¢4
i
L
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

FABIOLA BERNARDO CARNEIRO

TECNICAS CROMATOGRAFICASPARA CARACTERIZACAO E AVALIACAO DE
IMPRESSOES DIGITAIS QUIMICAS DA DROGA VEGETAL Schinus terebinthifolius
RADDI.

Tese de Doutorado

Recife - PE
2017



¢4
i
L
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

TECNICAS CROMATOGRAFICAS PARA CARACTERIZACAO E AVALIACAO DE
IMPRESSOES DIGITAIS QUIMICAS DA DROGA VEGETAL Schinus terebinthifolius
RADDI.

Tese de Doutorado submetida ao Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Pernambuco, em
cumprimento as exigéncias para obtencdo do
grau de Doutor em Ciéncias Farmacéuticas.

Area de Concentracdo: Obtencdo e Avaliacio
de Produtos Naturais e Compostos Bioativos

Orientador: Prof. Dr. Luiz Alberto Lira Soares

Coorientador: Prof. Dr. Sécrates Golzio dos
Santos

Recife - PE
2017



Catalogacgao na Fonte
Bibliotecaria: Monica Uchoa, CRB4-1010

C289t

Carneiro, Fabiola Bemardo.

Técnicas cromatograficas para caracterizacdo e avaliacdao de
impressdes digitais quimicas da droga vegetal Schinus terebinthifolius
raddi / Fabiola Bemardo Carneiro. — 2017.

104 f.:il.; tab.; quad.; graf.; 30 cm.

Orientador: Luiz Alberto Lira Soares.

Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Pemambuco, CCS.
Programa de Pos-Graduacé&o em Ciéncias Farmaceéuticas. Recife, 2017.

Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Anacardiaceae. 2. Analise quimica. 3. Cromatografia. 4. Teste de
sensibilidade microbiana. |I. Soares, Luiz Alberto Lira (Orientador). II.
Titulo.

615.3 CDD (23.ed.) UFPE (CCS 2017-174)




FABIOLA BERNARDO CARNEIRO

TECNICAS CROMATOGRAFICAS PARA CARACTERIZACAO E AVALIACAO DE
IMPRESSOES DIGITAIS DO DERIVADO DE DROGA VEGETAL Schinus terebinthifolius
RADDI.

Tese de Doutorado submetida ao
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal de
Pernambuco, em  cumprimento  as
exigéncias para obtencdo do grau de

Doutor em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovado em: 27/04/2017.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Luiz Alberto Lira Soares (Presidente da Banca)

Prof. Dra. lvone Antonia de Souza (Membro interno)

Profa. Dra. Celidarque da Silva Dias (Membro externo)

Prof. Dr. Hemerson lury Ferreira Magalhaes (Membro externo)

Prof. Dr. Josué do Amaral Ramalho (Membro externo)



AGRADECIMENTOS

Ao longo dos anos de trabalho que resultaram nesta tese, pessoas e instituigdes me ajudaram,
ensinando e apoiando. Agora com o alcance deste objetivo néo poderia deixar de reconhecé-las.

Primeiro de tudo, gostaria de agradecer a Deus por me guiar, iluminar e me dar tranquilidade
para seguir em frente com os meus objetivos e ndo me deixar desanimar com as dificuldades.

Ao orientador desta tese Professor Doutor Luis Alberto de Lira Soares, pela oportunidade que
me foi concedida, orientacédo, incentivo e apoio. Aqui Ihe exprimo a minha gratidao.

Ao Coorientador Professor Doutor Socrates Golzio por sua amizade, disponibilidade, apoio e
incentivo na elaboracao deste trabalho.

Ao professor Marcus Tullius pela orientagdo e incentivo que tornaram possivel a realizagéo
deste trabalho.

A todos os professores da Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, que foram tao
importantes na minha vida académica e no desenvolvimento deste trabalho.

Ao Nucleo de Desenvolvimento Analitico e Tecnoldgico de Fitoterapicos — NUDATEF da
Universidade Federal de Pernambuco-UFPE, pela disponibilidade de sua estrutura fisica e técnica,
contribuindo para a realizacdo deste trabalho.

Ao Laboratorio de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (UFPB) e Instituto
De Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPEFARM - UFPB), pelo apoio no desenvolvimento do
projeto.

As minhas amigas Magda Assuncdo, Julia Sousa, Wliana Viturino e Isabelle Ferraz pelo
apoio, disponibilidade e logistica em Recife. A experiéncia de uma produgdo compartilhada na
comunhdo com amigos foi uma das melhores experiéncias da minha formagao académica.

Aos amigos de turma de faculdade, que torceram por essa conquista e que se fazem presentes
até hoje, mesmo com a distancia.

Ao meu marido Pablo Queiroz. Agradeco por todo o seu amor, empenho e presenca
incansavel com que tem me apoiado ao longo da nossa historia.

Em especial, aos meus filhos Gabriela Carneiro Queiroz e Pablo Queiroz Lopes Filho que sédo
minha maior realizacao.

Agradeco aos meus pais (Jairo e Janete) que sempre primaram pela educagdo, por todo

esforco de vocés para minha formagao pessoal e profissional.



Minha familia que sempre foi fonte de apoio, alegria e descanso do trabalho. Agradeco a
todos vocés e em especial as minhas irmas Suénia, Isabelle e Morgana.

E finalmente gostaria de expressar toda minha gratidao e apreco a todos aqueles que, direta ou
indiretamente, contribuiram para que esta tarefa se tornasse uma realidade. A todos quero manifestar

0S meus sinceros agradecimentos.



“N&o temas; cré somente.”

Marcos 5:36.



RESUMO

No Brasil, o governo federal, através de diversos programas, tem investido na estratégia global para a
medicina tradicional e a medicina complementar e alternativa reforcando o compromisso de
estimular o desenvolvimento de politicas publicas a fim de inseri-las no sistema oficial de saude. As
iniciativas do Ministério da Saude, em parceria com 6rgdos do governo e sociedade civil, visam
viabilizar a utilizagdo racional de plantas medicinais e fitoterapicos, tendo como linhas condutoras a
preservacdo da biodiversidade, o desenvolvimento sustentavel, a reparticdo de beneficios, além do
beneficio a populagdo brasileira. A qualidade da matéria-prima vegetal tem um importante papel na
obtencdo de produtos fitoterapicos, ja que esta apresenta como caracteristicas a complexidade e a
variabilidade da sua composi¢do. A Schinus terebinthifolius Raddi é popularmente conhecida por
aroeira pertence a familia Anacardiaceae e apresenta atividades antiinflamatoria, antidiarréica,
diurética e antipirética. Neste trabalho aSchinus terebinthifolius Raddi, coletada em diferentes estados
do nordeste brasileiro, foi caracterizada por metodos cromatograficosaplicados em um estudo de
monitorizacdo quantitativa dos extratos vegetais obtidos pelo processo de turbolise. A analise
quimica mostrou que os exemplares estudados apresentaram compostos quimicos majoritarios
distintos, a-pineno, limoneno, felandreno e careno, infere-se que, as variagdes obtidas possam estar
relacionadas as condi¢cdes ambientais, a diferenca de solo, além da idade fisiologica das plantas.
Estudo quimiométrico de analise de componentes principais (PCA)foi realizado para confirmar as
semelhancgas quimicas entre as plantas coletadas. Os ensaios realizados por cromatografia gasosa
acoplada a detector de massas e tratados por PCA demonstraram que o grupo A formado pelos
estados de RN, PB, SE, PE, AL, grupo B formado pelo estado do CE e o grupo C formado pelos
estados de PI, MA, BA apresentaram respectivamente careno, felandreno e limoneno, como
marcadores que influenciaram na formacdo dos grupos por similaridade, podendo-se afirmar que as
plantas pertencentes a0 mesmo grupo sdo semelhantes porque apresentam o0s mesmos metabolitos
secundarios. A Analise realizada por CCD-AE revelou a presenca de acido galico e catequina
confirmado por CLAE-DAD e foi util na separacdo e identificagdo de taninos e flavonoides em
folhas de S. terebinthifolius. Em funcéo dos resultados encontrados pode-se concluir que os métodos
empregados neste trabalho permitiram alcangar os objetivos propostos de caracterizacdo qualitativa e
quantitativa do extrato bruto de folhas deS. terebinthifolius. Para avaliar a atividade bioldgicados
extratos,sobre o crescimento das cepas de bactérias e de fungos, foi realizado o teste de concentracdo
inibitéria minima (CIM) nas concentracbes de 1024 pg/mL a 32 pg/mL, os quais nao
produziraminibicdo nesta concentracdo, o que ndo quer dizer que a amostra vegetal ndo tenha
atividade contra os micro-organismos testados em concentracfes superiores a esta.

Palavras Chave: Anacardiaceae.Analise quimica. Cromatografia. Teste de sensibilidade microbiana



ABSTRACT

In Brazil, the federal government has invested in the global strategy for traditional medicine,
complementary and alternative medicine through number programs, reinforcing the commitment to
stimulate the development of public policies in order to introduce them into the official health
system. The Ministry of Health initiatives, in partnership with government agencies and civil society,
aim to enable the rational use of medicinal plants and phytotherapics, having as a guideline the
preservation of biodiversity, sustainable development, health and economic benefits to the
population. The quality of the vegetal raw material has an important role in the production of herbal
products due to the complexity and variability of its composition. Schinus terebinthifolius Raddi is
popularly known as aroeira belongs to family Anacardiaceae and has anti-inflammatory,
antidiarrheal, diuretic and antipyretic activities. In the present work, Schinus terebinthifolius Raddi
collected in different states of northeastern Brazil, was characterized by chromatographic methods
and used in a quantitative monitoring study of the plant extracts obtained by the turbo extraction
process. The chemical analysis showed that the studied specimens presented different chemical
compounds, a-pinene, limonene, phellandrene and carene, it is inferred that, the variations obtained
could be related to the environmental conditions, the soil differences, in addition to the physiological
age of the plants. A major component analysis (PCA) was performed to confirm the chemical
similarities between the collected plants. The tests performed by gas chromatography coupled to
mass detector and treated by PCA, demonstrated that the group A formed by the strains collected on
the states of RN, PB, SE, PE, AL, group B formed by the strains collected on the state of the EC and
group C formed by the strains collected ont the states of PI , MA, BA, presented carene, phellandrene
and limonene as markers that influenced the formation of groups by similarity, and it is correct to say
that plants belonging to the same group are similar because they have the same secondary
metabolites. Analysis by high-performance thin-layer chromatography revealed the presence of gallic
acid and catechin, which was confirmed by high performance liquid chromatography. Such
techniques were useful in the separation and identification of tannins and flavonoids presents in the
leaves of S. terebinthifolius. Based on the results, it can be concluded that the methods peformed in
this work made it possible for us to characterize the raw extracts of S. terebinthifolius leaves. In order
to evaluate the biological activity of the extracts on the growth of bacterial and fungal strains, a
minimum inhibitory concentration (MIC) test was performed at concentrations from 1024 pg / mL to
32 pug / mL. No inhibition was observed at these concentrations. The fact that there was no CIM does
not mean that the plant sample has no activity. Concentrations higher than tested may exhibit
antibacterial and fungicidal activity.

Keywords:Anacardiaceae.Chemical analysis. Chromatography. Microbial sensitivity tests.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade as drogas vegetais sdo utilizadas no tratamento de diversas doencas. As
plantas medicinais desempenham um papel fundamental na saide mundial. Nas ultimas décadas,
apesar dos grandes avancos observados na medicina moderna, as plantas ainda tem importante
contribui¢do nos cuidados de saude Este aumento do uso de medicamentos a base de plantas esta
relacionado a diversas razoes, tais como, a ineficiéncia de medicamentos convencionais, 0 uso
abusivo de drogas sinteticas resultando em efeitos secundarios, o grande percentual da populacéo
mundial que n&o tem acesso a medicamentos convencionais, dentre outros(NIKAM et al, 2012).
De acordo com uma estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% da
populacdo mundial ainda usa ervas e outros medicamentos tradicionais para os cuidados primarios
de saude. (WHO, 2011)

A garantia de seguranga, qualidade e eficacia de plantas medicinais e produtos a base de
plantas tornou-se uma questdo importante na comercializacdo de plantas medicinais. As matérias-
primas a base de plantas sdo propensas a uma grande variacdo devido fatores, como a variacdo
sazonal, as variacOes genotipicas e quimiotipicas (KULKARNI et al, 2014).

Nos Gltimos anos a pesquisa de novas substancias ativas de origem vegetal tem crescido
expressivamente, o que é demonstrado pelo aumento do nimero de projetos de pesquisa em
empresas privadas e organizacdes governamentais, como também pela crescente quantidade de
publicacBes nas principais revistas cientificas das areas de farmacologia e quimica (CABRAL,
2010).

A matéria-prima vegetal é o recurso primério para a obtencdo do produto final e sua
qualidade € essencial no desenvolvimento e producédo de fitoterapicos. A padronizacédo de matéria-
prima e dos processos tecnoldgicos envolvidos sdo ferramentas indispensaveis na busca pela
preservacao da integridade quimica e farmacologica da planta, avalizando a presenca de sua acao
biol6dgica e a seguranca de sua utilizacdo, assim valorizando seu potencial terapéutico. (LIMA,
2015).

O controle de qualidade da matéria-prima vegetal verifica a presenca de marcadores
quimicos, mas ndo garante a identificacdo do material vegetal que pode ter sido enriquecido com
marcadores e, dependendo da técnica, ndo é possivel identificar a presenca de outros vegetais
contaminantes presentes. Desta forma a maneira mais segura de analisar materiais vegetais € através
do perfil cromatografico (LEAO, 2010).

De acordo com Sales (2013), a parte da planta utilizada e a presenga de determinados
metabolitos secundarios sdo as principais caracteristicas morfo-histoldgicas e quimicas da espécie
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Schinus terebinthifolius, relacionadas ao seu reconhecimento laboratorial como droga. Conforme
Farmacopeia Brasileira a casca é a parte do material vegetal a ser utilizado, porémestudos
realizados por Salvi Janior (2013)demonstraram que além das cascas, as folhas também podem ser
utilizadas como fonte de constituintes farmacologicamente ativos.

A S. terebinthifolius apresenta composicdo quimica predominante de monoterpenos
(85,1%), sendo os mais abundantes &-3-careno (30,37%), limoneno (17,44%), a-felandreno
(12,60%), a-pineno (12,59%), mirceno (5,82%) e o-cimeno (3,46%), seguido pelos sesquiterpenos
(5,34%) trans-cariofileno, Y-muruleno, &-cadineno e epi-a-cadinol (OLIVEIRAet al., 2013). Na
folha foram identificadas substancias responsaveis pela atividade antioxidante, e a presenca de
derivados fenolicos, tais como os galatos de metila e etila, além de flavonoides miricetina,
miricetrina e quercitrina (SANTANAet al., 2012).

As propriedades da espécie S. terebinthifolius despertaram o interesse terapéutico em virtude
de sua amplitude de atividades farmacologicas assim sendo inclusa na Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), cuja lista apresenta plantas medicinais com potencial
para gerar produtos de interesse ao Sistema Unico de Satde (SUS), e tem por objetivo orientar
estudos que possam subsidiar a elaboracdo de produtos para uso da populacdo, com eficécia e
seguranca (BOCHNER, 2012).

Como ferramenta indispensavel na analise de matérias-primas vegetais, a cromatografia é
uma técnica muito utilizada na separacdo de componentes presentes em matrizes complexas, como
nos produtos vegetais. Através desta técnica € possivel realizar analises de quantificacdo e
identificacdo de constituintes quimicos obtendo-se resultados eficazes, seguros e rapidos (RABELO
et al., 2013).

O cromatograma apresenta um perfil quimico detalhado das matérias-primas vegetais e
produtos derivados. Ainda que a concentracdo dos compostos ndo seja exatamente a mesma em
diferentes amostras de uma mesma droga vegetal, a identificacdo de produtos multicompostos de
uso na medicina tradicional pode ser feito com precisdo. Deste modo, o perfil obtido pode ser
fundamental para confirmar a integridade de tais produtos (BEZERRA et al., 2012).

Neste contexto, a cromatografia € uma técnica muito utilizada na separacdo de componentes
presentes em matrizes complexas, como nos produtos vegetais. Através desta técnica, que pode ser
hifenada, é possivel realizar analises de quantificacdo e identificacdo de constituintes quimicos
obtendo-se resultados altamente eficazes, seguros e rdpidos (SOUZA et al., 2011).

Deste modo, a utilizacdo de técnicas analiticas cromatograficas para avaliar a constancia e a
uniformidade na composicdo de metabolitos secundarios garante a padronizacdo do material vegetal

no preparo de fitoterapicos em escala industrial, podendo auxiliar no reconhecimento e na
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compreensdo dessas variagdes, ampliando os conhecimentos sobre interagdes ecoldgicas do vegetal
com seu ambiente (CARVALHO, 2011).

Neste contexto, as técnicas de analises estatisticas quimiométricas, através de métodos
matematicos de reconhecimento de padrGes como Analise de Componentes Principais (PCA) e
outros métodos de analise multivariada favorecem a visualiza¢do de toda a informacéo contida nas
impressdes digitais quimicas. O PCA é utilizado para analisar qualitativamente as amostras,
reduzindo o namero de variaveis e a dimensionalidade dos dados. O gréafico de scores de PCA é um
mapa das observacdes que mostra a possivel presenga de quaisquer valores extremos nos dados
(ALAERTSA et al., 2014, POMERANTSEV E RODIONOVA, 2014).

Neste trabalho a investigacdo do grau de similaridade de plantas coletadas em diferentes
estados do nordeste do Brasil através da analise dos extratos de droga vegetal obtidos de folhas de
S. terebinthifolius, foi caracterizada por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCD-
AE), cromatografia liquida acoplada a detector de arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD) e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).Por fim, foram avaliadas as

atividades antimicrobianas dos extratos da referida espécie vegetal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Obter impressdes digitais cromatogréaficas do extrato de folhas de Schinus terebinthifolius
Raddi coletadas nos estados da regido nordeste utilizando técnicas cromatograficas em camada
delgada de alta eficiéncia (CCD-AE), cromatografia liquida acoplada a detector de arranjo
fotodiodos (CLAE-DAD) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-
EM/FID).

2.2 Objetivos Especificos

e Coletar, processar e caracterizar as folhas de S. terebinthifolius;

e Estabelecer perfis cromatogréficos para folhas de S. terebinthifolius obtidos porCCD-
AE, CLAE-DAD eCG-EM/FID;

e Empregar ferramenta quimiométricade analise de componentes principais (PCA), nos
dados cromatograficos obtidospor CG-EM dos extratos de S. terebinthifolius,para
investigar correlagédo entre os dados;

e Avaliar atividade antimicrobiana in vitro dos extratos de folhas de S. terebinthifolius

utilizando a técnica de microdiluicdo em placas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1. Insercdo de Medicamentos Fitoterapicos no Sistema Unico de Salde

Até a primeira metade do seculo XX, o Brasil era essencialmente rural e usava amplamente
a flora medicinal, tanto nativa quanto introduzida. Hoje, a medicina popular do pais é reflexo das
uniGes étnicas entre os diferentes imigrantes e os inimeros povos nativos que difundiram o
conhecimento das ervas locais e de seus usos, transmitidos e aprimorados de geracdo em geracao
(ANTONIOet al., 2013).

