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“(...) vérias pesquisas tém apontado
para o0 efeito antimicrobiano de
compostos obtidos de produtos naturais.
O emprego desses compostos na
odontologia pode ser considerado um
instrumento de apoio na terapia de
diversas patologias bucais (..). O
desenvolvimento de medicamentos ainda
é extremamente complexo, envolvendo
estudos quimicos, farmacologicos e
clinicos e, muitas vezes, o conhecimento
da populacéo sobre os produtos naturais
que as rodeiam pode ajudar o0s
pesquisadores a direcionar suas buscas
por produtos que realmente apresentem
efetividade contra enfermidades”.

Castilho, Murata e Pardi (2013).



Sabemos que 0 homem branco ndo entende nossos costumes. Um pedacgo de terra para
ele € igual ao pedaco da terra vizinha, pois € um estranho que chega, as escuras, e se
apossa da terra de que tem necessidade.A terra ndo € sua irma, mas sua inimiga, e uma
vez conquistada, o0 homem branco vai mais longe. Seu apetite arrasara a terra e ndo

deixara nela mais que um deserto. )
(Chefe Indio Seattle).

Dedico.
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RESUMO

Crassulaceae apresenta interesse para diferentes estudos, pois atende as diversas
abordagens de estudos de prospeccao (etioldgica, quimiotaxondmica e etnodirigida). A
espécie Bryophillum calycinum Salisb éconhecida popularmente como pirarucu, folha
da fortuna, saido em diferentes regides do Brasil é uma planta silvestre pertencente a
familia Crassulaceae. Caracteriza-se como uma planta nativa da Africa tropical,
largamente disseminada no Brasil onde as folhas sdo usadas na medicina popular para o
tratamento de feridas, contusdes, queimaduras, arranhdes, abcessos entre outras doencas
da pele. Tambem e utilizada em picadas de insetos, doencas do trato respiratorio,
tratamento da tosse, dor de garganta, inflamacdes, hematomas, glaucoma e medicagéo
topica em afeccdes cutaneas de natureza alérgica. Com o objetivo de realizar o controle
de qualidade vegetal da planta foi realizada a caracterizagdo morfoldgica e microscopica
da folha, a prospeccdo fitoquimica e a extracdo, qualificacdo e quantificacdo dos
constituintes quimicos do 6leo essencial da espécie. Os resultados demonstram que as
folhas sdo simples, pecioladas, ovaladas com coloracdo verde-escura e glabrescentes em
ambas as superficies, peninérveas com 4apice obtuso, base simétrica e atenuada. A
epiderme na superficie abaxial apresenta-se uniestratificada, possui predominancia de
tricomas tectores longos entremeados por tricomas longos e tricomas glandulares.
Asfolhas sdo hipoestomaticas com estdbmatos predominantemente diaciticos. O
mesofilo, em secgdo transversal, é dorsiventral. O sistema vascular € do tipo colateral,
organizado em arco aberto.Através das analises da prospeccdo fitoquimica observou—se
a presenca de heterosideos flavonicos, cumarinas, compostos esteroides e tritependides.
Foram encontrados 22 componentes nos 6leos essenciais das amostras de B. calycinum
destacando-se, isopulegol, beta-bourboneno, (E)-cariofileno e 2-metilbutanoato de
geranila. Estudos que contribuam para a determinacdo de caracteres que facilitem a
identificacdo de espécies vegetais de interesse ou, ainda, que auxiliem na distin¢éo entre
elas, passam a ser de extrema importancia para auxiliar pesquisas na Fitoterapia, com
resultados reprodutiveis e, acima de tudo, seguros, com os beneficios superando 0s
possiveis riscos.

Palavras-chave:Anatomia foliar. Fitoquimica. Oleo essencial. Crassulaceae



ABSTRACT

Crassulaceae is of interest to different studies because it meets the different approaches
of research studies (ethological, chemotaxonomic and etnodirigida). The specie
Bryophillum calycinum Salisb.popularly known as pirarucd, Fortune sheet, full skirt in
different regions is a wild plant belonging to this family. Crassulaceae. It is
characterized as a plant native to tropical Africa, widespread in Brazil where the leaves
are used in folk medicine to treat wounds, bruises, burns, scratches, abscesses and other
skin conditions, insect bites, respiratory tract diseases, treatment of cough, sore throat,
inflammation, bruising, glaucoma and topical medications in skin disorders allergic in
nature. In order to achieve the quality of plant control plant was performed and
microscopic morphological characterization of the sheet, the phytochemical exploration
and extraction, classification and quantification of chemical constituents of essential oil
of the species. The leaves are simple, petiolate, ovate with dark green and glabrescent
on both surfaces, peninérveas with apex obtuse, symmetrical and toned base. The
epidermis on the abaxial surface presents itself unisseriate has long glandular trichomes
predominantly interspersed with long trichomes and glandular trichomes. The leaves are
hypostomatic with stomata predominantly diacytic. The mesophyll, in cross section, is
dorsiventral. The vascular system is collateral type, organized in open arc. Through the
phytochemical analysis showed the presence of flavonicos glycosides, coumarins, and
tritependides steroid compounds. 22 components were found in the essential oils of the
samples among them B. calycinum isopulegol, beta-bourboneno (E) -caryophyllene and
2-methylbutanoate geranila. Studies that contribute to the determination of characters to
facilitate the identification of plant species of interest, or even to assist in distinguishing
between them, become extremely important to assist research in herbal medicine, with
reproducible results and, above all, safe , with benefits exceeding the risks.

Keyword: Leaf anatomy. Phytochemistry.Essential oil. Crassulaceae



1. APRESENTACAO

O uso de plantas arométicas é antigo e muitas propriedades foram atribuidas a
elas, e estas ttm sido usadas ao longo da histéria e na cosmetologia. Os egipcios
usavam plantas e 6leos aromaticos para embalsamar os mortos, demonstrando, assim,
um conhecimento sofisticado de suas propriedades anti-sépticas (Guenther, 1977).

As plantas medicinais sdo utilizadas por varios setores da sociedade, tais como
comunidades tradicionais, curandeiros, centros espirituais, empresas fabricantes de
esséncias e aromas, laboratérios farmacéuticos, homeopaéticos, fabricantes de extratos e
tinturas para fins farmacéuticos, inddstrias alimenticias, ervanarios e feiras, atacadistas e
outros intermediarios. E, nesse contexto, a demanda existente por estes recursos ira se
constituir em uma ameaca as populagdes nativas dessas espécies, principalmente
quando partes destas plantas, tais como raizes, sementes e flores, essenciais para sua
reproducdo sdo coletadas, utilizadas e comercializadas de forma ndo sustentavel. (Silva
etal., 2001).

Dados da Organizacdao Mundial de Saude (OMS) mostram que cerca de 80% da
populacdo mundial faz uso de algum tipo de erva na busca de alivio de sintomatologia
dolorosa ou desagradavel (Martins et al., 2003).

A utilizacdo das plantas como medicamento é muito antiga e data dos
primérdios da civilizacdo. Na China, ha registros de cultivo de plantas medicinais que
datam de 3000 a.C.; os egipcios, assirios e hebreus também as cultivavam em 2300 a.C.
(Nolla et al., 2005).

No Brasil, antes mesmo de seu descobrimento, os indios utilizavam plantas para
a cura de doengas, para o preparo de corantes e para ajudar na pesca. Com a
colonizacdo, a utilizacdo das plantas para tratamento de doencas, fundamentalmente
apresentou influéncias ndo s6 da cultura indigena, mas também da africana e européia
(Rodrigues & Carvalho, 2001a).

Apesar do extenso conhecimento que possa existir sobre o uso das plantas
medicinais no Brasil, pouco se sabe sobre quais sdo as espécies medicinais nativas que
sdo objeto de uso e comercio significativos, tanto a nivel local como internacional e
sobre 0 impacto que a atividade comercial esta causando sobre estes recursos naturais e,

finalmente, sobre a populagdo humana (Silva et al., 2001).



Durante muito tempo, o conhecimento acerca das plantas medicinais foi
transmitido de geragdo para geracdo, construindo-se farmécias naturais constituidas por
plantas encontradas no ambiente e plantas exéticas, cultivadas em quintais e jardins (Di
Stasi, 1996).

Esse conhecimento, geralmente, é preservado em muitas comunidades
tradicionais, pois durante muito tempo ndo tiveram acesso a alopatia, tendo somente
como alternativa, a grande biodiversidade encontrada nas proximidades (Zeni & Bosio,
2006).

Essas comunidades séo pecas chaves para se obter informagdes sobre como as
plantas com finalidade medicinal estdo sendo utilizadas, porque tais informacoes
funcionam como base empirica para o desenvolvimento de estudos que possam

respaldar cientificamente a obtencao de novos medicamentos (Amorozo, 2002).

Desta forma, vive-se hoje uma situacdo de destaque no interesse mundial por
pesquisas relacionadas a essas interagdes entre populacdes humanas e plantas. E notavel
0 crescente nimero de pessoas interessadas no conhecimento de plantas medicinais,
inclusive pela consciéncia dos males causados pelo excesso de quimioterapicos que
combatem as doencas. Remédios a base de ervas que se destinam as doengas pouco
entendidas pela medicina moderna, como o0 cancer, viroses e algumas que
comprometem o sistema imunoldgico, tornam-se atrativos para o consumidor (Sheldon
etal., 1997).

Em funcdo da necessidade de se conhecer mais sobre esse saber popular que
cada vez mais estudos etnobotanicos, etnofarmacologicos e de botanica aplicada sédo
realizados. A etnobotanica apresenta-se, portanto, como o0 primeiro passo para um
trabalho multidisciplinar envolvendo varios profissionais para se estabelecer quais sao
as espécies vegetais promissoras para estudos botanicos, farmacoldgicos, agrondémicos,
dentre outros (Rodrigues & Carvalho, 2001b).

Os estudos etnobotanicos também podem subsidiar trabalhos sobre uso
sustentavel da biodiversidade através da valorizagdo e do aproveitamento do
conhecimento empirico das sociedades humanas, a partir da definicdo dos sistemas de
manejo, incentivando a geracdo de conhecimento cientifico e tecnoldgico voltados para

0 uso sustentavel dos recursos naturais (Fonseca - Kruel & Peixoto, 2004). Isso é



importante, porque a exploracdo de espécies medicinais com potencial de utilizacéo
pelo homem tem levado as reducfes drésticas em suas populagdes naturais, e algumas
espécies correm o risco de desaparecerem (Guarin Neto & Morais, 2003).

Montanari Junior (2002) assinala que, como consequéncia da revalorizagdo
mundial do uso de plantas medicinais, a pressdo ecologica exercida sobre alguns desses
recursos naturais tem sido grande nos ultimos anos. Acrescenta ainda que o valor
medicinal dessas plantas pde em risco a sobrevivéncia de muitas espécies medicinais
nativas. Sanchez e Valverde (2002) assinalam que o comércio local de plantas
medicinais leva a deterioracdo de populacdes naturais, tanto quanto a pressao

extrativista da industria de fitofarmacos.

Os produtos fitoterapicos possuem, na maioria das vezes, acdo mais suave que
os medicamentos alopaticos. Isso se deve ao fato de que o principio ativo da planta ndo
é utilizado de maneira isolada, atuando juntamente com outras substancias presentes nas
plantas. Esse conjunto de elementos é chamado de fitocomplexo, que sdo 0s
responsaveis pelo efeito terapéutico suave e pela reducdo dos efeitos colaterais
(Francisco, 2010).

