quimico em
ppm e constante de acoplamento (J) em Hz

Hidrogénio HD-1 (6) Cinamato de a-amirina*
(500 MHz, CDCls) (300 MHz, CDCls)
3 4,65 (1H) 4,65 (1H)
12 5,15 (1H, t, J=2,6 Hz) 5,14 (1H, t, J=3,4 Hz)
7 7,66 (1H, d, J=17,5 Hz) 7,65 (1H, d, J=16,0 Hz)
8’ 6,47 (1H, d, J=17,5 Hz) 6,48 (1H, d, J=16,0 Hz)
Ar-H 7,38-7,54 (5H, m) 7,35-7,55 (5H, m)

*Referéncia: Silva et al. (1998).
Fonte: elaborada pela autora.
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Tabela 25 — Comparagao dos deslocamentos quimicos (8) de RMN de *3C do composto HD-1
(5) com dados descritos na literatura para cinamato de a-amirina, deslocamento quimico em

pPpm

Carbono HD-1 (6) Cinamato de a-amirina*
(125 MHz, CDCls) (75,25 MHz, CDCls)
1 38,63 38,6
2 23,59 23,6
3 81,25 81,2
4 38,17 38,1
5 55,51 55,5
6 18,44 18,4
7 32,70 32,8
8 40,25 40,2
9 47,86 47,8
10 37,03 37,0
11 17,72 17,7
12 124,54 124,5
13 139,84 139,8
14 42,29 42,3
15 28,61 28,6
16 26,82 26,8
17 33,96 33,9
18 59,27 59,2
19 39,86 39,8
20 39,82 39,8
21 31,46 31,3
22 41,74 41,7
23 28,22 28,2
24 16,88 16,8
25 15,96 15,9
26 16,88 16,8
27 23,46 23,4
28 28,22 28,1
29 23,46 23,4
30 21,61 21,6
r 134,77 134,7
2’ 128,23 128,2
3 129,04 129,0
4 130,32 130,3
5’ 129,04 129,0
6’ 128,23 128,2
7 1444 1444
8 119,06 119,0
9 167,02 167,0

*Referéncia: Silva et al. (1998).
Fonte: elaborada pela autora.
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Determinacéo estrutural de HD-2

O espectro de RMN de *H de HD-2 (Figura 17) mostrou sinais entre 5y 0,73-0,98 e
1,63 caracteristicos de grupos metila em carbono ndo hidrogenado de triterpenoides, sendo este
Gltimo, ligado a carbono sp?, além de um dupleto em 8n 4,69 e um multipleto em &n 4,57,
atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios vinilicos H-29b e H-29a em triterpenoide de
esqueleto lupano. O sinal em & 2,04 € caracteristico de grupo acetila, confirmado pelo sinal
em Oc 171,22 de carbonila. Os sinais em 8¢ 151,15 e dch2 109,57 sdo caracteristicos dos
carbonos C-20 e C-29 da dupla terminal do esqueleto lupano (Figura 18) (COSTA et al., 2010).

As Tabelas 26 e 27 mostram os deslocamentos quimicos de RMN *H e 13C de HD-
2, respectivamente, em comparacdo aos descritos na literatura para acetato de lupeol (SILVA
et al., 1998). De acordo com os valores tabelados, a substancia HD-2 foi identificada como

acetato de lupeol (1).
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Figura 17 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) de HD-2 (1)
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Fonte: da autora.

Flgura 18 — Espectro de RMN 13C BB (125 MH

DCI3) de HD-2 (1)
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Tabela 26 — Comparagio dos deslocamentos quimicos (5) de RMN de *H do composto HD-2
(1) com dados descritos na literatura para acetato de lupeol, deslocamento quimico em ppm e
constante de acoplamento (J) em Hz

Hidrogénio HD-2 (1) Acetato de lupeol*
(500 MHz, CDCl5) (300 MHz, CDCls)
3 4,47 (1H, m) 4,48 (1H, m)
2’ 2,04 (3H, s) 2,04 (3H, s)
29 4,57 (1H, m) 4,57 (1H, m)
29b 4,69 (1H, d) 4,69 (1H, d)

*Referéncia: Silva et al. (1998).
Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 27 — Comparagio dos deslocamentos quimicos (8) de RMN *3C do composto HD-2 (1)
com dados descritos na literatura para acetato de lupeol, deslocamento quimico em ppm

Carbono HD-2 (1) Acetato de lupeol*
(125 MHz, CDCls) (75,25 MHz, CDCls)
1 38,6 38,4
2 23,92 23,6
3 81,19 80,9
4 38,01 37,7
5 55,59 55,3
6 18,21 18,1
7 34,43 34,3
8 41,06 40,9
9 50,56 50,3
10 37,30 37,1
11 21,16 20,9
12 25,31 25,0
13 38,26 38,0
14 43,22 42,9
15 27,65 27,5
16 35,78 35,5
17 43,21 43,0
18 48,50 48,2
19 48,22 48,0
20 151,15 150,9
21 29,92 29,8
22 40,21 40,0
23 28,16 28,0
24 16,71 16,5
25 16,39 16,1
26 16,19 16,0
27 14,72 14,4
28 18,21 18,1
29 109,57 109,3
30 19,50 19,2
I 171,22 171,0
2’ 21,16 21,3

*Referéncia: Silva et al., 1998.
Fonte: elaborada pela autora.
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Determinacéo estrutural de Fr.5

Os espectros de RMN *H e 3C de Fr.5 (APENDICE B) apresentaram 0s mesmos
sinais encontrados no espectro do composto HD-1 (5), tratando-se, pois, do cinamato de a-

amirina.

Determinacdo estrutural de Fr.39-40

No espectro de RMN de *H de Fr.39-40 (Figura 19) observou-se sinais na regido o
4,71 e 4,60 caracteristicos dos hidrogénios vinilicos H-29b e H-29a, respectivamente; 0s sinais
em oH 7,68 (1H, d, J=17,5 Hz) e 6,46 (1H, d, J=17,5 Hz) confirmaram a presenca dos
hidrogénios olefinicos (trans posicionados) do grupo CeHsCH=CHCO,. Os pares de
deslocamentos quimicos éc 151,17 e dcHz 109,58 sdo caracteristicos dos carbonos C-20 e C-29
da dupla terminal do esqueleto lupano (Figura 20) (COSTA et al., 2010). As Tabelas 28 e 29
mostram os deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C, respectivamente, de Fr.39-40 em
comparagao aos descritos na literatura para cinamato de lupeol (SILVA et al., 1998). De acordo

com os valores tabelados, a substancia Fr.39-40 foi identificada como cinamato de lupeol (3).
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Figura 19 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDClI3) de Fr.39-40 (3)
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Tabela 28 — Comparacio dos deslocamentos quimicos (5) de RMN de *H da Fr.39-40 (3) com
dados descritos na literatura para cinamato de lupeol, deslocamento quimico em ppm e
constante de acoplamento (J) em Hz