Em 1978 a organizacdo mundial de saude (OMS) passa a reconhecer o uso de fitoterapicos
com finalidade profilética, curativa, paliativa ou com fins de diagnostico e recomenda a difusdo
mundial dos conhecimentos necessarios para 0 seu uso. Reconhecendo que as plantas medicinais
como importantes instrumentos da Assisténcia Farmacéutica, varios comunicados e resolugdes da
OMS expressam a posicdo do organismo a respeito da necessidade de valorizar 0 uso desses
medicamentos, no &mbito sanitario (TSCHUMI, 2015).

A OMS reforgou o compromisso de estimular o desenvolvimento de politicas publicas a fim
de inserira medicina tradicional e a medicina complementar e alternativa no sistema oficial de
satde. Em 2005, a OMS publicou a Politica Nacional de Medicina Tradicional e Regulamentagéo
de Medicamentos Fitoterapicos, em que discute a situacdo mundial a respeito das politicas de
medicina tradicional e fitoterapicos, inclusive o Brasil. A insercdo do Brasil procede por ser um pais
com a maior diversidade genética vegetal do mundo e, também, por possuir grande tradicdo do uso
das plantas medicinais, vinculada ao conhecimento popular, transmitido oralmente por geracOes
(FERREIRA et al, 2013).

A validacdo do trabalho e das propriedades medicinais, baseado na andlise das formas de
conhecimento empirico e cientifico, possibilitando o uso adequado das plantas medicinais quer
diretamente pelo usuario ou pela aplicacdo da tecnologia adequada a sua transformagdo em
produtos fitoterdpicos, objetivando atender as recomendacfes da OMS. (DOS SANTQOS, 2016)

Atinente aos interesses popular e institucional, o0 aumento da capacitacédo, nas universidades
e nos centros de pesquisa crescem para fortalecer a fitoterapia no Sistema Unico de Saude (SUS),
uma vez que, apos a década de 1980, diversos instrumentos normativos como resolugdes, portarias

e relatérios foram elaborados, conforme citados no quadro 1.
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Quadro 1 - Instrumentos normativos: resolucdes, portarias e relatérios elaborados para fortalecer a

fitoterapia no Sistema Unico de Saude (SUS).

Portaria n. © 212, de 11 de setembro de 1981, do
Ministério da Saude.

Em seu item 2.4.3, define o estudo das plantas
medicinais como uma das prioridades de
investigacao clinica.

Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais da
Central de Medicamentos do Ministério da
Saude (1982).

Objetivou o desenvolvimento de uma
terapéutica alternativa e complementar, com
embasamento cientifico no valor farmacoldgico
de preparac@es de uso popular, a base de plantas
medicinais.

Relatorio Final da 8% Conferéncia Nacional de
Saude, realizada em 1986.

Iltem 2.3a, refere: “introducdo de préticas
alternativas de assisténcia a saude no &mbito dos
servigos de saude, possibilitando ao usuario o
acesso democratico de escolher a terapéutica
preferida” (CONFERENCIA NACIONAL DE
SAUDE, 1986).

Resolucdo 40.33/1987 da 40* Assembléia

Mundial de Saude.

Recomendou aos Estados-membros:

1) Iniciar programas amplos, relativos a
identificacdo, avaliacdo, preparo, cultivo e
conservacdo de plantas usadas em medicina
tradicional,

2) Assegurar a qualidade das drogas
derivadas de medicamentos tradicionais
extraidas de plantas, pelo uso de técnicas
modernas e aplicagdes de padrdes apropriados e
de boas praticas de fabricacéo (BPF).

A Organizacdo das NagOes Unidas para o
Desenvolvimento Industrial (ONUDI), em
Madri-Espanha, 1987.

Entre as recomendacgdes, propde: “incluir a
utilizacdo de medicamentos fitoterapicos no
Sistema Nacional de Assisténcia a Saude, assim
como educacdo e capacitacdo em salde, em
nivel nacional”.

Resolucdo CIPLAN N° 08, de 08 de margo de
1988.

Resolve:

1. Implantar a pratica de Fitoterapia nos
servigos de salde, assim como orientar, através
das Comissbes Interinstitucionais de saude
(CIS), buscarem a inclusdo da Fitoterapia nas
Acles Integradas de Saude (AIS), e/ou
programacdo do Sistema Unificado e
Descentralizado de saude (SUDS) nas Unidades
Federadas, visando colaborar com a préatica
oficial da medicina moderna, em carater
complementar.

2. Criar procedimentos e rotinas relativas a
pratica da  Fitoterapia nas  Unidades
Assistenciais Médicas (BRASIL, 1988b).
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Parecer n.° 04/92 do Conselho Federal de | Reconhece a fitoterapia como método
Medicina, aprovado em 17 de janeiro de 1992. | terapéutico.
Portaria n.° 31/SVS — Secretaria de Vigilancia | Cria 0 grupo de estudos de produtos

Sanitaria, de 06 de abril de 1994.

fitoterapicos.

Portaria n.° 06/SVS — Secretaria de Vigilancia
Sanitéaria, de 31 de janeiro de 1995.

Institui e normatiza o registro de produtos
fitoterapicos junto ao Sistema de Vigilancia
Sanitéria.

Relatério final da 1AOa Conferéncia Nacional de
SaUgIe (CONFERENCIA NACIONAL DE
SAUDE, 1996).

Item 80.2: “os gestores do SUS devem estimular
e ampliar pesquisas realizadas em parceria com
Universidades Publicas”;

Item 286.12: “incorporar ao SUS, em todo o
pais, as praticas de salde como a fitoterapia,
acupuntura e homeopatia, contemplando as
terapias alternativas e praticas populares”;

Item 351.10: o ministério da saude deve

Portaria n.° 665 de 1998, do Ministério da
Saude.

incentivar a  fitoterapia na  assisténcia
farmacéutica pablica e elaborar normas para sua
utilizacao.

Cria a Subcomisséo Nacional de

Assessoramento em Fitoterapicos (CONAFIT)
que teve como atribuicao:

(1)Assessorar a Secretaria de Vigilancia
Sanitaria — SVS, nos assuntos cientificos,
técnicos e normativos envolvidos na apreciagao
da eficacia e seguranca do uso de produtos
fitoterapicos;

(2)Manifestar-se sobre questdes
relacionadas a farmacovigilancia e ao
desenvolvimento de pesquisas clinicas na area
de fitoterapicos;

(3)Subsidiar a SVS na realizacdo de
eventos tecnico-cientificos, de interesse dos
trabalhos da Comisséo e que concorram para a
ampla divulgacdo de conhecimentos e
informagOes pertinentes ao controle sanitario
desses agentes (BRASIL, 1998d).

Resolucdo da Diretoria Colegiada, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(RDC/ANVISA) n° 17 de 2000.

Atualiza a regulamentacdo de
medicamentos  fitoterapicos e
medicamento fitoterapico tradicional.

registro de
define o

Portaria n.° 254 de 2002, do Ministério da
Saude.

Aprova a Politica Nacional de Atengdo a Saude
dos Povos Indigenas.

Item 4.5: *...a assisténcia farmacéutica devem
também compor as praticas de saude
tradicionais dos povos indigenas”. (BRASIL,
2002a, item 4.5).

Resolucdo da ANVISA (RE/ANVISA) n° 90 de
2004.

Dispde sobre o guia para a realizagdo de estudos
de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos.

Resolucdo da Diretoria Colegiada da ANVISA
(RDC/ANVISA) n° 26 de 2014.

DispOe sobre o registro de medicamentos
fitoterapicos e registro e a notificacdo de
produtos tradicionais fitoterapicos.

Fonte: A Fitoterapia no SUS e oPrograma de Pesquisas de PlantasMedicinais da Central deMedicamentos.
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Entre as acbes do Ministério da Salde, em parceria com 0rgdos governamentais e ndo
governamentais, tém-se a Proposta de Politica Nacional de Plantas Medicinais e Medicamentos
Fitoterapicos (2006)e a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no SUS (2006)
que objetiva ampliar as opcdes terapéuticas aos usuérios do SUS, com garantia de acesso a plantas
medicinais, fitoterapicos e servicos relacionados a fitoterapia, com seguranca, eficacia e qualidade,
na perspectiva da integralidade da atencdo a saide.(BRASIL, 2006)

Do acima exposto, pode-se ter a dimensdo das iniciativas do Ministério da Saude, em
parceria com 0rgdos do governo e sociedade civil, para viabilizar a utilizagéo racional de plantas
medicinais e fitoterapicos, tendo como linhas condutoras a preservacdo da biodiversidade, o
desenvolvimento sustentavel, a reparticdo de beneficios, além do beneficio a populacédo brasileira.

3.2 Schinus terebinthifolius: Aspectos Gerais, Atividades Bioldgicas e Composi¢do Quimica

3.2.1Aspectos Gerais

Schinus terebinthifolius Raddi (Figura 1), pertencente a familia Anacardiaceae, €
popularmente chamada de aroeira, aroeira-da-praia, aroeira-vermelha, aroeira-mansa, aroeira-
precoce, aroeira-pimenteira, aroeira-do-brejo, aroeira-negra, aroeira-branca, aroeira-do-campo,

aroeira-do-sertéo, aroeira-do-parand, entre outros (LORENZI, 2002).

Figura 1 - Folhas e frutos de Schinus terebinthifolius Raddi.

Fonte:http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=1298
Acesso em: 27 de marco de 2016.


http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=1298
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E originaria da América do Sul, nativa do Brasil, Paraguai, Uruguai e leste da Argentina
(LORENZI, 2002). E largamente distribuida por todo territorio brasileiro, estendendo-se desde
Pernambuco até Rio Grande do Sul e pode ser encontrada na Europa, onde a cultivam como espécie
ornamental, América Central e Sul dos Estados Unidos, principalmente na Florida (CORREIA,
1984; FLEIG, 1989).

A S. terebinthifolius € uma arvore de crescimento rapido com porte pequeno, podendo
atingir de 5 a 10 metros na idade adulta e, apresentar de 30 a 60cm de espessura de didmetro do
caule. A sua propagacao pode ser através de sementes ou por estaquia a partir da raiz e do caule
(LORENZI, 2002).

Essa arvore apresenta folhas perenes, verde-escuras, compostas, oblongas a elipticas, na
parte superior do limbo contendo nervuras pronunciadas do tipo imparipenada de aroma forte. As
suas flores meliferas apresentam cor amarelo-pélido a branco, sdo pequenas e agrupadas em
paniculas. O periodo de florescimento ocorre nos meses de setembro a janeiro (ALMEIDA, 2005).

Sua raiz é pivotante, bastante desenvolvida, favorecendo sua sobrevivéncia a ambientes
adversos (BAGGIO, 1988). Os frutos sdo numerosos, pequenos, em forma de drupa, constituidos
por uma casca esverdeada no inicio passando a vermelho-brilhante quando maduros (MACHADO e
GUERREIRO, 2001; ALMEIDA, 2005). O fruto apresenta uma unica semente de cor marrom-
escura envolvida por uma secrecdo pegajosa, medindo aproximadamente 0,3mm de diametro. A

frutificacdo predomina durante os meses de janeiro a julho (LORENZI, 2002).

3.2.2 Composicao Quimica

A S. terebinthifolius apresenta uma gama de substancias em sua composi¢éo, como 0S
compostos: terebinthona, o acido hidroximasticadiendico, o acido terebinthifélico e o acido ursolico
(LIPINSKI et al., 2012).

Além destas substancias, a espécie evidencia, entre outros constituintes, taninos,
flavondides e 6leos essenciais. De todos os resultados da metabolizacdo de compostos sintetizados
pela planta, fazem parte do grupo de substancias com maior numero de compostos biologicamente
ativos, os alcaldides e os 6leos essenciais. Estes ultimos atuam como inibidores da germinagéo, na
protecdo contra perda de 4gua e aumento da temperatura, na protecdo contra predadores e na atracdo
de polinizadores (SANTOS et al., 2007).

Os Oleos essenciais da S. terebinthifolius apresentaram destaque na presenca de
monoterpenos (85,81%), apresentando como constituicdo principal: careno (30,37%), limoneno
(17,44%), felandreno (12,60%), pineno (12,59%), mirceno (5,82%) eocimeno (3,46%);
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sesquiterpenos se mostraram em menor propor¢do (5,34%). Ainda quanto ao extrato, este contém
em sua resina resquicios de Oleos volateis, 0s quais ainda tém em sua composi¢do o carvacrol
(COLE et al, 2014).Alguns compostos isolados das folhas de S. terebinthifolius estdo citados na

Figura 2.

Figura 2 - Compostos isolados das folhas de S. terebinthifolius
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Estudos fitoquimicos e bioldgicos realizados em S. terebinthifolius descreveram a
ocorréncia de terpendides e acidos graxos também em sua constituicdo. Entre os terpendides, dois
triterpenos separados da Aroeira foram caracterizados como inibidores especificos da fosfolipase
A2. Estudos citam ainda que o extrato etandlico possui acetato de galato, quercitrina, gaiato de
metilo e miricetina responsaveis, possivelmente, pela acdo contra radicais livres. Na medicina
popular, tem sido utilizada como um tratamento para as infec¢fes respiratorias e desordens
digestivas, tais como gastrite, atonia gastrica e diarreia (ESTEVAO et al., 2015; CARVALHO et
al., 2013).

Cerusk e colaboradores (2007) identificaram nas folhas quercirtina e miricetina,
miricetrina, galato de etila e galato de metila. Também foram identificadas por Carvalher-Machado
e colaboradores (2008), galato de metila e acido galico. As folhas sdo ricas em taninos e 0leos
essenciais (JORGE & MARKMANN, 1996).Santana e colaboradores (2012) isolaram cinco
compostos das folhas dessa espécie: acido galico, galato de etila, galato de metila, trans catequinae

quercitrina.
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3.2.3Atividades Bioldgicas

A literatura etnoboténica relata o uso das cascas, com base na tradi¢do popular, na forma
de cozimento (decocto), especialmente pelas mulheres, durante varios dias, em banhos de assento
apos o0 parto como anti-inflamatorio e cicatrizante, ou como medicagdo caseira para o tratamento de
doencas do sistema urinario e do aparelho respiratorio, bem como nos casos de hemoptise e
hemorragia uterina. As folhas e os frutos sdo adicionados a agua de lavagem de feridas e Ulceras
(LORENZI E MATOS, 2008).

Santos e colaboradores (2009) realizaram um estudo etnobotanico de plantas medicinais
utilizadas para problemas bucais na cidade de Jodo Pessoa-PB, e relataram indicagdo popular da
ingestdo do infuso de S. terebinthifolius para casos de inflamag&o bucal. Também foi relatado seu
uso como cicatrizes de feridas eem inflamacées (ALBUQUERQUE et al, 2007). Em um estudo
realizado por Albertasse e colaboradores (2010), o xarope e 0 banho de assento das folhas e cascas
da espécie foram descritos para uso em Ulcera e tosse, e como cicatrizante, respectivamente. O cha
das cascas e as folhas da espécie sdo usados para lavar feridas e, também, para gripes, dor de dente,
ferida na boca, dor de garganta, asma, febre e doengas femininas (BOSCOLO, 2007; MOURA-
COSTA, 2012).

As partes utilizadas de S. terebinthifoliusque apresentam propriedades medicinais sao:
casca, folhas e frutos. As folhas secas esmagadas sdo aplicadas como antisséptico sobre Ulceras
cutaneas. Utilizam-se infusdes de folhas para doencas respiratorias e a resina das raizes €
popularmente considerada eficaz no tratamento de tumores ganglionares (BARBOSA et al., 2007).

Além disso, aS. terebinthifolius possui propriedades medicinais, onde sdo utilizadas
folhas, cascas e frutos para atividades antiinflamatorias, antidiarreica, diuréticos e antipiréticos. Por
essa razdo, os seus diferentes orgdos sdo utilizados com fins terapéuticos, nos tratamentos contra
febre, lesdes e Ulceras de pele e mucosas e inflamagéo do Utero, sistema digestivo (gastrite, atonia
géstrica, diarreia) e sistema urinario. Da sua casca é extraido o 6leo, o qual é empregado contra
tumores e doencas da cornea (MARTINEZ, et al., 1996; LIMA et al., 2004; DEGASPARI, et al.,
2005); alem do mais, pode combater até inflamagdes de artrite reumatoide, asma (SCALON et al.,
2006) e também doencas venéreas (MARTINEZ, et al., 1996). Para obter atividade antisséptica,
dissolve-se em alcool a resina retirada do cerne da madeira. As folhas da aroeira quando mascadas,
tém a funcdo de clareamento dos dentes. As cascas dos ramos da arvore quando postas em infusdo
sdo utilizadas para curtir o couro e, quando passado em redes de pesca e velas, promove 0
fortalecimento das mesmas, devido a presenca de taninos para conter 0s excessivos ataques dos
peixes & rede (LORENZI E MATOS, 2002; RIZZINI, 1995; DEGASPARI, 2004; KRUEL e
PEIXOTO, 2004).
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Os extratos de S. terebinthifolius apresentaram atividade antiinflamatéria (HERINGER,
2009; BERNARDES, 2010), cicatrizante (LORENZI E MATOS, 2008), antioxidante
(BENDAOUD et al., 2010; BOSCOLO et al., 2007; EL-MASSRRY et al., 2009) e antimicrobiana
(TONIAL, 2010; EL-MASSRRY et al., 2009; JOHANN et al., 2010; MARTINEZ et al., 1996;
MONTANARI et al., 2011). Em relacéo a toxicidade, os extratos ndo foram toxicos em estudos
agudos (JORGE et al., 2012; SILVA et al., 2010; SHARABY et al., 2009; SANTOS, 2010;
MAHMOUD et al.,, 2011; GARREC et al., 2005; ASSIS et al, 2011; MESQUITA, 2009) e
subcrénicos (AFFONSO, 2009; SILVA et al., 2010; PIRES et al., 2004; MATSUO et al., 2001).
Também néo apresentaram efeito genotoxico (JORGE et al, 2012; RUIZ et al., 1996; CARVALHO
et al., 2003; VARELA-BARCA et al., 2007).

Os estudos clinicos demostraram tolerabilidade ao extrato, de S. terebinthifolius, em
contato com a pele (SOARES et al., 2010), efeito no tratamento de vaginose bacteriana (AMORIM
E SANTQOS, 2003), lesdes benignas no Utero (SILVA et al., 2004), gastrite(SANTOS et al., 2010) e
Ulceras pépticas tipo 11 no palato (CARLINI et al., 2010).