A utilizacdo de extratos de plantas no campo médico e odontoldgico cresceu na
década de 90 (Di Stasi, 2007). Especificamente no campo da odontologia, as plantas
medicinais passaram a ser um avango importante uma vez que auxiliam na prevencao de
caries, no tratamento de cancer bucal e em outras estratégias de tratamento, de modo
que, no Brasil, a odontologia se beneficia com o emprego de plantas medicinais em sua
prética cotidiana. Na odontologia, apesar do uso da fitoterapia ser milenar, a utilizacdo
de plantas medicinais para tratar doencas bucais ou para tratar doencas sistémicas com
manifestacdes bucais ainda é pouco explorada (Lustosa et al., 2008; Varoni et al., 2012).
Entretanto, nos ultimos anos as pesquisas relacionadas a produtos naturais cresceram
significantemente frente a0 aumento pela busca por produtos com menor toxicidade,
maior atividade farmacologica e biocompativeis, além de custos mais acessiveis a

populagéo (Francisco, 2010).

Com a instituicdo do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
dentro do Sistema Unico de Saude (SUS) (Portaria interministerial 2.960/2008), foi
confirmado o reconhecimento da eficacia de farmacos fitoterapicos na prética clinica,

sobretudo no tratamento e na prevencao de afec¢es de menor severidade (Bettegaet al.,



2011). No entanto, um dos obstaculos encontrado no desenvolvimento da fitoterapia foi

a auséncia de trabalhos cientificos adequados.

O emprego de plantas medicinais, portanto, vem sendo aplicado como forma
estratégica de tratamento e prevengdo de doencas, nas mais diversas areas de atuacao,
sendo que na odontologia, 0s vegetais e seus compostos fitoterapicos passaram a ser
empregados como forma estratégica de atuacdo e cuidados com a saude bucal. A
utilizacdo de plantas como fonte de farmacos para o tratamento de doengas é conhecida,
pelo menos, desde os tempos da ldade Antiga. A cura através das plantas de
determinadas enfermidades j& faz parte do imaginario popular e, a partir de 1970, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) comecou a incentivar o estudo cientifico das
plantas medicinais, buscando seus beneficios e riscos. Na Medicina, a Fitoterapia ja é
utilizada, porém na Odontologia este processo apenas iniciou (ASSIS, 2009).

Segundo Pal (1999), algumas espécies da familia CRASSULACEAE sao
utilizadas como medicinais, dentre elas, se destaca o género Bryophyllum. A atividade
tocolitica deste género foi comprovada em estudo in vitro que media a contratilidade em
tiras de miométrio a termo, biopsiadas durante cesariana, em 14 mulheres e expostas a
concentragcdes crescentes da planta. Houve reducdo da contracdo espontéanea e da
contracéo estimulada pela oxitocina (Gwehenberge, 2004).

Neste contexto, este trabalho se justifica por estudar a espécie Bryophyllum
calycinum Salisb pertencente a familia CRASSULACEAE cultivada em solo do bioma
Cerrado, visto que estudos clinicos utilizados na regido de Jandaia, Goias para

tratamento de gastrite apontam a melhora do quadro clinico da comunidade.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter a caracterizacdo morfoldgica, anatdbmica e realizar a identificagdo
das classes de metabolitos secundarios e a composicdo quimica dos o6leos
essenciais das folhas de Bryophyllum calycinum Salisb pertencente a familia
CRASSULACEAE cultivada no municipio de Jandaia, estado de Goiés.

2. 2 Objetivos especificos

. Caracterizar morfologicamente a espécie em estudo ocorrente no
municipio de Jandaia, Goias;

. Descrever a anatomia foliar da espécie em estudo visando auxiliar na
caracterizacdo estrutural que possam ser Uteis em estudos taxonémicos;

. Determinar os teores de umidade e de cinzas das drogas vegetais das
espécies em estudo;

. Realizar a prospeccéo fitoquimica das folhas, identificando as principais
classes de metabolitos secundarios;

. Extrair e identificar os principais compostos quimicos dos 6leos

essenciais das folhas de B. calycinun.



Capitulo 1 - Morfoanatomia das folhas de Bryophyllum calycinum Salisb
(CRASSULACEAE) OCORRENTE NO MUNICIPIO DE JANDAIA, ESTADO
DE GOIAS

1 Introducéo

CRASSULACEAE abrange 30 géneros e 1400 espécies cosmopolitas, sendo que
essas espécies apresentam ampla utilizacdo como plantas ornamentais. Sdo plantas
herbaceas ou sub-lenhosas que podem atingir até um metro de altura, principalmente
durante sua floragcdo. Suas folhas sdo suculentas, ovaladas ou obovadas, de margem
ondulada a subcrenada ou, ainda, crenada e filotaxia oposta cruzada ou alterna. Podem
apresentar idioblastos cristaliferos contendo areias cristalinas (Lorenzi; Matos, 2002). O
fruto é do tipo foliculo e suas sementes apresentam endosperma (Barroso, 1991).

A utilizacdo de plantas medicinais cresce a cada ano e a riqueza da flora
brasileira permite a pesquisa desses vegetais, que podem ser utilizados no tratamento de
varios tipos de desordens digestivas. A Bryophyllum pinnatum (Lam.) Kurz, planta da
familia CRASSULACEAE, possui sinonimia cientifica com Bryophyllum calycinum
Salish., Cotyledon calycina Soland., Coledon rhyzophilla Roxb., Crassovia floripendula
Comers. E Kalanchoe pinnata Pers. popularmente é conhecida como folha-da-fortuna,
erva-da-corda, coirama, courama, diabinho, folha-da-vida, folha-de-pirarucu, folha-
grossa, fortuna-milagre de Sdo Joaquim, orelha de monge-pirarucu, roda-de-fortuna, e
saido (Gomes et al., 1992). O local de origem desta planta é incerto, sendo usada pela
populacdo como antidiurético, no tratamento de Ulceras, doencas cutaneas de origem
fangica e problemas respiratérios (Pio Corréa, 1931).

Algumas das propriedades medicinais da espécie B. calycinum, que ja foram
estudadas no solo, advém da presenca de diversas substancias quimicas em sua
composicdo, tais como: flavonoides, célcio, acido succinico, acido malico, esterois,
acido citrico, acido latico, triterpeno, taninos, arginina, glicina, histidina (Okwu & Josia,
2006) e terpenos (Siddiqui et al., 1989). Estudos tem mostrado também que a
Bryophyllum pinnatum (Lam.) Kurz possui capacidade anti inflamatéria (Sousa et al.,
2005), cicatrizante (Suarez et al., 2001), depressora do sistema nervoso central
(Salahdeen & Yemitan, 2006), antinociceptiva (Ojewole, 2005), antimicrobiana,
antioxidante (Tatsimo et al., 2012) e antiulcerogénica (Adsanwo et al., 2007). A
propriedade antiulcerogénica € presente no extrato metandlico das folhas de

Bryophyllum pinnatum (Lam.) Kurz .



Além da morfologia externa das plantas, outros tipos de caracteres tém se
mostrado de grande importancia para auxiliar a taxonomia vegetal e possibilitar o
estudo farmacognostico das espécies com importancia medicinal, tais como os de
natureza anatdbmica, 0s ecologicos, os de biologia reprodutiva bem como os de
polinizacdo, os moleculares, assim como a biogeografia (Judd et al., 1999).

A anatomia vegetal tem-se provado Util para a taxonomia de muitos grupos de
plantas (Carlquist, 1961); no entanto, é de extrema importancia interpretar as variacées
dos caracteres em um individuo, espécies ou grupo de tdxons relacionados. A folha é
um oOrgao que pode apresentar frequentes variacdes dentro da espécie, do género ou da
familia. Muitos caracteres anatémicos da folha, tais como os da epiderme, presenca de
cristais e estruturas secretoras tém demonstrado valor sisteméatico em diferentes tdxons
(Dickison, 2000).

As folhas sdo, tipicamente, estruturas simétricas bilateralmente achatadas,
oriundas das células laterais do meristema apical do caule (Harper & Freeling, 1996) em
um padrdo caracteristico que varia com a espécie. Exibem variados graus de
complexidade, distribuidos entre estruturas simples e altamente subdivididas (Sinh4,
1999) e podem diferir ndo somente entre individuos de uma mesma populacdo, mas
dentro da mesma planta (Mccauley & Evert, 1988).

Segundo Hickey (1974), as folhas sdo raramente utilizadas em estudos
morfolégicos comparativos e taxonémicos, apesar de ser um dos orgaos que melhor
reflete as variacGes estruturais tanto de origem genética como ambiental. Isto se deve a
falta de uma caracterizacdo morfolégica detalhada, padronizada e ndo ambigua. Uma
descricdo precisa das caracteristicas da folha pode auxiliar consideravelmente a
classificacdo, além de permitir o estudo de efeitos dos fatores ambientais no vegetal.

As caracteristicas foliares também podem ser utilizadas em estudos evolutivos,
sendo consideradas tdo Gteis quanto as caracteristicas florais, morfologia do pélen e a
maioria das caracteristicas anatdmicas utilizadas tradicionalmente na sistematica
(Hickey & Taylor 1991).

Com a finalidade de colaborar para os estudos farmacogndsticos da espécie
Bryophyllum calycinum Salisb este capitulo objetiva realizar a caracterizacdo
macroscopica e microscopica das folhas, visto que pesquisas desta natureza ainda sao

€sCassos para a espécie.



2 Material e Métodos

2.1. Material botanico

Para a realizacdo dos estudos, o material botanico- folhas de exemplares cultivados
de Bryophyllum calycinum L. (CRASSULACEAE), foram coletados no municipio de
Jandaia, estado de Goiads (16°59.511°S 050°11.181° W, 709 metros acima do nivel do
mar). Posteriormente a coleta, foram acondicionadas em sacos plasticos separados,
identificados e, entdo submetidas a conservacdo em camara fria JAMA 5.000 litros. As
coletas foram realizadas no periodo matutino, devido o transporte do material do local
da coleta ate a cidade de Anéapolis, Goids (UEG). O material botanico foi submetido a
limpeza rapida, com auxilio de pincéis e imersdo em agua. A espécie foi identificada
pela Profa. Dra. Mirley Luciene dos Santos e a exsicata encontra-se depositada no
Herbario da Universidade Estadual de Goias, campus Anépolis, Goias sob o tombo de
ndmero 10112,

2.2 Caracterizacdo morfoldgica

Os espécimes foram coletados com flores e/ou frutos e fotografados em campo
utilizando camera digital Canon A310.

A caracterizacdo macroscopica das folhas da espécie em estudo foi realizada na
cidade de Anapolis no campos da UEG, a vista desarmada, e quando necessario
utilizou-se o microscopio estereoscopico Q-106S - P1 binocular seguindo os parametros
de OLIVEIRA et al. (1991) e OLIVEIRA & AKISUE (2009). Foram medidas o
peciolo, o comprimento e a largura da lamina foliar (n= 30). As medicGes das folhas

foram realizadas utilizando o paquimetro ZAAS Precision 8 polegadas.