Hidrogénio Fr.39-40 (4) Cinamato de lupeol*
(500 MHz, CDCl5) (300 MHz, CDCls)
7 7,68 (1H, d, J=17,5 Hz) 7,70 (1H, d, J=16,0 Hz)
8’ 6,46 (1H, d, J=17,5 Hz) 6,42 (1H, d, J=16,0 Hz)
29 4,60 (1H, m) 4,57 (1H, m)
29b 4,71 (1H, d) 4,69 (1H, d)
Ar-H 7,39-7,54 (5H, m) 7,35-7,55 (5H, m)

*Referéncia: Silva et al. (1998).
Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 29 — Comparacio dos deslocamentos quimicos (8) de RMN *3C da Fr.39-40 (3) com
dados descritos na literatura para cinamato de lupeol, deslocamento quimico em ppm

Carbono Fr.39-40 (4) Cinamato de lupeol*
(125 MHz, CDCls) (75,25 MHz, CDCls3)
1 38,60 38,6
2 23,61 23,6
3 81,20 81,2
4 37,30 37,3
5 55,52 55,5
6 17,14 17,7
7 34,43 34,4
8 41,06 41,0
9 50,56 50,5
10 37,05 37,0
11 21,16 21,1
12 26,83 26,8
13 38,19 38,1
14 43,04 43,0
15 27,65 27,6
16 35,79 35,7
17 43,06 43,0
18 48,23 48,2
19 47,87 47,8
20 151,19 151,1
21 30,05 29,9
22 39,83 39,8
23 28,32 28,2
24 15,99 15,9
25 16,20 16,1
26 16,42 16,4
27 14,73 14,7
28 17,74 17,7
29 109,58 109,6
30 21,55 21,6
I 134,78 134,7
2’ 128,26 128,2
3 129,06 129,0
4 130,34 130,3
5’ 129,06 129,0
6’ 128,26 128,2
7 144,46 1444
8’ 119,08 119,0
9 167,05 167,0

*Referéncia: Silva et al. (1998).
Fonte: elaborada pela autora.
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4.5.3.2 Determinagdo da concentracao dos triterpenos em SEACOEt por RMN H

No espectro de RMN *H de SEACOEt (Figura 21) foram selecionados os sinais em
6 5,15-5,11 ppm (H-12) do composto HD-1 (5); em 6 2,42-2,32 ppm (H-19) comum ao HD-2
(1) e Fr.39-40 (3); e 6 6,47-6,40 ppm (H-8’), comum ao HD-1 (5) e Fr.39-40 (3). A Tabela 30
apresenta os resultados das concentragcbes molares (mmol/L) de cada um dos triterpenos e a

Tabela 31 expressa o0s resultados dos calculos das concentragdes dos triterpenos em SEACOEL.

Figura 21 — Espectro de RMN *H (600 MHz, CDCI3) de SEACOEt
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Fonte: da autora.

Tabela 30 — Concentragdes molares dos triterpenos cinamato de a-amirina (5), acetato de lupeol
(1) e cinamato de lupeol (3) de SEACOEt fornecidas pelo espectro de RMN H

Triterpeno H ) C* Ci" Ciii"
(ppm) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

5 12/1H  5,15-5,11 4,10 4,06 3,83

5+3 8/1H  6,47-6,40 7,41 7,42 7,11

1+3 19/1H  2,42-2,32 6,04 5,37 5,32

3 - - 3,31 3,36 3,28

1 - - 2,73 2,01 2,04

*Resultado da triplicata.
Fonte: elaborada pela autora.
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Tabela 31 — Resultados dos calculos das concentragdes dos triterpenos cinamato de a-amirina
(5), acetato de lupeol (1) e cinamato de lupeol (3) em SEACOEt

Triterpeno 5 1 3
Mi? M2P % M1 M2 % M1 M2 %
Triplicata (g/L) (mg) FitoHD (g/L) (mg) FitoHD (g/L) (mg) FitoHD

i 2,2831  1,5981 31,34 1,2797  0,8958 17,56 1,8432  1,2902 25,30
i 2,2609  1,5826 31,09 0,9422  0,6595 12,93 1,8710  1,3097 25,68
iii 2,1328  1,4930 29,27 0,9563  0,6694 13,13 1,8265  1,2786 25,07

MédiatD.P. 2,23+ 1,56+ 30,57+ 1,06+ 0,74+ 14,54 1,85+ 1,29+ 25,35+
o 0,08 0,06 1,13 0,19 0,13 12,61 0,02 0,02 031
2Massa em g (grama) do composto em um litro de solucio; ® Massa em mg (miligrama) do composto em 700,0 pL

de solucéo.

Fonte: elaborada pela autora.

Em suma: ha 30,57+1,13% de 5; 14,54+2,61% de 1; e 25,35+0,31% de 3, ou seja,
aproximadamente 70% de SEACOEt é formada pela mistura dos trés triterpenos. A referida
fragdo constitui-se em um fitocomplexo rico em triterpenoides e obtidos com elevado
rendimento a partir de produto natural (0,68%). Este passou a ser denominado fitocomplexo

HD (FitoHD), constituindo-se em uma base farmacoldgica em potencial.
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4.6 Avaliacéo da qualidade de amostras comerciais de leite de janaguba

4.6.1 Consideraces sobre qualidade de plantas medicinais e fitoterapicos

A fitoterapia € o tratamento de enfermidades utilizando plantas medicinais. Seu uso
seguro e racional deve ser buscado por profissionais de saude e até por usuérios, porém a
automedicacdo é um fato frequente devido ao seu facil acesso. Isso é preocupante, pois a
populacio esta exposta a varios riscos devido & ma utilizacio das plantas medicinais (SIMOES
etal., 2001).

Nas Ultimas décadas, tem havido uma tendéncia mundial de aumento na demanda
por fitoterapicos, influenciada por fatores econémicos, sociais e culturais. Este aumento
associado a falta de fiscalizacdo efetiva, que garanta desde a exploragéo racional dos recursos
naturais empregados como matéria-prima, até chegar ao produto acabado, contribui para a
disponibilidade e acesso a produtos, muitas vezes sem condigdes adequadas ao uso, sem
garantia da qualidade, seguranca e eficacia ou efetividade fundamentais para recuperacdo e
manutencdo da satde do paciente (SOUZA; MACIEL, 2010).