3.3 Métodos Cromatograficos

Para autenticar uma amostra e diferencia-la das suas espécies estreitamente relacionadas,
é recomendado, por farmacopeias e monografias, comparar as suas caracteristicas macroscopicas,
microscopicas e quimicas com uma amostra de referéncia autenticada. Os estudos macroscopicos e
microscopicos requerem uma preparacao tediosa da amostra e sdo relativamente nédo especificos.
Consequentemente, esta abordagem fornece informacdes muito limitadas sobre os aspectos
qualitativos e quantitativos das ervas(GAD et al., 2013).

A impressédo digital quimica reflete a presenca de multiplos constituintes quimicos. Isto é
importante, uma vez que todos os produtos quimicos podem contribuir para a qualidade, seguranca
e eficacia de uma planta medicinal, uma vez que os efeitos terapéuticos se baseiam nas interacfes
aditivas e/ou sinérgicas de numerosos componentes (TISTAERT et al., 2011).

O avanco tecnoldgico de técnicas analiticas tem apresentado um papel importante na
elucidacdo de composi¢des quimicas complexas dos produtos de origem vegetal, com altos niveis
de sensibilidade e seletividade, possibilitando o estudo do extrato vegetal bruto, sem a necessidade
do exaustivo trabalho de isolamento. Assim, estratégias de triagem quimica tém sido desenvolvidas
através do uso de técnicas cromatograficas (RODRIGUES et al., 2006).

O emprego de técnicas cromatograficas e analiticas que permitam a separacdo e o

isolamento de substancias de um extrativo vegetal mostra-se necessario tanto para 0 conhecimento
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da composicdo quimica, do principio ativo e/ou do composto tdxico de uma planta, como também
para a determinacdo de uma substancia, ou grupo de substancias, que sirva como marcadora daquela
espécie, para controle qualitativo e quantitativo da droga, propiciando a padronizacdo do material
vegetal e produtos relacionados (DRASARA & MORAVCOVA, 2004; FAMEI et al., 2006; LIU et
al., 2007).

A cromatografia consiste em um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de
uma amostra, que sdo distribuidos em duas fases em contato intimo uma estacionaria e outra movel.
A fase mdvel carreia o analito pela fase estacionaria, e durante essa passagem os componentes da
mistura séo distribuidos de forma que cada composto é seletivamente retido pela fase estacionaria.
As diferentes modalidades de técnicas cromatograficas podem ser classificadas segundo critérios
relacionados ao mecanismo de separacdo envolvido, aos diferentes tipos de fases utilizadas e a
técnica empregada (COLLINS, 2006).

As impressOes digitais quimicas obtidas por técnicas cromatograficas sdo fortemente
recomendadas para o controle de qualidade de medicamentos a base de plantas, uma vez que podem
representar adequadamente as integridades quimicas dos medicamentos a base de plantas e dos seus
produtos (LIANG et al., 2004).

3.3.1 Cromatografia Gasosa em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCD-AE)

A cromatografia planar iniciou-se com os “desenhos” que F.F. Runge desenvolveu em
papel, na metade do século dezenove. A cromatografia em papel foi redescoberta por A. J. P.
Martin e colaboradores na metade do século vinte (COLLINS, 2009). Mas, as restricbes da
cromatografia em papel, relacionadas as limitagdes nos tipos de fase estacionaria e as dificuldades
em se ter repetibilidade entre as corridas, impulsionaram o desenvolvimento de outra técnica planar,
a da cromatografia em camada delgada (CCD) (COLLINS, 2010).

A cromatografia em camada delgada baseia-se principalmente em passos criticos
manuais: é um sistema aberto, dependente de fatores ambientais (temperatura, luz, umidade), que
podem influenciar nos dados resultantes; além disso, os resultados ndo podem ser totalmente
controlados e as analises ndo sao totalmente reprodutiveis. Em outras palavras, os dados podem nao
ser cientificamente confidveis (NICOLLET]I, 2011)

A cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCD-AE) - a CCD do século 21 -
é a Gltima evolucdo da cromatografia planar.Na moderna CCD-AE, a placa € a ferramenta central
de um complexo sistema de instrumentacdo automatica desenvolvido para controlar condicdes de

analise, para otimizar resultados reprodutiveis. Sendo um processo de varios passos, O



31

desempenhorequer dispositivos separados para cada etapa da sequéncia: aplicacdo de amostra,
desenvolvimento de cromatograma, derivatizacao, visualizacdo e documentacdo. O pleno poder da
CCD-AE vem do uso adequado, compativel e complementar, de cada dispositivo em um sistema
integrado (REICH & SCHIBLI, 2007).

Para esse fim, foram desenvolvidos sistemas que permitiram a aplicacdo mecéanica das
amostras em volumes controlados, e a secagem das manchas por um fluxo de gas, as vezes
acompanhada por um leve aquecimento do fundo da placa horizontal (BRANDT, 1972).

Assim a analise de impressdo digital por CCD-AE tornou-se uma ferramenta eficaz e
importante para conectar o perfil dos constituintes quimicos das plantas com a identidade boténica
desta, e para a estimativa de marcadores quimicos e bioquimicos (MANIKANDAN & AROKIA,
2010; RAMYA et al., 2010).

3.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido reconhecida desde o inicio da década
de 1980 como a técnica mais versatil para analise de extratos brutos sem necessidade de preparacao
complexa de amostras. Ao longo dos anos, a técnica tem se aperfeicoado em termos de velocidade
de analise, tipos de fases estacionarias empregadas, detectabilidade, aplicabilidade a uma variedade
de amostras, além da capacidade de hifenacdo com detectores espectrométricos. Colunas com
diferentes fases vém permitindo uma melhor separacdo de compostos e o desenvolvimento mais
recente inclui o emprego de colunas estaveis em uma maior faixa de pH, contendo particulas com
tamanho menores que 5 um (WU et al., 2013; WOLFENDER,2009).

As propriedades quimicas do material de enchimento e as propriedades da coluna
necessitam ser levadas em consideracdo. Muitas vezes, o uso de pH elevado é necessario a fim de se
evitar, por exemplo, a co eluicdo de picos ou o aparecimento de picos assimétricos (WU et al.,
2013).

A deteccdo de matriz de fotodiodos (DAD) fornece espectros UV e € Util para a deteccéo
de produtos naturais com cromdforos caracteristicos. Por exemplo, os polifendis podem ser
eficientemente localizados por este método porque possuem cromaéforos caracteristicos. A técnica
também tem sido aplicada com sucesso para a caracterizagdo de compostos fendlicos (ROBBINS,
2003), policetideos, alcaloides, terpenoides (LARSEN TO & HANSEN MAE, 2008) e flavondides
WOLFENDERet al., 2006).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector fotodiodo (CLAE-DAD) é uma

boa solucgdo para a determinacdo quimica, qualitativa e quantitativa, de compostos de elevado peso
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molecular e instaveis termicamente. Por CLAE-DAD podem ser analisados inUmeros compostos,
entre 0s quais, amostras ambientais (pesticidas, etc), amostras alimentares (vitaminas, compostos
fenodlicos, etc), compostos farmacéuticos (drogas de abuso, antibidticos e etc.)(JOHNSONA &
ARTHANARISWARANC, 2013).

3.3.3 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

O espectrometro de massas (EM) é um instrumento que mede a relacdo massa/carga (m/z)
de ions na fase gasosa e a abundancia de cada espécie idnica. O espectrébmetro de massas se
constitui em uma técnica importante em virtude de sua sensibilidade extremamente elevada onde
um espectro de massas completo pode ser obtido com alguns poucos nanogramas de material e ions
selecionados podem ser obtidos com poucos picogramas (VESSECCHlet al., 2011).

Desde 1952, quando foi introduzida por James e Martin, a cromatografia com fase gasosa
foi o método de separacdo destinado quase que exclusivamente, a substancias volateis, termo
resistentes e de peso molecular baixo. Com o tempo, algumas classes de substancias sem estas
caracteristicas também puderam vir a ser analisadas pela cromatografia gasosa, bastando analisa-las
em suas formas derivadas, por serem mais estaveis e volateis que em seu estado original (DE
ALSINAet al., 2007).

A cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG/EM) é, entre 0s
métodos espectrométricos, uma excelente técnica, permitindo ndo sé a identificagdo como a
caracterizacdo das substancias.

Os espectrometros de massas de baixa e alta resolucdo sé&o os dispositivos de detecgédo
universal para a cromatografia gasosa. Eles podem operar com ionizacéo por impacto de elétronsou
com ionizagdo quimica e nos modos varredura —“full scan"- para a identificacdo de substancias
desconhecidas e monitoracédo de ions para quantificacdo de uma determinada substancia. A maioria
dos aparelhos CG/EM ja conta com estas duas técnicas de ionizacdo. Estes equipamentos podem ser

ny

encontrados com analisadores do tipo "ion trap" setor magnético ou quadrupolo. Os limites de
deteccdo variam de 1 ng a 100 pg para EM com quadrupolo e na faixa de 10-100 pg para os EM
com "jon trap™ no modo varredura até a niveis bastante pequenos em pg no modo monitoragédo de
ion (PANCHU, 2007).

A cromatografia gasosa é uma técnica que possui alto poder de separacéo e resolugéo, o
que torna possivel a analise de dezenas de compostos de uma mesma amostra. Estas vantagens sao
extremamente Uteis quando combinadas com a espectrometria de massas para a identificacdo dos

analitos em estudo. Os detectores de ionizagdo em chamas (DIC) e a espectrometria de massas sao
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as técnicas mais comuns empregadas em paralelo para quantificacdo e identificagéo,
respectivamente (DEMEESTERE et al., 2008).

O método de cromatografia gasosa torna mais precisa a identificacdo de compostos
volateis, permite a quantificacdo e a verificacdo de mudancas na composicéo do 6leo essencial, que
podem ser causadas por oxidacdo, acdo de enzimas ou fermentacdo microbiana, levando a

compostos sem atividades ou toxicos (LIANG et al., 2004).

3.4 Quimiometria

A andlise de dados multivariados tem se tornado, de modo crescente, uma importante area
da quimica e de outras ciéncias. Isto sugere que a tendéncia atual do pensamento cientifico envolve
um raciocinio multivariado, principalmente devido ao desenvolvimento tecnolégico atingido neste
ualtimo século (SABIN et al., 2004).

A definicdo de quimiometria, mais comumente conhecida, diz que é uma disciplina
quimica que utiliza método matematico estatistico para planejar e selecionar condi¢fes 6timas de
medidas e experimentos, e extrair o maximo de informacgdes de dados quimicos. A disciplina surgiu
devido a automacdo dos laboratérios com o aumento significativo no nimero de instrumentos
analiticos que fornecem dados multivariados (SOUZA et al., 2013).

A quimiometria envolve a aplicacio de métodos matematicos, estatisticos e
computacionais para investigar, interpretar, classificar e fazer previsdao de conjuntos de dados de
interesse quimico, sendo atualmente considerada como uma disciplina da quimica e inserida na
grade curricular de diversos cursos de graduacdo e de pds-graduacdo em universidades brasileiras
(BRERETON, 2007).

A aplicacdo de métodos mateméticos a um conjunto de dados de natureza multivariado,
permite uma simplificagdo do mesmo no sentido de comprimir o espaco dimensional a que este esta
confinado, possibilitando dessa forma uma melhor interpretacdo e visualizacdo. Os metodos
quimiométricos podem ser aplicados em dados multivariados com os propdsitos qualitativos
(andlise exploratdria e reconhecimento de padrfes) e quantitativos (calibracdo) (PARREIRA, 2003).

Os métodos de anélise multivariada normalmente utilizados na quimiometria incluem a
analise dos componentes principais (PCA), dentre outros, que permitem a extracdo de conhecimento
atil a partir dos dados brutos, incluindo a identificacdo dos metabdlitos nas amostras, 0s metabdlitos
cuja concentragdo variam mais significativamente entre grupos de amostras, 0 agrupamento de
amostras e/ou metabdlitos por similaridade (NASCIMENTO, 2016).
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3.4.1 Analises Exploratorias

A Analise de Componentes Principais (Principal Component Analysis, PCA) é
provavelmente o método quimiométrico mais amplamente difundido, e devido a importancia das
medidas multivariadas em quimica, ela é considerada por muitos como o método que mais
significativamente muda o ponto de vista dos quimicos para a analise multivariada dos dados
(BRERETON, 2007).

E um dos métodos mais importantes utilizados na quimiometria e é a base para diversos
métodos de reconhecimento de padr@es, classificacdo e calibracdo multivariada. Normalmente, a
PCA é utilizada com o objetivo de visualizar a estrutura dos dados, encontrar similaridades entre
amostras, detectar amostras andmalas (outliers) e reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados.
A proposta da PCA é expressar as informacdes mais significativas contidas nas variaveis originais
em um pequeno numero de novas variaveis (LYRA et al., 2010).

A PCA ¢é um método que permite a reducdo da dimensionalidade através da representacéo
do conjunto de dados em um novo sistema de eixos, denominados componentes principais (PC),
permitindo a visualizacdo da natureza multivariada dos dados em poucas dimensdes. No espaco
original, as amostras sdo pontos localizados em um espago n-dimensional, sendo n igual ao nimero
de varidveis. Com a reducdo de dimensionalidade proporcionada pela PCA, as amostras passam a
ser pontos localizados em espagos de dimensdes reduzidas definidos pelas PCs, por exemplo, bi ou
tridimensionais. Matematicamente, na PCA, a matriz X & decomposta em um produto de duas
matrizes, denominadas escores (T) e pesos (P), mais uma matriz de erros (E), como mostrado na
Equacdo 1 (SOUZA, & POPPI,2012):

X=TP"+E (1)

Os escores representam as coordenadas das amostras no sistema de eixos formados pelos
componentes principais. Cada componente principal é constituido pela combinacdo linear das
variaveis originais e os coeficientes da combinacdo sdo denominados pesos. Matematicamente, 0s
pesos sdo 0s cossenos dos angulos entre as variaveis originais e 0s componentes principais (PC),
representando, portanto, o quanto cada variavel original contribui para uma determinada PC. A
primeira componente principal (PC1) é tracada no sentido da maior variagdo no conjunto de dados;
a segunda (PC2) é tracada ortogonalmente a primeira, com o0 intuito de descrever a maior
porcentagem da variacdo ndo explicada pela PC1l e assim por diante; enquanto 0S escores
representam as relagdes de similaridade entre as amostras. (SOUZA et al., 2012).
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A avaliacdo dos pesos permite entender quais variaveis mais contribuem para 0s
agrupamentos observados no grafico dos scores. Através da andlise conjunta do grafico de scores e
loadings, é possivel verificar quais varidveis sdo responsaveis pelas diferencas observadas entre as
amostras. O nimero de componentes principais a ser utilizado no modelo PCA ¢ determinado pela
porcentagem de variancia explicada. Assim, seleciona-se um numero de componentes de tal
maneira que a maior porcentagem da variacdo presente no conjunto de dados originais seja
capturada (HOLLER et al., 2009).

Assim, a primeira PC sempre explica a maior variancia dos dados, a segunda PC é
ortogonal a primeira e explica a variancia dos dados que a primeira PC nédo explicou, a terceira
componente principal, também ortogonal as outras, explica 0 maximo de variancia que a primeira e

a segunda PC’s ndo explicaram e assim sucessivamente(CARVALHO, 2015).

3.5 Investigacdo da Atividade Antimicrobiana de Droga Vegetal

As plantas medicinais tém sido o recurso tradicional mais importante do homem para
tratar infeccfes microbianas, e constituem uma importante fonte na busca de novos farmacos com
atividades terapéuticas, em especial pela crescente resisténcia dos microrganismos aos farmacos
atuais, e a aparicdo de novas especies patogenas, de origem viral ou fungica (DE ALMEIDA
FREIRES, et al., 2011).

A Schinus terebinthifolius, planta nativa da regido nordeste do Brasil, apresenta diversas
propriedades farmacologicas, como atividade antimicrobiana, antiinflamatoria e cicatrizante, que
estdo relacionadas com componentes quimicos presentes na planta, como taninos, flavondides e
triterpenos. Devido a essas propriedades, a planta apresenta um amplo emprego na medicina
popular, o que permite sua escolha em estudos clinicos, farmacoldgicos e quimicos, visando sua
confirmagéo como medicamento eficaz e seguro (SOARES, 2010).

Ap0s a descoberta da penicilina desenvolveu-se a pesquisa de substancias antimicrobianas
nos vegetais. Os alcaloides, flavonoides, isoflavondides, taninos, cumarinas, glicosideos, terpenos,
poliacetilenos e 6leos essenciais sdo compostos originarios de varias vias metabolicas. Eles tém
importancia nos mecanismos de defesa das plantas contra seus predadores, como fungos, bactérias,
virus, parasitas, insetos, moluscos e animais superiores. Essas substancias podem apresentar
também acdo antimicrobiana contra bactérias gram-positivas, gram-negativas, mycobacterium,
leveduras e fungos filamentosos (GONCALVES, 2010).

Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade antibacteriana e antifingica

dos extratos vegetais. Os mais conhecidos incluem método de difusdo em &gar, método de
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macrodiluicdo e microdilui¢do. Para determinar a CMI ou a Concentragdo Minima Inibitéria (CMI)
de extratos ativos de plantas, tem-se utilizado um metodo sensivel de microdiluicdo desenvolvido
por Eloff em 1998 (DE BONA, 2014).

A microdiluicdo utiliza microplacas com 96 pocos, com volume de meio de cultura entre
0,1 e 0,2 mL. Eloff, em 1998, utilizou a técnica de diluicio em microplacas para verificar a
atividade antimicrobiana em extratos vegetais e observou inconvenientes na técnica, tais como
celulas de alguns microrganismos que se aderiam & base do poco, enquanto as de outros
permaneciam em suspensdo. Ainda, compostos presentes em alguns extratos precipitavam, e a
coloracdo verde da clorofila em concentracdo muito alta interferia na analise.(OSTROSKY, 2008)

Diversos sdo os fatores que afetam a suscetibilidade do método de difuséo e de diluicéo,
hé assim, a necessidade do conhecimento das condigdes experimentais e padronizagdo rigorosa na
execucdo do teste. Dentre eles podemos citar a técnica aplicada, 0 microrganismo e a cepa utilizada
no teste, a origem da planta, a época da coleta, se 0s extratos foram preparados a partir de plantas
frescas ou secas e a quantidade de extrato testada. Assim, ndo existe método padronizado para
expressar os resultados de testes antimicrobianos de produtos naturais (MELIM, 2011).

Todavia, concluiu que o método de microplacas é barato, tem reprodutibilidade, é 30
vezes mais sensivel que outros métodos usados na literatura, requerem pequena quantidade de
amostra, pode ser usado para grande nimero de amostras e deixa um registro permanente (SILVA,
2012).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1. Material Vegetal

As folhas de Schinus terebinthifolius Raddi utilizadas para obtencdo do extrato vegetal

foram coletadas no més de outubro nas capitais da regido nordeste do Brasil (Quadro 2).