2.3 Caracterizacdo anatdbmica

2.3.1 Microscopia optica



A metodologia para microscopia optica foi realizada no Laboratério de
Biodiversidade do Cerrado da Universidade Estadual de Goias, campus Anapolis-
Goias. Para a analise anatdmica foram utilizadas folhas livres de injarias, com o limbo
completamente expandido. Em seguida, fragmentos do terco médio da lamina foliar
destinadas a microscopia optica foram fracionados da regiao mediana do peciolo e da
lamina foliar (bordo, regido internevural e nervura principal) armazenados em alcool
70% e acondicionados em frascos identificados e submetidos aos seguintes fixadores
coaguladores: FAA7o (etanol 70°, formaldeido e &cido acético 1:1:18 v/v) (JOHANSEN,
1940) por um periodo de 24 horas e FPA (formaldeido 37%, acido propiénico e alcool
etilico 70% 1:1:18 v/v) (BERRLY; MIKSCHE, 1976) por um periodo de 24 horas.

Apos este periodo, o material foi lavado em alcool etilico 70% e
permaneceu imerso neste liquido até o processamento (JENSEN, 1972).

Para a andlise anatbmica em microscopia éptica, os fragmentos foram
cortados & méo livre. A confecgdo das laminas histoldgicas foi realizada a partir de
secgOes transversais da lamina foliar e do peciolo.

As seccdes foram clarificadas com hipoclorito de sodio a 6%, lavadas em
agua destilada e, em seguida submetidas a dupla coloracdo com fucsina basica 0,1% e
azul de astra 0,3% na propor¢do 1:3, em média 3 minutos (ROESER, 1972).
Posteriormente as seccBes foram desidratadas em séries alcodlicas etilicas crescentes
(30, 50, 70, 90 e 100%) e pos- desidratadas em acetato de butila e alcool etilico (1:1) e
acetato de butila puro (JOHANSEN, 1940). As sec¢des foram montadas entre lamina e
laminula utilizando-se resina sintética incolor 500, da marca Acrilex (PAIVA et al.,
2006).

As laminas histoldgicas encontram-se depositadas no laminario do
Laboratorio de Biodiversidade do Cerrado da Universidade Estadual de Goias, campus
Anépolis- Go .

As fotomicrografias referentes as estruturas anatdbmicas foram obtidas em
fotomicroscopio modelo LEICA DM27000 com captura digital das imagens e escalas
obtidas nas mesmas condicBGes Opticas. As escalas que acompanham as ilustragdes

foram obtidas nas mesmas condicdes dpticas.

2.2.3.2 Microscopia eletronica de varredura



O material foliar destinado a microscopia eletronica de varredura foi fixado
porcles do terco-médio da ldmina foliar em solugdo fixadora Karnovsky (BOZZOLA,;
RUSSELL, 1992) modificada em solugGes aquosas de glutaraldeido a 2% e
paraformaldeido a 2% diluidas no tampé&o cacodilato de sédio pH 7,2 a 0,05 M por 12 h
e conservadas em tampdo cacodilato de sodio 0,2 M (1:1 v/v) sob refrigeracéo.
Posteriormente foram poés-fixadas em solucdo de tetroxido de 6smio 1% no mesmo
tampédo por uma hora. O material foi conservado em etanol 70% e depois transferido
para uma solucdo de acetona 70%.

Analise anatdbmica em microscopia eletronica de varredura, os fragmentos
de epiderme e sec¢es transversais foliares das cinco espécies foram corados com azul
de metileno a 1% aquoso e bdrax (LANGERON, 1949), por 5 min, desidratadas em
série etilica, diafanizadas em acetato de butila. Posteriormente, foram novamente
desidratadas em série acetonica crescente (30, 50,70 e 90) por dez minutos em cada
concentracdo até a saturacdo (acetona 100%, 3 vezes). A seguir, as amostras foram
submetidas a dessecagdo ao ponto critico no aparelho CPD 030 (Balzers). Em seguida,
os fragmentos secos foram fixados em pequenos “stubs” utilizando fita adesiva com
dupla face e metalizados com uma camada de ouro de aproximadamente 40 nm por 2
minutos, em Aparelho Metalizador BALZERS SCD 050. O exame do material foi feito
em microscopio de varredura JEOL- JSM 840A a 10 KV no Laboratério de
Microscopia Eletronica da Universidade Federal de Goias. As micrografias eletronicas
foram obtidas por transferéncia de imagens em computador acoplado ao monitor do
microscopio. As escalas e feixes de elétrons encontram-se registradas nas micrografias

eletrénicas .

3 Resultados e discusséo
3.1 Descricdo macroscopica da espécie Bryophyllum calycinum  Salisb
(CRASSULACEAE) . Figuras 1,2e 3

E uma planta sublenhosa perene, carnosa e glabra (desprovida de pelos), rdstica
e resistente, com até 1,5 m de altura, com talo simples e ereto, castanho pardo, e caules

mais velhos de cor clara e 0s mais jovens avermelhados com maculas brancas. A parte



que mais se destaca sdo suas folhas. S&o consistentes, decussadas (dispostas em cruz em
relagdo as do no anterior), sendo que as inferiores s&o mais simples, chegando a 30 cm
de comprimento, e as superiores podem ser tri, penta ou heptafoliadas, com peciolo
longo, medindo até 5 cm, foliolos oblongos, ovados ou elipticos, obtusos, crenados,
sendo o terminal mais comprido que os laterais. Na época fria aparecem, na base foliar,
protuberancias com forma de copo. As flores sdo hermafroditas, tubulosas, péndulas,
monopétalas, de cor verde palido ou amarelo avermelhadas, dispostas em paniculos de
10 a 40 cm; calice intumescido, de 3 a 35 mm, tetradentado, glabro; corola mais
comprida que o calice ou um pouco menor, lobos lanceolados ou estrito ovados, agudos
e oito estames inseridos sobre o tubo da corola, dispostos em duas séries; frutos carpelos

escamosos que se tornam foliculos polispermos, inclusos em invélucro papiraceo.

Figura 1- Bryophyllum calycinum Salish. Habito; flor em corte longitudinal; estame; pistilo;

corte transversal do ovario. Fonte: Carlquist, 1961.
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Figura 2- Habito de Bryophyllum calycinum Salisb no local de coleta das folhas, Jandaia, Goias.
Fonte: Silva, R. M.



Figura 3- Inflorescéncias de Bryophyllum calycinum Salisb no local de coleta das folhas,

Jandaia, Goiéas. Fonte: Silva, R. M.

Os caules dos espécimes B. calycinum medem 0,5 a 1,0 m de altura e

apresentam-se eretos, glabros e lisos (Figura 4).



Figura 4- Habito de Bryophyllum calycinum Salisb com destaque para o caule no local de coleta
das folhas, Jandaia, Goias. Fonte: Silva, R. M.

As folhas sdo simples e pecioladas, laminas foliares sdo ovaladas, com coloragédo
verde-escura em ambas as superficies. Medem de 8 & 16 cm de comprimento por
aproximadamente 7,7 cm de largura. Apresentam- se glabras e lisas em ambas as
superficies. As folhas sdo peninérveas com apice obtuso, base simétrica e atenuada, com
coloracdo verde-escura. As laminas foliares sdo flexiveis e membranéceas. Peciolo

mede entre 2 a 5 cm e possui coloracéo verde-escuro (Figura 5A e 5B).

Figura 5- Folhas de Bryophyllum calycinum Salisb coletadas em Jandaia, Goias. A- Estrutura
individualizada. B- Estruturas comparativas Fonte: Silva, R. M.
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A espécie pode se desenvolver a sombra e suporta longos periodos de estiagem.
Suas folhas cortadas, ou mesmo fragmentadas, abandonadas sobre o solo ou
impregnadas nas paredes das habitacBes, emitem raizes e logo surgem novos brotos
adventicios.

No frio, requer mais calor do que a maior parte das plantas suculentas. Resiste a
temperaturas mais baixas se 0 solo e 0 ambiente estiverem secos. E bastante tolerante &
qualidade do solo e aceita bem a agua. Para se obter maior colorido da planta, deve-se
diminuir o aporte de agua a partir de meados do verdo (Correa, 1984).

Bryophyllum calycinum apresenta grande vitalidade de suas folhas, capaz de
gerar varios brotos a partir de suas extremidades (Figura 5A), o que possibilita sua
caracteristica aquosa, revelando sua intensa ligacdo com o elemento agua. Mas apesar



de vital e suculenta, a folha é bem elaborada e refinada, com recortes, mostrando um
processo luminoso configurativo capaz de conter a proliferacdo excessiva. A exuberante
produgdo floral demonstra que a vitalidade intensa ndo cria obsticulos para o

desenvolvimento das flores (Plangger, 2006).

3.2 Descri¢do microscopica

Em seccdo transversal a epiderme na superficie abaxial apresenta-se
uniestratificada, cujas células séo menores que as da adaxial; a cuticula que recobre essa
superficie € menos espessa que a da face adaxial. Densamente pilosa com
predominancia de tricomas glandulares peltados localizados em sulcos na epiderme e
tricomas tectores uni e pluricelulares simples. Em vista frontal, as células epidérmicas
apresentam paredes com contornos retos e os estdbmatos formam grupos com disposicédo
circular (Figura 6A e 6B).

Figura 6- Secc¢0es transversais da folha de B. calycinum A- Epiderme abaxial com paredes com
contornos retos. B- Epiderme abaxial com estdbmatos que formam grupos com disposicdo
circular. Legenda: Ed. Epiderme adaxial; Esta estdbmatos anisociticos; Estd estdmatos diaciticos
Barra=20um (A e B).

A espécie em estudo possui predominancia de tricomas tectores longos
entremeados por tricomas longos, presenca de tricomas glandulares. Em vista frontal, as
células epidérmicas possuem formas e tamanhos varidveis, em geral sdo poligonais,
tendo de 4- 6 lados, mais fregiientemente 5. Suas paredes sdo espessas € levemente

onduladas nas espécies em estudo (Figura 7A e B) .



Figura 7- Sec¢des paradérmicas da face adaxial da folha de Bryophyllum calycinumA-
Epiderme adaxial com tricomas tectores. B- Epiderme abaxial com tricomas glandulares

Legenda: Cut Cuticula; Tgl tricoma glandular. Lp Lipideos Barra = 20um (A e B).

As folhas da espécie estudada sdo hipoestomaéticas, com estdmatos
predominantemente diaciticos. O mesofilo, em seccéo transversal, é dorsiventral (Figura
8A). A regido da nervura principal apresentou uma uniformidade na espécie. Em sec¢édo
transversal, apresentaram contorno convexo- convexo com convexidade em ambas as

faces, com maior proeminéncia na abaxial (Figura 8B).

Figura 8- SeccBes transversais da lamina foliar. A-B. Aspecto do mesofilo dorsiventral da
espécie  Bryophyllum calycinum ocorrente em Jandaia, Goias. Legenda: Epab: Epiderme
abaxial; Epad: Epiderme adaxial; M Mesofilo Barra= 50um (A-B); 130um (A e B).



O sistema vascular é do tipo colateral organizado em arco aberto. Os feixes estdo
envolvidos por uma faixa estreita de esclerénquima com 4-6 camadas de células as
vezes interrompidas por células parenquimaticas (Figura 9A e B).