Com o crescimento da producdo de fitoterapicos, aumenta também a dificuldade
em se fazer o controle de qualidade desses produtos. Este controle é dividido em varias etapas,
comecando com a obtencdo da matéria-prima, finalizando com a analise do produto acabado
(NASCIMENTO et al., 2005). A preocupacdo com a qualidade desses fitoterapicos tem
aumentado, e raizeiros e ervanarios deveriam conhecer os critérios de adequacdo a saude e
garantir ao consumidor um produto seguro. A ma qualidade das plantas medicinais e a
farmacovigilancia incipiente sdo os principais fatores observados que fazem com que este
problema se agrave (FREITAS, 2009).

Dentre as varias preparacOes fitoterapicas comercializadas em ervanarios e feiras
livres do Ceard, encontram-se aquelas a base de latex de Himatanthus drasticus, conhecidas
popularmente como leite de janaguba (LORENZI; MATOS, 2008). Lorenzi e Matos (2008)
relatam que é comum a troca do leite de janaguba por leite de mangabeira (Hancornia speciosa),
uma outra preparacao de uso tradicional na regido como medicagdo contra tuberculose.

Diante da possibilidade de troca de derivados vegetais no preparo de leite de
janaguba, bem como a qualidade dessas preparagdes, a presente subsecdo apresentara a

metodologia, resultados e discussfes da avaliagdo da qualidade fisico-quimica, quimica e
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microbioldgica de amostras comerciais do leite de janaguba em comparacgao com o latex de H.
drasticus 1:4 (v/v; LJ).

4.6.2 Amostras

Dez amostras comerciais de leite de janaguba (codificadas de A a J) foram
adquiridas no mercado Sdo Sebastido de Fortaleza, CE, localizado entre as ruas Clarindo de
Queiroz, Padre Ibiapina, Menton de Alencar e Tereza Cristina, onde sdo comercializadas por
raizeiros. Foram obtidas durante os meses de maio a junho de 2011 (A a E), e margo de 2012
(F aJ). A Figura 22 apresenta uma visdo geral da apresentacdo das amostras e 0 Quadro 9, a
origem, embalagem, data de fabricacdo e tipos de informacdes presentes nas rotulagens de cada
uma delas.

Figura 22 — Visao geral da apresentacdo das amostras comerciais de leite de janaguba adquiridas
do Mercado S&o Sebastido, Fortaleza, Ceara

Fonte: da autora.
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Quadro 9 — Origem, embalagem, data de fabricacdo e tipos de informacgfes presentes nas
rotulagens das amostras comerciais leite de janaguba

Amostras Origem Embalagem Data de Tipo de informagdes na
fabricacéo rotulagem
A Chorozinho* Garrafa de vidro transparente  Maio/2011*  N&o possui rotulagem
(1 L) com vedagdo de plastico.
B Crato* Garrafa de vidro transparente  Maio/2011* Nome comercial, indicacdo
(1 L) com vedacdo de plastico. terapéutica
C Cascavel*  Garrafa de vidro transparente  Abril/2011  Nome comercial; indicacéo
(1 L) com vedacdo de plastico. terapéutica; modo de usar; data
de fabricacdo; validade (6
meses)
D Crato Garrafa de vidro transparente  Junho/2011* Nome comercial, indicacdo
(1 L) com vedag&o de cortica. terapéutica; conservagdo; modo
de usar; endereco do fabricante
E Crato* Garrafa de vidro transparente  Junho/2011* Nome comercial, indicacdo
(1 L) com vedag&o de cortica. terapéutica; modo de usar
F Crato* Garrafa de vidro transparente  Margo/2012* Nome comercial;, indicacdo
(1 L) com vedacéo de pléstico. terapéutica; modo de usar
G Crato* Garrafa de vidro transparente  Margo/2012* Nome comercial;, indicacdo
(1 L) com vedacéo de pléstico. terapéutica
H Crato* Garrafa de vidro transparente  Margo/2012* Nome comercial;, indicacdo
(1 L) com vedacéo de pléstico. terapéutica; validade (6 meses)
I Crato Garrafa de vidro transparente  Mar¢o/2012* Nome comercial; indicagdo
(1 L) com vedag&o de cortica. terapéutica; conservagdo; modo
de usar; enderec¢o do fabricante
J Crato Garrafa de vidro transparente  Mar¢o/2012* Nome comercial; indicagdo
(1 L) com vedacao de cortica. terapéutica; modo de usar;
endereco do fabricante

*Provavel origem e/ou data de fabricacdo; informacdes fornecidas pelos raizeiros.
Fonte: elaborado pela autora.

Para fins comparativos foram utilizados os parametros fisico-quimicos
determinados para o latex de H. drasticus 1:4 (v/v) (LJ) (subsecdo 4.2, p. 78), bem como uma
amostra do FitoHD para o teste de cromatografia em camada delgada (CCD).

Uma amostra de latex de caule de mangabeira (Hancornia speciosa) (5,0 mL) foi
diluida em 15,0 mL de agua destilada, submetida a particdo em acetato de etila (4 x 5,0 mL) e
o solvente evaporado por pressao reduzida em aparelho rotaevaporador. O residuo extrativo foi
denominado LM e utilizado no teste de CCD. Este latex foi coletado em um sitio localizado em
Paracuru (CE), em marc¢o de 2012, e exemplares das partes aéreas da planta foram identificadas
por comparagdo com amostra depositada no Herbario Prisco Bezerra da UFC, sob o nimero
48849.
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4.6.3 Metodologia

Os procedimentos para determinacgéo do aspecto geral das amostras, pH, densidade,
residuo seco, volume de sedimentagéo e rendimento em substancias extraiveis por acetato de
etila (ou FitoHD) foram descritos na subsegéo 4.2 (p. 78).

A verificacdo da qualidade microbiolégica das amostras foi feita conforme

procedimento descrito na Farmacopeia Brasileira (2010).

4.6.3.1 Analise por cromatografia em camada delgada

4.6.3.1.1 Preparo das solugdes-amostras

Inicialmente, um volume de 100,0 mL de cada uma das amostras de leite de
janaguba (A a J) foram submetidas a particdo em acetato de etila (4 x 25,0 mL). O solvente foi
evaporado por pressdo reduzida em aparelho rotaevaporador. Foram preparadas solugdes em
AcOEt nas concentracbes de 5,0 mg/mL a partir dos residuos extrativos, totalizando dez

solugdes-amostras (A a J).

4.6.3.1.2 Preparo das solucdes de FitoHD e LM

Foram preparadas solu¢es em acetato de etila nas concentracfes de 5,0 mg/mL a

partir dos residuos extrativos FitoHD e LM.

