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RESUMO

ANUNCIACAO, J. N. Abordagem fitoquimica, farmacognostica e microbiolégica
de derivados de Alternanthera brasiliana L. (Kuntze). 2012. Dissertacao
(Mestrado) — Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade Federal do Para, Belém, 2012.

Alternanthera brasiliana Kuntze (Amaranthaceae) € uma planta herbacea utilizada
na fitoterapia popular Amazénica como digestiva, depurativa, diurética e anti-
inflamatoria. A droga vegetal obtida da espécie foi extraida com etanol e
diclorometano fornecendo EEB e EDm. O EEB (extrato etandlico bruto) foi analisado
qualitativamente para 19 classes de metabdlitos secundarios, e posteriormente
fracionado com solventes de polaridade crescente (hexano, cloroférmio, acetato de
etila e metanol), obtendo-se as fracdes correspondentes. O EEB e suas fracbes
foram analisados por CCD, tendo avaliado seu potencial antimicrobiano frente a
cepas de Staphylococus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Candida albicans. O EDm foi separado em coluna, e as fracfes obtidas analisadas
por EM, CG-EM, RMN®C e RMN 'H. Saponinas, esterdides e triterpendides,
carotendides, alcaldides, acuUcares redutores e derivados da cumarina foram
detectados pela prospeccao fitoquimica. Os cromatogramas do EEB e suas fragées,
por CCD, mostraram zonas violetas quando aspergidos com anisaldeido, uma
caracteristica de terpendides. A avaliacdo da atividade antimicrobiana demonstrou
gue as amostras sdo inativas nas concentracées usadas. A analise das fracdes
obtidas a partir do EDm revelou a presenca de duas substancias, cujos dados
espectrais indicam ser acetato de a-amirina e 1-Etil-4-(4-morfolinalamina)-1,2,3,6-
tetraidropiridina. A analise microscépica e microquimica das folhas de A. brasiliana
permitiu caracterizar estruturas como idioblastos do tipo drusa e classes de

metabalitos como os alcaloides, que s&o comuns no género Alternanthera.

Palavras-chave: Alternanthera brasiliana; atividade antimicrobiana; acetato de a-

amirina; 1-Etil-4-(4-morfolinalamina)-1,2,3,6-tetraidropiridina.



ABSTRACT

ANUNCIACAO, J. N. Phytochemical, pharmacognostic and microbologic
approach of derivatives Alternanthera brasiliana L. (Kuntze). 2012. Thesis (MA)
- Graduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Pard,
Belém, 2012.

Alternanthera brasiliana Kuntze (Amaranthaceae) is an herbaceous plant used in the
Amazonian popular phytotherapy, in the Para state, as digestive, depurative, diuretic
and anti-inflammatory. The herbal drug from its was extracted with ethanol and
dichloromethane furnishing EEB and EDm. EEB (crude ethanolic extract) was
qualitatively analyzed for 19 secondary metabolic classes and subsequently
fractionated using solvents of increasing polarity (hexane, chloroform, ethyl acetate
and methanol), yielding fractions the corresponding. EEB and its fractions were
analyzed by TLC, and have evaluated their antimicrobial potential against strains of
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Candida
albicans. EDm was column and the fractions obtained analyzed by MS, CG-MS, 'H
NMR and **C NMR. Saponins, steroids and triterpenoids, carotenoids, alkaloids,
reducing sugars and coumarin derivatives were detected by the phytochemical
approach. The chromatograms of EEB and its fractions, by TLC, showed violet zones
when sprayed with anisaldehyde, a characteristic of terpenoids. The evaluation of the
antimicrobial activity demonstrated that the samples are inactive at the used
concentrations. The analysis of the fractions obtained from the EDm revealed the
presence of two substances, whose spectral data indicate to be a-amyrin acetate and
1-Ethyl-4-(4-morfolinalamina)-1,2,3,6-tetraidropiridina. Microscopic analysis and
microchemistry of leaves of A. brasiliana allowed to characterize structures like
idioblasts type druse and metabolites class like alkaloids that are common in the

genus Alternanthera.

Keywords: Alternanthera brasiliana; antimicrobial activity; a-amyrin acetate; 1-ethyl-

4-(4-morpholinelamine)-1,2,3,6-tetrahydropyridine.
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1 INTRODUCAO

Observa-se que o tratamento das enfermidades humanas a partir de plantas
medicinais ou seus derivados é uma prética antiga e que, no momento, encontra-se
em expansdo por todo o mundo. Atualmente as descobertas de varias substancias
de origem vegetal, indicadas pelo uso popular, tiveram suas atividades
farmacoldgicas cientificas comprovadas (MIGUEL e MIGUEL, 1999).

O emprego de plantas medicinais na recuperacdo da saude tem evoluido ao
longo dos tempos, desde as formas mais simples utilizadas pelo homem das
cavernas, buscando na natureza recursos para melhorar sua condicdo de vida,
aumentando assim suas chances de sobrevivéncia, até as formas mais sofisticadas
empregadas pelo homem moderno. Em ambos os casos o que € percebido é a
existéncia de “algo”, com propriedade de provocar reagdes benéficas no organismo,
resultando na recuperacéo da saude (LORENZI e MATOS, 2008).

Durante séculos tém-se buscado nas plantas medicinais alternativas para o
tratamento de diversas doencas, inclusive as dermatoldgicas (RASKIN et al. 2002)
principalmente naquelas que apresentam processos cicatriciais de dificil resolucao.
Na antiguidade, de forma empirica, jA& eram conhecidas algumas propriedades
medicinais atribuidas as flores da Caléndula officinalis L., popularmente conhecida
como caléndula (ALONSO, 1998).

Com o0s avancos cientificos, esta pratica milenar cedeu espaco aos
medicamentos sintéticos, entretanto, o alto custo destes farmacos e seus efeitos
colaterais contribuiram para o ressurgimento da fitoterapia (OLIVEIRA et al. 2001).