Figura 9- A regido da nervura principal A-B. Aspecto do feixe colateral da espécie
Bryophyllum calycinumocorrente no municipio de Jandaia, Goias.

Legenda: PCL Parénguima clorofiliano; C Cortex Barra= 50um (A-B); 130um (A e B).

Figura 10- Micrografia Eletronica da Lamina foliar Bryophyllum calycinum (A)-
epiderme abaxial evidenciando estdmatos diaciticos (seta maior) e tricoma glandular
(seta menor); (B)- epiderme abaxial evidenciando estdmatos diaciticos em depressoes
(seta maior) e tricomas glandulares em depressdes (seta menor); (C)- epiderme adaxial
presenca de tricomas glandulares e estbmatos diaciticos;Barra= 100um (A-D).




O género Bryophyllum apresenta um notavel polimorfismo foliar. As folhas das

espécies dentro de cada grupo exibem formas e tamanhos semelhantes, provavelmente,
devido as questbes genéticas. Tal afirmacdo esta de acordo com Pankhurst & Loucks
(1972), que afirmam ser a forma e tamanho das folhas controladas pela hereditariedade,
fato demonstrado em seus estudos pela alta variacdo de tipos que ocorre entre diferentes
espécies que coexistem num determinado ambiente.

As caracteristicas dos estdmatos podem ser vistas sob diferentes perspectivas, e
serem utilizadas em estudos de ecologia, evolucao, fisiologia, morfologia e taxonomia.
A funcéo dessas estruturas especializadas e, provavelmente a sua distribuicéo tem papel
importante na evolugdo e conquista terrestre das plantas (Croxdale, 2000).

As folhas de B. calycinum em estudo s&o hipoestométicas ocorrendo estdbmatos
predominantemente diaciticos e raramente anisociticos corroborando os dados de
Solereder (1908), Metcalfe & Chalk (1983) com resultados das folhas do género
Bryophyllum.

4 Concluséo



Os estudos anatdbmico e histoquimico de plantas medicinais podem ser
explorados para auxiliar a identificacdo. Porém, trata-se de tarefa ardua j& que muitas
plantas apresentam grande semelhanca, principalmente quando pertencem ao mesmo
género.

Com base nos resultados obtidos foi possivel o levantamento de caracteristicas
anatdmicas foliares da espécie Bryophyllum calycinum ocorrente em Jandaia, Goias.
Alguns caracteres da anatomia foliar em microscopia éptica sdo potencialmente
promissores para a taxonomia do grupo quando usados isolados ou em combinacao, tais
como: as folhas sdo simples, pecioladas, ovaladas com coloragdo verde-escura e
glabrescentes em ambas as superficies, peninérveas com apice obtuso, base simétrica e
atenuada. A epiderme na superficie abaxial apresenta- se uniestratificada. tricomas
tectores longos entremeados por tricomas longos e tricomas glandulares. As folhas séo
hipoestométicas com estématos predominantemente diaciticos. O mesofilo, em sec¢édo
transversal, é dorsiventral. O sistema vascular é do tipo colateral, organizado em arco
aberto.

O estudo das superficies sob microscopia eletrbnica de varredura forneceu
informacgdes detalhadas relacionadas a micromorfologia com possivel aplicacdo
taxondmica. Dentre as principais caracteristicas distintas da espécie em estudo estdo:
tricomas tectores longos e glandulares, espessamento nas paredes ventrais das células-
guarda dos estdbmatos. Tais caracteristicas anatdmicas observadas na espécie estudada

apresentam valor taxondmico e podem ser usadas como diagnosticos.
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CAPITULO 2 - Prospeccao Fitoquimica das folhas Bryophyllum calycinumSalish
(CRASSULACEAE) OCORRENTE JANDAIA- GOIAS

1 Introdugéo

Os metabdlitos secundarios encontram-se presentes na maioria das plantas,
muitos deles, tais como alcaloides, terpendides, antocianinas, esteroides, flavonoides,
quinonas e ligninas tém encontrado aplicagbes como farmacos, corantes, aromas,

inseticidas e parecem ser 0s principais responsaveis pelas acfes analgésica, anti



inflamatdria, antiviral, hipoglicemiante, antiespasmodica e antialérgica das espécies
vegetais (Calixto et al. 1997).

A presenca de certos compostos em determinados grupos de plantas é de grande
importancia nos estudos sobre evolugdo. Os processos evolutivos dependem da
combinacdo génica e selecdo. Durante a evolucdo pode ocorrer que, grupos ndo
relacionados quimicamente apresentem similaridades morfoldgicas, chamado de
convergéncia ou paralelismo. Por outro lado, pode ocorrer divergéncia, em que plantas
intimamente relacionadas originam descendentes diferenciados. Tais fendmenos podem
causar considerdveis dificuldades nos estudos taxonémicos. Nesses casos, 0
conhecimento fitoquimico desses grupos pode ser de grande importancia (Gottlieb et al.,
1987).

Segundo alguns autores, a existéncia de um padrdo comum no metabolismo
secundario pode prover evidéncias corretas de parentesco do que similaridades
morfolégicas, que podem tanto ser devidas a ancestrais comuns quanto a evolugdo
convergente (Swain, 1963; Gershenzon & Mabry, 1983; Hegnauer, 1986).

Gottlieb & Salatino (1987) fizeram um estudo sobre a funcdo e evolucdo dos
Oleos essenciais e das suas estruturas secretoras e descreveram as funcdes dos
constituintes dos Oleos essenciais nas plantas, suas localizagbes e principais
caracteristicas, relacionando as produgdes de Oleos essenciais com as caracteristicas
evolutivas das plantas, onde demonstraram as tendéncias biossintéticas de varias
familias de plantas. Evidenciaram, desta forma que os 0éleos essenciais vém
apresentando uma importancia crescente nas industrias de alimentos, cosméticos e
medicamentos.

Gros et al. (1985) afirmam que a caracteristica mais importante da maioria dos
metabolitos secundarios € a sua distribuicdo restrita na natureza, que se limita a uma
espécie ou a espécies relacionadas, permitindo a ela se adequar as condi¢Ges impostas
pelo ambiente. O estudo desta distribuicdo e variabilidade em populagdes naturais das
plantas por meio de estudos bioguimicos € denominado quimiotaxonomia, que consiste
na investigacdao de compostos quimicos que ocorrem em plantas.

Um dos problemas atribuidos aos fitoterapicos esta relacionado ao controle de
qualidade da materia-prima. As plantas medicinais produzem diferentes substancias
quimicas, sendo que algumas sdo produzidas em maior quantidade do que outras, e

podem variar de acordo com as condi¢Bes climéaticas e edéficas. Dessa forma, a



qualidade da matéria-prima vegetal pode variar dependendo da sua procedéncia e
periodo de coleta (\Von poser et al., 2001).

Estudos para espécies como Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. Kalanchoe
daigremontiana x tubiflora, Kalanchoe brasiliensis Camb. E Kalanchoe
gastonisbonnieri Raym.-Hamet & H. Perrier pertencentes a familia Crassulaceae sdo
fontes de diversas classes de metabdlitos secundarios j& descritos, sendo que alguns séo
de interesse comercial, tais como: bufadienolideos (usados como anti-tumorais e
inseticidas), dimalato de kalanchosina (usado como bloqueador seletivo de linfopoiese,
inibindo o mecanismo de proliferacdo dependente de IL-7) e flavonodides (com acdo
larvicida sobre Aedes aegypti e inibidores de acetilcolinesterase, sendo um possivel
farmaco para o tratamento do mal de Alzheimer) (Supratmanet al., 2000; Supratman et
al., 2001; Trevisan et al., 2006; De-Paiva et al., 2008).

Com a finalidade de colaborar para os estudos fitoquimicos da espécie
Bryophyllum calycinum Salisb este capitulo objetivou realizar a determinacéo dos teores
de umidade e de cinzas das drogas vegetais da espécie em estudo e realizar a prospec¢do

fitoguimica das folhas, identificando as principais classes de metabolitos secundarios.

2 Material e Métodos

2.1 Material botanico

As andlises relacionadas a prospeccdo fitoquimica foram realizadas no
Laboratorio de Quimica Instrumental da Universidade Estadual de Goias, campus
Anapolis, GO.

O material botanico foi preparado dessecando as folhas em estufa do tipo
FABBE- PRIMA com ventilacdo forcada a 40°C e, em seguida, triturado em moinho de



facas WILLYE TECNAL modelo TE 650. O p6 assim obtido foi devidamente

identificado, acondicionado e armazenado até a sua utilizacdo nos experimentos.

2.2 Determinacéao do teor de umidade

Os ensaios foram realizados em triplicata conforme Farmacopéia Brasileira
V (2010). Foi pesado, em balanca analitica BIOPRECISA modelo FAN, 2 g do material
botanico pulverizado e transferido para um cadinho, previamente pesado e dessecado a
100-105°C por 30 minutos. Em seguida, a amostra foi dessecada em estufa FANEM
modelo 002 CB a 100-105°C por 2h, retirada em dessecador e pesada. Posteriormente,
foi feita a dessecacdo pesando o material em intervalos de 1 hora. O ensaio foi
concluido quando duas pesagens sucessivas ndo diferirem entre si por mais de 5 mg. A
porcentagem da agua foi calculada em relacdo a amostra seca ao ar utilizando a formula
(COSTA, 1982; PREGNOLATTO; PREGNOLATTO, 1985):

% teor de umidade= 100x N/p

Onde:

N- perda de peso da amostra em gramas;

p- quantidade de amostra em gramas.

2.3 Determinacéo do teor de cinzas

2.3.1 Determinacdo do teor de cinzas totais

Para a determinacdo desse parametro de qualidade, os ensaios foram
realizados em triplicatas, conforme a Farmacopéia Brasileira V (2010). Foi pesado em
balanca analitica BIOPRECISA modelo FA2104N, 3 g da amostra pulverizada, os quais

foram transferidos para cadinho de porcelana previamente calcinado, resfriado e pesado.



A amostra foi distribuida de forma uniforme e incinerada em mufla EDG
EQUIPAMENTO modelo 3000, aumentando-se a temperatura até cerca de 500°C, até a
obtenc&o de cinzas brancas. Em seguida, a amostra foi retirada em dessecador e pesada.
A porcentagem de cinzas totais foi calculada em relacdo a amostra seca ao ar
(COSTA,1982; PREGNOLATTO; PREGNOLATTO, 1985) conforme formula abaixo:

% teor de cinzas= 100x N/p

Onde:
N- quantidade de cinzas totais da amostra em gramas;

p- quantidade em gramas da amostra.

2.3.2 Determinacdo do teor de cinzas insolUveis em &cido cloridrico (HCI)

Para a determinacdo desse parametro de qualidade, os residuos obtidos na
determinacdo do teor de cinzas totais, em triplicata, foram fervidos durante 5 minutos
com 12,5 ml de HCI SR, preparado conforme Farmacopéia Brasileira V (2010) em
cadinhos cobertos com vidro reldgio. O residuo foi filtrado em papel filtro quantitativo
Os cadinhos e os vidros reldgios foram lavados em &gua quente. O papel de filtro
contendo o residuo foi lavado com agua quente até o filtrado se tornar neutro.