Quadro 2 — Locais de coleta das amostras de folhas de S. terebinthifolius.

Estado/Cidade Localizagdo
1 BA — Salvador 13000713.8”S /38030°33.2"W
2 AL — Maceid 9039’45.0”S /35042’33.1"W
3 Pl — Teresina 5001°55.97S /42048°32.2”W
4 PB — Jodo Pessoa 7008°10.47S/34050°32.3"W
5 MA - S&o Luis 2030°27.27S/44015°15.8"W
6 PE — Recife 8002°48.77S/34056°52.7"W
7 CE - Fortaleza 3045’09.875/38031°34.5"W
8 RN — Natal 5052720.975/35011°08.2"W
9 SE — Aracaju 10054°32.5”S/37004°17.7"W

BA — Bahia; AL — Alagoas; Pl — Piaui; PB — Jodo Pessoa; MA — Maranhdo; PE — Pernambuco;CE
- Ceara; RN — Rio Grande do Norte; SE — Sergipe.
Fonte: Proprio Autor.

A identificacdo botanica foi realizada por Dra. Rita de Cassia Pereira da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA). Os dados climaticos do periodo de colheita foram

obtidos do Centro de previsao de tempo e estudos climéaticos (CPETEC, 2015).

4.2 Método de Preparo dos Extratos Brutos

4.2.1 Extracdo por Turbdlise

Para as extracOes foram utilizadas folhas frescas de S. terebinthifolius pesando
aproximadamente 10 g, foi utilizada uma proporcdo droga:solvente de 1:2,empregando como
liquido extrator 4gua e etanol (80%). Para operacéo de turbélise, utilizou-se um ultra-turrax® T18
basic (IKA, modelo T-18, Frankfurt, Alemanha) na rotacdo de 11000 rpm. A extracdo foi conduzida
por 20 min. A operacéo foi realizada em quatro ciclos de 5 min com intervalos de 30 segundos para

que a temperatura ndo excedesse 35°C.
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4.2.2 Processamento dos Extratos

Apos realizacdo das operacOes de extracdo, os extratos foram filtrados e concentrados sob
pressdo reduzida em evaporador rotatério (RV10 Basic, IKA®) para eliminacdo do solvente
organico, empregando temperatura entre 40 e 50 °C. Os residuos aquosos dos extratos foram
congelados em freezer -80 °C por trés dias e em seguida liofilizados (Modelo L101, Liotop®),
originando os extratos brutos liofilizados (EB).

4.3. Analise por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia

4.3.1 Preparacdo da Amostra

Para a analise por CCD-AE, as amostras dos extratos liofilizados foram diluidas em metanol
na proporcao (Img/mL). Os padrdes de acido galico e catequina foram preparados em metanol (1
mg/mL). As analises foram realizadas empregando cromatoplacas de vidro para HPTLC de silica
gel 60 Fs4.

4.3.2 Condigdes Cromatogréficas

Aliquota de 25,0 puL de cada amostra e dos padrdes foram aplicados em forma de bandas
com 7 mm de largura, com o auxilio de sistema de aplicacdo de amostras semi-automatico Linomat
V (Camag®), munido de seringa de 100 pL (Hamilton®) e controlado por programa computacional
winCATS®. As bandas foram aplicadas em placas de aluminio revestidas com silica gel 60 Fos4, 20
x 10 cm; 250 um espessura (Merck®). A ordem de aplicacéo das amostras de S. terebinthifolius foi
a mesma descrita no quadro 1 (1- 9), seguidas pelos padrdes: acido gélico (98%, Sigma-Aldrich®),
4cido clorogénico (USP)ecatequina(96%, Sigma-Aldrich®).

As placas foram desenvolvidas em camara vertical de vidro (20 x 10 cm; Camag®)
utilizando tolueno: acetato de etila: metanol: &cido formico (75:25:10:6 v/v/v/v) como a fase movel.
A cémara foi saturada com a fase movel durante 30 min sob temperatura ambiente (25 + 2°C).
Todos os solventes empregados foram de grau P.A. (JT Baker®, USA). Apés desenvolvimento, a
placa foi seca em capela e os componentes foram visualizados sob luz UV em 254 nm. Em seguida,
a placa foi derivatizada com os reagentes NEU (difenilbdrico acido-p-etilamino éster—
difenilboriloxietilamina) + PEG (Polietilenoglicol 4000) e visualizada sob luz UV em 365 nm. Cada

analise foi realizada em duplicata. As cromatoplacas foram digitalizadas com o auxilio de
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fotodocumentadorMultiDoc-1t® (UVP®, USA) munido de fontes de radiacdo UV (254 e 365
nm),camera fotografica digital EOS 1100D (Canon® Japdo) e controlado por sistema
computacional Doc-ItLS (UVP®, USA).

4.4 Anédlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

4.4.1 Preparacgdo de Amostra

Para a analise quantitativa por CLAE-DAD dos extratos brutos, cerca de 0,0250 g de cada
amostra liofilizada foi exatamente pesada e transferida para baldo volumétrico com capacidade de
25 mL e diluidos com 20 mL de agua ultra pura. Apos dissolucao total da amostra em banho de
ultrassom durante 30 min, o volume foi aferido com agua ultra pura.

As amostras foram individualmente filtradas em membrana de fluoreto de polivideno
(PVDF) com tamanho de poro igual a 0,45 um e didmetro de 25 mm e acondicionadas em vial para

analise.

4.4.2 Condigdes Cromatogréficas

A quantificacdo do acido gélico e catequina foi conduzida em Cromatografo Liquido
(Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific®), acoplado com Detector de Arranjo de Fotodiodos
(DAD; Thermo Fisher Scientific®) e equipado com bomba binéria (HPG-3x00RS, Thermo Fisher
Scientific®), degaseificador e amostrador automético com um loop de 20 pL (ACC-3000, Thermo
Fisher Scientific®). Os dados cromatograficos foram processados com o auxilio do programa
computacional Chromeleon versdo 6.0 (3000 RS Dionex, Thermo Fisher Scientific®). O
comprimento de onda foi fixado em 280 nm, de acordo com o maximo de absor¢do observado no
espectro de varredura capturado pelo DAD. A separacdo cromatogréafica foi realizada com coluna
C18 (250 mm x 4.6 mm d.i., tamanho de particula 5 pm; Dionex®) protegida por pré-coluna (C18, 4
mm x 3.9 um, Phenomenex®). As separacdes foram realizadas com temperatura do forno da coluna
a 24 °C. A fase maovel foi agua ultra pura (A) e metanol (B) ambos acidificados com 0,05% de acido
trifluoracetico, com fluxo ajustado a 0,8 mL/min. Um programa gradiente foi aplicado como segue:
0-10min, 10-25% B; 10-20min, 25-40% B; 20-25min, 40-75% B; 25-28 min, 75-10% B; 28—
30min, 75-10% B.
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Foram injetados, separadamente, 20 pL das solucdes padrdo e solucdo amostra, e, 0s
cromatogramas foram registrados para mensurar as areas dos picos. O resultado foi expresso em %

area de &cido galico e % area de catequina.

4.5 Anédlise por Cromatografia Gasosa

4.5.1 Preparacao da amostra

O extrato bruto de folhas frescas de S. terebinthifolius, pesando aproximadamente 10 g,foi
obtido por turbolise,filtrado e submetido a um processo de extracéo liquido-liquido (1:2) utilizando
1 parte do extrato bruto para 2 partes de hexano.As amostras foram individualmente filtradas em
membrana de fluoreto de polivideno (PVDF) com tamanho de poro igual a 0,45 pum e diametro de

25 mm e acondicionadas em vial para analise e submetidas a analise por cromatografia gasosa.

4.5.2 Condigdes Cromatogréficas

Os extratos foram analisados utilizando um GC-MS Ultra, (Shimadzu, modelo GC-2010
Plus, Japao) equipado com coluna capilar Rtx-5 (30m x 0,25mm x 0,25um), gas carreador hélio,
com taxa de fluxo de 1,0 mL/min e programacéo da temperatura inicial da coluna de aquecimento
de 60°C a 200°C com uma taxa de aquecimento de 10°C/min e uma taxa de aquecimento de
20°C/min de 200°C a 280°C. O volume de injecao foi de 1,0 pl. As temperaturas do injetor ¢ do

detector foram, respectivamente, 260°C e 280°C.

4.6 Analise Quimiométrica

Os dados cromatogréficos obtidos por GC-MS foram analisados por anélise de componentes
principais (PCA). Para executar a analise PCA, cada variavel (a intensidade m/z de cada pico) foi
subtraida da média variavel. Assim, todos os resultados seriam interpretados em termos da variacédo
média. (IORGULESCU et al., 2016).

O software XCMS Online (https://xcmsonline.scripps.edu/) e o0 pré-processamento
(centrados na média) dos dados originais foram utilizados para calcular os coeficientes de
correlacdo dos padrBes cromatograficos entre amostras com base no coeficiente de correlacdo
(mediana). Foi realizada a analise de similaridade dos cromatogramas como também o coeficiente
de correlagdo foi utilizado para calcular os resultados. A classificacdo dos perfis cromatograficos foi

realizada por analise de componentes principais com o auxilio deste software.
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4.7 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

4.7.1 Avaliacéo in vitro da atividade antimicrobiana dos extratos de folhas de S. terebinthifolius

Os extratos de S. terebinthifolius foram testados na concentracdo de 1024 pg/mL até
32ug/mL e solubilizado em dimetilsulfoxido-DMSO, numa propor¢do de 10%. Para o controle de
atividade antimicrobiana foi usado Cloranfenicol (100 pg/mL) para bactérias, Nistatina (100
Ul/mL) para leveduras e Fluconazol (50 pg/mL) para fungos filamentosos. Os mesmos foram
adquiridos comercialmente da SIGMA-ALDRICH® /USA. Os ensaios de atividade antibacteriana e
antifangica foram realizados em meio liquido Caldo “Brain Heart Infusion” (Caldo BHI) para
bactérias (DIFCO LABORATORIES/France/lUSA) e RPMI 1640 para leveduras e fungos
filamentosos (SIGMA-ALDRICH® /USA). Os meios de cultura foram preparados e usados
conforme as instrucdes de cada fabricante.

4.7.2 Microorganismos

Nos ensaios para avaliacdo da atividade biologica in vitro das nove amostras de extratos de
S. terebintifolius foram incluidas as cepas de leveduras: Candida albicansATCC-76645, C. albicans
LM-108, Candida tropicalis ATCC-13803, C. tropicalis LM-7; as cepas de bactérias:
Staphylococcus aureus ATCC-13150, S. aureus LM-117, Pseudomonas aeruginosa ATCC-
25853;P. aeruginosa P-03; e as cepas de fungos filamentosos: Aspergillus flavus LM-714, A. flavus
LM-247.

As cepas foram adquiridas na Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)/RJ, e no Laboratério
de Micologia e de Microbiologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal da Paraiba. As mesmas foram mantidas em meios de cultura apropriados, Agar Nutriente-
AN para Dbactérias e Agar Sabouraud Dextrose- ASD para fungos (DIFCO
LABORATORIES/France/USA) e conservadas a 4 °C e a 37 °C, respectivamente. A suspensao dos
microrganismos foi preparada conforme o tubo 0.5 da Escala McFarland, ajustada atraves de leitura
espectrofotométrica (Leitz-Photometer 340-800), para 90% T (530 nm), correspondendo,
aproximadamente, a 10° UFC/mL (HADACECK; GREEGER, 2000; NCCLS, 2000; CLEELAND;
SQUIRES, 1991).
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4.7.3 Determinacdo das Concentrac6es Inibitéria Minima (C1M)

A determinacdo da CIM dos extratos testados foi realizada pela técnica de microdiluig&o,
com placas de microdiluicdo contendo 96 cavidades com fundo em forma de “U” (Figura 3) e em
duplicata. Nos orificios da placa, foram adicionados 100 pL do meio liquido BHI (bactérias — linhas
A-G / colunas 1-4) e RPMI (leveduras e fungos — linhas A-G / colunas 5-10). Posteriormente, 100
ML da solucdo das amostras, foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa (linha A,
colunas 1-10). As colunas 1-10, linhas B-G, foram utilizadas para avaliacdo das amostras vegetais.
Por meio de uma diluicdo seriada a uma razao de dois, foram obtidas concentracfes de 1024 pg/mL
até 32 pug/mL, de modo que na linha B da placa se encontrard a maior concentracdo e na linha G, a
menor concentracdo. Cada coluna da placa referiu-se, especificamente, a uma cepa. Foram
depositados 10 pL de cada in6culo dos microrganismos nas cavidades (Linha B, colunas 1-10). Na
linha H; coluna 1-4: controle de crescimento de bactéria; coluna 5-8: controle de crescimento
levedura e coluna 9-10: controle de crescimento fungo, foram depositados 100 pL do meio e
adicionados 100 pL de cada indculo. Na linha A, coluna 11-12foram depositados 150 pL do meio
mais 50 puL da amostra para controle de esterilidade da amostra.Na linha B, coluna 11-12 foram
adicionados 200 pL dos meios para controle de esterilidade do meio de cultura. Na linha C, coluna
11-12, foram depositados 50 pL do meio, adicionados 50 pL do solvente utilizado para o preparo da
amostra €100 pL do indculo para o controle negativo do solvente.E nas linhas D-H, coluna 12-12,
foram depositados 50 UL do meio, adicionados 50 pL dosantibidticos e 100 puL do in6culo para
controle positivo dos antibioticos.

Figura 3 - Microplaca utilizada para a avalia(;éo da CIM.
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Linhas B-G,colunas 1-10: avaliacdo da amostra vegetal. Linha H,colunas 1-4: controle de crescimento
bactéria;coluna 5-8: controle de crescimento levedura;coluna 9-10: controle de crescimento fungo. Linha A,
coluna 11-12: controle de esterilidade do meio de cultura;Linha B, coluna 11-12: Controle de esterilidade do
meio de cultura; Linha C, coluna 11-12: controle negativo solvente.Linha D-H, coluna 11-12: Controle
positivo dos antibidticos.
Fonte:https://online-shop.eppendorf.com.br/BR-pt/Puntas-tubos-y-placas-44512/Placas-44516/Eppendorf-Assay-
Reader-Microplates-PF-16863.htmlAcesso em: 10 de dezembro de 2016.
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O controle de crescimento dos microrganismos no meio de cultura foi realizado com
Nistatina (100 UIl) para leveduras; Cloranfenicol (100 pg/mL) para bactérias; e Fluconazol
(50pg/mL) para fungos filamentosos. As microplacas foram seladas e incubadasa 35 °C por 24
horas para ensaios com bactérias e leveduras e a 28 °C por 48 horas para ensaios com fungos
filamentosos. A CIM foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir visualmente o
crescimento microbiano verificado nas cavidades, quando comparado com o crescimento controle.
Para determinar a CIM bacteriana, foi adicionado 20uL de solugdo do corante resazurina a 0,01%
(INLAB). Dessa maneira, a mudanca de coloragdo (azul para vermelho) confirma o crescimento
microbiano e quando ndo ocorrer a alteracdo da cor significa a auséncia de crescimento microbiano
(MANN E MARKHAM, 1998). A CIM foi considerada como a menor concentra¢do do produto
capaz de inibir o crescimento da cepa ensaiada, verificado por uma ndo mudanca da coloragéo do
corante indicador. Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado expresso pela média
geométrica dos valores de CIM obtidas nos dois ensaios (CLEELAND; SQUIRES, 1991; ELOFF,
1998; SOUZA et al., 2007).

A atividade antimicrobiana dos produtos foi interpretada e considerada ativa ou néo,
conforme os seguintes critérios: 50-500 pg/mL= forte/6tima atividade; 600-1500 pg/mL= moderada
atividade; >acima de 1500 pg/mL= fraca atividade ou produto inativo(SARTORATTO et al., 2004;
HOUGHTON et al.; 2007).



RESULTADOS E DISCUSSAO



46

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta, tratamento e caracterizacao de Schinus terebinthifolius Raddi.

Préaticas ndo convencionais de saude, tais como acupuntura e fitoterapia tem ganhado espaco
de modo a complementar as terapias medicamentosas alopaticas. Isso se deve ao fato das plantas
medicinais apresentam baixo custo e facil acesso em contrapartida aos medicamentos sintéticos que
s&o vistos como caros e agressivos ao organismo. O Brasil possui destaque por ter um tergo da flora
mundial sendo considerado a maior reserva de produto natural com acdo fitoterapica do planeta
(OMS, 2016)

O Ministério da Saude vem investindo no uso da fitoterapia como complemento para 0 SUS
considerando a biodiversidade do Brasil e a melhoria da satde da populacdo. Diversos programas
de fitoterapia tem sua implantacéo incentivada pelas politicas publicas com o objetivo de facilitar o
acesso da populacdo, de forma segura, as plantas medicinais/fitoterapicos (SANTOS et al, 2011).

A Schinus terebinthifolius Raddi, popularmente conhecida por aroeira, pertencente ao bioma
Caatinga e Mata Atléantica, apresenta interesse cientifico por seu grande potencial terapéutico.
Estudos quimicos e farmacol6gicos tem mostrado que o extrato de aroeira possui efeitos
antiinflamatérios e cicatrizante. (ANDRADE, 2016).

Neste estudo, as folhas de S. terebinthifolius foram coletadas em outubro de 2015. De acordo
com CPETEC (2015), durante os meses de setembro a novembro, a maior parte da regido Nordeste
esteve em sua estacdo seca, predominando o periodo de estiagem e os totais acumulados de chuva
foram baixos, entre 25 mm e 100 mm, no norte do Piaui e na maior parte dos Estados do Ceara, Rio
Grande do Norte e Paraiba.

Para a avaliacdo das amostras foram utilizadas folhas de Schinus terebinthifolius Raddi,
coletadas nos estados da Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio grande do Norte,
Ceara, Maranh&o e Piaui. Foi utilizado como critério de escolha das areas de coleta locais onde o
material vegetal estivesse sendo utilizado pela populacdo e/ou empresa de medicamento fitoterapico
para producéo de produto fitoterapico.

Os critérios de qualidade para insumos farmacéuticos de origem vegetal sdo importantes para
garantir a manutencdo da eficacia do produto final, principalmente devido a complexidade na
composicao destas matérias-primas e as variacoes ligadas a complexidade quimica, as condi¢des de
cultivo e coleta do vegetal, métodos de extracdo, secagem e condi¢cdes de armazenamento. Estes
fatores aumentam a dificuldade dos processos de avaliagdo e enfatizam a importancia da realizagéo
de um rigoroso controle de qualidade em todas as etapas do processo (BARNI et al., 2009).
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Do processo de colheita ao produto final os marcadores quimicos desempenha um papel
importante na avaliacdo da qualidade do fitoterapico. O estudo de marcadores se aplica na area de
pesquisa na autenticacdo de uma espécie vegetal, otimizacdo de métodos de extracdo, etc. Assim, a
quantidade de um marcador quimico é um indicativo da qualidade do medicamento fitoterapico.
(BONOMINI, 2013).