A aplicacdo do conhecimento tradicional, ou popular, acerca do uso curativo
de vegetais no desenvolvimento de fitoterapicos mostra-se como uma estratégia
bastante consequente e consistente; pois, pode gerar ocupacéo e renda a partir da
insercdo da comunidade organizada no processo de desenvolvimento, producao e
entrada do produto assim desenvolvido no mercado farmacéutico; e ainda pode ser
adequada do ponto de vista ecoldgico, quando a matéria prima vegetal para a
producdo desse fitoterapico for obtida a partir de espécimes cultivados em areas
degradadas.

Ha uma estimativa que no ano de 2000 houve uma movimentagdo de cerca
de 30 bilhdes de dodlares no comércio de produtos a base de plantas medicinais
(ENGELKE, 2003). A pratica da fitoterapia é bem aceita e acessivel a todos os
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povos do mundo e, em especial no Brasil onde esse recurso € adequado as
necessidades da atencdo primaria a saude (ELDIN e DUNFORD, 2001).

O Brasil apresenta uma das maiores biodiversidades do mundo, com pelo
menos metade das espécies vegetais podendo apresentar alguma propriedade
terapéutica, sendo Util a populagdo (MARTINS et al. 1994). Segundo a Resolucéo da
Diretoria Colegiada n°® 14/2010 da ANVISA, fitoterapicos sdo medicamentos
preparados exclusivamente a partir de espécies vegetais de uso medicinal ou partes
delas (raizes, cascas, folhas, flores, frutos ou sementes), que possuem propriedades
reconhecidas de cura, prevencdo, diagnostico ou tratamento sintomatico de
doencas, validadas em estudos etnofarmacoldgicos, documentacao técnocientificas
ou ensaios clinicos de fase 3.

Observa-se que o tratamento das enfermidades humanas usando plantas
medicinais ou seus derivados é uma prética antiga e que, no momento, encontra-se
em expanséao por todo o mundo (MIGUEL e MIGUEL, 1999).

Os efeitos colaterais observados na utilizacdo dos fitoterapicos sdo poucos,
desde que utilizados deforma racional. A maioria dos efeitos colaterais conhecidos,
registrados para plantas medicinais, € extrinseca a preparacéo e esta relacionada a
varios problemas de processamento, tais como: identificacdo incorreta das plantas,
contaminacdo, adulteracdo de plantas, preparacdo e/ou dosagem incorretas
(CALIXTO, 2000).

O uso de plantas medicinais ou fitoterapicos se deve a diversos fatores, tais
como: a decepcdo com os resultados obtidos em tratamentos com a terapéutica
convencional, os efeitos indesejaveis e prejuizos causados pelo uso abusivo e/ou
incorreto de medicamentos sintéticos, o fato de que amplas camadas da populacéo
mundial ndo tém acesso aos medicamentos e a medicina institucionalizada,
consciéncia ecolbgica e a crenca popular de que o natural é inofensivo (RATES,
2001).

O desenvolvimento de novos meétodos analiticos colocados a disposi¢cdo do
controle de qualidade e de novas formas de preparacdo e de administracdo de
produtos fitoterapicos, um melhor conhecimento quimico, farmacoldgico e clinico das
drogas vegetais e seus derivados e um menor custo comparado com os farmacos
sintéticos, impulsionou o consumo destes produtos (VIEIRA, 2001; CANIGUERAL et
al. 2003).



20

Desde a declaragdo de Alma-Ata, em 1978, a OMS tem expressado a sua
posicdo a respeito da necessidade de valorizar a utilizacdo de plantas medicinais no
ambito sanitario, tendo em conta que 80% da populacdo mundial utilizam essas
plantas ou suas preparacgfes, para tentar suprir as lacunas da atencéo primaria em
saude. A OMS vem estimulando o uso da medicina tradicional /complementar/
alternativa nos sistemas de saude de forma integrada as técnicas modernas da
medicina ocidental, preconizando o desenvolvimento de politicas, observando os
requisitos de seguranca, eficacia, qualidade, uso racional e acesso a este tipo de
medicamento (MICHILES, 2004).

O Estado brasileiro, através da Portaria no. 971, publicada em 3 de maio de
2006, apos varias reivindicacBes de pesquisadores da area de plantas medicinais e
fitoterapia, instituiu a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Satde e, por meio do Decreto Federal no. 5813 de 22
de junho de 2006, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(BRASIL, 2006). Em fevereiro de 2009 o prefeito Gilberto Kassab, decretou e
promulgou a Lei no. 14903 (Projeto de Lei) sobre a criagdo do Programa de
Producéo de Fitoterapicos e Plantas Medicinais no Municipio de S&o Paulo.

A ANVISA, por meio de Instrucdo Normativa 5/2008 publicou uma lista de
espécies vegetais, base de fitoterapicos com registro simplificado, e buscou
estabelecer a padronizacdo de marcadores quimicos para diversas plantas e limite
diario para seu uso. Entende-se esta preocupacdo como etapa fundamental para
assegurar o uso e garantir eficacia ao fitoterapico (BRASIL, 2008). Procedimentos
de controle de qualidade de plantas medicinais devem ser realizados e envolvem,
numa primeira etapa, analises macroscopicas e microscopicas que busquem a
identificacdo e analise do grau de pureza das mesmas (CHOI et al. 2002). Acredita-
se que andlises quantitativas dos produtos vegetais podem alcancar a qualidade
farmacéutica dos fitoterapicos (BARA et al. 2006).