O papel de filtro contendo o residuo foi transferido para o cadinho original e
levado a secagem e carbonizacdo em fogareiro. Em seguida, os cadinhos foram
transferidos para uma mufla EDG EQUIPAMENTO modelo 3000, pré-aquecida a
500°C, incinerando-se o residuo por volta de 5 horas ou até a formacdo de cinzas
brancas. Os cadinhos foram resfriados em dessecador e pesados.

A porcentagem de cinzas insoliveis em acido cloridrico foi calculada em
relacdo & amostra inicial (COSTA, 2001).

2.4 Prospeccéao fitoquimica

A analise qualitativa das principais classes de metabolitos secundarios

presentes nas folhas de B. calycinum foi realizada nas amostras pulverizadas obtidas



conforme descrito anteriormente, para a determinacgédo do teor de umidade e cinzas. Foi
utilizado, nos experimentos, metodologias adaptada de Matos (1988), Matos & Matos
(1989) e Costa (2001), descritas a seguir:

e Pesquisa de Heterosideos Antraquinénicos.
Extracao:

Para a extracdo dos possiveis heterosideos antraquindnicos, presentes na
amostra pulverizada pesou-se, em balanca semi-analitica, 1g da amostra e acrescentou-
se 30 mL de etanol a 75% (v/v), aqueceu- se durante 3 minutos em chapa aquecedora, e,
filtrou-se em papel de filtro.

Caracterizagao:

Para a caracterizacdo dessa classe de metabdlitos secundérios transferiu-se
10 mL do filtrado para um béquer de 40 mL que foi designado béquer (1) e 10 mL para
outro béquer que foi designado (I1). O contetido do béquer I foi acidificado com 0,5 mL
de acido cloridrico a 10% (v/v) e levado a fervura por 2 minutos em chapa aquecedora,
sendo que com o conteddo do béquer (Il) fez-se 0 mesmo procedimento, exceto a
acidificacao.

Os liquidos foram transferidos para os tubos de ensaio designados de (I) e (II),
respectivamente, apds o resfriamento, foram adicionados, a cada tubo, 10 mL de éter
etilico P. A., agitando-os levemente. Em seguida, separou-se 5 ml da fase etérea dos
tubos (I) e (Il), e foram acrescentados 4 mL de aménia 50% (v/v) em cada um,
deixando-o0s em repouso por 5 minutos para verificacdo da coloragdo da fase amoniacal.
A coloracdo résea a vermelha na fase amoniacal indica reacdo positiva para

heterosideos antraquindnicos. Esta reacdo e denominada Reacédo de Borntrager Indireta.
e Pesquisa de Heterosideos Cardioativos
Extracéo:

Para a extracdo dos possiveis heterosideos cardioativos presentes na amostra
pulverizada pesou-se, em balanga semi-analitica, 2,5 g da amostra, acrescentou- se 25

mL de etanol a 50% (v/v) e 10 mL de solugdo de acetato de chumbo a 10% (p/v) e



ferveu-se por 4 minutos. Apos o resfriamento, o volume foi completado para 25 mL
com etanol a 50% (v/v) e filtrado. Ao filtrado, adicionou-se 15 ml de cloroférmio PA

(por duas vezes), separando-se em seguida, a fase cloroférmica.
Caracterizagao:

Para a caracterizacdo desta classe de metabolitos secundarios foram

realizadas as seguintes reagoes:

» Reacdo de Liebermann-Burchard (reacdo de caracteriza¢do do ndcleo esteroide):
Foram transferidos 3 mL da fracdo cloroférmica para um tubo de ensaio e
levados a secura em banho-maria. Ao residuo do tubo, foi adicionado 1 mL do
reagente de Liebermann-Burchard, recém preparado (1 mL de cloroférmio P. A.,
1 mL de anidrido acético P. A. e 3 - 4 gotas de &cido sulfurico concentrado).
Deixou-se 0 tubo em repouso por 5 minutos. O desenvolvimento de coloracao
acastanhada a esverdeada indica reacdo positiva para esterdides/ triterpenos. O
reagente de Liebermann-Burchard promovera desidrataces e desidrogenacdes
no nucleo fundamental esterdide resultando derivados com ligagGes duplas
conjugadas, portanto corados, tal coloracdo podera ir do acastanhado ao
esverdeado (COSTA, 2001).

» Reacdo de Keller-Kiliani (reacdo que detecta desoxi-agucares): Foram
evaporados, até a secura, 5 mL da fracdo cloroférmica num tubo de ensaio em
banho-maria. Ao residuo do tubo, foi adicionado um reagente recém-preparado
que contém &cido acético glacial P. A. e cloreto férrico 9% (p/v) na proporc¢éo de
3: 0,1. Homogeneizou-se o conteudo do tubo e foi lentamente vertido para outro
tubo de ensaio contendo 2 mL de A4&cido sulfarico concentrado. O
desenvolvimento de um anel de coloracdo castanho-avermelhada na zona de
contato, assim como se houve aparecimento de coloracdo azul-esverdeada na

camada acética, indica reagdo positiva para desoxi- agucares.

» Reacdo de caracterizacdo do nucleo esteroide (Reacdo de Pesez): Foram
evaporados 3 mL da fragédo cloroférmica até a secura numa capsula de porcelana

em chapa aquecedora. Foram acrescentadas, ao conteido da céapsula, apds o



resfriamento, 3 - 6 gotas de &cido fosforico concentrado. A presenca de
fluorescéncia amarela ou verde, sob luz ultravioleta (365nm), indica reacdo

positiva.

» Reacdo de Kedde (reacdo especifica para o anel lacténico): Foram transferidos6
mL da fragdo cloroférmica para um tubo de ensaio e levados a secura em banho-
maria. Ao residuo do tubo foram acrescentados 2 mL de etanol 50% (v/v), 2 mL
de agua, 2 mL de reagente acido 3 - 5 dinitrobenzéico a 1% (p/v) recem-
preparado em etanol a 96% (v/v) e 2 mL de hidréxido de potéassio 1M. Apds
repouso de 5 minutos. A coloragdo castanho-avermelhada a vermelho-violeta

indica reagdo positiva para heterosideos cardioativos.

e Pesquisa de Heterosideos Flavondides
Extracéo:

Para a extracdo dos possiveis heterosideos flavondides presentes na amostra
pulverizada foram pesados, em balanga semi-analitica, 79 da amostra e foram
acrescentados 60 mL de etanol a 70% (v/v). Essa mistura foi fervida durante 5 minutos

e filtrada em papel de filtro umedecido com etanol a 70% (v/v).
Caracterizacéo:

A partir do filtrado obtido foram realizadas as seguintes reacdes:

» Reacdo de Shinoda: Foram transferidos 3 mL do filtrado para um tubo de
ensaio. Adicionou-se cerca de 1 cm de fita de magnésio fina e acrescentou-se
cuidadosamente 1 mL de acido cloridrico concentrado. O aparecimento de
coloracdo vermelha indica reacdo positiva para heterosideos flavonoides. Nessa
reacdo, os derivados flavonicos, que tém cor amarelada, em presenca de meio
acido, reduzem tornando - se vermelhos. Chalconas e isoflavonas néo
desenvolvem cor nesse ensaio (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).



» Reacdo Oxalo-Borica: Evaporou-se 5 mL de solucdo extrativa em uma capsula
de porcelana. Juntou-se ao residuo semi-seco 3 mL de solugdo de &cido bérico a
3% (p/v) e 1 mL de solucdo de &cido oxalico a 10% (p/v). Evaporou-se até
secura e adicionou-se, ao residuo seco, 7 mL de éter etilico P.A. Observou-se
sob luz ultravioleta a ocorréncia ou ndo de fluorescéncia. Costa (2001), afirma
que os flavondides da amostra, na presenca de &cido borico e &cido oxalico,
formam complexos croméforos que apresentam fluorescéncia verde ligeiramente

amarelada sob luz ultravioleta.

> Reacdo com Acido Sulfirico Concentrado: Foram adicionados 3 mL da solugéo
extrativa numa cépsula de porcelana e deixou-se evaporar até a semi-secura.
Juntou-se 0,5 mL de &cido sulfurico concentrado. A presenca de fluorescéncia
amarela ou verde, sob luz ultravioleta, indica reacdo positiva para heterosideos
flavonoides. Na presenca de acido sulfdrico concentrado 0s compostos
flavonicos formam sais de oxonio (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004). Estes
sais apresentam fluorescéncia varidvel, conforme a posicdo do ion oxdnio,

quando expostos a luz ultravioleta.

» Reacdo com Hidrdxidos: Foram transferidos 3 mL da solucdo extrativa para um
tubo de ensaio. Adicionou-se 1 mL de hidréxido de sddio a 20% (p/v) e agitou-
se 0 tubo. O desenvolvimento de coloracdo amarela indica reacéo positiva para
heterosideos flavondides. Segundo Costa (2001), a presenca de heterosideos

flavdnicos na amostra, promove o desenvolvimento de coloracdo amarela.

» Reacdo com Cloreto de Aluminio: Foram transferidos cerca de 5 mL da solucéo
extrativa para uma cépsula de porcelana. Concentrou-se a metade e transferiu —
se para um pedaco de papel de filtro espalhando sobre toda a superficie. A
seguir, uma das regides do papel foi umedecida com solu¢do de cloreto de
aluminio a 5% (p/v). O cloreto de aluminio forma complexos com hidroxilas
vizinhas ou hidroxilas e carbonilas vizinhas nos derivados flavondides, tais
complexos apresentam fluorescéncia que vai do amarelo ao azul-esverdeado
quando observados sob luz ultravioleta 365 nm (COSTA, 2001).



» Reacdo com Cloreto Férrico: Foram transferidos 3 mL da solucéo extrativa para
um tubo de ensaio. Foram acrescentadas 2 gotas de cloreto férrico a 4,5% (p/v) e
observou-se o aparecimento de coloracdo azul, verde marrom ou vermelha
indicando reacdo positiva. Segundo Zuanazzi e Montanha (2004), muitos
compostos fendlicos na presenca de cloreto férrico desenvolvem coloracédo azul,

verde, marrom ou vermelho.

e Pesquisa de Heterosideos Saponinicos (saponinas)
Extracao:

Para a extracdo dos possiveis heterosideos saponinicos, pesou-se em balanca
semi-analitica, 1g da amostra em p6 que foi transferida para um béquer contendo 100
mL de agua destilada. Essa mistura foi levada a fervura em chapa aquecedora por 5
minutos, adicionando-se durante a decoccdo, carbonato de s6dio em solucdo até a
neutralizacdo, que foi observada utilizando-se papel de tornassol como indicador. Logo
em seguida, a mistura foi filtrada em algod&o e ao filtrado acrescentou-se agua destilada

até completar um volume de 100 mL.
Caracterizagéo:

Para a caracterizacdo dessa classe de metabdlitos secundarios montou-se
uma bateria contendo 10 tubos de ensaio de tamanhos e diametros iguais. Os tubos de
ensaio foram marcados em duas graduacdes diferentes: a primeira correspondente a 10
mL e a segunda 1 cm acima desta. Tais tubos foram preparados com solucdo extrativa e
agua destilada nas seguintes proporcGes em mL respectivamente: 1:9; 2:8; 3:7; 4:6; 5:5;
6:4; 3:7; 2:8; 9:1; 10:0. Apds esse procedimento, cada tubo foi vigorosamente agitado
por 20 segundos e deixado em repouso por 10 minutos. Observou-se o desenvolvimento
ou ndo de espuma persistente. Calculou-se o indice de espuma conforme Costa (2001).
Segundo Simdes et al. (2004), a presenca de saponinas na amostra é constatada pela

formag&o de espuma persistente.

e Pesquisa de Taninos



Extracao:

Para a extracdo dos possiveis taninos, foram pesados em balanca semi-
analitica, 2g da amostra pulverizada e adicionados 50 mL de agua destilada, a mistura
foi levada a fervura durante 5 minutos. Em seguida, procedeu- se a filtragdo da mistura
ainda quente, utilizando papel de filtro. Completou-se o volume do filtrado obtido para

100 ml e procedeu-se a pesquisa de taninos.