4.6.3.1.3 CondicGes cromatograficas

Aliquotas de 10,0 uL das amostras foram aplicadas na linha de partida (largura de
aplicacdo de 1,0 cm), localizada a 1,5 cm da borda inferior da cromatoplaca e distanciadas 1,5
cm entre si. As aplicagBes foram realizadas manualmente com auxilio de micropipeta de 10,0
pL

Foram empregadas placas pré-elaboradas de gel de silica de 12,0x11,5 cm
(cromatofolha Merck, gel de silica 60 F254, 0,2 mm) e para fase movel foi utilizado o solvente

organico cloroférmio de pureza analitica.
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As cromatoplacas foram colocadas em cubas de vidro 15,0x15,0x5,0 cm, que
continha a fase mével (10,0 mL). O desenvolvimento foi unidimensional, ascendente simples,
em camara saturada, num percurso de 10,0 cm (VALENTE et al., 2006).

A revelacdo foi realizada pelo método fisico da luz ultravioleta (254 nm) e emprego

de vapores de iodo.

4.6.3.2 Tratamento estatistico dos dados analiticos

Os resultados das analises fisico-quimicas foram expressos calculando-se a média
aritmética de cada determinacdo (triplicata), sendo a amplitude de variagcdo em torno da média
determinada através do calculo do desvio padréo (D.P.) (LEITE, 1998).

4.6.4 Resultados e discussdes

4.6.4.1 Aspecto geral das amostras

Observou-se que as amostras A, B, C, F, G e H séo, de uma forma geral, distintas
de D, E, I e J. As amostras B e G, pelo odor forte e fétido, podem estar com a qualidade
microbioldgica claramente comprometida. As amostras D, E, | e J apresentaram aspecto visual
e odor compativeis com LJ, porém a cor apresentou-se mais clara, provavelmente devido a
diferencas na diluicdo do latex nas preparacdes. O Quadro 10 apresenta os resultados da
avaliagdo do aspecto geral das amostras comerciais, e a Figura 23, as amostras em tubos de

ensaio para determinacédo das cores.
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Quadro 10 — Aspecto geral das amostras comerciais do leite de janaguba

Amostras Cor Odor Aspecto visual

A Branco leitoso claro  Fraco Homogéneo e fluido, mas com presencga
de particulas estranhas na superficie

B Branco leitoso claro  Forte e fétido Homogéneo e fluido, mas com presenga
de particulas estranhas na superficie

C Branco leitoso claro  Fraco Homogéneo e fluido, mas com presenca
de particulas estranhas na superficie

D Bege leitoso Forte e 4cido Biféasico e fluido

E Bege leitoso Forte e 4cido Bifasico e fluido

F Branco leitoso claro  Fraco Homogéneo e fluido, mas com presenca
de particulas estranhas na superficie

G Branco leitoso claro  Forte e fétido Homogéneo e fluido, mas com presenga
de particulas estranhas na superficie

H Branco leitoso claro  Fraco Homogéneo e fluido, mas com presenca
de particulas estranhas na superficie

| Bege leitoso Forte e 4cido Bifasico e fluido

J Bege leitoso Forte e acido Bifasico e fluido

LJ Bege leitoso escuro Forte e 4cido Biféasico e fluido

Fonte: elaborado pela autora.

Figura 23 — Variacao de cores entre as amostras comerciais e de referéncia de leite de janaguba

F G H | J LJ
Fonte: da autora.

4.6.4.2 pH, densidade e residuo seco

As amostras B e G apresentaram pHs diferentes de LJ, sendo a primeira mais acida
e a segunda, neutra. As densidades de C, D e E apresentaram valores de aproximadamente 50%
das demais amostras, inclusive de LJ. Os resultados de residuo seco também foram variados,

sendo que apenas as amostras D e E apresentaram valores equivalentes a LJ. Tais variaces
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podem estar relacionadas as diferentes dilui¢des do latex nas preparagdes comerciais. A Tabela
32 apresenta os resultados das determinagdes de pH, densidade e residuo seco.

Tabela 32 — pH, densidade e residuo seco das amostras comerciais de leite de janaguba

Amostra pH Densidade (g/mL) Residuo seco (%)
A 4,96 + 0,06 1,0012+0,0000 0,33+0,01
B 3,61+£0,01 1,0016+0,0002 0,38+0,03
C 4,98 + 0,07 0,5024+0,0022 0,45+0,02
D 4,82+0,15 0,5018+0,0001 1,32+0,04
E 4,87 0,12 0,5022+0,0006 1,17+0,09
F 5,11+ 0,02 1,0013+0,0040 0,25+0,04
G 7,18+ 0,04 1,0005+0,0014 0,33+0,02
H 4,95 + 0,03 1,0001+0,0004 0,37+0,02
I 5,77 £ 0,05 1,0038+0,0004 1,73+0,08
J 4,96 +0,02 1,0053+0,0008 2,7540,18
LJ 5,30+0,02 1,0032+0,0005 1,2740,04

Fonte: elaborada pela autora.

4.6.4.3 Volume de sedimentacéo

Através dos resultados de volume de sedimentagdo, observou-se que LJ, tem o
sedimento compactado em 24 horas de repouso, ou seja, hd reducdo do volume de
sedimentacdo. Comportamento contrario ocorreu com as amostras D, E, | e J, cujo sedimento
aumentou em 24 horas e com valores distintos entre si. Provavelmente estas amostras possuem
particulas com tamanhos menores que as presentes em LJ, permanecendo suspensas por mais
tempo. As demais amostras praticamente ndo apresentaram sedimento. A Tabela 33 mostra o0s

valores de determinacdo do volume de sedimentacéo (F) de cada amostra.
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Tabela 33 — Resultado da avaliacdo de volume de sedimentacdo das amostras comerciais de
leite de janaguba em 1 hora e em 24 horas

Amostra Fin Faan
A 0,01+0,00 0,01+0,00
B 0,01+0,00 0,01+0,00
C 0,00+0,00 0,00+0,00
D 0,02+0,00 0,09+0,01
E 0,01+0,00 0,06+0,00
F 0,00+0,00 0,01+0,00
G 0,00+0,00 0,00+0,00
H 0,00+0,00 0,01+0,00
| 0,00+0,00 0,05+0,01
J 0,03+0,01 0, 12+0,06
LJ 0,21+0,00 0,13+0,00

*F1nh e Faan: Volume de sedimento em 1 hora e em 24 horas, respectivamente.
Fonte: elaborada pela autora.

4.6.4.4 Substancias extraiveis por acetato de etila

A Tabela 34 apresenta a quantidade (massa em gramas) do contetdo sollvel em
acetato de etila extraido das amostras. Os rendimentos das amostras sdo variaveis e distintos de
LJ.