Muitas bases cientificas confirmam a eficAcia de produtos fitoterapicos.
Porém, o aumento da busca por plantas medicinais em relacdo a demanda levou a
queda de qualidade do produto final a ser oferecido ao consumidor. Uma anélise
minuciosa dos materiais visando a obtencdo de produtos de qualidade é
indispensavel, pois uma matéria-prima de qualidade duvidosa pode oferecer riscos a
saude do consumidor. Muitos produtores desconhecem os cuidados que devem ser

considerados nas diversas etapas de producdo da matéria-prima vegetal, sobretudo
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por ndo contarem com a orientacdo de profissionais capacitados para auxilia-los.
(OLIVEIRA, 1991; ZARONI et al. 2004).

Em muitas regifes sdo 0s raizeiros 0s responsaveis pela comercializacéo
dessas plantas, podendo-se observar substituicdes destes produtos, contribuindo
para a adulteracdo da matéria-prima vegetal além da presenca de contaminantes
como insetos, terra e micro-organismos (DELAPORTE et al. 2002).

A identificacdo e a pureza da droga vegetal, assim como a avaliacdo de seus
principios ativos, sdo tarefas indispenséaveis aqueles que buscam obter produtos de
boa qualidade (OLIVEIRA et al. 2005).

O controle de qualidade de um produto fitoterapico se desenvolve em varias
etapas que incluem a andlise da matéria-prima, de todas as fases da producéo e do
produto final. O controle de qualidade de um produto ndo garante a sua eficacia,
mas é fator determinante para a mesma (FARIAS 2004).

A ma qualidade de um produto fitoterapico ou droga vegetal pode
comprometer a eficacia podendo oferecer riscos a saude do consumidor.
Profissionais da &rea da saude e da comunidade cientifica devem se preocupar com
todos os aspectos que possam contribuir para a qualidade destes produtos (MELO
et al. 2007).

Garantir a qualidade do material vegetal € fundamental, devendo-se
considerar 0s seus aspectos botanicos, quimicos e farmacolégicos. Assim, além do
teor de substancia ativa e intensidade das atividades farmacolégicas e toxicoldgicas,
outros aspectos de qualidade a serem avaliados sdo a carga bacteriana,
determinacao do teor de dgua e da perda por dessecacao, determinacédo de cinzas,
pesquisa de material estranho, organico e inorganico, como terra, areia, partes de
vegetais, insetos e pequenos vertebrados ou produtos oriundo destes (BRASIL,
2000; BRASIL, 2007).

A Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 14 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece normas para o registro de fitoterapicos,
enfatizando a necessidade de estudos quimicos, fisico-quimicos, toxicoldgicos,
clinicos, certificado de boas praticas de fabricacdo e controle das industrias, no
sentido de garantir maior eficacia e seguranca a esses medicamentos. Além disso,
estabelece a necessidade de pesquisa de marcadores, representados por

substancias ou classes de substancias identificadas na espécie, que possam ser



22

utilizados como parametros para o controle de qualidade da droga e dos respectivos
medicamentos fitoterapicos. (BRASIL, 2010).

Dentre as espécies encontradas na regido Amazbnica encontra-se
Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze (Amaranthaceae), conhecida popularmente

como “penicilina”, “terramicina” e “perpétua do mato”, utilizada na fitoterapia popular

pela alegacéo de propriedades analgésicas e anti-inflamatorias (REITZ, 1972).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Contribuir para a padronizacdo de derivados farmacopéicos preparados a
partir da espécie Alternanthera brasiliana para utilizacéo de fitoterapicos.

2.2 Especificos

» Avaliacdo microscépica das folhas de A. brasiliana;

A\

Caracterizacao fisico-quimica do material vegetal e insumos de A. brasiliana;

» Isolamento e caracterizagcdo de marcadores de extratos obtidos da espécie
em estudo utilizando-se EM e CG-EM,;

» Caracterizacdo de marcadores em potencial para padronizacdo de material

vegetal e insumo, utilizando CG-EM,;

» Avaliacdo microbiolégica do extrato e frac6es de A. brasiliana.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Estudo do género Alternanthera

A familia Amaranthaceae compreende cerca de 170 géneros e 2000
espécies, ocorrendo 20 géneros nativos e 100 espécies no Brasil. Muitas destas
espécies sao utilizadas como ornamentais ou na medicina popular, sendo
comumente encontradas em ambientes abertos, porém algumas espécies estdo
presentes no interior de florestas (SOUZA e LORENZI, 2005 apud MARCHIORETTO
et al. 2010).

Estudos realizados por Marchioretto et al. (2008) mostram que o Rio Grande
do Sul apresenta 11 géneros e 43 espécies de plantas dessa familia, sendo o
género Alternanthera 0 mais representativo, com 11 espécies.

Conforme Ferreira e Dias (2000) espécies dessa familia possuem compostos
biologicamente ativos conhecidos, entre eles betalainas (betacianinas e
betaxantinas), ecdisteroides, flavonoéides, saponinas e tripterpenos.

As betalainas (figura 1) sdo compostos sollveis em agua, localizados nos
vacuolos das plantas. Seu precursor comum € o acido betalamico (CAI; SUN;
CORKE, 2005). Produzem coloracédo vermelha, amarela, rosa e laranja em flores e
frutas, sendo que a beterraba constitui a principal fonte deste pigmento (ELGADO-
VARGAS; JIMENEZ; PAREDES LOPEZ, 2000).