Caracterizacéo:

Foi montada uma bateria contendo 6 tubos de ensaio. A cada tubo foram

adicionados 5 mL da solucdo extrativa e foram realizadas as seguintes reacdes:

» Reacdo com gelatina: Foram adicionadas ao primeiro tubo, 5 gotas de solucéo
de gelatina a 2,5% (p/v) em solucdo de cloreto de sddio a 5% (p/v). A presenca
de precipitado branco indica reacdo positiva. Segundo Santos e Mello (2004),
taninos reagindo com a gelatina formam-se pontes de hidrogénio entre as
hidroxilas fendlicas dos taninos e os grupamentos amidas das proteinas, aléem de
interacdes hidrofobicas e algumas ligacGes covalentes, responsaveis pelo

aparecimento de um precipitado.

» Reacdo com sais de alcal6ides: Foram adicionadas ao segundo tubo, 5 gotas de
solucdo de sulfato de quinino a 1% (p/v) em é&cido sulfurico a 5% (p/v). Ao
terceiro tubo, foram adicionadas 5 gotas de solucdo de brucina a 1% (p/v) em
acido sulfarico 5% (p/v). A presenca de precipitado indica a existéncia de taninos
na amostra, pois as hidroxilas fenolicas dos taninos reagem com 0s grupamentos

aminas dos alcaldides formando substancias insoliveis (COSTA, 2001).

» Reacdo com sais metalicos: Ao quarto tubo foram adicionadas 5 gotas de acetato
de cobre a 4% (p/v). Ao quinto tubo acrescentou-se 2 gotas de cloreto férrico a

2% (p/v). A presenga de taninos é evidenciada pela formacdo de precipitado na



amostra. O aparecimento de precipitado indica presenca de taninos, pois eles
reagem com sais de metais pesados como cobre, ferro, zinco, dentre outros,
formando fenatos insolliveis. Os fenatos férricos apresentam coloracéo
enegrecida (COSTA, 2001).

» Reacdo com Hidréxidos Alcalinos: Ao sexto tubo foram adicionadas 5 gotas de
solucdo de hidroxido de sédio ou potassio a 20% (p/v). A presenca de taninos é
evidenciada pela formacdo de precipitado e presenca de fenatos sollveis na
solucdo. Para cada uma dessas reacOes, paralelamente, foi preparado um tubo
controle contendo 5 mL de acido tanico 0,5% (p/v) e os reagentes da reagdo
correspondente, a fim de comparar o tubo teste com o tubo controle. Os fenatos
férricos apresentam coloracdo enegrecida. Na reagdo com hidrdxidos hd uma
mudanca de coloracdo da solugdo (escurecimento) caracterizada pela presenca de
fenatos sollveis formados pela reacdo de grupos fenolicos dos taninos com 0s
hidréxidos (COSTA, 2001).

e Pesquisa de Alcaldides

Extracéo:

Para a extracdo dos possiveis alcaldides, foram pesados em balanga semi-
analitica 2g da amostra pulverizada. Foram adicionados 20 mL de HCL 20 % (v/v). A
mistura foi levada a fervura por 3 minutos e, em seguida, filtrada em papel de filtro e

resfriada.

Caracterizagéo:

O filtrado foi submetido a pesquisa de alcaldides utilizando os reagentes
gerais para alcaloides de acordo com metodologia adaptada de Costa (2001), como

segue:



» Reativo de Mayer: Dissolver em agua 2,71g de cloreto de mercurio e 10g de
iodeto de potassio e, em seguida, completar o volume para 200 mL com agua
destilada. Agitar e filtrar.

» Reativo de Dragendorff: Dissolver 8g de subnitrato de bismuto em 20 mL de
acido nitrico a 30% (p/v). Dissolver, em separado, 22,8g de iodeto de potassio
em um volume minimo de agua destilada. Adicionar a primeira solucao, pouco a
pouco, sobre a segunda. Deixar em repouso durante algumas horas e filtrar.

Completar o volume com &gua destilada para 100 mL.

» Reativo de Bouchardat: Dissolver 4g de iodeto de potassio e 2g de iodo em 100

mL de agua destilada.

» Reativo de Bertrand: Dissolver 5g de acido silico-tingstico em 100 mL de agua
destilada.

» Reativo de Hager: Dissolver 2g de &cido picrico em 100 mL de agua destilada.

> Acido Tanico: Dissolver 1g de 4cido tanico em 100 mL de agua destilada.

A solucdo extrativa foi distribuida igualmente em 6 tubos de ensaio, sendo
gue em cada tubo, respectivamente, foram acrescentadas 3 - 9 gotas dos reativos gerais.
Montou-se, em paralelo, outra bateria de 6 tubos de ensaio, contendo 3 mL de solugéo
padréo de sulfato de quinina 1% (p/v). Em cada um destes tubos foram adicionadas 3 - 9
gotas dos respectivos reativos gerais para alcaldides a fim de servirem de padrdo para
comparagdo com a primeira bateria de tubos. A presenca de alcaldides foi constatada
pela presenca de precipitados nos tubos.

Os reagentes iodados (Mayer, Dragendorff e Bouchardat) precipitam o0s

alcaldides de solucdes acidas sob a forma de poliiodetos complexos. Os poli-4cidos



minerais complexos (reativo de Bertrand) precipitam os alcaldides em meio &cido ou
neutro na forma de substancias amorfas ou cristalinas. Os reativos a base de &cidos
organicos (reativo de Hager e acido tanico a 1%) precipitam os alcaldides de solugdes
acidas ou neutras formando compostos cristalinos que se dissolvem na presenca de
alcalis (COSTA, 2001).

Para comprovar a presenca de alcaldides tambem se realizou o teste com o
seguinte procedimento: Em balanca analitica, foram pesados 4g da amostra pulverizada
e adicionados 20 mL de &cido sulfarico a 5 %. A mistura foi levada a fervura por
3minutos, em seguida, filtrada em algoddo e resfriada. Posteriormente o filtrado foi
transferido para um funil de separacdo, alcalinizado com NH4sOH 10% e procedeu-se a
extracdo utilizando 10 mL de cloroférmio e apds a decantacdo repetiu-se o
procedimento. A seguir evaporou- se o cloroférmio e o residuo foram dissolvidos em 2
mL de acido sulfurico a 5%. Foram distribuidas 2-3 gotas do filtrado em laminas de
vidro, gotejou-se 3- 6 gotas dos reativos gerais dos alcal6ides em cada lamina, ap6s 5
min. de reacdo observou a presenca de precipitado. Foram feitos padrdes com sulfato de
quinino como controle positivo para comparacdo (PAULA; BARA, 2007).

e Pesquisa de Cumarinas
Extracéo:

Para extracdo das possiveis cumarinas, foram pesadas 2g da amostra
pulverizada em balanga semi-analitica e adicionados a 30 mL de &gua quente. Essa
mistura foi filtrada, e ao filtrado adicionou-se 1 mL de acido cloridrico 1N (pH1). Em
seguida, extraiu-se com 10 mL de éter etilico P.A. A fase etérea foi concentrada até a

metade de seu volume.
Caracterizagéo:

Para caracterizacdo dessa classe de metabdlitos secundarios foram
aplicadas gotas da fase etérea sobre duas regides de um papel de filtro. Em uma das
manchas formadas adicionou-se 1 gota de NaOH 1mol/l . O papel foi observado sob luz
ultravioleta 365nm. Segundo Simdes et al. (2004), as cumarinas, desenvolvem

fluorescéncia azul-brilhante ou verde quando observadas sob luz ultravioleta 365 nm e



em solucdo alcalina, sofrem rompimento do anel lactonico, desenvolvendo cor

amarelada.

Resultados e discussao

3.1 Teores de umidade, cinzas totais e cinzas insoltveis em &cido cloridrico (HCI)

Os teores de umidade, cinzas totais e cinzas insoliveis em acido cloridrico para

as amostras coletadas da espécie em estudo estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1- Teores de umidade, cinzas totais e cinzas insolUveis em acido cloridrico expressos em

porcentagem (p/p) dos espécimes deBryophyllum calycinum coletados em Jandaia, GO.

Cinzas insoltveis em

Umidade Cinzas totais HCI

Amostras (%p/p) (%p/p) (%p/p)
Espécime 1 6,9 6,6 0,07
Espécime 2 6,8 6,2 0,08
Espécime 3 7,3 55 0,06
Espécime 4 7,7 7,4 0,11
Espécime 5 7,4 7,3 0,32

Os espécimes coletados de B. calycinum apresentaram em media 6,9% (p/p); 6,8%
(p/p); 7,3% (p/p); 7,7% (p/p) e 7,4% (p/p) de teor de umidade. Os valores encontrados

estdo de acordo com o proposto na Farmacopéia Brasileira 1V (1988) que estabelece



limites de 8 a 14% de umidade para as drogas vegetais, em geral, com algumas
excecOes especificadas nas monografias. Segundo Costa (2001), as drogas vegetais
contém naturalmente, certa quantidade de &gua, que se mantém desde a secagem das
plantas. O alto teor de 4gua em drogas vegetais diminui o valor farmacoldgico da droga
e pode até anula-lo, pois 0 excesso de agua permite a acdo de enzimas, podendo
acarretar a degradacdo de substancias ativas, além de facilitar o aparecimento e o
desenvolvimento de microrganismos (Farias 2004). A presenca do excesso de agua
pode indicar, ainda, que o material foi mal preparado ou se encontra acondicionado
inconvenientemente (Farias, 2004).

A seguranca e a eficicia dos produtos naturais dependem de diversos fatores,
dentre estes se destacam a qualidade do produto comercializado. Segundo Farias (2001)
a eficacia é dada pela comprovacédo, por meio de ensaios farmacoldgicos pré-clinicos e
clinicos, dos efeitos bioldgicos preconizados para esses recursos terapéuticos e a
seguranca € determinada pelos ensaios que comprovam a auséncia de efeitos toxicos.
No entanto, a m& qualidade de um produto fitoterpico ou droga vegetal pode vir a
anular a sua eficécia e trazer riscos a saude do consumidor. Desta forma, a determinacéo
do teor de umidade € um parametro de controle de qualidade.

Em relagdo ao teor de cinzas totais, as amostras analisadas das espécies coletadas
apresentaram 6,6% (p/p); 6,2% (p/p); 5,5% (p/p), 7,4% (p/p) e 7,3% (p/p). Segundo a
Farmacopéia Brasileira IV (1988), o limite maximo de cinzas totais em uma matéria-
prima vegetal deve ser determinado caso a caso. As cinzas, residuos nao volateis,
isentos de carbono, que se originam da combustdo das substancias orgénicas em
condicOes apropriadas, provém, basicamente, dos constituintes minerais e dos organos-
metalicos que integram as plantas (cinzas fisioldgicas) e, ainda, de materiais estranhos,
especialmente areia e terra aderente a superficie da droga (cinzas ndo fisioldgicas).