Tabela 34 — Rendimento das fracfes em acetato de etila obtidas a partir das amostras
comerciais e de referéncia de latex de H. drasticus
Amostra Rendimento (%)
A 0,05

0,16

0,11

0,59

0,78

0,45

0,32

0,33

0,54

0,50
0,68+0,02

FMe—IO0TMmMoOO®

Fonte: elaborada pela autora.

4.6.4.5 Cromatografia em camada delgada

A CCD revelou que as amostras D, E, | e J correspondem a janaguba por

apresentarem perfil cromatografico semelhante ao FitoHD: trés manchas principais com Ris
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aproximadamente de 0,13, 0,54 e 0,64. Por outro lado, as amostras A, B, C, F e G apresentaram
um perfil distinto, porém idéntico ao do latex de mangabeira (LM), com duas manchas
principais com Rss aproximadamente de 0,18 e 0,46. A amostra H apresentou manchas com Rys
de FitoHD e LM, podendo se tratar de uma mistura de latex das duas plantas. A Figura 24

apresenta as imagens do perfil cromatogréfico das amostras analisadas.

Figura 24 — Cromatoplacas das amostras comerciais de leite de janaguba, amostra de FitoHD
e latex de mangabeira (Hancornia speciosa; LM)

FitoHD

FitoHD

FitoHD

FitoHD

FitoHD

Fonte: da autora.
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Apenas 40,0% das amostras ensaiadas correspondem a amostra auténtica de H.
drasticus. A substituicdo ou mistura com latex de mangabeira (Hancornia speciosa) pode estar
relacionada a ocorréncia comum da planta no Ceard, bem como em outros estados brasileiros
(AGUIAR FILHO; BOSCO; ARAUJO, 1998), constituindo-se em planta laticifera de facil
acesso. Por outro lado, é pouco provavel que haja confusdo na identificagdo boténica das
espécies, pois sdo plantas bastante distintas pela morfologia das folhas, flores e frutos
(SAMPAIOQ, 2008).

4.6.4.6 Qualidade microbiologica

Os resultados obtidos da analise microbiolégica de preparagdes comerciais a base
de leite de janaguba revelaram contaminacéo bacteriana e flngica em todas as amostras, cerca
de 10° UFC/g para aerdbios totais e fungos.

Considerando que o valor de referéncia para contagem de fungos e leveduras é de
10> UFC/g (mL) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), a elevada contagem de fungos
constitui um risco, em virtude da possibilidade desses serem produtores de micotoxinas. Estas
substancias podem ocasionar intoxicacdes agudas ou crénicas quando da ingestdo de produtos
contaminados por bolores, mesmo na forma de cha, pois sdo termoestaveis. E importante
ressaltar que as aflatoxinas produzidas pelo género Aspergillus possuem elevado ponto de fuséo
(269°C) e apresentam potencial carcinogénico. Alguns bolores (espécies de Aspergillus e
Penicillium) podem causar doencas, como alergias, além de problemas graves em
imunossuprimidos. Também representam risco para quem prepara tais fitoterapicos, tendo em
vista a possivel inalagdo durante o processo produtivo (ROCHA; SOARES; CORREA, 2004;
ZARONI et al., 2004).

O leite de janaguba, pela forma de apresentacdo (embalagem reaproveitada e
rotulagem com auséncia do nome de fabricante e CNPJ), possui fabricacdo artesanal, sendo,
pois, um produto passivel de varias fontes de contaminacéo.

Um importante meio de contaminacdo é a qualidade da agua utilizada, sendo esta o
veiculo mais comum em formulagfes farmacéuticas. Segundo a OMS, 85% das doencas
conhecidas estéo relacionadas com agua (BARBOSA; LAGE; BADARO, 2009). Na fabricag&o
do leite de janaguba, o latex extraido é diluido em &gua em uma proporcéo de 1:4 ou 1:10. A

agua utilizada tem origem incerta e ndo se sabe se a mesma passa por algum tipo de tratamento
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ou descontaminacdo, 0 que aumenta a preocupacdo acerca de sua qualidade (MARIANO,;
VIDAL; SOUZA, 2008).

O armazenamento desse produto constitui também um importante fator de
contaminacdo. Fitoterapicos sofrem decomposicdo por bactérias e aumento da temperatura
(MATOQOS, 1998); ao serem armazenados em recipientes inadequados podem ser contaminados
por fungos, acelerando a decomposicdo do produto e causando efeitos indesejaveis
(SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS, 2008).



5 CONSIDERACOES
FINAIS
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O latex de H. drasticus, vulgarmente chamado de leite de janaguba, € um derivado
vegetal largamente empregado na medicina popular do Ceard. Nas localidades proximas a
chapada do Araripe, constitui-se em importante fonte de renda para muitas pessoas que vivem
do extrativismo. Sua obtencdo é regulamentada pelo Instituto Chico Mendes (ICMBiIo),
vinculado ao IBAMA, e os extrativistas vendem o litro de latex diluido em agua (1:4, v/v) aum
valor médio de vinte reais (R$ 20,00).

A avaliagdo do potencial farmacoquimico do latex de H. drasticus se iniciou com a
necessidade de conhecer mais sobre as indicacdes terapéuticas empiricas, as formas de
utilizacdo, tempo de tratamento e possiveis relatos de toxicidade. Tais informacdes e outras
envolvendo perfil social dos informantes, origem do latex e do conhecimento a respeito das
propriedades da planta, foram obtidas por meio do estudo etnoboténico e etnofarmacoldgico
realizado em Fortaleza, Pacajus e Crato (CE). O estudo foi conduzido por meio de entrevistas
com raizeiros, onde predominaram homens com idade superior a 40 anos e pouca escolaridade.
As principais indicacdes foram para o tratamento de Ulceras gastricas, inflamacdes em geral e
cancer, que estdo em concordancia com os resultados de alguns estudos farmacol6gicos feitos
com a espécie. Apenas um raizeiro informou que o latex poderia causar algum efeito
indesejavel, como vomito e dor de cabeca; efeito diferente ao relatado para H. lancifolius
(colicas menstruais, afeccdes gastrintestinais; diarreia e desidratacdo em criancas).

O epiteto especifico drasticus (drastico) infere que a planta possua algum efeito
purgativo enérgico, no entanto, tal atividade foi relatada no uso popular de suas raizes, ndo com
tamanha intensidade. Na avaliacdo da toxicidade aguda do latex (SOUSA, 2009), os animais
gue receberam a maior dose (42 mL/Kg de latex 1:1, v/v) apresentaram, nos primeiros cinco
dias, um aumento da excrecao fecal. A referida dose gerou também sintomas de toxicidade, o
que pressupde que o efeito purgativo seja manifesto nesta situacdo. A presenca de Mg e S na
composicdo do latex pode ser responsavel por este efeito catartico.