Figura 1 — Estrutura geral das betalainas: (A) porcdo de acido betalamico, presentes em todas
moléculas de betalaina; (B) radical que representa uma betacianina ou betaxantina, dependendo dos
radicais R1 E R2 (DELGADO- VARGAS et al. 2000). Nas betacianinas, R= glicose ou acido
glucurdnico. As betaxantinas possuem um anel di-hidropirinico.
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Dentre suas propriedades funcionais, as betalainas sdo identificadas como
um antioxidante natural por estarem envolvidas na protecédo da particula de LDL-
colesterol, contra modificacbes oxidativas (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ;
PAREDES LOPEZ, 2000). Ainda, as betaninas (em forma de extratos da beterraba)
demonstraram atuar também na prevencado de alguns tipos de cancer, dentre eles os
canceres de pele e figado, devido suas propriedades antioxidantes (LILA, 2005)

Plantas desse g¢género sdo conhecidas por possuirem propriedades
antimicrobianas, antivirais e em algumas espécies deste género tem sido reportada
a inibicho da atividade linfocitaria, hepatoprotetoras e atividade analgésica
(FERREIRA et al. 2003). Estudos etnofarmacoldgicos relataram atividades antiviral,
antimicrobiana, hepatoprotetor, antifingica, antidiarreico e analgésica de extratos de
plantas desse género, como Alternanthera brasiliana, A. philoxeroides, A. sessilis e

A. tenella

3.2 Utilizac&o popular de A. brasiliana (terramicina)

As plantas com propriedades terapéuticas utilizadas no cuidado de saude
tradicional constituem uma importante fonte de novos compostos biologicamente
ativos. Elas aparecem como parte do cuidado tradicional de salude em muitas partes
do mundo ao longo de décadas e tém despertado o interesse de Varios
pesquisadores (CUNHA, 1995). Na medicina popular, as plantas sao utilizadas
concomitantemente ao uso de medicamentos convencionais (AMORIM, 1999)

A espécie vegetal Alternanthera brasiliana € empregada na medicina popular,
para tratamento de infecgdes e € conhecida popularmente como “terramicina e
penicilina” (CAETANO et al., 2002). O uso popular difundido como antimicrobiano,
conduz a boas perspectivas quanto ao desenvolvimento de medicamentos a base de
vegetais. Devido a inumeras infeccfes de dificil cicatrizacdo, agravadas por fatores
tais como a resisténcia microbiana, toxidade e baixa eficacia dos farmacos
comercialmente disponiveis, ha esperanca de que plantas como a Alternanthera
brasiliana possam ser estudadas a fim de comprovar a eficacia deste vegetal no

tratamento de patologias.
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3.3 Alternanthera brasiliana

Conforme Resolucdo 261- CONAMA (1999) esta planta esta classificada
como vegetacdo de dunas internas e planicies, podendo desenvolver-se sobre
dunas moveis, semifixas ou fixas, além de ocorrer em planicies arenosas apés a
praia ou associadas a dunas e lagunas, recebendo menor ou nenhuma influéncia
maritima. Desta forma, sendo uma planta potencialmente tolerante ao sal, pode ser
uma cultura alternativa para ser utilizada em solos salinizados.

A espécie Alternanthera brasiliana (figura 2) é popularmente conhecida como
penicilina, terramicina, doril ou carrapichinho, sendo uma planta herbacea perene,
de base lenhosa atingindo até 120 cm de altura (LORENZI e MATOS, 2008). E
amplamente encontrada nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul
(PEREIRA et al. 2007) e, além de ser cultivada como ornamental pelo colorido
arroxeado de suas folhas, é utilizada na medicina popular (LORENZI e MATOS,
2008), onde a infusdo de suas folhas é utilizada como digestiva, depurativa e
diurética e a maceracdo da planta inteira € utilizada contra a prisdo de ventre
(MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000).

Figura 2 — Detalhe da parte aérea de Alternanthera brasiliana cultivada no horto da Fundagéo de
Medicina Tropical de Tocantins — FMT/TO.
Fonte: BATISTA (2008)

As folhas de A. brasiliana foram analisadas morfoanatomicamente por

Delaporte et al. (2002), Duarte e Debur (2004) e quimicamente por Brochado et al.
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(2003) objetivando, respectivamente, o controle de qualidade e a identificagdo dos
compostos quimicos presentes nesta espécie.

Andlises anatbmicas desta espécie, realizadas por Delaporte et al. (2002)
revelaram a presenca de folhas anfiestométicas, com tricomas tectores ornamentais,
sendo observado alteracdes na disposi¢do e no tamanho dos feixes vasculares na
nervura principal, apresentando tecido esclerenquimatico no polo floematico. Tanto a
secdo paradérmica adaxial como a abaxial apresentam estdbmatos
predominantemente diaciticos (PEREIRA, 2007).

Estudos in vitro com A. brasiliana confirmaram a presenca de flavonéides
como o canferol (BROCHADO et al. 2003), terpenos, esteroides, compostos
fendlicos e pigmentos da classe betalaina (FERREIRA e DIAS, 2000)

Sendo isolados seis flavonoides da A. brasiliana, responsaveis pelas suas
atividades farmacologicas: canferol 3-O- rubinosideo-7-O-a-ramnopiranosideo,
qguercetina  3-O-robinobiosideo-7-a-L-  ramnopiranosideo,  quercetina  3-O-
robinobiosideo, canferol 3-O-robinobiosideo, canferol 3-O-rutinosideo-7-O-a-L-
ramnopiranosideo e canferol 3-O-rutinosideo. Estas estruturas foram elucidadas por
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono e Hidrogénio.

Quanto aos estudos farmacologicos, foram avaliadas a atividade analgésica
por Macedo et al. (1999), a atividade antiedematogénica por Delaporte et al. (2001),

e a atividade antiproliferativa de linfocitos por Brochado et al. (2003).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material

4.1.1 MATERIA-PRIMA VEGETAL

Para o estudo foram utilizadas folhas jovens e maduras de Alternanthera

brasiliana (Amaranthaceae) conhecida popularmente como “penicilina”, "perpétua do
mato”. O material vegetal (setenta macos correspondentes a 9,5 kg) foi adquirido no
mercado de ervas do Ver-o-Peso, procedente distrito de Icoaraci regido
metropolitana de Belém-PA, coletado em 15 de junho de 2010. A selecdo do
material vegetal forneceu 2,3 kg de folhas que apds secagem e trituracdo produziu
600 g da droga vegetal.

A identificacdo foi realizada por comparacdo com a exsicata N° 160815 que
depositada no herbéario do Instituto Agronémico do Norte, vinculado a estrutura

administrativa da Empresa Brasileira de pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA).