Desta forma, o teor de cinzas totais acima do estabelecido como parametro para
uma determinada droga vegetal indica presenca de impurezas inorganicas nao-volateis
que podem estar presentes como contaminantes (Oliveira et al., 1998).

O teor de cinzas insollveis em &cido cloridrico para os espécimes foi de 0,76%
(p/p);0,08% (p/p); 0,06% (p/p); 0,11% (p/p) e de 0,32% (p/p). A determinacdo destas
cinzas esta relacionada a presenca de silica e constituintes silicosos que em quantidade
acima da estabelecida para a droga vegetal indica contaminagdo por excesso de areia ou
terra (Farias, 2004; Farmacopéia Brasileira 1V, 1988).



Os resultados diferentes nos respectivos teores de cinzas totais e cinzas insoluveis
em &cido cloridrico dos diferentes espécimes podem estar relacionados as condigdes
ambientais e do tipo solo no local de coleta.

3.2 Prospeccao Fitoquimica

Pelas andlises da prospeccédo fitoquimica observou—se a presenca de heterosideos

flavondides, cumarinas, compostos esterdides e triterpendides (Tabela 2).

Tabela 2 — Principais classes de metabdlitos secundarios detectados nas folhas de
Bryophyllum calycinum coletados em Jandaia, GO.

Classe de metabdlitos secundarios Espécime de B. calycinum
Heterosideos Antraquinbnicos Negativo
Heterosideos Cardioativos Positivo
Heterosideos Flavondides Positivo
Heterosideos Saponinicos Negativo
Taninos Negativo
Alcaldides Negativo

Cumarinas Positivo



Na pesquisa de heterosideos cardioativos foi observado que na reacdo de
Liebermann-Burchard a solugéo extrativa corou-se em castanho. Na reacdo de Keller-
Kiliani, teve formacdo de um anel de coloragdo castanha na zona de contato e a camada
acetica corou-se ligeiramente esverdeada. Na reacdo de caracterizacdo do ndcleo
esterdide se formou fluorescéncia verde, sob comprimento de onda 365 nm. Na reagédo
de Kedde, a solucgdo extrativa de ambas as espécies apresentou coloracdo avermelhada.
Devido as coloragfes observadas nas reacOes descritas, péde-se concluir que ha
presenca de heterosideos cardioativos nos espécimes.

Na pesquisa de heterosideos flavonoides foi observado que na reacdo de
Shinoda, a solucdo extrativa das amostras apresentou coloragdo vermelho-tijolo. Na
reagdo com acido sulfdrico concentrado, forma-se fluorescéncia verde sob comprimento
de onda 365 nm. Na reacdo com os hidroxidos alcalinos, a solucdo extrativa apresenta
coloracdo amarelo-acastanhada. Na reacdo com cloreto de aluminio, apresentou-se
fluorescéncia amarela sob comprimento de onda 365 nm. Na reacdo com cloreto férrico,
a solucdo extrativa apresentou coloracdo verde marrom.

Na pesquisa de cumarinas, foi observado que, na regido do papel de filtro
contendo a fase etérea e uma gota de NaOH 1N formou-se fluorescéncia amarelo-
esverdeado sob comprimento de onda 365 nm. Segundo COSTA (2001), o
desenvolvimento de fluorescéncia azul-brilhante ou verde sob luz ultravioleta em
comprimento de onda igual a 360 nm, indica reacdo positiva para cumarinas.

Fatores como temperatura, tipo de solo, umidade, pluviosidade, altitude e época
de coleta podem influenciar na composi¢cdo quimica das espécies vegetais e,
consequentemente na sua qualidade e eficacia (Simdes et al., 1999).

A presenca nas amostras aqui estudadas de heterosideos flavonicos, cumarinas,
compostos esterdides e triterpendides corroboram resultados similares em estudos
realizados com B. calycinum em diferentes periodos de coletas no Bairro Vinhais, na
cidade de Sdo Luiz, MA se também observou a presenca de taninos. Na identificacao
dos heterosideos cardioativos os testes fitoquimicos para determinacdo de esterdides e
triterpendides mostraram resultados positivos para Ester e triterpendides em todos 0s
extratos. As classes de saponinas, resinas, acidos fixos fortes, alcaldides, bases
quaternarias ndo foram detectados nos extratos hidroalcodlicos das folhas da espécie em
estudo (Coutinho, et al., 2001).

Estudos sobre ensaios fitoquimicos realizados com o extrato metanolico da

planta, por meio de testes gerais de identificagdo e cromatografia em camada delgada



(CCD), mostraram-se positivos com relacdo a presenca de cumarinas, flavonoides,
esteroides e triterpendides e negativos para alcaldides. Estudos cromatograficos e
espectrométricos isolaram e caracterizaram derivados cumarinicos (cumarina,

dihidroxicumarina e umbeliferona), assim como derivados do acido fenilpropidnico

(CORREA, 2013; FONSECA, 2009).

4 Conclusao

O método de secagem adotado neste trabalho propiciou uma umidade para as
folhas de Bryophyllum calycinum préxima ao limite estabelecido pela Farmacopéia
Brasileira IV (1988) o que evidencia uma boa conservagao da droga vegetal.

Apesar dos resultados diferentes nos respectivos teores de cinzas totais € cinzas
insoluveis em acido cloridrico dos espécimes estudados, isso pode estar relacionado as
condi¢des ambientais e de outros fatores.

A presenca das classes de metabolitos secundarios como heterosideos
flavondides, compostos esterdides e triterpendides e cumarinas tém ocorréncia na
familia Crassulaceae, podendo ser utilizados como marcadores taxondmicos.

Os testes qualitativos da prospeccao fitoquimica demonstraram que as folhas de
Bryophyllum calycinum apresentam potencial fitoterdpico que merece investigacoes
futuras mais aprofundadas. Analises quantitativas, testes farmacoldgicos e toxicologicos

serdo importantes para comprovar cientificamente a eficacia dessas espécies.
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CAPITULO 3 - Anélise do Oleo Essencial Extraido das folhas de Bryophyllum
calycinum L. (CRASSULACEAE) OCORRENTE JANDAIA- GOIAS

1 Introducéo

O termo 6leo essencial é empregado para designar liquidos oleosos volateis
fortemente aromaticos, extraidos de plantas. Seus principais constituintes sdo o0s
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), alguns diterpenos (C20), além de outros
compostos alifaticos com baixo peso molecular. A geracdo destes compostos se da por
diferentes rotas metabdlicas, cuja distribuicdo é restrita a algumas familias, géneros ou
mesmo espécies. A depender da familia, eles podem ocorrer em estruturas secretoras
especializadas, como pélos glandulares, células parenquimaticas diferenciadas, e bolsas
lisigenas ou esquizolisigenas. O estoque destes 6leos ocorre em diversos 6rgaos, como
flores, folhas, frutos, cascas do caule entre outros (DORMAN; DEANS, 2000;
ARAUJO et al., 2001; SIMOES; SPITZER, 2004).

Gottlieb e Salatino (1987) fizeram um estudo sobre a fungéo e evolugédo dos
Oleos essenciais e das suas estruturas secretoras e descreveram as funcbes dos
constituintes destes 6leos nas plantas, suas localizacbes e principais caracteristicas,
relacionando sua producdo as caracteristicas evolutivas das plantas, desta forma,

demonstraram as tendéncias biossintéticas de varias familias de plantas evidenciaram,



que os Gleos essenciais vém apresentando uma importancia crescente nas industrias de
alimentos, cosméticos e medicamentos. A utilizacdo de 6leos essenciais pela inddstria
farmacéutica reside no fato de que grande parte de seus constituintes ja possuem
descricdo de diversas atividades farmacologicas, tais como carminativa,
antiespamadica, secretolitica, estimulante, antiinflamatdria e antimicrobiana. Entretanto,
ressalta-se que estas atividades sdo atribuidas ao 6leo isolado e ndo necessariamente a
farmacdgenos ricos em 0leos essencias, pois a presenca de outros constituites somam
para a predominancia de determinada atividade farmacologica (COSTA, 1994;
SIMOES; SPITZER, 2004; DE PAULA, 2006).

Algumas espécies do género Bryophyllum sdo importantes fontes de 6leos
essenciais. A presenca destes 6leos conferem grande importancia econdmica as espécies
desta familia gracas ao seu alto valor junto a diversas sociedades que 0s usam por suas
propriedades terapéuticas ja comprovadas (HEAL et al.,2000; OLIVEIRA, 1995;
OLIVEIRA et al., 2000; OKOLI et al., 2008).

Nessa perspectiva, esta pesquisa teve como objetivo, analisar o teor e a
composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de Bryophyllum calycinum Salisb

ocorrente em Jandaia, Goias.

2 Material e Métodos
2.1 Reagentes e equipamentos

Os reagentes utilizados para 0s ensaios descritos no presente capitulo foram:
hexano, diclorometano, acetato de etila, acido cloridrico , cloroférmio, metanol, etanol e
sulfato de sddio amido os quais foram de procedéncia QUIMEX e/ou MERCK,
especificacdo pré-andlise. A agua utilizada foi obtida pelo processo de destilacdo. Para a
deteccdo nas cromatografias, foi utilizado solugdo de reagente cromogénico vanilina

acida.
2.2 Material botanico

O material botanico foi coletado durante a época em que as inflorescéncias
encontravam-se maduras, no periodo de agosto a outubro de 2014 e, posteriormente

preparado dessecando as folhas coletadas em estufa do tipo FABBE- PRIMA com



ventilacdo forcada a 40°C e, em seguida, triturado em moinho de facas WILLYE
TECNAL modelo TE 650. O pdé assim obtido foi devidamente identificado,

acondicionado e armazenado até a sua utilizacéo na extracdo do 6leo .
2.3 Extragéo do 6leo essencial

Para a extragdo do 6leo essencial, utilizou-se 50g do material boténico e,
posteriormente submetidas a hidrodestilagdo em aparelho do tipo Clevenger
modificado, durante 2 horas. O volume do 6leo essencial foi medido no tubo graduado
do préprio aparelho e o rendimento, em porcentagem, foi calculado em relacdo a
quantidade inicial de material botanico empregado nas extracdes. O 6leo essencial assim
obtido foi dessecado com Na>SOs anidro, acondicionado em recipiente livres de

impurezas, hermeticamente fechado e estocado a baixa temperatura até a sua utilizacao.
2.4 Andlise da composi¢do quimica do 6leo essencial

O oleo essencial extraido foi submetido a analise por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) em um equipamento modelo QP5050A
(Shimadzu, Kyoto, Japéo), utilizando-se uma coluna capilar de silica fundida SBP-5
(30m x 0,25mm x 0,25um; filme de 5% de fenilmetilpolisiloxano) (Shimadzu, Kyoto,
Japdo), mantendo-se uma vazdo de ImL.min! de hélio, como gas de arraste, e
aquecimento com temperatura programada (60°C com uma isoterma de 2 min; seguido
de um gradiente de 3°C. min~! até 240°C, e em seguida, com um gradiente de 10°C.
min~t até 280°C, mantendo-se uma isoterma de 10min, com um tempo total de corrida
de 70 min). A energia de ionizacdo do detector foi medida em 70 eV, sendo o volume
de injecdo da amostra de 0,5L diluidas em CH?CI? (~10%). A andlise foi conduzida no
modo varredura, com um intervalo de massas de 40-400 m/z e uma razdo de split de
1:5. A analise quantitativa foi obtida pela integracdo do Cromatograma Total de fons
(TIC).