Para o trabalho laboratorial, as amostras de latex foram adquiridas de um
fornecedor, extrativista da FLONA Araripe, em periodos diferentes entre os anos de 2009 e
2012. Estas amostras foram caracterizadas quanto aos aspectos fisico-quimico e microbiologico
e apresentaram homogeneidade em seus resultados e boa qualidade microbiologica, o que
permitiu utiliz&-los como pardmetros para caracterizacdo de amostras comerciais oriundas de

outros fornecedores.
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No mercado S&o Sebastido de Fortaleza ha muitos comerciantes de leite de
janaguba, cuja origem relatada para o produto foi, além da cidade do Crato (principal), as
cidades de Cascavel e Chorozinho (CE). A determinacgéo das caracteristicas fisico-quimicas e
qualidade microbioldgica de dez produtos apresentou resultados preocupantes. Ha uma grande
variabilidade nas referidas caracteristicas e contaminagdo microbiana excedente aos valores
preconizados pela Farmacopeia Brasileira (2010). Apesar deste Gltimo, o perfil fitoquimico
revelado pela CCD mostrou-se inalterado para quatro amostras que corresponderam ao latex de
H. drasticus; as demais eram latex de mangabeira (Hancornia speciosa), com exce¢do de uma,
que era mistura de latex das duas plantas.

Visualmente é fécil distinguir a preparacdo auténtica de adulterada: o leite de
janaguba apresenta um decantado bege e um sobrenadante limpido castanho-claro; enquanto o
leite de mangabeira se apresenta como uma emulsdo branca, sem decantado no fundo da garrafa.
Outro problema observado foi a elevada contaminagdo microbiana de todas as preparacdes
comerciais. O fato € que, apesar do problema, as pessoas que fazem uso relatam cura com o
tratamento; ou seja, a elevada carga microbiana ndo esta decompondo o0s principios ativos,
como também, parece ndo se tratar de micro-organismos patogénicos. Entretanto, ha a
necessidade de treinamento para os extrativistas de latex, a fim de que conhegam cuidados
basicos para evitar excessiva contamina¢do microbiana. Em adigdo, o latex de mangabeira
também possui atividades anti-Ulcera (MORAES et al., 2008), anti-inflamatéria (MARINHO
et al., 2011) e antitumoral in vitro (RIBEIRO et al., 2012), o0 que provavelmente ndo elimina a
credibilidade no uso das preparacdes rotuladas como leite de janaguba.

A fitoquimica preliminar mostrou a presenca de fendis simples, taninos,
triterpenoides, iridoides, proteinas, carboidratos e minerais. Todos estes constituintes
colaboram com as propriedades terapéuticas do latex. Para as proteinas do latex foi relatada
acao antitumoral; também constatada em estudos farmacoldgicos com iridoides e triterpenoides
(amirinas e lupeol). E os minerais contribuem para diversas ages, tais como anti-inflamatoria
(Mg), antimicrobiana (S, Mn), antiespasmodica, analgésica e gastroprotetora (Ca).

A avaliagdo da atividade antimicrobiana do latex e suas fracBes extrativas foi
motivada por registros de agdo antimicrobiana dos triterpenoides, iridoides, bem como de
compostos fenolicos (fenois simples e taninos) e do latex de H. articulatus. A fracdo mais polar
da particdo (em acetato de etila) foi a Unica ativa contra as cepas testadas de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida albicans. Esta acdo pode estar

relacionada especificamente a presenca dos iridoides e compostos fenolicos.
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Um litro da suspensdo aquosa do latex 1:4 (v/v) fornece aproximadamente 7,0 ¢
(0,7%) de fracdo em acetato de etila obtida por particdo. Esta fracdo, denominada de FitoHD, ¢é
rica nos triterpenos cinamato de a-amirina, acetato de lupeol e cinamato de lupeol, que juntos
perfazem cerca de 70% da fracdo. Considerando que, em extratos vegetais, encontrar um teor
de principio ativo em torno de 1% é normalmente dificil (SIXEL; PECINALLI, 2005), a
obtenc¢éo do FitoHD com bom rendimento e elevado teor de ativos o coloca como uma fragao
enriquecida vidvel para a producdo de medicamentos.

Os compostos identificados no FitoHD sdo comuns a varias espécies do género
Himatanthus e estdo presentes nas cascas de H. drasticus; no entanto, sua presenca especifica
no latex € relatada pela primeira vez, com excecao do acetato de lupeol. Lupeol e amirinas séo
dotados de diversas atividades farmacoldgicas, como relatadas na secdo 3, destacando-se as
acOes antitumoral, anti-inflamatoria, gastroprotetora, hipoglicemiante e hepatoprotetora.

O emprego de fitocomplexos na producdo de medicamentos tem aumentado, uma
vez que a propriedade terapéutica de muitas plantas medicinais € resultado da associa¢do dos
varios compostos presentes em sua composicdo (YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO,
2001). A RDC 26/2014 define fitocomplexo como conjunto de todas as substancias, originadas
do metabolismo primério ou secundario, responsaveis, em conjunto, pelos efeitos bioldgicos de
uma planta medicinal ou de seus derivados (BRASIL, 2014). Assim, por exemplo, das folhas
de Ginkgo (Ginkgo biloba) obtém-se um extrato padronizado EGb 761, com 24% de
fitoestrogenos, empregado como ativo em medicamentos para tratamento de insuficiéncia
cerebral (déficit de memdria, baixa concentracdo, depressdo), tontura, zumbido e doenca
vascular periférica (LUCINDA et al., 2010; BARNES; ANDERSON; PHILLIPSON, 2012).
Do fruto do abacateiro (Persea gratissima) obtem-se uma fracdo de substancias
insaponificaveis, rica em p-sitosterol (80%), a partir do 6leo fixo, empregada como um potente
anti-inflamatorio, antioxidante e analgésico, eficaz no tratamento de distarbios que afetam os
tecidos conjuntivos (MOREIRA, 2012; TSURUMAKI, 2014)

A técnica de RMN H na quantificagdo dos triterpenos apresentou a vantagem de
dispensar a necessidade de padrdes das substancias a serem doseadas. O emprego da CCD (fase
movel: CHCI3; revelador: vapores de iodo) para caracterizagdo quimica do FitoHD permitiu
detectar duas substancias pelos R 0,58 e 0,68, o acetato de lupeol e cinamato de a-amirina,
respectivamente. Trata-se de uma técnica simples de identificacdo que podera auxiliar no

controle de qualidade quimico do leite de janaguba.
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O FitoHD se constitui em uma base farmacol6gica em potencial, bem como um
importante marcador quimico para a identificacdo do latex. Uma possivel insercdo futura da
espécie no elenco das plantas medicinais do Programa Farmécias Vivas, atualmente adotado
pelo SUS (BRASIL, 2010), contribui para valorizacéo da cultura popular, agrega valor a flora
nordestina na medida em que busca potencias produtos terapéuticos de origem vegetal,
contribui para 0 manejo sustentavel da regido, podendo gerar alternativas de emprego e renda

e contribuir para a melhoria das condic¢des de saude da populacéo.
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APENDICE A - INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

Questionario a ser aplicado junto aos raizeiros dos mercados publico e horto dos Municipios de
Crato; Fortaleza e Redencdo do Estado do Ceara sobre etnoboténica e etnofarmacologia de

Himatanthus drasticus (Mart) Plumel (janaguba).