4.1.2 REAGENTES SOLVENTES E SOLUCOES

Todos os solventes utilizados possuiam grau de pureza p.a. e eram da marca
Quimex quando n&o citado no texto.

Foram utilizados acetato de etila, acido cloridrico (HCI) 5 %, peroxido de
hidrogénio, agua ultrapura, alcool etilico absoluto 96 °GL, alcool etilico a 70 %, azul
de toluidina 1 %, cloroférmio, dimetilsulféxido (DMSOQ), éter etilico, hexano, metanol,
etanol, reativo de Pascova, reativo de Fehling A e B, reativo de Bouchardat, reativo
de Draggendorff, reativo de Mayer, e reativo de Kedde, solugdo de hidroxido de
amonio, lugol, solucdo aquosa de ninhidrina a 1 %, solucdo alcodlica de cloreto
férrico a 1 %, &cido cloridrico concentrado, raspas de magnésio, solu¢cdo aquosa de

vanilina a 1 %.

4.1.3 EQUIPAMENTOS

Foram utilizados os seguintes equipamentos estufa termo estatizada Quimis
Q-314M222; estufa modelo S805T (BIOPAR); moinho de facas tipo Willy; agitador
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eletromagnético para peneiras (Bertel); balanca analitica modelo BK 500 (GEHAKA);
forno mufla modelo 3551 (ENGRO); alcobmetro de Gay Lussac; potencidbmetro
modelo pHS3B (pHTek); balanca analitica FA2104N (Bioprecisa); liofilizador modelo
Micro Modulo/115 série 1K470021-1B frequéncia 60 Hz 20A acoplado a bomba de
vacuo modelo VLP-200 e ao filtro de 6leo VPOF-110 (Thermo Savent); analisador
térmico modelo DTG-60 e DSC-60 (Shimadzu); espectrofotdmetro de infravermelho
IR100 spectrometer (Thermo eléctron corporation), potencibmetro pH21 pH/mV
meter (HANNA), espectrometro de massas modelo: microtof Il — ESI - TOF MASS
SPECTROMETER (Bruker Daltonics, MA, EUA), cromatégrafo em fase gasosa
acoplado a espectrometro de massa ( CG /EM) modelo - QP2010 ( Shimadzu).
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4.2 Métodos

As atividades descritas a seguir foram desenvolvidas nos laboratérios de
Fitoquimica, de Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) Farmacotécnico, de Controle de
Qualidade e de Microbiologia da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do
Pard (UFPA) e Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da

Universidade de Séao Paulo (USP) sendo ilustradas no fluxograma apresentado na

figura 3.
Material vegetal
1) Selegéo
2) Lavagem
2,3 kg de folhas
1) Secagem
2) Determinagao da perda por dessecacéo
3) Moagem
600 g da droga vegetal
Extrag&o com diclorometano (5x250 1) Caracterizagao fisica e fisico-quimica
mL) em ultrassom por 20 min 2) Maceragéo com etanol 96° GL
EDm Tintura
Separagédo por cromatografia em Secagem em evaporador rotativo sob
coluna baixa pressao
EEB
Topo da 85 aliquotas 1) Abordagem fitoquimica
coluna (250 mL) 2) Analise por CCD
3) Fracionamento

1) Tratamento com MeOH 50%
2) Concentragao em evaporador

rotativo sob baixa presséo EH FC FAE FM
3) Liofilizagédo

Anélise por CCD

AP FDM1-FDM14

Figura 3 — Fluxograma referente a atividades desenvolvidas para a obtencao de amostras e analises
preliminares de Alternanthera brasiliana.
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4.2.1 DESCRICAO ANATOMICA E MICROQUIMICA DAS FOLHAS DE A. brasiliana

Para caracterizacdo anatbmica, foram utilizadas folhas completamente
expandidas, as quais foram hidratadas em agua destilada e seccionadas com lamina
de aco nas regides do limbo, nervura central e margem. Os cortes do material
vegetal foram feitos a méao livre com o auxilio de laminas de aco no sentido
transversal e colocados em agua destilada para, posteriormente, serem clarificados
com hipoclorito de sddio 20 %, corados com azul-de-astra seguido de fucsina
bésica, sendo entdo montados em laminas com glicerina a 50 %, os cobrindo com
laminula e vedando-a com esmalte incolor (KRAUS, 1997). Foram obtidas
fotomicrograficas em foto microscépio do modelo ZEISS Axiolab acoplado a uma
camera digital do modelo Moticam 2300 3.0 MPixel Live Resolution, para ilustracao
dos caracteres anatdomicos.

Para os testes microquimicos, as sec¢des confeccionadas a méo livre foram
clarificadas com hipoclorito de sédio a 50 % e lavadas com agua destilada. Logo
apos, foram instilados sobre os cortes os reagentes referentes a cada teste, sendo o
excesso retirado com papel de filtro finalizando a montagem da lamina com glicerina
50% cobrindo-se o corte com laminula, vedando-a com esmalte incolor (KRAUS,
1997).

4.2.2 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas frescas foram separadas do caule, descartando-se as que se
apresentavam deterioradas, manchadas e com sinal de ataque por insetos ou
fungos. As folhas selecionadas foram submetidas a lavagem com &gua corrente
para a retirada das sujidades e lavadas com alcool etilico a 70 %, a fim de se
promover sua desinfeccdo e retardar o metabolismo das folhas. Apds este
procedimento, o material vegetal foi submetido a secagem prévia, por
aproximadamente trés dias, a temperatura ambiente sobre bancadas cobertas com
papel absorvente. ApOs esta etapa, o material vegetal foi colocado em uma estufa
de ar circulante a temperaturas entre 40 °C £ 5 °C e |4 permaneceu por 7 dias. Apés
a retirada das folhas, ja secas, da estufa, estas foram trituradas em moinho de facas

inoxidavel obtendo-se 600 g da droga vegetal
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4.2.3 CARACTERIZACAO FISICA E FiSICO-QUIMICA DO PO DAS FOLHAS DE
Alternanthera brasiliana (FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 Ed, 2010).