A identificacdo dos componentes do Oleo essencial foi realizada por
comparacdo (automatica e manual) dos espectros de massas com o0s das bibliotecas
NIST/EPA/NIH (1998), além da comparagdo dos espectros de massas de amostras
auténticas e Indices de Retencéo (IR) calculados com os da literatura (Adams, 2001). Os
indices de Retencdo foram calculados através da coinjecdo com uma mistura de
hidrocarbonetos, C8—C32 (Sigma, USA), e com aplica¢do da equacdo de Van den Dool
e Kratz (VAN DEN DOOL,; KRATZ, 1963; ADAMS, 2007).



Equacdo 1- proposta por Van den Dool e Kratz:
IR = 100N [(tx — tn-1) / (tn — tn-1)] + 100 Cn-1
Onde:

N = Cn — Cn-1Cn = numero de carbonos do n-alcano que elui apds a substancia

analisada

Cn-1 = niimero de carbonos do n-alcano que elui antes da substancia analisada
tx = tempo de retencdo da substancia analisada

tn = tempo de retencdo do n-alcano que elui apds a substancia analisada

tn-1 = tempo de retengdo do n-alcano que elui antes da substancia analisada.

3 Resultados e discussdo
3.1 Rendimento do 6leo essencial

Os rendimentos dos 6leos essenciais, em porcentagem (V/p), calculados a partir
das amostras coletadas em Jandaia, Goids empregadas na extracdo encontram-se

expressos na Tabela 5.

Tabela 3 — Teor de 6leo essencial em porcentagem (V/p) das amostras de Bryophyllum

calycinum coletadas em Jandaia, GO.

Teor de 6leo essencial

Amostras (%)
Espécime 1 0,4
Espécime 2 0,5
Espécime 3 0,5
Espécime 4 0,4

Espécime 5 0,8




Possivelmente, os rendimentos obtidos nas amostras estudadas ndo variaram
uma vez que as coletas foram realizadas na mesma estacdo do ano (periodo da seca:
agosto a outubro de 2013). Além disso, deve-se levar em consideragdo, que 0S
individuos coletados localizavam-se em locais geograficos distintos, porém

relativamente préximos entre si.

Os rendimentos obtidos de oOleo essencial de 0,4% e 0,8% nas amostras
analisadas de B.calycinum corroboram os resultados obtidos por TAKAISI-KIKUNI et

al. (2000), em estudos realizados com espécie préxima taxonomicamente.

Verifica-se que os rendimentos obtidos, nas amostras analisadas coincidem com
os apresentados na monografia de C. citratus, onde se estabelece que as folhas
dessecadas dessa espécie devem conter, no minimo, 0,5% de O6leo essencial
(FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 2003), assim como ao rendimento de 0,5% de
6leo essencial de C. giganteus (Hochst.) Chiov (KANKO et al., 2004). Ambas as
espécies sdo proximas em nivel evolutivo. Adotou-se avaliar a similaridade desse teor
em monografia de espécies similares, em funcdo de haver a monografia para

B.calycinum.

O rendimento de 6leo essencial é avaliado a partir da matéria seca, podendo ser
muito variavel, dependendo de diversos fatores internos e externos, como por exemplo:
época e horario de colheita (SILVA, 2005). Dentre outros fatores que influenciam na
variacdo do rendimento do 6leo essencial estdo os fatores abioticos: tipo de clima e solo
e bidticos: interacdo planta-planta, planta-microrganismos e planta-herbivoros
(ROBBERS et al., 1997). Tais fatores resultam em pressdes ambientais que ocasionam
mudancas quanto a constituicdo genética e também, nas atividades fisioldgicas, que
levam as plantas a se adaptarem aos diversos ambientes (KULKARNI e RAMESH,
1987; SANGWAN et al., 2001).

3.3 Analise da composic¢ao quimica dos 6leos essenciais

A Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) permitiu
detectar 22 componentes comuns nos 6leos essenciais das amostras de Bryophyllum
calycinum, em estadio vegetativo. Destes 22 componentes, cinco ndo foram

identificados.



Todos os componentes identificados encontram-se registrados na Tabela 4. Os
componentes principais e percentagem de teor: teores minimos e méximos dos 6leos

essenciais encontram —se nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.

Tabela 4- Componentes do 0leo essencial das folhas das espécies de Bryophyllum

calycinum coletadas em Jandaia, GO.

Componentes RI2 RI/(LIT.)®
Sabineno 974 975
1-octen-3-ol 977 979
B-pineno 978 979
0-cimeno 1024 1022
Beta-felandreno 1029 1029

N&o identificado
N&o identificado
Né&o identificado
1 3,8-p-mentatrieno 1121 1110
Isopulegol 1145 1145
Né&o-identificado

Nao-identificado

Isso-isopulegol 1157 1155
formato de nerila 1270 1280
Alfa-copaeno 1378 1376
beta-bourboneno 1387 1387
Beta 1392 1390

Geosmina 1404 1399



Dodecanal 1407 1408

Alfa-cedreno 1410 1410
(E)-cariofileno 1420 1419
Alfa-trans-bergamoteno 1439 1432

3indice de Retencdo; PAdams, R.P. Identification of Essential Oil Components by Gas
Chromatography/Mass Spectroscopy. Allured: lllinois, p. 804, 2007.

Nota : em negrito componentes com maior teor de éleo das 05 espécies Bryophyllum
calycinum

Tabela 5- Componentes principais e percentagem de teor dos 6leos essenciais dos

espécimes (1-5) das folhas de Bryophyllum calycinum coletadas em Jandaia, GO.

Componente quimico do 6leo Teor
essencial (%)

1 2 3 4 5

Isopulegol 1,29 93 1,23 0 1,7
Beta-bourboneno 0,71 039 0 33
(E)-cariofileno 1,93 3,6 18,6 2,7 6,2
Isso- isopulegol 809 6 O 0 O

Tabela 6- Teores minimos e maximos dos componentes principais do 6leo essencial das

amostras de espécies Bryophyllum calycinum coletadas em Jandaia, GO.

Componentes Rla RI/(lit)b Teor Teor
principais (%) (%)




minimo maximo

Isopulegol 1145 1145 0.00 9.32
Isso-isopulegol 1157 1155 0.00 5.20

beta- 1387 1387 0.00 3.96
bourboneno

(E)-cariofileno 1420 1419 1.93 18.57

Aindicede Retengdo; BAdams, R.P. Identification of Essential Oil

O monoterpeno isopulegol foi observado em algumas familias da ordem
Lamiales, dentre elas Lamiaceae e Acanthaceae, familias boténicas proximas das
Crassulaceaes e tém alto poder anti-séptico (MENEZES, 1994). Além da importancia
medicinal esses compostos e muitos de seus derivados, devido ao agradavel odor floral,
sdo utilizados na perfumaria e produtos cosméticos, por exemplo, perfumes, logdes,
sabdes, desodorantes e como aromatizantes em alimentos, tais como bebidas néo-
alcodlicas, sorvetes e doces (JIROVETZ et al., 2007). Silva Santos et al. (2006), em
trabalho de revisdo, realizaram levantamento dos principais compostos de 6leos
essenciais, utilizados industrialmente e citam que monoterpenos como citronelol,
citronelal, geraniol e linalol s&o utilizados para fragréncias.

O composto (E)-cariofileno presente de maneira representativa nas amostras de
Bryophyllum calycinum sdo compostos sesquiterpenos hidrocarbonetos biciclicos
amplamente usados para perfumaria cosmética e sabonetes (COSTA, 1994; SIMOES &
SPITZER, 2004).

Costa (2006) em seu trabalho de revisdo sobre as aces farmacoldgicas de
Plectranthus barbatus Andr. (Lamiaceae) afirma que os compostos (E)-cariofileno e
oxido de cariofileno possuem uma variedade de atividades bioldgicas, incluindo
atividades antibacteriana (frente a bactérias Gram-positivo, Gram-negativas e alcool
acido  resistente),  antiviral,  antihelmintica,  antiprotozoario,  anticancer,
guimioterapéutica, hiperglicémica.

Em Ocimum selloi (Lamiaceae) foi registrada a presenca de germacreno-D
outro sesquiterpeno juntamente com (E)-cariofileno, porém em pequenas quantidades, e
em diferentes épocas do ano (MORAES, 2002). Essas substancias apresentam
esqueletos carbdnicos com ampla atividade antibacteriana, antifingica e inibidores

enzimaticos (ABRAHAM, 2001). A espécie Leonurus sibiricus (Lamiaceae) contem



germacreno-D que apresentou atividade antibacteriana e fungicida, (ALMEIDA et al.,
2005). As outras substancias p-bourbonemo e a-muuroleno apresentaram atividade
alelopéatica (ALMEIDA, et al., 2003).

Estudos comprovaram que sesquiterpeno a-muurolol possui atividade
antimicrobiana, principalmente em fungos patogénicos e bactérias gram (+/-), (COSTA,
2006).

A substéncia beta-bourbonemo encontrada na maioria das espécies aromaticas
apresenta ampla atividade bioldgica como antioxidante (WEEL, 1999), inseticida
(YANG, 2003; KIM, 2003), antimicrobiana (BOUGATSOS, 2003) e anticancerigena
(LEGAULT, 2003).

O reconhecimento da existéncia de ragas quimicas é importante quando se
pensa na coleta de plantas medicinais e aromaticas, tanto para estudos quimicos e
farmacoldgicos nos quais se tenta avaliar e melhorar a capacidade destas plantas de
produzirem determinado constituinte quimico (POLZERNHEIM et al., 2006).

4 Concluséo

O presente estudo possibilitou a determinacao do rendimento do 6leo essencial e
da composicao quimica do 6leo essencial.

De acordo com os constituintes verificados nos 6leos essenciais da espécie em
estudo pdde-se perceber que a composicdo quimica dos Oleos essenciais estd
quimicamente relacionada com outros géneros da familia CRASSULACEAE. Assim a
analise da composicao dos 6leos essenciais pode ser importante como subsidio para a
quimiotaxonomia, uma vez que este género apresenta espécies diferentes que se
assemelham morfologicamente, tornando dificil a distingdo das espécies baseada em
caracteres morfologicos.

Sendo assim, este estudo serve como contribuicdo no entendimento do perfil
quimico e ecologico da espécie da familia CRASSULACEAE e do género sendo, ainda
necessarios a realizagdo de ensaios biologicos para avaliar se os componentes
encontrados no Oleo essencial da espécie apresentam atividades farmacoldgicas,

genotdxica e citotoxica.

A espécie estudada demonstra-se relevante para os fins medicinais aos quais sao
popularmente utilizados e devido a este potencial fitoterdpico, merecem estudos mais

aprofundados, ou seja, experimentos de isolamento, purificacio e determinacdo



estrutural dos constituintes detectados. Além de testes farmacologicos e toxicoldgicos
que fornecam embasamento cientifico para o uso seguro dos 6leos essenciais destas

espécies.
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