Nome do entrevistado:

Municipio: UF:
1. Sexo: ()M ()F
2. Estado Civil:
3. Escolaridade: ( ) Fundamental ( ) Médio ( ) Graduacédo ( ) P6s graduacao
4. ldade:
5. Tempo de profisséo:
6. Como o(a) Sr(a) adquiriu o conhecimento sobre a janaguba?

7. Ha quanto tempo o Sr(a) realiza este trabalho?

8. 0O Sr.(a) conhece esta planta por qual nome?

9. O Sr.(a) é quem faz a coleta?
( )sim ( )néo

10. O Sr.(a) recebeu alguma instrucdo de como fazer a coleta?
( )sim ( )néo

Qual?

11. Em que periodo ou época é feita esta coleta?
( )manhda( )tarde ( ) noite

Outro:

12. Onde é feita a coleta (cidade)?
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13. Que parte da planta € utilizada como remédio?
() fresca( )seca

Outra:

14. Como ¢ feita a preparacao?

15. Para que tipo de doenga essa planta é utilizada?

16. Como se toma?
() umacolherdesopa ( )uma colher de sobremesa

Outra forma:

17. Quantas vezes ao dia?
( )umavez ( )duasvezes ( ) trésvezes

18. Por quanto tempo é utilizado?
( )umasemana ( ) um més

19. O (a) Sr(a) sabe informar se o remédio gerou resultado positivo ap6s o uso da planta?
( )sim ( )néo

Qual?

20. O (a) Sr(a) sabe informar se ja ocorreu algum efeito indesejavel devido ao uso desta
planta?
( )sim ( )néo

Qual?
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APENDICE B — ESPECTROS DE RMN !H E 3C DA Fr.5 (5)

Espectro de RMN 1H (300 MHz CDCI3) da Fr.5 (5)
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE DE

FORTALEZA (UNIFOR)  “Eagavaferma
FUNDAGAO EDSON QUEIROZ

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO ETNOFARMACOLOGICO E ETNOBOTANICO DE HIMATANTHUS
DRASTICUS (MART) PLUMEL (JANAGUBA)

Pesquisador: FABIANA PEREIRA SOARES
Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 10657613.9.0000.5052

instituicdo Proponente: Fundagio Edson Queiroz
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nlamerc do Parecer: 355.532
Data da Relatoria: 09/08/2013

Apresentagédo do Projeto:

Através de um estudo qualitativo, descritivo e observacional se fard um levantamento etnoboténice e
etnofarmacoldgico sobre a espécie de planta Himatanthus crasticus, conhecida pepularmente como
janaguba, cujo latex & empregado para tratamento de diversas enfermidades, incluindo cancer. Realizar
estudo etnofarmacolégico e etnobotanico de Himatanthus drasticus (Mart) Plumel, vulgarmente conhecido
per janaguba. O estudo

consistira em aplicar um questionario de levantamento de informagdes junto aos raizeiros de municipios do
estado do Ceara; descrever as caracteristicas etnoboténicas e etnofarmacolégicas de Himatarthus drasticus
utilizada nos municipios selecionados; e realizar estudos comparativos entre as informagdes coletadas e
dados cientificos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Realizar estudo etnofarmacclégico e etnobotdnico de Himatanthus drasticus (Mart) Plumel, vuigarmente
conhecido por janaguba.

Objetive Secundario:

;Aplicar um guestionaric de levantamento etnofarmacologico e etnoboténico junto aocs raizeiros de
municipies do estado do Ceara; ,Descrever as

. Enderego:  Av. Washington Soares 1321Bloco da Reitorla

Bairro; sala da VRPPG - Edson Queiroz CEP: 50.811-905
- UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (35)3477-3122 Fax: (85)3477-3056 E«mail:  coetica@unifor.br

Pagine 01 de 03
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UNIVERSIDADE DE
FORTALEZA (UNIFORY/
FUNDACAO EDSON QUEIROZ

Continuagéo do Parecer: 355,632

caracteristicas etnobotanicas e etnofarmacolégicas de Himatanthus drasticus utilizada nos municipios
selecionados; ;Realizar estudos comparativos entre ag informagées coletadas e dadas cientificos.

Avaiiag@io dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

As informagbes coletadas serio utilizadas Unica e exclusivamenta para o desenvelvimento de um trabalho
cientifice, ndo implicando em risco aocs entrevistados; porém, como todo projeto de pesquisa envolvendo
seres humanos possui risco, este pode ser a perda do anonimato do individua entrevistado.

Beneficios;

A realizagéo da pesquisa resuita em contribuigdo ao conhecimento da especie Himatanthus drasticus
{ianaguba), comumente utilizada no Ceara; colabora com a valorizag#o das medicinas tradicionais das
comunidades, no que diz respeito ao uso de plantas medicinais e a ampliagéo do conhecimento sobre as
propriedades Gteis de espécies vegetais; sendo os resuitados posteriormente revertidos acs sujeitos da
pesquisa na forma de livreto informativo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeto é claro e apresenta metodologia pertinente com as proposituras investigativas.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Foram apresentados todos os documentas necessarios para a adequada apreciagac ética.

Recomendagées:
N&o ha recomendagdes a serem felitas ag projete de pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Sugere-se a Aprovacéo,

Situagdo do Parecer:

Aprevado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nizo

Consideragées Finais a critério do CEP;
O colegiado est& de acordo com o parecer da relatoria quanto a Aprovacéo do projeto de pesquisa

Enderego:  Av. Washington Soares 1321Bloco da Raitoria

. Bairro: sala da VRPPG -~ Edson Queiroz CEP: 50,811-505
CUF: CE Munieipio: FORTALEZA
" Telefone: (85)3477.3122 Fax: (85)3477-3056 E-mail: costica@unifor.br
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UNIVERSIDADE DE
FORTALEZA (UNIFOR) < Qglovarorma
FUNDAGAO EDSON QUEIROZ

Continuagao do Parecer: 355.532

visto atender as determinagdes da Res. CNS/MS 1396/96.