4.2.3.1 Determinacédo do teor de umidade

Aproximadamente 2 g da droga vegetal foram submetidos & secagem direta
por radiacdo no infravermelho. A amostra foi levada a aquecimento de 105 °C
durante 15 minutos, sendo que esse procedimento foi realizado, pois € um método
oficial que diminui o tempo de andlise e fornece um resultado imediato, visto que o
aparelho € composto de uma balanca e um programa que processa € mostra o
resultado. Esse procedimento foi realizado em triplicata, para obter um resultado
mais preciso (FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 Ed, 2010).

4.2.3.2 Determinacgdo da distribuicdo granulométrica

Aproximadamente 25 g do po6 foram submetidos a uma série de tamises com
abertura de malha (1.700, 710, 355, 250, 180 e 125 um) usando-se um vibrador de
tamises, durante 15 min. A distribuicdo granulométrica da droga vegetal foi
determinada, em triplicata, e a quantificacdo percentual do p6 retido em cada tamis
permitiu calcular o tamanho médio das particulas (FARMACOPEIA BRASILEIRA 52
Ed, 2010).

4.2.3.3 Determinagéo do teor de cinzas totais

Nessa andlise, aproximadamente 3 g do p6 foram transferidos a cadinhos de
porcelana previamente calcinados, resfriados e pesados. As amostras foram
carbonizadas em mufla e incineradas a 450 °C por 2 h. Apés resfriamento em
dessecador, as mesmas foram pesadas em balanca analitica, repetindo-se o
procedimento até a obtencdo de peso constante (FARMACOPEIA BRASILEIRA 52
Ed, 2010).



33

4.2.3.4 Analise térmica do p6 das folhas de Alternanthera brasiliana

Para obtencéo das curvas termogravimétricas (TG e DTA) da droga vegetal,
foram utilizados aproximadamente 3 mg da amostra, que foram transferidos para um
cadinho de platina, e logo apés, submetidos a uma faixa de temperatura entre 25 °C
e 600 °C, sob atmosfera dinamica de ar e de nitrogénio (25,00 ml/min) e razdo de
aguecimento de 5 °C/min. Os célculos de perda de massa foram realizados com
auxilio do programa TA-60W da Shimadzu® (SILVA JUNIOR, 2006; ALVES, 2008;
NUNES, 2009)

4.2.4 CARACTERIZACAO FISICA E FISICO-QUIMICA DO DECOCTO DE
Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze (FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 Ed, 2010).

4.2.4.1 Preparo do decocto

Transferir aproximadamente de 5 g da droga vegetal moida, para frasco de
Erlenmeyer contendo 50 ml de dgua fervente, manter sob fervura moderada durante
15 min, resfriar e filtrar sobre algod&o para baldo volumétrico de 100 ml. Completar o

volume, até 100 ml.

4.2.4.2 Determinagao do pH do decocto

A determinacdo do pH foi realizada com potencidmetro previamente calibrado
com solucdes tampao pH 4,0 e 7,0 e os resultados correspondem a média de trés
determinactes (FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 Ed, 2010).

4.2.4.3 Determinacéo da densidade aparente do decocto

Um picndmetro com capacidade para 5 ml, previamente tarado, foi preenchido
com o liquido padréo (agua recém-destilada e fervida) e pesado. Em seguida, o
picndmetro foi enxaguado e preenchido com 5 ml da amostra (decocto), e entdo,
pesado. A relagcdo determinada entre o peso do volume da amostra e o do padréo a

20 °C fornece o valor da densidade relativa do decocto de A. brasiliana.
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4.2.5 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO (EEB) DE A. brasiliana

Para obtencdo do EEB utilizou-se o processo extrativo de maceracao. Nesse
processo, 350 g da droga vegetal permaneceram por 10 dias em recipiente de ago
inoxidavel, fechado, periodicamente agitado, usando-se como liquido extrator o
etanol na proporcao 1: 5. Durante todo o processo de maceracdo, o material esteve
ao abrigo da luz e em temperatura ambiente. Apos a maceracéao, a tintura foi filtrada,
armazenada em recipientes escuros e colocada sobre refrigeracdo (FARMACOPEIA
BRASILEIRA 52 Ed, 2010). A tintura obtida foi concentrada em evaporador rotativo

sob baixa presséo para a obtencédo do EEB de folhas da espécie.

4.2.6 PROSPECCAO QUIMICA DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO (EEB)
(BARBOSA, 2010).

A prospeccao quimica do extrato etanolico foi realizada no intuito de verificar
a presenca de constituintes quimicos naturais, tais como: &cidos organicos,
acucares redutores, alcal6ides, aminoécidos, antraquinonas, catequinas, depsideos
e depsidonas, derivados da cumarina, esteroides, fendis, flavondides (antocianinas,
antocianidinas, catequinas (taninos catéquicos), chalconas, flavonas, flavanonas,
flavonois, flavanondis, leucoantocianidinas, xantonas), glicosideos cardiacos,
polissacarideos, proteinas, purinas, saponinas, sesquiterpenolactonas e outras
lactonas, taninos e triterpendides. As andlises foram realizadas em triplicata, na

concentracdo de 5 mg/ml.

4.2.7 FRACIONAMENTO DO EEB

Para o fracionamento do EEB empregou-se o método de particdo solido-
liquido utilizando solventes de polaridade crescente (hexano, cloroféormio, acetato de
etila e metanol).

Pesaram-se aproximadamente 6,8 g do extrato etandlico de Alternanthera
brasiliana, aos quais se adicionaram sucessivamente cinco aliquotas de 50 ml de

cada um dos solventes citados na ordem apresentada anteriormente.
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As solucdes provenientes do fracionamento foram concentradas em
evaporador rotativo sob baixa pressdo, fornecendo as fragcbes hexanica (FH),

cloroférmica (FC), acetato de etila (FAE) e metandlica (FM).