A extracdo € a etapa inicial para obtencdo do fitoterapico a partir da droga vegetal. O processo
de extracdo deve considerar o método, a relacdo planta-solvente, a facilidade operacional e o gasto
de tempo. No processo de extracdo ocorrem: a lixiviagdo de substancias solUveis de células
rompidas e a dissolucdo e difusdo das substancias sollveis das células intactas. (COUTO, 2010).

Os derivados de droga vegetal foram obtidos de folhas frescas de S. terebinthifolius pelo
processo de extragdo por turbdlise resultando em um extrato bruto etandlico, conforme metodologia
descrita no item 4.2.

De acordo com Falkenberg e colaboradores (2010) a utilizacdo de material vegetal fresco
pode ser indispensavel para deteccdo de alguns componentes especificos, visto que seu emprego
traz a vantagem de evitar a presenca de substancias provenientes do metabolismo de fenecimento
vegetal.

Os extratos foram obtidos por turbolise onde as partes vegetais sdo submersas em solvente
frio e submetidas a elevadas forcas de cisalhamento cuja extracdo ocorre simultaneamente com a
reducdo do tamanho da particula, onde o consequente rompimento das células favorecem a rapida
dissolucdo das substancias resultando em tempos de extracdo da ordem de minutos e o quase
esgotamento da droga (SIMOES, C., 2010).

A vasta distribuicdo de S. terebinthifolius, a frequente utilizacdo na medicina popular, o
potencial terapéutico confirmado em estudos pré-clinicos e o conhecimento fitoquimico desta
espécie vegetal, incitam o estudo tecnoldégico como matéria-prima farmacéutica. O presente estudo

contribui para o controle de qualidade desta espécie.

5.2 Perfil quimico obtido por cromatografia em camada delgada de classes metabdlicas
presentes nos extratos brutos de S. terebinthifolius

Para andlise do perfil quimico dos extratos brutos foi utilizada a técnica de cromatografia em
camada delgada de alta eficiéncia (CCD-AE), cuja analise foi desenvolvida conforme metodologia
descrita no item 4.3. Procurou-se avaliar os componentes presentes nos derivados de droga vegetal
obtidos, quanto a separacdo de seus componentes pela migracéo diferencial das substancias sobre a

camada adsorvente da cromatoplaca.
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O sistema cromatografico adotado na triagem dos extratos de S. terebinthifolius permitiu a
deteccdo de bandas cromatograficas caracteristicas de acido galico e catequinaconfirmadas pela
adicdo de padrbes de referéncia essas classes metabdlicas sdo tipicas de compostos fendlicos,
caracterizadas por coloragdes que variam do laranja-esverdeado ao amarelo (NUNES et al., 2009).

As bandas obtidas foram caracterizadas neste estudo sob radiacdo UV em 254 nm antes da
derivatizacdo, e em 365 nm apoés derivatizacdo com reagente NEU + PEG. Em seguida, os valores
de Fator de Retencdo (Rf) foram calculados e comparados com os padrdes utilizados (Figura 4)

Figura 4 - Determinacdo do perfil cromatografico por CCD-AE de folhas de S.
terebinthifolius.

a)

b)

a) Placa antes da derivatizacdo; b) Placa ap6s derivatizacdo com reagente NEU + PEG; amostras:
Al-A9; PdAg: Padrdo de &cido géalico; PdAc: Padrdo de acido clorogénico e PdC: Padrdo de
catequina.

Fonte: Dados da pesquisa.
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O perfil cromatografico revelou bandas de acido galico e catequina em todas as amostras (1-
9) confirmadas com adi¢do dos padrdes de acido galico e catequina, e apresentaram valor de Rf
para o acido galico 0,22 e para a catequina Rf 0,83. Dado semelhante foi registrado na literatura por
Braz e colaboradores (2011) utilizando padrao de &cido gélico (Rf=0,20) e de catequina (Rf=0,81),
na identificacdo de metabolitos presentes no extrato de aroeira. EI-Massry e colaboradores (2009)
também confirmam a presenca de compostos fendlicos nas folhas identificados como: acido
caféico, acido cumarico, acido elagico, acido galico e catequina.

Foi adicionado padrdo de acido clorogénico que apresentou uma banda cromatografica de
coloracdo fluorescente azul e Rf de 0,51. Porém ndo foi observada a presenca deste marcador na
amostra.

Nas cromatoplacas, ap0s derivatizacdo, o acido galico apresentou banda de coloragéo
laranja, e a catequina coloragéo laranja-esverdeada. Considerando esta metodologia, a derivatizacdo
com NEU seguido de PEG e a subsequente visualizacdo em 365 nm foi apropriada para deteccdo
das bandas.

Nesse estudo, a CCD-AE foi essencial na observacdo da uniformidade e intensidade das
bandas relacionadas aos compostos presentes nos extratos brutos de S. terebinthifolius. Apos
derivatizacdo em 365 nm, bandas correspondentes aos padrées foram evidenciadas em todos o0s
extratos, sendo a banda correspondente ao acido galico de coloracéo laranja e Rf 0,22 e a catequina
coloracdo laranja-esverdeada e Rf 0,83.Adicionalmente, os perfis tipicos das diversas amostras
apresentaram diferengas quanto a intensidade de bandas observadas.

As diferentes amostras de S. terebinthifolius apresentaram perfil fitoquimico tipico de
polifenois. Considerando os diferentes locais de coleta das plantas, as variacbes observadas na
intensidade das bandas podem ser devido aos fatores ambientais. Fatores como: diferentes locais de
coleta, variacdes de clima, diferentes condigdes de solo, idade ou estagio de desenvolvimento do
individuo, disponibilidade de &gua e radiagdo incidente podem afetar a composi¢do quimica das
plantas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A combinacdo tolueno: acetato de etila: metanol: acido formico (75:25:10:6) como fase
movel da analise de CCD-AE resultou em bandas bem separadas e simétricas, sendo possivel
estabelecer perfis quimicos tipicos dos extratos de S. terebinthifoius. Os perfis de CCD-AE
apresentaram comportamento semelhante, com intensidade de bandas variavel, sugerindo
similaridade de contetudo quimico, porém em concentracGes diferentes.

Dessa forma, o perfil qualitativo obtido com o auxilio da técnica de CCD-AE e as condicdes
estabelecidas para anélise foram adequadas para a identificacdo de acido gélico e da catequina no
extrato bruto de S. terebinthifolius.
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5.3 Perfil quimico obtido por CLAE-DAD nos extratos brutos de S. terebinthifolius

Para analise dos extratos brutos foi utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE-DAD), cuja analise foi desenvolvida conforme metodologia descrita no item 4.3.

Empregou-se para analise do perfil quimico dos extratos brutos a técnica de cromatografia
liqguida com detector por arranjo de fotodiodo (CLAE-DAD). A condicdo cromatogréfica utilizada
em razdo da polaridade dos componentes de interesse utilizou gradiente de eluicdo empregando
agua ultrapura (A) e metanol (B), acidificados com 0,05% de &cido trifluoracético para ajuste do pH
e prevencao da ionizacdo dos grupos hidroxila promovendo maior eficiéncia de separacdo, com
fluxo 0,8 mL/min e gradiente de eluigdo de 0-10 min, 10-25% B; 10-20 min, 25-40% B; 20-25
min, 40-75% B; 25-28 min, 75-10% B; 28-30 min, 75-10% B.

A analise por CLAE/DAD permitiu a separagdo dos constituintes quimicos presentes nos
extratos de folhas de S. terebinthifolius. Foi utilizado como parametro qualitativo a leitura do
intervalo no tempo de retencdo (t) no cromatograma das amostras analisadas. O cromatograma
desenvolvido para o extrato de S. terebinthifolius detectou grupos metabdlicos com tempo de
retencdo (t), variando de 3,5 a 23,5 min.

Conforme caracteristica fenolica apresentada pelo extrato, o &cido galico e catequina foram
utilizados como marcadores da espécie. Os cromatogramas foram monitorados a 280 nm com
tempo de analise cromatografica de 23,5 minutos (Figura 5).

Figura 5-Cromatogramas e espectros de varredura correspondentes ao acido galico (a) e a
catequina (b).

Fonte: Dados da pesquisa.
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Foi possivel visualizar nos cromatogramas (Figura 6) regides caracteristicas dos padrdes nas
nove amostras de S. terebinthifolius, os tempos de reten¢des ocorreram no intervalo entre 5,8 e 6,2
min correspondendo a presenca do acido galico (6,043 min); e entre 11,5 e 12,5 min, a presenca da

catequina (11,873 min).

Figura 6 - Perfil Cromatogréafico obtido por CLAE-DAD das amostras dos extratos de folhas de S.
terebinthifolius.

it W 11

Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com os perfis cromatograficos obtidos e areas de pico observadas na Tabela 1 é
possivel assegurar que 0s extratos correspondentes as amostras 1 (BA) e 2 (AL) apresentaram maior
concentracdo do acido galico. Os extratos referentes as amostras 3 (Pl), 4 (PB), 5 (MA), 6 (PE), 7
(CE), 8 (RN) e 9 (SE) foram aqueles que apresentaram maior concentragéo de catequina. Os picos
que correspondem aos marcadores apresentam-se bem definidos e isolados dos demais picos. Os

perfis quimicos obtidos por CLAE-DAD para o0 extrato bruto estdo representados no apéndiceA.
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Tabela 1-Areas de pico de 4cido gélico e catequina obtido por CLAE-DAD em amostras das folhas

de S. terebinthifolius.

Area (%)

Amostra Acido galico Catequina
Salvador - BA 5,55 (£0,73) 1,56 (£1,02)
Maceio- AL 3,10 (x0,62) 1,95 (+1,48)
Teresina - Pl 1,96 (£1,41) 3,42 (£0,75)
Jodo Pessoa - PB 1,41 (x0,62) 4,11 (x1,12)
Séo Luiz - MA 1,26 (x1,20) 2,42 (x1,04)
Recife - PE 1,33 (+1,38) 3,20 (£1,11)
Fortaleza - CE 2,21 (+0,84) 5,88 (+£0,94)
Natal - RN 1,38 (x1,03) 3,49 (x1,03)
Aracaju - SE 2,48 (£1,22) 3,32 (+1,52)

Os dados foram expressos como area média (desvio padrdo relativo). BA: Bahia; AL: Alagoas; PI: Piaui; PB:
Paraiba; MA: Maranhdo; PE: Pernambuco; CE: Ceard; RN: Rio Grande do Norte; SE: Sergipe.
Fonte: Dados da pesquisa.

Pilan e colaboradores (2011), em um estudo para avaliar o teor e a composi¢do quimica do
derivado de droga vegetal de populacGes de S. terebinthifolius, observaram em suas anélises uma
grande variabilidade em relacdo ao teor de Oleo e a composicdo quimica entre as populacdes,
evidenciando a importancia do quimiotipo de interesse para uma determinada acao farmacologica.

Com a justificativa de que muitas das atividades da S. terebinthifolius s&o atribuidas aos
polifendis que pertencem a sua constituicdo estrutural, Queires e colaboradores (2006)
quantificaram as substancias fendlicas totais. Os autores observaram uma distribuicao irregular dos
compostos entre os 6rgdos da planta, sendo que dentre 0s Orgaos vegetativos da planta, as folhas
apresentaram a maior concentracdo de compostos fendlicos, o que demonstra a importancia da
utilizacdo da amostra correta da arvore para a obtencdo de determinada atividade e na identificacdo
de compostos do metabolismo secundario.

De acordo com Lucio (2000), os resultados da triagem fitoquimica constituem uma
orientacdo e devem ser interpretados junto com os resultados da atividade farmacoldgica, pois
quando uma planta revela uma acdo durante uma triagem farmacolégica e presenca de grupo de
substancias na triagem fitoquimica, é provavel que a acdo farmacoldgica seja devida a fracdo da
substancia ou associacdo delas, corroborando assim para a importancia do controle de qualidade

bioldgico.
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5.4 Relacdo entre cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCD-AE) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a arranjo fotodiodo(CLAE-DAD)

Atualmente CCD-AE ¢ frequentemente usada como uma alternativa para CLAE por causa
de sua simplicidade, precisdo, custo-eficacia e rapidez (WASIM AKTAR et al., 2008).Na CCD-AE
a impressao digital € apresentada com boa precisdo em um menor tempo sendo considerada uma
opcao racional para satisfazer a necessidade de uma avaliacdo de qualidade. (PAWAR et al., 2011).

A CLAE éa tecnica analitica mais popular na ciéncia da separacdo e é considerada como o
padrdo na autenticacdo de medicamentos e fitoterdpicos, devido a sua precisdo, sensibilidade e
reprodutibilidade. Entretanto, alguns fatores encarecem as analises por CLAE como: alto custo
instrumental, tempo analitico relativamente longo e grande consumo de solventes organicos
utilizados nas analises. Assim, o método de cromatografia de camada delgada é considerado um dos
métodos de autenticacdo fundamentais pelas Farmacopeias Chinesas e Europeias (SHERMA,
2012).

Neste estudo, os dados cromatograficos obtidos por CCD-AE e por CLAE-DADforam
comparados por meio dos sinais dos marcadores e demonstraram em CCD-AE na cromatoplaca a
presenca de manchas confirmadas pelos padrdes de &cido gélico e catequina, e em CLAE areas de
pico do &cido galico (intervalo 5,8-6,2 min) e da catequina (intervalo 11,5-12,5 min), assim
confirmando a presenca destes compostos por ambas as técnicas cromatogréaficas (Figura 7).

O estabelecimento de impressfes digitais quimicas por CCD-AE e CLAE-DAD como
pardmetro de qualidade demonstra relevancia na investigacdo de materiais vegetais, a técnica de
cromatografia liquida, que € mais sofisticada, confirmou os dados obtidos por CCD-AE, sendo esta,
neste estudo, uma alternativa para CLAE. Segundo Wong e colaboradores (2014), a
reprodutibilidade das impressdes digitais quimicas obtidos por CCD-AE sugerem que 0S
cromatogramas poderdo ser empregados em estudos de classificagdo e quantificacdo a partir de
bancos de imagens digitalizadas.

Os avangcos recentes na cromatografia em camada delgada, especialmente o
desenvolvimento de cromatografia em camada fina de alta eficiéncia (CCD-AE), tornaram-na uma
alternativa atraente para o controle de qualidade de medicamentos a base de plantas. A CCD-AE
oferece vérias vantagens sobre os métodos analiticos convencionais devido aos seus méritos de
confiabilidade, simplicidade, flexibilidade, tempo analitico rapido, baixo custo de operacéo, baixo
consumo de solvente organico e a possibilidade de analisar numerosas amostras simultaneamente
(WONGet al., 2014).
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Figura 7 - Cromatogramas obtidos por CCD-AE (a) e CLAE-DAD (b).
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Fonte: Dados da pesquisa.

A impressdo digital cromatografica otimizada ndo € apenas uma ferramenta analitica
alternativa para autenticacdo, mas também uma abordagem para expressar 0s varios padrdes de
compostos quimicos distribuidos nas drogas a base de plantas. Na CCD-AE a analise de impressdo
digital tornou-se a ferramenta mais potente para o controle de qualidade de medicamentos a base de

plantas por causa de sua simplicidade e confiabilidade. Ela pode servir como uma ferramenta para
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identificacdo, autenticacdo e controle de qualidade de drogas a base de plantas (RAM MAUJI et
al.,2011).

Assim, a andlise por CCD-AE e CLAE-DAD foi util na separagdo e identificagdo de
polifenois em folhas de S. terebinthifolius, tornando possivel separar e identificar os compostos de
interesse. Foi possivel demonstrar que todas as amostras apresentaram resultado positivo para a

presenca do acido galico e catequina, confirmando a presenca destes compostos fenolicos.

5.5 Caracterizagdo dos extratos das folhas de Schinus terebinthifolius por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometro de massas e analise quimiométrica

As plantas foram coletadas em outubro de 2015. De acordo com a CPETEC, durante 0s
meses de setembro a novembro, a maior parte da regido Nordeste esteve em sua estagcdo seca,
exceto nos estados do Piaui, Maranh&o e oeste da Bahia (CPETEC, 2015). Cromatogramas para as
amostras sdo apresentados na Figura 8. A analise qualitativa dos cromatogramas mostrou pequena

diferenca entre os perfis quimicos, em especial para 0s picos majoritarios.

Figura 8 - Perfis cromatogréaficos de amostras de S. terebinthifolius referentes a coletas realizadas
nos estados.
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Fonte: Dados da pesquisa.

A analise por cromatografia gasosa permitiu a separacao e identificacdo dos componentes
volateis, onde os que apresentaram maiores concentragdes foram a-pineno, limoneno, careno e

felandreno(Tabela 2), além dos componentes majoritarios citados, os extratos também apresentaram
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o myrceno, d-elemeno, A-cubeno, y-cadineno ¢ a-copaeno. O limoneno é 0 componente de maior
concentracdo nas amostras BA, Pl e MA, o careno nas amostras AL, PE, SE, PB e RN e o
felandreno na amostra CE. Embora o a-pineno ndo tenha sido o de maior concentracéo ele esta
presente em todas as amostras podendo este ser um pico padrdo de referéncia.

Os principais compostos identificados para as amostras utilizadas neste estudo mostram
semelhanca qualitativa com os dados anteriormente relatados na literatura para as folhas de S.
terebinthifolius. Jamal e Agusta (2001) na india, em seu estudo sobre as folhas da planta detectaram
3-careno, a-pineno, B-pineno, o-felandreno, d-limoneno, sabineno, p-cimeno, B-cimeno, B -
elemeno, isociarileno, a-cubeno.

No Zimbabue, Gundidza et al. (2009) detectou em folhas da planta o a-pineno (30,27%),
canfeno (0,58%), p-mirceno (6,60%), B-pineno (7,96%), mirceno (1,63%), a-felandreno (9,76%), a-
terpineno (0,77%), sabineno (40,66%), trans-p-ocimeno (0,30%), y-terpineno (0,77%) e 3-
ciclohexen-1-ol (0,61%).

Tabela 2 - Principais componentes identificados por GC-MS na amostras de S. terebinthifolius.