FORU\T.%‘YR%% %%'Xétb

n73
N aribigeslsidady if‘ 7@// A %
ado or:
Marma;ﬂug' ﬁ

eira dn.Costa Parahyba
Presiden{Crargdenamdon)s - COETICA

Enderego: Av. Washington Soares 1321Bloco da Reitoria

Bairro: sala da VRPPG - Edson Queiroz CEP: 60.811-905
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3477-3122 Fax: (85)3477-3056 E-mail: coetica@unifor.br
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

FUNDAGAO EDSON QUEIROZ

UNIVERSIDADE DE FORTALEZA

VICE-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGCAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS

TERMCO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DA PESQUISA: Estudo etnofarmacologico e etnobotanico de
Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel (janaguba).

PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: Fabiana Pereira Soares
Prezado(a) Colaborador(a),

Vocé esta sendo convidado(a) a participar desta pesquisa
que ira fazer um levantamento etnofarmacologico e etnobotanico de
Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel (janaguba). Sabe-se que o
Brasil abriga uma das floras mais ricas do globo, mas sendo boa
parte desconhecida quimicamente. Assim, tanto a etnobotdnica como
a etnofarmacologia tém demonstrado ser poderosas ferramentas na
busca por substancias naturais de acao terapéutica. E através do
conhecimento popular dos raizeiros que grande parte da populacao
carente recebe orientacao sobre as propridedades terapeuticas e
formas de uso da janaguba. Com o Jlevantamento de 1informacoes
proposto por esta pesquisa €& possivel fazer estudos comparativos
entre os dados <coletados e dados <cientificos, e assim
disponibilizar informacées cientificas a populacdao para que facam
uso de forma segura e racional de planta medicinal.

1.PARTICIPAGAO NA PESQUISA: Ao participar desta pesquisa vocé
respondera ao um questionario contendo 20 (vinte) questoes
enfocando seu grau de conhecimento acerca da janaguba,
informagbées quanto a fonte de obtencdo, emprego terapéutico e o
grau de conhecimento sobre riscos e beneficios do seu uso.

Lembramos que a sua participacao é voluntaria, vocé tem a
liberdade de nao querer participar, e pode desistir, em qualquer
momento, mesmo apos ter iniciado a ENTREVISTA sem nenhum prejuizo
para voceé.

2.RISCOS E DESCOMFORTOS: O procedimento utilizado, aplicacdao do
questionario, podera trazer algum desconforto como a
possibilidade de perda de anonimato. 0 tipo de procedimento
apresenta um risco minimo que sera reduzido pelo acesso aos
questionarios aplicados apenas pelos pesquisadores do projeto.

3.BENEFICIOS: 0s beneficios esperados com o estudo sdao no sentido
contribuir com o conhecimento da espécie Himatanthus drasticus
(janaguba), comumente utilizada no <Ceara, colaborando com a
valorizacao das medicinas tradicionais das comunidades, no que
diz respeito ao uso de plantas medicinais e a ampliacao do
conhecimento sobre as propriedades UuUteis de espécies vegetais;
sendo o0s resultados posteriormente revertidos a populacao na
forma de Tlivreto 1informativo pelo Programa Farmacias-Vivas do
Ceara e publicacao de artigo cientifico.

4.FORMAS DE ASSISTENCIA: Se vocé precisar de alguma orientacao
por se sentir prejudicado. por causa da pesquisa vocé sera
encaminhado(a) por Josely Neves ou Angélica Freitas
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(pesquisadoras que aplicardo o questionario) para a Unifor (av.
washington Soares, 1321, bloco F, sala 45) para conversar com a
pesquisadora responsavel, professora Fabiana Pereira.

5.CONFIDENCIALIDADE: Todas as 1informagbes que o(a) sr.(a) nos
fornecer serdao utilizadas somente para esta pesquisa. Suas
respostas ficarao em segredo e 0
seu nome naoc aparecera em Tlugar nenhum dos QUESTIONARIOS, nem
quando os resultados forem apresentados.

6.ESCLARECIMENTOS: Se tiver alguma duvida a respeito da pesquisa
e/ou dos métodos utilizados na_mesma, pode procurar a qualquer
momento o pesquisador responsavel.

Nome do pesquisador responsavel: Fabiana Pereira Soares.
Endereco: Av. Washington Soares, n°®1321; Bairro Edson Queiroz. CEP:
60811-905.

Telefone para contato: 3477-3284.
Horario de atendimento: 13:30-17:00 h.

Se desejar obter_ informacbes sobre os seus direitos e os
aspectos éticos envolvidos na pesquisa podera consultar o Comité
de Etica da Universidade de Fortaleza, Ce.

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos - COETICA
Universidade de Fortaleza.

Av. Washington Soares, 1321, Bloco da Reitoria, Sala da
Vice-Reitoria de Pesquisa e POs-Graduacao, 1° andar.
Bairro Edson Queiroz, CEP 60811-341.

Telefone (85) 3477-3122, Fortaleza, Ce.

7 .RESSARCIMENTO DAS DESPESAS: Caso o(a) Sr.(a) aceite participar
da pesquisa, nao recebera nenhuma compensacao financeira.

8.CONCORDANCTIA NA PARTICIPACAO: Se o(a) Sr.(a) estiver de acordo
em participar devera preencher e assinar o Termo de Consentimento
Pos-esclarecido que se segue, e recebera uma copia deste Termo.

0 sujeito de pesquisa ou seu representante _legal,
quando for o caso, devera rubricar todas as folhas do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE -
apondo sua assinatura na Uultima pagina do referido
Termo.

0 pesquisador responsavel devera, da mesma forma,
rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido - TCLE - apondo sua assinatura na Ultima
pagina do referido Termo.
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CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias Tlegais,
o sSr.(a) , portador(a) da cédula de
identidade , declara que, apos Tleitura
minuciosa do TCLE, teve oportunidade de fazer perguntas,
esclarecer davidas que foram devidamente explicadas pelos
pesquisadores, ciente dos servigos e procedimentos aos quais sera
submetido e, nao restando quaisquer davidas a respeito do Tido e
explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO em
participar voluntariamente desta pesquisa.
E, por estar de acordo, assina o presente termo.

Fortaleza-Ce., de de

Assinatura do participante

Ou Representante legal

Impressao dactiloscopica

Assinatura do Pesquisador
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ANEXO C - PROJETO DO DR. JOSE ULISSES PEIXOTO JUNTO AO CENDEP
(CE)
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