4.2.8 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Inicialmente, amostra do extrato etandlico bruto de A. brasiliana e suas
respectivas fracdes, hexanica, cloroférmica, acetato de etila e metandlica foram
analisadas por cromatografia em camada delgada — CCD. Durante estas andlises
diferentes fases moveis, compostas de hexano, diclorometano e acetato de etila em
diferentes proporcdes foram testadas. Esta analise mostrou um perfil cromatografico
com resolucdo adequada para a sequéncia do trabalho usando como fase movel
hexano: acetato de etila na proporgéao de 70: 30.

4.2.9 PREPARACAO DO EXTRATO EM DICLOROMETANICO (EDm)

Outro extrato a partir da droga vegetal de A. brasiliana foi preparado
utilizando-se de 100 g da droga vegetal e 250 ml de diclorometano. Esta mistura foi
submetida ao ultrassom por 20 min, sendo o0 solvente extrator renovado por cinco
vezes apos decantacdo. Ao final deste processo, as fragcdes diclorometéanicas foram
reunidas e concentradas em evaporador rotativo sob baixa pressao, obtendo-se o
EDm. O extrato foi analisado por CCD e em seguida fracionado por cromatografia

em coluna.

4.2.10 FRACIONAMENTO DO EDm POR CROMATOGRAFIA EM COLUNA

Cerca de 3 g de EDm foram adsorvidos a cerca de 10 g de silica gel 70-230
mesh. Logo em seguida, esta amostra foi acondicionada no topo da coluna
cromatografica (50 x 3 cm) a qual estava preenchida com 60 g de silica. Iniciou-se o
procedimento cromatografico utilizando-se 100 % de hexano como fase movel. Ao
longo deste procedimento, a polaridade da fase mével foi incrementada adicionando-
se aliquotas de acetato de etila. Este processo foi finalizado usando-se 100 % de

acetato de etila coletando-se 85 fracdes de 250 ml cada, numeradas de 1 a 85.
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O topo da coluna correspondente a pastilha ndo eluido da amostra foi
removido e tratado com metanol/agua 50 %. Essa solucdo foi concentrada em
evaporador rotativo sob baixa presséo para retirada do metanol e posteriormente,
congelada e liofilizada, obtendo-se assim a fragdo polar. Esta amostra foi analisada
por EM (espectrometria de massas) e espectroscopia no infravermelho, sendo
submetida ainda & analise por ressonancia magnética nuclear RMN de *H e de °C,
empregando-se para isso 50 mg da fracéo polar. Todas as demais fracdes coletadas

foram analisadas por CCD e reunidas com base na similaridade de seus perfis.
4.2.11 ESPECTROMETRIA DE MASSAS (EM)

A andlise foi realizada em espectrébmetro de massas de alta resolucao
micrOTOF II-ESI-TOF Mass Spectrometer (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA),
utilizando-se bomba de Infuséo e fluxo de 3000 uL/h. A fase movel empregada para
a solubilizacao foi constituida de metanol: agua, e a deteccéao foi realizada no modo
positivo para a amostra. O aparelho € de alta resolugdo necessitando de calibracéo
interna antes de realizar as andlises, usando-se para este fim uma solucdo de Na -
TFA a 10 mg/ml.

4.2.12 ANALISE POR INFRAVERMELHO (IV) DE Alternanthera brasiliana

A espectroscopia por infravermelho de Alternanthera brasiliana foi realizada
por um espectrofotdmetro de infravermelho modelo FTIR (Fourier Transform Infrared
Spectrophotometer), marca Shimadzu IR-Prestige-21, sendo as leituras realizadas
em comprimento de onda na faixa de 400 cm™- 4000 cm™, resolucdo 2x, sendo a
droga comprimida em brometo de potassio (KBr).

4.2.13 ANALISE DA AMOSTRA POLAR POR RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR HIDROGENIO (RMN'H) E CARBONO (RMN**C)

Para a obtencdo dos espectros de hidrogénio (RMN*H) e carbono (RMN*3C),
a amostra polar (AP) foi dissolvida em DMSO deuterado (dimetilsulfoxido deuterado)

e analisada em espectrometro Brucker — Avance DRX 400, na frequéncia de 500
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MHz e 125 MHz respectivamente. Esse procedimento foi realizado na Faculdade de
Quimica de Ribeirdo Preto (USP).

4.2.14 CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRO
DE MASSAS (CG-EM)

Para analise por CG-EM as fracbes 1, 6, 7 e 8 (Secdo 4.2.9) foram
preparadas na concentracdo de 10 mg / mL. Assim, 1 mL de cada amostra foi
analisada por cromatografia em fase gasosa capilar. Para isso, foi usado um CG/EM
Shimadzu "QP2010 equipado com sistema automatico Sampler AOC 20SI no modo
split (1: 100)”. Todas as analises foram realizadas em uma coluna de silica fundida
capilar (DB-5, 30 m 0,25 mm, espessura de revestimento 0,25 mm); sendo o
hidrogénio utilizado como gas de arraste em 1,30 mL/min e os espectros de massa
foram analisados no modo de varredura, a energia de ionizacéo foi de 70 eV (40 —
500 m/z). A temperatura do detector foi de 250 °C e a do forno, 60 °C — 240 °C a 3
°C / min. Os espectros obtidos foram analisados e comparados com os disponiveis
na biblioteca do cromatogréfo.

4.2.15 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO BRUTO E
FRACOES DE Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze (CLSI, 2003).