Area (%)
Locais de coleta . .

o-Pineno Limoneno Careno Felandreno
BA - Salvador 16,02 + 0,06 77,27 +0,03 -- --
AL - Maceio 20,66 £ 0,02 12,36 + 0,01 53,80 £ 0,02 4,76 +0,03
Pl - Teresina 5,36 + 0,05 30,06 +£ 0,01 1,71 +£0,01 14,07 + 0,04
PB - Jodo Pessoa 3,40 + 0,06 496 +0,01 4752 + 0,04 3,42 +0,01
MA - Sdo Luis 452 + 0,05 44,17 + 0,01 2,11 +0,01 16,14 + 0,04
PE - Recife 16,97 + 0,02 6,23 + 0,02 61,11 + 0,03 3,46 + 0,01
CE - Fortaleza 6,01 £ 0,02 22,83 + 0,04 22,38 +£0,04 27,80 + 0,02
RN - Natal 17,55 + 0,03 -- 46,33+ 0,04 11,30 + 0,04
SE - Aracaju 16,49 + 0,05 -- 66,58 + 0,03 4,82 +0,03

Os valores representados nas tabelas sdo médias sd (desvio padrdo N = 3).

-- = nao detectado.

Fonte: Dados da pesquisa.

A variabilidade dos principais componentes das amostras coletadas nos estados da regido
nordeste do Brasil pode estar relacionada aos microclimas de cada regido, uma vez que o contetdo
de metabdlitos secundarios de plantas medicinais pode variar dependendo de varios fatores como
sazonalidade, periodo circadiano, idade, desenvolvimento da planta, disponibilidade de nutrientes e
agua no solo (CZELUSNIAK et al., 2012).
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Estudo realizado por Barbosa (2007)o teor de 0leo nas folhas de S. terebinthifolius mostra
algumas pequenas mudancas ao longo de um ano, essas alteraces foram geralmente insignificantes.
O teor de dleo atingiu um pico (0,65-0,69%) entre marco e setembro, e subiu (0,45-0,55%) entre
outubro e fevereiro, 0 que coincidiu com a floracéo e frutificacdo. O 6leo extraido dos ramos de
folhas sem flor apresentaram a-pineno, felandreno, myrceno, 6-elemeno, y-cadineno e a-copaeno,

coincidindo com os resultados encontrados neste estudo.

A aplicacdo de técnicas quimiométricas proporciona a interpretacdo de dados com melhor
qualidade, permitindo a classificacdo e discriminacao entre as amostras (ZENG et al., 2014).

Para verificar o grau de similaridade entre as amostras, os dados foram processados por
analise de componentes principais (PCA) para identificar grupos formados que possuem as mesmas
caracteristicas cromatograficas. Os perfis cromatograficos obtidos foram organizados em uma
matriz de dados contendo 36 linhas (amostras) e 882 variaveis (fragmento de ion e tempo de
retencdo combinado, m/z - tempo) e ap6s o pré-tratamento de alinhamento dos picos, 0s
cromatogramas foram avaliados por Anélise de Componentes Principais (PCA).

A andlise dos componentes principais foi aplicada para avaliar os dados dos compostos
determinados por CG-EM, reduzindo o numero de dimensdes do conjunto de dados sem a perda de
informagdes relevantes, para se obter um menor numero de novas varidveis (componentes
principais) que facilite a interpretacdo dos dados. A analise forneceu uma representacdo dos
agrupamentos de dados que permitiu a identificacdo de valores semelhantes entre as amostras. O
Componente Principal 1 (PC1) explicou 57% da variancia total dos dados e 0 componente principal
2 (PC2) explicou 19%. Assim, o grafico PC1 X PC2 representa a variancia de 76% dos dados, ou
seja, apresenta o conjunto de dados obtidos em funcdo da média aritmética dos pontos (Figura 9).

Desta forma, pontos proximos no grafico representam amostras com caracteristicas semelhantes.



Figura 9-Gréfico de scores dos dados de GC-MS a partir de amostras de S. terebinthifolius.
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Os dados foram normalizados entre -0,2 e +0,2, tanto para PC1 como para PC2, a Figura 2

mostra que em PC1 h& agrupamento das amostras Pl e MA em valores de scores positivos e da

amostra BA em valores de scores negativos. Analisando as amostras em PC2, € possivel observar as

amostras de PB, RN e CE em valores de scores positivos; e as amostras SE, PE e AL em valores de

scores negativos. Na Figura 2 pode-se observar a formagéo dos grupos A, B e C que ocorreu em

virtude das semelhancas entre amostras pertencentes a cada um deles.

Observando o grafico de loadings (Figura 10), que fornece a variavel que influencia a

formacdo dos grupos, podemos explicar a construcdo dos principais componentes (PC1 e PC2)

através da similaridade entre as amostras. E, consequentemente, a projecdo das amostras no grafico
de scores (PRADO et al., 2012).
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Figura 10-Grafico de loadings (PC1 versus PC2) das amostras de S. terebinthifolius.
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Fonte: Dados da pesquisa

De acordo com a Figura 10 que apresenta o grafico de loading para o modelo, observamos
que o fragmento de agrupamento para area do primeiro quadrante é 93 m/z com tempo de reten¢do
de 4 min, caracteristica de felandreno; no segundo quadrante 68 m/z com tempo de retengdo de 6
min, caracteristica do limoneno e no terceiro quadrante 92 m/z com tempo de retencdo de 5 min,
caracteristica do careno.

Assim, as amostras do grupo A (RN, PB, SE, PE, AL), B (CE) e C (PIl, MA, BA) séo
agrupadas pela presenca de careno, felandreno e limoneno, respectivamente.

Dessa forma, o grafico de dispersdo fornecido pelo PCA foi uma ferramenta importante,
uma vez que permitiu comparar e explorar dados complexos e multivariados projetando as amostras
em um gréafico bidimensional onde o cromatograma foi tratado ndo como um conjunto de quaisquer
picos, mas como um Unico sinal multivariado, facilitando comparagdes entre eles. Assim, é possivel
assumir que a andlise quimiométrica de componentes principais (PCA) foi uma abordagem

adequada para verificar a semelhanca entre amostras.
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5.6 Avaliacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) pelo método de microdiluicdo em
placas da atividade antimicrobiana dos extratos de folhas Schinus terebinthifolius Raddi

Os testes de microdiluicdo em placas foram realizados conforme descritos na metodologia
para a avaliacdo da atividade antimicrobiana noitem 4.7. As amostras avaliadas foram representadas
pelos extratos de S. terebinthifolius obtidos conforme a metodologia descrita no item 4.2.

Os resultados dos ensaios para avaliar a atividade biologica dos nove extratos (técnica de
microdiluicdo) sobre bactérias e fungos estdo registrados na Tabela 3. Todos os extratos nas
concentragdes testadas de 1024 a 32 pg/mL ndo produzira inibigdo sobre o crescimento das cepas
de bactérias e de fungos.

Tabela 3 - Resultados da avaliacdo da Concentracdo Inibitoria Minima de extratos contra cepas de
microorganismaos.

O
O
3 2 18 | 22| 2. | 282 |g3a5
bomb) | 28 23| 00 BT ISE( 35 58 2l
< g o < < | © m m
Q
1 + + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + + +
3 + + + + + + + + + +
4 + + + + + + + + + +
5 + + + + + + + + + +
6 + + + + + + + + + +
7 + + + + + + + + + +
8 + + + + + + + + + +
9 + + + + + + + + + +
Meio de cultura - - - - - - - - - -
Micro-organismo + + + + + + + + + | +
Antibacteriano - - - N U R
AntifGngico | - | memm | oemm | - - - - - - -

Fonte: Dados da pesquisa.
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O fato de ndo ter ocorrido atividade inibitoéria em funcdo da concentracdo (CIM), dos
derivados vegetais avaliados, frente ao crescimento dos micro-organismos testados, indica que nao
houve atividade antimicrobiana nesta concentracdo, o que ndo quer dizer que a amostra vegetal ndo
tenha atividade contra 0os micro-organismos testados em concentracdes superiores a esta (SALVI,
2013).

Ainda que o extrato tenha apresentado pouca ou nenhuma atividade este desempenho pode
ser explicado pelas condi¢Oes experimentais empregadas em cada estudo, tais como: quantidade de
extrato, solvente utilizado na obtencdo da solucdo extrativa, método de extracdo, estagio de
desenvolvimento do individuo, assim como a origem geografica do material vegetal (FERREIRA,
2012).

Freire e colaboradores (2010), verificou atividade antibacteriana da aroeira contra o S.
mutans na concentragdo 3,125 mg/mL (3125 pg/mL), estando a tintura em uma concentracéo inicial
de 10%. Frente a L. casei, foram obtidos resultados mais satisfatorios, posto que a Aroeira foi capaz
de inibir o crescimento bacteriano numa concentracdo de 1,562 mg/mL (1562 pug/mL).

Alves e colaboradores (2009) avaliaram a acdo antimicrobiana in vitro do extrato
hidroalcodlico da aroeira sobre Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sobrinus,
Streptococcus sanguis e Lactobacillus casei, verificando atividades bacteriostatica e bactericida do
produto sobre os microrganismos testados. Além disso, também exerceu acdo antifingica sobre
Candida albicans, Candida tropicalis e Candida krusei.

Salvi Junior (2013) em estudo realizado com extratos brutos diclorometanicos (EBd) e
etanolicos (EBet) obtidos de folhas de S. terebinthifolius, relata que, o EBet, obtido pelo método de
extracdo soxlet apresentaram atividade inibitoria em fungdo da concentracdo contra C. albicans
(CIM 312 pg/mL), seguido dos extratos, EBd obtido por soxlet que apresentou atividade contra C.
albicans e S. mitis (CIM 625 ng/mL); EBet ¢ EBd obtidos por maceragdo, que apresentaram
atividade contra C. albicans (CIM 625 ug/mL).

Estudo realizado por Lopes (2016), o Oleo essencial extraido das folhas de S.
terebinthifolius, na concentracdo de 512 pg/mL, inibiu o crescimento de 75% das cepas fungicas
demonstrando uma atividade moderada. As cepas de C. tropicalis (ATCC-13803 e LM-6) foram
resistentes ao referido 6leo essencial. Dentre as cepas bacterianas, apenas S. aureus ATCC-25923 e
S. aureus M-117 apresentaram sensibilidade ao produto, onde a CIM foi de 512ug/mL
demonstrando uma atividade moderada. As cepas bacterianas que apresentaram resisténcia foram S.
aureus LM-197, P. aeruginosa ATCC-25853, A-03 e LM-260.
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Tabela 4 — Sintese de trabalhos publicados sobre concentragdo inibitéria minima com a droga

vegetal S. terebinthifolius.

Freire et al., 2010.

S. mutantis

3.125 pg/mL

L. casei

1.562 pg/mL

Tintura

Séa Junior, 2016.

P. aeruginosa

S. aureus

200.000 pg/mL

Extrato aquoso

Menezes et al., 2016.

C. albicans; C. krusei; C. glabrata;
tropicalis.

N&o apresentou atividade

Extrato aquoso

Silva, 2015.

C. albicans

1000 pg/mL

S. aureus; E. coli; S. enteritidis

N&o apresentou atividade até a
concentracao de 2000 pg/mL

Oleo essencial

Lopes, 2016

A.flavus

512 pg/mL

C. tropicalis; P. aeruginosa

Né&o apresentou atividade

Oleo essencial

Salvi JUnior, 2013.

C. albicans 312 ug/mL EBet/soxlet
C. albicans; S. mitis 625 ug/mL EBd/soxlet
C. albicans 625 ug/mL EBet;EBd/maceracéo

Estudo realizado por Sa Janior e colaboradores (2016), a analise do extrato aquoso, de S.

terebinthifolius demonstrou atividade antimicrobiana sobre Pseudomonas aeruginosa e

Staphylococcus aureus na concentragdo de 200 mg/mL (200000 pg/mL).

O extrato aquoso de S. terebinthifolius ndo demonstrou propriedade antifungica in vitro

frente as cepas

tropicalis(MENEZES, et al., 2016)

Candida albicans,

Candida krusei,

Candida glabrata e

Candida

O oOleo essencial de S. tereinthifolius apresentou moderado potencial antifungico frente a
Candida albicansATCC 10231 CIM = 1 mg/mL (1000 ug/mL), e nenhuma atividade contra as
cepas bacterianas Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 11775 e Salmonella
enteritidis ATCC 13076, até a concentracdo de 2 mg/mL (2000 ug/mL) (SILVA, L.R.A., 2015).

Tais estudos sugerem que extratos vegetais apresentam um grande potencial para sintese de

moléculas com atividade antibacteriana.
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6 CONCLUSAO

Nas impressOes digitais obtidaspor Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia
(CCD-AE) e por Cromatografia Liquida acoplada a detector fotodiodo (CLAE-DAD), para as
diferentes amostras de extratos das folhas de S. terebinthifolius, foi possivel associaras areas de pico
obtidas por CLAE-DADcom as bandas observadas nos cromatogramas de CCD-AE ressaltando o
perfil de taninos e flavonoides.

A analise por CCD-AE das folhas deS. terebinthifoliusapresentou impressdes digitais
convencionais com o sistema solvente selecionado e pode ser utilizada como referéncia para a
identificacdo e controle de qualidade desta espéciecomo uma ferramenta farmacognostica na
identificacdo desta planta medicinal. A vantagem da CCD-AEé a rapidez e a possibilidade de
analisar muitas amostras ao mesmo tempo sob as mesmas condi¢Ges cromatograficas.

Os perfis cromatograficos obtidos por CG-EM tiveram os dados tratados por analise de
componentes principais (PCA). Esta anélise possibilitou investigar a similaridade dos componentes
quimicos presentes nas amostras de folhas de S. terebinthifolius de diferentes estados do nordeste
brasileiro.

Na analise de impressdes digitais de amostras de S. terebinthifolius, foi possivel identificar
0s componentes majoritarios e detectar as variagcbes na composi¢do quimica das amostras.

Na correlagdodo grafico de scores com o de loadings obtidos a partir da combinacao de PC1
x PC2, foi possivel observar a separacdo das amostras em 3 grupos. O grupo A formado pelos
estados de RN, PB, SE, PE, AL, grupo B formado pelo estado do CE e o grupo C formado pelos
estados de PI, MA, BA apresentaram respectivamente careno, felandreno e limoneno. Estes
marcadores influenciaram na formacéo dos grupos por similaridade. Assim, pode-se afirmar que as
plantas pertencentes a0 mesmo grupo sdo semelhantes porque apresentam os mesmos metabdlitos
secundarios.

O modelo obtido com a anélise de componentes principais (PCA) foi eficaz na interpretacdo
dos dados analisadosrevelando a correlagcdo das impressfes digitais de uma variedade de plantas da
espécie S. terebinthifolius € uma abordagem promissora para comparagdo entre amostras de

diferentes estados da regido nordeste do Brasil e avaliagcdo da qualidade quimica.

A partir dos resultados obtidos na anélise da concentracdo minima inibitoria (CIM) foi
possivel observar que, nas condigdes experimentais deste estudo (1024 pg/mL a 32 pg/mL), os
extratos de S. terebenthifolius ndo apresentaram atividade inibitoria antimicrobiana (CIM) frente
aos microorganismos testados: cepas de leveduras: Candida albicans ATCC-76645, C. albicans
LM-108, Candida tropicalis ATCC-13803, C. tropicalis LM-7; as cepas de bactérias:
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Staphylococcusaureus ATCC-13150, S. aureus LM-117, Epidermidis ATCC- 12228, Pseudomonas
aeruginosa ATCC- 25853; P. aeruginosa P-03; e as cepas de fungos filamentosos: Aspergillus
flavus LM-714, A. flavus LM-247.

O fato de ndo ter havido CIM né&o significa que a amostra vegetal ndo tenha atividade.
ConcentragOes superiores as testadas podem apresentar atividade. Estudos relatados sobre atividade
antimicrobiana de S. terebinthifolius apresentaram pouca ou nenhuma atividade, na concentracao
entre 1024ng e 32 ng, devendo ser observadas outras condigdes experimentais no que diz respeito
ao método de extracdo, solventes utilizados e etc.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A importancia pelo estudo de S. terebinthifolius decorre do seu amplo emprego de
indicacdes terapéuticas pela populacéo, a qual utiliza a casca do tronco para tal finalidade, podendo
vir acarretar impacto ambiental, relacionada a coleta incorreta do material vegetal, o que pode vir a
suprimir a existéncia da espécie, assim surge o interesse em se estudar o extrato obtido de folhas.

Os dados apresentados neste trabalho demonstraram que o perfil quimico obtido de folhas de
S. terebinthifolius, apresentaram zonas cromatograficas fluorescentes por CCD-AE caracteristicas
dos polifenois da classe dos flavonoides e taninos. Confirmados por CLAE-DAD que quantificou o
acido galico e a catequina nos nove exemplares obtidos nos estados nordestinos.

Na identificacdo dos constituintes quimicos dos nove extratos por CG-EM houve
predominancia monoterpénica do limoneno, a-pineno, careno e felandreno. A analise
quimiomeétrica de componentes principais agrupou os estados por similaridade sendoo grupo A
formado pelos estados de RN, PB, SE, PE, AL, o grupo B formado pelo estado do CE e o grupo C
formado pelos estados de PI, MA, BA apresentaram respectivamente careno, felandreno e limoneno
como marcadores que influenciaram no agrupamento, podendo-se afirmar que as plantas
pertencentes a0 mesmo grupo sdo semelhantes porque apresentam 0s mesmos metabdlitos
secundarios.

Os extratos brutos obtidos a partir de folhas frescas de S. terebinthifolius, numa proporgéo
droga:solvente de 1:2, liquido extrator etanol (80%), extraidas por turbdlise, concentrados sob
pressdo reduzida, congelados e liofilizados foram submetidos a avaliacdo da concentracao inibitoria
minima (CIM) dos pelo método de microdiluicdo em placas.Os resultados dos ensaios nas
concentragdes testadas de 1024 a 32 pug/mL ndo produziram inibicdo sobre o crescimento das cepas
de bactérias e de fungos. Indicando que ndo houve atividade antimicrobiana nesta concentracdo, o
que ndo significa ndo tenha atividade contra 0os micro-organismos testados em concentragdes
superiores.

Como perspectiva propde-se estudo sazonal que possa avaliar a concentragdo dos marcadores
quimicos nos diferentes meses do ano. Andlise microbioldgica de extratos obtidos por diferentes

métodos de extracdo e em concentracdes entre 1024 a 32 pg/mL e superior a estas.
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APENDICE A - Cromatogramas Obtidos por Cromatografia em Camada Delgada de Alta
Eficiéncia (CLAE) dos Extratos de S. terebinthifolius.

Figura 1 - Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado na BA - Salvador.

Sample Name: Aroeira Folha_ A1 Imjection Volume: 20,0
Vial Number: BA1 Channel: uv_Vvis_2
Sample Type: unknown Wavelength: 280.0
Control Program:  Aroeira MET2 Bandwidih: 4
CQuantif. Method:  Aroeira Dilution Factor: 1.0000
Recording Time:  16/01/2016 10:14 Sample Weight: 1,0000
Run Time (min): 32,00 Sample Amount: 1,0000
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JnALl WWLZ280 nm
] RELh
2504
200
150-] -24.627
100 13 L 24,350
50 ! -9.090 6 -13.017 -2B.74F _26.310
25,563 '
4 0810 lhss 714399 25,85 4 180 2878470
0 e
-50 N L AL A B — T ¢ “1
0,0 5.0 10,0 15,0 20,0 25,0 32,0
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAlU  mAU min Yo
1 5,05 n.a. 57,271 6,679 10,12 n.a. BMB
2 6,56 n.a. 28,406 3,663 5,55 n.a. BMB
3 9,29 n.a. 4,581 0,597 0,90 n.a. BMB
4 9,61 n.a. 9,941 1,363 2,06 n.a. BMB
5 11.09 n.a. 5,533 1,028 1,56 n.a. BMB
6 13.02 n.a. 40137 6,501 9,85 n.a. BMB
7 14,59 n.a. 11,367 2,702 409 n.a. BMB
8 16,46 n.a. 2,865 0,578 0,88 n.a. BMB
9 16,77 n.a. 7,566 1,165 1,76 n.a. BMB
10 20,95 n.a. 2,671 0,559 0,85 n.a. BMB
11 2248 n.a. 15,693 2,766 419 n.a. BMB
12 23,75 n.a. 37,321 6,390 9,68 n.a. BMB
13 24 35 n.a. 44 008 5,241 7,94 n.a. BMB
14 2463 n.a. 36,377 2,994 453 n.a. BMb
15 24,96 n.a. 38,863 10,119 15,33 n.a. bMb
16 25,07 n.a. 15,345 4,267 6,46 n.a. bMB
7 25,96 n.a. 17,695 1,916 2,90 n.a. BMb
18 26,31 n.a. 33,101 5,356 8,11 n.a. bMB
19 26,85 n.a. 9,590 1,026 1,55 n.a. BMB
20 277 n.a. 11,418 1,110 1,68 n.a. BMB
Total: 429,750 66,020 100,00 0,000

Fonte: Dados da pesquisa



Figura 2 - Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado em AL - Maceio.

Sample Name: Aroeira Folha_ A2 Injection Volume: 20,0
Vial Number: BAZ Channel: Uv_vIs_2
Sample Type: unknown Wavelength: 280.0
Control Frogram:  Aroeira MET2 Bandwidth: 4
Cuantf. Method:  Aroeira Dilution Factor: 1,0000
Recording Time:  16/01/2016 10:48 Sample Weight: 1.0000
Run Time (min): 32,00 Sample Amount: 1.0000
250 Aroeira Folha Fabicla 140916 #33 Aroeira Folha A2 AQ _L.IV VIS 2
AL WWL:280 nm
] 16 - 24, BE7
200
150
T 1-4,740
: N3 -24,423
100 |
] 13 423,987
: AF2ingge 5.,
4 1
SD_. 2 - 5,043 Fesee
] 3-11.873 7_45527 - 26 563
] W. 1 -28.520
0 : —
B B R L SR L A L R ALY LR T T T T T o
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 3z2.0
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU  mAU*min %o
1 4,74 n.a. 131,365 13,987 11,13 n.a. BMB
2 6.04 n.a. 33,755 3,898 3,10 na. BMB
3 11.87 n.a. 16,268 2,445 1,95 n.a. EME
4 13,31 n.a. 4,851 0,687 0,55 n.a. EME
5 14,67 n.a. 2,249 0,566 0.45 n.a. EME
6 15,26 n.a. 2,954 0,501 0,40 n.a. BMb
7 15,53 n.a. 12,751 1,860 1,48 n.a. bMB
8 19,53 n.a. 4,193 0,816 0,65 n.a. EME
9 21,38 n.a. 9,977 1,730 1,38 na. BMB
10 22,23 n.a. 13,239 2,872 229 n.a. EME
11 2268 n.a. 10,703 1,658 1,32 n.a. EME
12 23,61 n.a. 9,956 1,324 1,05 n.a. EME
13 24,00 n.a. 37,624 4,620 3,68 n.a. BMb
14 2419 n.a. 11,568 0,963 0,77 n.a. bMB
15 2442 n.a. 15,636 1,281 1,00 n.a. BMb
16 24 87 n.a. 159,873 70,052 55,74 na. bMB
17 2558 n.a. 21,808 1,871 1.49 n.a. EME
18 25,90 n.a. 52,961 4,963 3,95 n.a. EME
19 26,56 n.a. 5,990 0,560 0.45 n.a. EME
20 26,84 n.a. 58,286 5,694 453 n.a. EME
21 28,52 n.a. 3,992 3,354 2,67 n.a. EME
Total: 620,000 125674 100,00 0,000

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 3 - Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado em PI - Teresina.

Sample Name: Aroeira Folha_ A3 Injection Volume: 20,0
Vial Number: BA3 Channel: Uv VIS 2
Sample Type: unknown Wavelength: 280.0
Control Program:  Aroeira MET2 Bandwidith: 4
Cluantif. Method:  Aroeira Dilution Factor: 1,0000
Recording Time:  16/0172016 11:22 Sample Weight: 1,0000
Run Time (min): 32,00 Sample Amount: 1,0000
250 Aroeira Folha_Fabicla_140916 #36 Aroeira Folha_ A3 AQ uw s _2
JmAL WhL:280 nm
. 16 - 24,867
200+
150
i 15 - 24,417
100+ 1-47132
204
0|
ST — T * T " " ] " vt T T T ™
0.0 5.0 15,0 20,0 250 320
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU  mAU*min %
1 4,71 n.a. 88,424 9,334 863 na EMB
2 599 n.a. 18,885 2,119 1,96 na EMBE
3 8.55 n.a. 9.763 1,168 1.08 na EMB
4 9,14 n.a. 2,999 0,524 048 na EMB
5 11,78 n.a. 21,844 3,700 342  na BMB
6 12,72 n.a. 3.2 0,651 060 na EMB
7 13,21 n.a. 4,504 0,659 0.61 n.a. EMB
8 1545 n.a. 14,909 2,207 204 na EMB
9 19,43 n.a. 4,125 0,816 075 na EMB
10 21,34 n.a. 11,759 1,979 1,83 na BMB
11 22,16 n.a. 14,482 2,573 238 na EMB
12 22,66 n.a. 12,075 1,909 1,77  na EMBE
13 23,59 n.a. 12,291 1,714 1.59  na EMB
14 24,18 n.a. 16,530 1,898 1,76 na. EMB
15 2442 n.a. 13,918 1,100 1,02 na BMb
16 24,87 n.a. 149,927 66,532 61,54 na. bMB
17 25,58 n.a. 25,043 2,162 200 na BEMb
18 25,74 n.a. 13,726 0,999 092 na bMb
19 25,90 n.a. 13,415 1,416 1,21 n.a. bMB
20 26,56 n.a. 7,144 0,844 078 na BMEBE
21 26,84 n.a. 11,791 1,105 1,02  na EMB
22 28,51 n.a. 3,222 2,694 249 na. EMBE
Total: 474,006 108,105 100,00 0,000

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 4 - Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado na PB - Jodo Pessoa.

Sample Name: Aroeira Folha_ A4 Injection Volume: 20,0
Vial Number: Bad Channel uv vis 2
Sample Type: unknown Wavelength: 280.0
Control Program:  Aroeira MET2 Bandwidth: 4
Quantif. Method:  Aroeira Dilution Factor: 1,0000
Recording Time:  16/01/2016 11:56 Sample Weight 1,0000
Run Time {min): 32,00 Sample Amount: 1,0000
gpg_Aroeira Folha Fabiola_140916 #12 Arceira Folha_ A4 AQ v vIs_2
JmaALl WWVL:280 nm
250—: 15 - 24,990
] |
200+ |
150 |
] 4|-24.443
100+
. 1-4,837 |
50 V| 16-26,093
B §-12,273 '3-' 11101!:?-26,93?
4 -8,953 8- 16,000
2-6,21 i 10 -
i : -8.69%6T ?-13,255‘ 9 - 16,917 )
o] _,LM| lT'J"JI"“""M I1I‘AT"""“'“"'I"I'!| L e Jﬂv};‘ﬂ ll"_—\h_
-50 j R D e | T
0,0 5.0 10,0 15,0 20,0 250 320
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU  mAU*min Yo
1 4,84 n.a. 72,597 8,104 659 na BEMB
2 6,21 n.a. 15,057 1,704 1,41 n.a. BEMB
3 8,67 n.a. 7,516 0,912 0,75 na BMb
4 8,95 n.a. 19,052 2,523 208 na bMB
5 9,57 n.a. 4,531 0,841 089 na BEMB
6 12,27 n.a. 33,274 4,935 4.1 n.a. BEMB
7 13,26 n.a. 4,959 0,877 0,72 na BEMB
] 16,00 n.a. 20,515 3,269 270  na BEMB
9 16,92 n.a. 3,175 0,526 043 na BEMB
10 21,87 n.a. 12,945 2,303 190 na BEMB
11 22,92 n.a. 9,729 1,299 1.0/ na BMb
12 23,15 n.a. 9,269 1,213 1,00 na bMB
13 24,02 n.a. 17,344 2,515 208 na BEMB
14 24 44 n.a. 33,093 3,758 310 na BMb
15 2499 n.a. 176,753 77572 6403 na bMB
16 26,09 n.a. 33,438 6,410 529 na BEMB
17 27,00 n.a. 23,813 2.3 193 na BMB
Total: 497072 121,153 100,00 0,000

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 5 - Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado no MA - Séo Luis.

Sample Name: Aroeira Folha_ AS Injection Volume: 20,0
Vial Number: BAS Channel: Uv vis 2
Sample Type: unknown Wavelength: 280.0
Control Program:  Aroeira MET2 Bandwidth: 4
Quantif. Method:  Aroeira Dilution Factor: 1,0000
Recording Time:  16/01/2016 11:30 Sample Weight: 1,0000
Run Time {min): 32,00 Sample Amount: 1,0000
qap_Aroeira Folha Fabiola_140916 #15 Arosira Folha_ AS AQ U s _2
Jmall WWL:280 nm
12 -24,830
100 ﬂ
75 ] ||
20— |I
_ 1-4,680 1&1*31'1!?&5:300
25—_ n \'\\l 14 - 26, 767
4-11,650 - 23,340
: | 2- 59433 8,437 || 5-15,283 A3 1——\\
U E— Mw—“ﬁ*—*—"ﬂw"r””‘"’”“rﬁ “H“"‘—'“r"“‘f —
20 R N N e | e
Do 5.0 10,0 15,0 200 250 320
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount  Type
min mAlU  mAU min %
1 4,68 n.a. 25,791 2,746 394  na BMB
2 5,94 n.a. 7,990 0,879 1,26 na BMB
3 8,44 n.a. 5,805 0,713 102 na BMB
4 11,65 n.a. 10,679 1,681 242 na BMB
5 15,28 n.a. 4,983 0,752 108 na BMB
6 21,15 n.a. 5,619 0,961 138 na BMB
7 2192 n.a. 5,330 0,929 133 na BMB
] 2245 n.a. 5,031 0,310 1,16 na BMB
9 2339 n.a. 4,256 0,562 0,61 na BMB
10 2372 n.a. 14,557 2137 307 na BMB
1 2407 n.a. 4,950 0,582 0,84 na BMb
12 24,83 n.a. 93,581 53,659 708 na bMB
13 2580 n.a. 15,512 2,316 333 na BMB
14 26,77 n.a. 9,266 0,584 1,27 na BMB
Total: 213,371 69,611 100,00 0,000

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 6 - Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado em PE - Recife.

Sample Name: Arceira Folha_ A6 Injection Volume: 20,0
Vial Number: BAG Channel: Uv _vis 2
Sample Type: unknown Wavelength: 280.0
Control Program:  Aroeira MET2 Bandwidith: 4
Quantif. Method:  Aroeira Dilution Factor: 1,0000
Recording Time:  16/01/2016 12:04 Sample Weight 1,0000
Run Time (min): 32,00 Sample Amount: 1,0000
app_~reeira Folha Fabiola_140915 #18 Arceira Folha_ AG AQ U VIS 2
JmAU WWL-280 nmj
] 19 - 24,790
250
200+
150
100 2-4.847
504
] 5-8.323 7 -11.510
] 5. 132515123
ol PR _—
50 T T T — ]
0,0 5.0 10,0 15,0 20,0 25,0 320
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAl  mAU*'min %Yo
1 4.09 n.a. 5,550 0,608 0,46 n.a. BMB
2 4 65 n.a. 90,565 9,592 7,26 n.a. BMB
3 5.B8 n.a. 16,623 1,760 1,33 n.a. BMB
4 8.08 n.a. 6,638 0,683 0,52 n.a. BMB
5 8,32 n.a. 25,004 3,093 234 n.a. BMB
6 8,93 n.a. 6,400 1,026 0,78 n.a BMB
T 11,51 n.a. 26,123 4,226 3,20 n.a. BMB
8 13,38 n.a. 2,262 0,517 0,39 n.a. BMB
9 15,12 n.a. 11,974 1,721 1,30 n.a. BMB
10 19.01 n.a. 3,939 0,708 0.54 n.a. BMB
1" 19.41 n.a. 3,742 0,591 0.45 n.a. BMB
12 21,01 n.a. 13,954 2,383 1,80 n.a. BMB
13 21,73 n.a. 9,234 1,667 1,26 n.a. BMB
14 2233 n.a. 15,815 2,570 1,95 n.a. BMB
15 23,28 n.a. 12,932 1,677 1,27 n.a. BMB
16 23,56 n.a. 11,192 1,639 1,24 n.a. bMB
17 23,986 n.a. 20,497 3,023 229 n.a. BMB
18 2428 n.a. 20573 1,912 1,45 n.a BMB
19 2479 n.a. 182,593 86,427 65,43 n.a. BMB
20 2546 n.a. 13,964 1,102 0,83 n.a. BMB
21 2576 n.a. 21,505 2,083 1,58 n.a. BMB
2 2647 n.a. 6,798 0,678 0,51 n.a. BMB
23 26,74 n.a. 25378 2407 1,62 n.a. BMB
Total: 553,256 132,092 100,00 0,000

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 7- Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado no CE - Fortaleza.

Sample Name: Aroeira Folha_ AT Injection Volume: 20,0
Vial Number: BAT Channel: Uv_VIs_ 2
Sample Type: unknown Wavelength: 280.0
Control Program:  Aroeira MET2 Bandwidth: 4
Cluantif. Method:  Aroeira Difution Factor: 1,0000
Recording Time:  16/01/2016 12:38 Sample Weight: 1,0000
Run Time (min): 32,00 Sample Amount: 1,0000
200 Arpeira Folha_Fabiola_140916 #21 Aroeira Folha_ AT AQ uv_vis_2
Jm Al WWL280 nm
250 20 - 24,767
200
150
] 51-24,353
100+
] 1 -4,700 .
] 6 - 11,690 | 24.030
50+ . 2;5&25.31?
0 S
B L e B S L S B I L S S S RS S A DL R rpm,
0,0 2,0 10,0 15,0 20,0 250 32,0
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU  mAU*min o
1 4,70 n.a. 73,045 7,810 6,32 n.a. BMB
2 597 n.a. 25,146 2,730 221 n.a. BMB
3 8,23 n.a. 5,082 0,544 0,44 n.a BMB
4 8,48 n.a. 13,026 1,514 1,23 n.a BMB
5 9,10 n.a. 4,959 1,093 0,88 n.a BMB
6 11,69 n.a. 4T 380 7,270 5,88 n.a BMB
7 1263 n.a. 2,499 0,573 0,46 n.a BMB
8 13,09 n.a. 6,947 1,067 0,86 n.a. BMB
9 1357 n.a. 3,016 0,651 0,53 n.a. BMB
10 15,06 n.a. 4,053 0,676 0,55 n.a. BMB
11 15,31 n.a. 9,914 1,363 1,10 n.a. BMB
12 19,25 n.a. 6,045 1,121 0,91 n.a. BMB
13 21,18 n.a. 11,840 1,946 1,57 n.a. BMB
14 2195 n.a. 18,581 3,327 2,69 n.a. BMB
15 2249 n.a. 12,218 1,918 1,55 n.a. BMB
16 2343 n.a. 10,469 1,429 1,16 n.a. BMB
17 2377 n.a. 8,394 1,038 0,84 n.a. BMB
18 2409 n.a. 13,085 1,844 1,49 n.a. BMB
19 24 35 n.a. 10,220 0,967 0,78 n.a. BMB
20 2477 n.a. 165,525 79,253 64,14 n.a. BMB
21 2582 n.a. 21,793 4,810 3,69 n.a. BMB
22 26,79 n.a. 6.601 0.616 0.50 n.a. BMB
Total: 479,840 123,570 100,00 0,000

Fonte: Dados da pesquisa



Figura 8- Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado no RN - Natal.

Sample Name: Aroeira Folha_ A8 Injection Volume: 20,0
Vial Number: BAG Channel: uv vIs 2
Sample Type: unknown Wavelength: 280.0
Control Program:  Aroeira MET2 Bandwidth: 4
Quantif. Method:  Aroeira Dilution Factor: 1,0000
Recording Time:  16/01/2016 13:12 Sample Weight: 1,0000
Run Time {min): 32,00 Sample Amount: 1,0000
200 Aroeira Folha_Fabiola_140916 #24 Aroeira Folha_ A8 AQ U Vs 2
_m.ﬁ.U WWL:28D nm
i 11 -24 973
T !
. I
150 ‘
100
: \'u - 24387
50—
i 1-4,803 \
| ) k% -26,070
i - 12,130 :1 13 - 26,987
] | 2-8,1474 ggag fl 5-15,843 If-?,‘, -
1 o ! i _ﬁ_rl!lrM“—”"“l'l MUY Y WP Y N
:G ] T T T T I T T T T I T T T T T T T T T T T I T T T T I-Ir"”rI
0,0 =0 10,0 15,0 20,0 250 320
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAl  mAU min %
1 4,80 na. 38,722 4 236 492 na BMB
2 6,15 na. 10,412 1,191 1.3 na BMB
3 8,83 na. 6,053 0,773 090 na BMB
4 12,13 na. 19,605 3,004 349 na BMB
5 15,64 na. 6,077 0,939 1.09 na BMB
6 2175 na. 10,2371 1,789 208 na BMB
7 2273 na. 6,850 1,049 1.22  na BMb
8 23,06 n.a. 8,479 1,292 1.50 na bMB
9 2397 na. 9,794 1,447 1.68 na BMEBE
10 24 39 n.a. 30,938 3,591 417  na BMb
11 24 97 na. 135 B46 62 745 72,91 n.a. bMB
12 26,07 na. 17,020 3,151 366 na BMB
13 2699 na. 8,723 0,857 1.00 na BMB
Total: 308,691 86,063 100,00 0,000

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 9- Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado em SE - Aracaju.