Para os testes de avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo
método Kirby — Bauer ou difusdo em disco (BAUER et al. 1966; CLSI, 2003;
KARTAL et al. 2003) onde foram utilizadas cepas padrdo American Type Culture
Collection (ATCC) de Staphylococus aureus (ATCC 29213), Escherichia coli (ATCC
25313), Pseuddbmonas aeruginosa (ATCC 27853) e Candida albicans (ATCC
14053), gentiimente fornecidas pela FIOCRUZ — Fundacéo Instituto Oswaldo Cruz
ao LACEN-PA (Laboratorio Central do Estado do Pard), para a realizacdo deste

trabalho.

4.2.15.1 Preparacédo do agar Mueller-Hinton
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O meio agar Mueller-Hinton foi preparado a partir de uma base desidratada
disponivel comercialmente, conforme as instrucbes do fabricante HIMEDIA, que
imediatamente apds passar pela autoclave, deixou-se resfriar.

O meio recém-preparado e resfriado foi colocado em placas de Petri
descartaveis, numa superficie horizontal, para garantir uma profundidade uniforme
de aproximadamente 4 mm. Isso corresponde a 25 - 30 ml para as placas com
diametro de 100 mm usadas no ensaio. O agar foi esfriado a temperatura ambiente

e armazenado em geladeira a 3 °C.

4.2.15.2 Controle de turbidez para a preparacao do inoculo

Para padronizar a densidade do inoculo para um teste de sensibilidade como
esse realizado, utiliza-se um controle de turbidez a base de BaSO,, equivalente a
uma solucdo padrdo de MacFarland, tubo 0,5; correspondendo a concentracdo de
aproximadamente 180 Unidades Formadoras de Col6énia — (UFC / ml). O controle de
turbidez a base de sulfato de bario foi agitado vigorosamente num misturador
mecanico tipo vortex antes de cada uso, verificando-se a uniformidade da dispersao

das particulas no turbidimetro digital de bancada.

4.2.15.3 Preparagéo do inoculo

Quatro mililitros de caldo preparado segundo o fabricante (Merck®) foram
transferidos para 25 tubos de ensaio; imediatamente ap0s passar pela autoclave, o
caldo foi deixado esfriar até a temperatura ambiente e, em seguida, armazenado em

geladeiraa 3 °C.

4.2.15.4 Método do crescimento

De trés a cinco colonias das cepas padréao foram transferidas com auxilio de
uma alca de platina para uma placa contendo agar Mueller - Hinton que foram
armazenadas em estufa a 36 °C + 1 °C por 24 h.

ApoOs esse periodo, foram retiradas da placa anteriormente semeada duas a
trés colonias que foram colocadas em tubos de ensaio contendo 4 mL de caldo

Mueller-Hinton. Os tubos foram levados para estufa a 35 °C, até alcancar o valor 0,5
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de turbidez segundo a escala de MacFarland (em torno de duas horas). Quando
necessario, a turbidez foi ajustada pela adicdo de mais caldo, o que resultou numa

suspensao contendo de 1 a 2 x 108 UFC/ml de cada microrganismo testado.
4.2.15.5 Inoculacédo das placas de teste

Em condi¢cdes adequadas de turbidez, mergulhou-se um swab de algodao
estéril na suspensao ajustada, até 15 min apds ajustar a turbidez da suspenséo de
inoculo. O swab foi girado véarias vezes e apertado firmemente contra a parede
interna do tubo, acima do nivel do liquido para ajudar a retirar qualquer excesso de
inoculo no swab;

A superficie seca da placa de agar Mueller - Hinton foi inoculada esfregando o
swab em toda a superficie estéril do dgar. Repetiu-se o procedimento esfregando
outras duas vezes, girando a placa aproximadamente 60° cada vez, a fim de
assegurar a distribuicdo uniforme do inoculo. Como passo final, passou-se um swab
na borda da placa de agar;

A tampa foi deixada entreaberta de trés a cinco minutos, embora nunca mais
de 15 min, para ndo permitir que qualquer excesso de umidade fosse absorvido

antes de se aplicar os discos impregnados de droga.
4.2.15.6 Aplicacado de discos as placas de agar inoculadas

Sobre as placas de agar inoculadas foram adicionados discos de papel de
fitro de 6 mm de didmetro, respectivamente impregnados com 10 uL de uma
solucdo de extrato bruto, fracdo hexanica, fracdo cloroférmica, fracdo acetato de
etila e fracdo metandlica, dissolvidos em DMSO a 8 mg/ml, Em seguida, as placas
foram incubadas na estufa a temperatura de 36 °C + 1 °C por 24 h para as bactérias

e por 48 h para o fungo.
4.2.15.7 Leitura das placas e interpretacao dos resultados
Apés 18 - 24 h de incubacdo, examinou-se cada placa. Se a placa foi

satisfatoriamente semeada, e o0 inoculo correto, os halos de inibicdo resultantes

serdo uniformemente circulares e havera um tapete confluente de crescimento. Se
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colénias individuais forem aparentes, o inoculo era demasiado leve e o teste devera
ser repetido. Os diametros dos halos de inibicdo total (julgados a olho nu) foram
mensurados, incluindo o diametro do disco. Os halos foram medidos em milimetros
usando um paquimetro, que foi encostado na parte posterior das placas de Petri
invertida.

Apo6s o periodo de incubacéo foi realizada a leitura dos resultados, medindo-
se o diametro do halo formado ao redor dos discos, considerando-se como resultado
final a média de trés valores de halos. Nessa analise, halos com diametro igual ou
superior a 8mm sao considerados sensiveis e os halos de didametro inferior séo
considerados resistentes (PAREKH e CHANDA, 2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Descricao anatdmica e microquimica das folhas de A. brasiliana (L.) Kuntze

Os cortes em seccao transversal do limbo foliar de A. brasiliana mostram uma
epiderme uniseriada envolvida por uma fina cuticula, assim como um mesdfilo
dorsiventral, comum em Amaranthaceae (DUARTE, 2004), composto de uma Unica
camada de parénquima palicddico e cerca de quatro camadas de parénquima
lacunoso, as q