Sample Name: Aroeira Folha_ A9 Injection Volume: 20,0
Vial Number: BR9 Channel: Uv vis 2
Sample Type: unknown Wavelength: 280.0
Control Program:  Aroeira MET2 Bandwidth: 4
Quantif. Method:  Aroeira Dilution Factor: 1,0000
Recording Time:  16/01/2016 13:56 Sample Weight: 1,0000
Run Time {min): 32,00 Sample Amount: 1,0000
jap_Aroeira Folha Fabiola_140916 £27 Aroeira Folha_ A3 AQ VIS _2
m ALl WAL:280 nm
1 11-25,120
150 |
100
10 -24,773
50
15110 4 § 545 58T
| }; {mjs 26,470
| | |'|2 -6,683 '|3 13;2_‘1:,@”15,55” s-Hs0 i 145 J87/9833
- _,T_N',J_J L S M—'\_,Jdl—lr—ﬂ‘l"&r—\_r\—\.lll_llr- __u,_.m,,_!'“_lllk.r- .
- min
-20 Y N I L D e
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 250 320
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAlU  mAU min %
1 511 n.a. 36,025 4,313 688 na BEMB
2 6,68 n.a. 11,719 1,556 248 na BEMB
3 13,22 n.a. 12,782 2,085 332 na BEMB
4 14,80 n.a. 3,666 0,859 137 na BEMB
5 16,99 n.a. 6,719 1,171 186 na BMB
B 2281 n.a. 8,524 1,564 252  na BMB
7 2404 n.a. 6,119 0,648 103 na BEMb
8 2422 n.a. 6,217 0,652 1.04 na bMB
9 24 54 n.a. 15,523 1,687 269 na BMB
10 2477 n.a. 13,195 1,065 1,70 na BEMb
1 25,12 n.a. 110,149 41431 6597 na bMb
12 2559 n.a. 10,132 1,064 1,73 na bMB
13 2647 n.a. 17.451 3,389 540 na BMB
14 26,98 n.a. 5,659 0,619 099 na BEMb
15 27,32 n.a. 5,599 0,659 105 na bMB
Total: 270,679 62,808 100,00 0,000

Fonte: Dados da pesquisa
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APENDICE B - Cromatogramas Obtidos por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM) dos Extratos de S. terebinthifolius

Figura 1 - Cromatograma obtidodos extratos de S. terebinthifolius coletado na BA - Salvador.

A PefaM

ALUS ENVELD) M L

Instituto de Pesquisa em Farmacos & Medicamentos da Universidade Federal da Paratba
Umdade de Caracterzagio e Andlise (UMICAL | wwwufpbbripefim | umcal@ltfufpblbr | 112015
Avqurve; EABOOO0L gzd / Data: (4/11/2015

Cromztografo Gasoso acoplado a Espectrometro de Massas: Modelo: GEME-QP2010 Ul | Marea: Shinmdzn
Cohma: merea: KT-5M5 capilar (3% Dipherd / 95% dmmethy] polysiloxans)
Tamanho: 30 m (conprmento) | (.25 nm de Dhdmefro Inferno / 0.25 um df

Chromatogram FABO0D0T C\GCMSsolution' Detasocrates'a_dados|geral FABO0001. qad
TIC

1,009,502 @

/433X

Pl = =

]

Ly i,
IIII|IIII|II'I|IIIIIIIII”III|IIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|III|IIIIII|IIIIIII|I|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII

il £l 10 80 80 o 10 120 130 40 130 160 170 178
Imn

Peak: Repart TIC
Peal B Tme 1 Tme ETme Areal  Area%|Name Baemz
1 4312 4290 4400 829655 16.)2] 1B- alpha -Pmene 0310
1 b1 5583 5680 4001748 77.27|Limonens 68.10
] 10,884 10.840 10830 170203 3.29| Copaene 119.10
4 12375 12330 12420 177484 3 43| Cubebene <hetz-- 16115
SIT8101| 10000

Fonte: Dados da pesquisa



Figura 2 - Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado em AL - Maceio.

A IPeFa

AL EviELILAMEN [0S

Instrtuto de Pesquisa em Farmacos & Medicamentos da Universidade Federal da Paraba
Umidade de Caractenzagio e Andlise / UMICAL | wewnfobbripefinn | uncal@ltfudpbbe | 112013
Arquive: FAB0OD02 qzd / Diata: (471112015

Cromatografo Gasoso acoplado a Espectrometro de Massas: Modelo: GCMS-QP2010 Ula | Marca: Shimaden
Colna: marea: KTX-3MS caplar (3% Diphemyl / 95% dunethyl polysiloxans)
Tamarho: 30 m (conprmento) / .25 mm de Dismetro Infern / 0.25 wm df

(hrowmatogzam FABO000? C:GOMSsolution Data socrates\a_dados geral FABO00D? gz

TC
1,699,125 g
:
it
A T S PR s —
IIII|IIII|III|IIII|I I|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII
40 5.0 6.0 70 80 90 100 10 120 130 140 IS0 160 170 179
i

Pegk Repart TIC
Peal B_Time 1 Time F Time Area|  Area%|Name Base mz
l 4335 4280 4403 1305206 2066|1R- alpha -Pmene 93.10
2 5.008 44970 5060 407613 645 | Myroena 41.10
3 5279 5.240 5325 300527 4 76| Phellandrene <alpha-= 9305
4 5378 5325 5430 3399502 53.30|Bievelo[4.1.0Jhept-3-eme. 3.7, 7-mmethn]- (19 93.10
3 5.560 5.525 5600 122896 1.94| Benzene, |-methy-2-{1-methyletin)- 119.10
] 5631 5600 5670 783214] 1239 D-Limonens 6810
6318938  100.00

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 3 - Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado em PI - Teresina.

& PeFar

AUUS EMEDICAMENT O

Instituto de Pesquesa em Farmacos e Medicamentos da Univerndade Federal da Paratha
Unidade de Caractenzagio e Analise | UNMICAL | wowufpbbripefaim | unical @ltfufpbbr | 112013
Arqurve: FABIO003 qzd / Data: (4/11/2015

Cromztografo Gasoso acoplado a Espectrometro de Massas: Modalo: GCMS-(F2010 Utz | Marea: Shimadey

Coluna: marea: RTH-MS eapilar (3% Diphermy] / 95% dimethy] polyailoyane)
Tamarhe: 30 m (conprmento) / 023 nm de Dizmetro Intemno /.25 m df

Clwomutogram FABOD003 C:/GCMSsolution Data socrater'a_dados'geral FAB0ODO3.qzd
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Peak Report TIC
Peal B Time 1 Time F Time Area|  Area|Name Base m'z
1 434 42490 4393 531861 5.36| 1R- alpha -Pnene 93.10
2 5.279 5230 5335 1356448|  14.07|Phellandrene <alpha-- 23.10
3 537 5315 5420 168579 1.71|3-Carene 93.10
] 5.633 5.590 5735 33TR021]  36.06| Limonens 68.10
3 10.283 10233 10333 475904 4 80| Elemene =delz-= 12110
f 10.886 10,840 10830 215226 2.17| Copaeme 119.10
7 11.073 11013 11123 1228431 12.38| Cyelohexans. 1-athemyl- 1 -methy-2 4-his(]-ms 8110
] 12381 12330 12443 1861377  18.78| Cadmene <Famma-» 161.15
] 12588 12333 12,640 465235 4.69| Cycloheans, 1-sthemyl- | -methyl-){l-metindd 12110
9072032 10000

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 4 - Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado na PB - Jodo Pessoa.
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Instituto de Pesquisa em Famacos & Medicamentos da Universidade Federal da Paratba
Unidade de Caractenzagio e Andlise (UNMICAL | wowufpbbripefamn | uncal@ltfufphbr | 112013
Arquive: FAB0ODM.qzd / Data: (4/11/2015

Cromatografo Gasoso acoplado a Expectrometro de Massas: Modalo: GCMS-QP2010 Ultra | Marea: Shimsdzn
Cohana: merea: RTX-IMS caplar (3% Diphemyl / 95% dimetind polyzilowane)
Tamanho: 30 m (conprmenta) / 23 mm de Dizmefro Inferno (0,25 1m df

Chromatogram FABODO04 C:\GCMSzoluhon Data\socrates's_dados|zeral FAB0O004.q2d
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Peak Report TIC
Peal® B Tme 1 Tme FTme Area|  Areas|Name Baem'z
1 4333 4283 4393 384538 340| I alphz Pinene 0310
2 5.008 4960 5063 558491 5.29| Myreene 41.05
i) 5.280 5240 5313 38aR36 342 | Phellandrene = glphs.» 0303
4 3382 338 5433 3381335 47.52[Bievelof4.1 (Jhept-3-eme, 3.7 7-rmetnl-, (13 93.03
3 535 5530 5600 116879 103 | Benzens, 1-methyl-2-(1-methylathl)- 119.10
f 5630 5600 5673 561504 4 94| D-Lomonene 68.10
7 6520 6473 6.563 178125 1.57| Bievelo[4. 1. 0]hept-2-ane, 3.7, 7-nmefln]- 12110
] 10283 10230 10335 480251 424 Flemene <deltz-> 12110
] 1L.072 11015 11125 1003363 436 Cyclohexans, | -athemyl- |-mathyl-2 4-is(]-mg 8103
10 12380 12320 12440 1867594]  1649|Cadmene < pammz 16110
11 12386 12340 12423 36420 3.2 Cyclohexare, |-ethemyl- |-mathd-2{l-methrly 12110
11323646 10000

Fonte: Dados da pesquisa



Figura 5 - Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado no MA - Séo Luis.
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Instrtuto de Pesquisa em Fanmacos e Medicamentos da Universidade Federal da Paraiba
Unidade de Caractenzagio e Andlice (UNICAL | womrufpbbripefann | unieal@litfufpbbe | 112015
Arquive: FABOO0S qed / Data: 04/11/2015

Crometografo Gasoso acoplado a Espectrometo de Massas: Modelo: GOWE-QF2010 Ul | Marea: Shomadzn

Cohna: merea: BT330S caplar (5% Diphemd / 95% dimethy] polvalovans)
Tamanho: 30 m (comprmento) / 025 mm de Dhametro Infemno / .23 wmm df

Chromatozzam FABOO0OS C:\GCMSsolution Data soerates'a_dadosgeral FABOODOS qad
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Peak Report TIC

Peakz F_Tme I Time FTme Ara|  Areas|Name Bazamz

1 434 4283 4395 406093 4.52|1R- aipha -Pmene 93.05

2 5.280 530 5335 1449725) 1614 Phellandvene <3lphs-> 93.03

3 33 5335 3420 189576 211| Careme <dalta-3-> 93.10

4 5.560 3525 5.593 132129 1.47| Benzene, 1-metiyl-2(1-metiryletin - 119.10

3 5636 5.595 5735 967044 4417 D-Limonene 68.10

g 10.284 10233 10.340 413270 4.71| Flemens = delfz-> 121.10

7 11.071 11.015 11.125 623959 £.95 | Cyelohexane. 1-athermyd-1-methy-2 4-bns(]-mg 8103

8 12.380 12313 12433 1393532 1334 Cadmene = gamm-> 16113

g 12587 12335 12,640 393703 438 | Cyclohexane, 1-sthenryl-1-methnd-2{l-metinly 12110

8981053| 100.00

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 6 - Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado em PE - Recife.
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Tnstiten de Posquiia am Farmoces o Madicamentee da Univemidads Fedarl da Pardba
Unidads do Caracrezizacio o Anafie / UNICAL | woerefphbripefam | micaligitfofphbr | 113015
Arquive: FABOD06.qed  Data: G41173003

Cronteraf Gasoso acoplado a Fupertetimetn de Massas: Medaln: GCMS-0PH10 Ulira | Marca: Shimadrs
Cobmer morea- RIX-ME capilar (3% Dipbomd | 95% dimetind pobndooms)
Tamomha: 30 m {pomprimentn] /.25 mm da Dritmeén Bvemo /025 mm df

Chmmesringram FABD000S CAGCMEsobotion Dat'socraies’a_dados' gaml FAB0006.qed
TIc

1438 145 £

Peak Rapart TIC
Paaks B Time L Tiza| F Tima Aria  Area®3|Hams Base '
1 4333 4180 4400 76058 16.97| IR-aiphs -Finong 3300
2 3007 4545 5.060 218 £.40| Myroame 4143
3 3278 S0 531 155817 3.46| Phallanvireno -algha-= 3310
4 3376 3323 3430 IT6ERIE]  6L.11|Bioplel4.1.0)bepe-3-ans, 3,7, Trimtiny, {13 30
] RN 1) Ak} TN .23 Limomans (1]
§ 10688 10540 10933 JHIET 1.83 | Copmans 11910
4330095]  100.00

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 7- Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado no CE - Fortaleza.
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Instituto de Pesquesa em Farmacos @ Medieamentos da Universidade Federal da Paratba
Unidade de Caractenzagio e Analise / UNICAL | wwwrufphboipefarm | ueal@ltfufpbbe | 112015
Arquve: FABDOO07 qzd / Data: (4/11/2015

Cromatografo Gasoso acoplado a Espectrometro de Massas: Modelo: GCMS-QP2010 Ultra | Marca: Shimaden

Colna: marea; BT-3MS capilar (3% Diphermyd / 95% dmethy] polvaloxans)
Tamanho: 30 m (conprments) / 025 mm de Diametro Inferne / .25 wm df

Chromatogzm FABO0OT C:GCMSsohtion Data'socrates'a_dados|zeral FABO0007.qz2d
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Peak Report TIC
Ped?| B Tme LTme FTme Area|  Areas|Name Baem'z
1 433 4283 4383 39877 6.0 1R-.alphz -Pinene 8303
1 3279 315 3333 1843633|  27.80| Phellandrene <alphs-> 9310
3 163l 5590 3730 151473) 2283 | Limonene £8.10
- 10.283 10.233 10340 405228 8.1 | Elemene <deltz-= 12110
3 11071 11023 11135 676891 10.21|Cyclohexane, |-ethemyl-1-methyd-? 4-us(l-mg 3103
] 12.350 12320 12440 1484182)  22.38| Cubebene <heta-- 18115
7 12.386 12540 12635 308681 4.67| Cyelohexane, |-ethemyl-1-methyd-2{l-metily 12110
f632833] 10000

Fonte: Dados da pesquisa



Figura 8- Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado no RN - Natal.
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Inchituto da Pesquiza em Farmacos & Medieamento: da Universidade Faderal da Paratha
Unidade de Caractenzagio e Andlise | UMICAL | wwwufpbbripefom | unical @ltfufpbbe | 112015
Arqurve: FABOOO0R qzd / Data: 041112013

Cromatograf Gasoso acoplado 3 Espectrometro de Massas: Modalo: GCMB-QP2010 Ul | Marea: Shimadzu
Cohma: marea: BT2-3MS capilar (5% Diphemyd / 95% dimethy] polysaloxane)
Tamarho: 30 m (comprmento) / (.25 nm da Diametro Infemo / (.23 1w df

Chromatogzem FABOUOS C:\GCMSsalution Datalsocrates'a_ dadosigeral FABOODIS ad

Fonte: Dados da pesquisa
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Peak Raport TIC
Ped#| RTme [ Tome FTme Areal  Area%s| Name Baem?
1 433 4280 4400 §28386]  1735]1R-aipha -Pmens 93.05
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3 378 3135 5330 443500 11.30{ Phellandrene <alpha-> 9310
- 337 5330 54213 1658831]  46.33| Capeme <delta-3- 93.05
3 12377 12330 12430 389708]  10.38|Cubebene <heta-- 161.15
] 16.990 16,943 17093 323941 9.05(26,10.14.18.2)-Tatracosaherzens. 16,1015, £9.10
3580688)  100.00
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Figura 9- Cromatograma obtido dos extratos de S. terebinthifolius coletado em SE - Aracaju.
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Instrtuto de Pesquuesa em Farmiacos & Medicamentos da Univerdade Federal da Paraba
Unudade de Caractenzagio e Andlive | UNICAL | wwwufpbbr'ipefamn | wnicali@ltfufpbbe | 112015
Arquivo: FABOO009.gzd / Data: (4112013

Cromstografo Gasoso acoplado 2 Expectrometro de Massas: Modelo: GEME-QP2010 Uls | Maves: Shimaden
Coluns: mevea: RT2-SMS capalar (3% Dipheml | 95% dimethy] polysiloxans)
Tamarho: 3 m (conprmento) / .25 mm de Diametro Infemo / 025 um df

Chrommtozzam FABOU009 C: GCMSsalution Dt soeratesa_dador|geral FABOOD9 gz
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4133439 10000

Fonte: Dados da pesquisa
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ANEXO A - Artigo

Revista: Pharmacognosy Magazine
JCR: 1.256

Qualis CAPES: B2
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CRIGINAL ARTICLE

Chromatographic Characterization by Gas Chromatograph
Coupled to a Mass Spectrometer of Extracts from Leaves of
Schinus terebinthifolius Raddi and Chemometric Analysis

Fabiola B. Carneira', Pablo 0. Lopes'’, Ricarda C. Ramalho®, Marcus T. Scott’, Socrates G. Santos?, Luiz A. L. Soares'
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INTRODUCTION
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ANEXO B - Ficha de identificacdo botanica dos materiais vegetais coletados na BA - Bahia (1), AL -
Alagoas (2), PI - Piaui (3), PB - Paraiba (4), MA - Maranhdo (5), PE - Pernambuco (6), CE -Ceara
(7), RN - Rio Grande do Norte (8) e SE - Sergipe (9).
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HERBARIO IPA — DARDANO DE ANDRADE LIMA "
FICHA DE IDENTIFICACAO BOTANICA

FIB N® 101/2015

N de Nome Familia Nome Cientifico Identificada por
Tombo popular

1 sin Aroeira da Anacardiaceae Schinus terebinthifolius Raddi A Bocage
praia

2 sin Aroeira da Anacardiaceas Schinus terebinthifolius Raddi A Bocage
praia

3 sim Aroeira da Anacardiaceae Schinus terebinthifolius Raddi A Bocage
praia

4 sin Agoeira da Anacardiaceae Schinus terebinthifolius Raddi A Bocage
praia

5 sin Aroeira da Anacardiaceae Schinus terebinthifolius Raddi A Bocage
praia

6 s'n Aroeira da Anacardiaceas Schinus rerebinthifolius Raddi A Bocage
praia

7 sin Aroeira da Anacardiaceae Schinus terebinthifolius Raddi A Bocage
praia

3 sin Aroeira da Anacardiaceas Schinus terebinthifolius Raddi A Bocage
praia

2 sim Aroeira da Anacardiaceae Schinus terebinthifolius Raddi A Bocage
praia

Dr™ Rita de Cassia Pereira
Curadora do Herbario TPA

Consulta: Fabiola Bernardo Cameiro

Procedéncia: PB - Jodo Pessoa - diversas localidades.
Coletor: a mesma

Data de entrada no Laboraténio de Botanica: 30/0utubro/2015.
Determinada em: 31/0Outubro/2015.

Resultado encaminhado para o e mail: fabiolacameiro2013(@ gmail.com
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