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RESUMO

A Amazbnia € uma regido rica em plantas medicinais onde ha registros de pelo menos
1450 espécies. Alguns produtos tém grande destaque no cotidiano dos povos
amazonicos, como € o0 caso da Carapa guianensis (andiroba), Copaifera reticulata
(copaiba) e Libidibia ferrea (juca), que em areas de dificil acesso sdo muito utilizadas
como remédios de primeira escolha numa alternativa a escassez de medicamentos.
Assim, sabe-se que a etnofarmacologia tem dado origem a diversos produtos
farmacéuticos hoje existentes, sejam eles fitoterapicos ou como produto para
embasamento na construcdo de farmacos alopaticos. Dada a recorrente importancia
gue a populacdo Amazonida tem dado a estas trés espécies, estudamos a seguranca
e eficacia do uso destes trés importantes produtos naturais mais utilizados pelas
populacdes tradicionais amazonicas associados em uma sO formulacédo tépica,
comprovando a seguranca e eficacia de um novo fitoterapico antibacteriano. Para
alcancar estes objetivos, foram realizados a obtencédo, identificacdo botanica e
caracterizacdo quimica das espécies estudadas. A fim de avaliar a seguranca do
produto, foram realizados varios testes que sao preconizados por instituicbes
reconhecidas internacionalmente, como ANVISA e OECD, como a determinacao da
toxicidade oral aguda, toxicidade dérmica aguda, toxicidade dérmica em doses
repetidas, irritacdo/corrosao ocular in vitro, atividade citotoxica. Afim de comprovar a
eficacia terapéutica da droga, foi avaliado o efeito antimicrobiano através do teste de
micro diluicdo em placas. Adicionalmente foi realizada a obtencéo da formulagéo
semissélida a base de manteiga de Astrocaryum murumuru (murumuru). Diante dos
estudos, foi observado que as drogas foram classificadas como de alto nivel de
seguranca biolégica nos testes de toxicidade. No teste de irritacdo ocular as drogas
ndo demonstraram efeitos toxicolégicos. A avaliacao de citotoxicidade ndo apresentou
resultados que fossem considerados toxicos. Na avaliacdo da atividade
antibacteriana, a associacdo das drogas promoveu efeito sinérgico. Na obtencédo da
formulacdo, foi observado a formacdo de cristais confirmando a compatibilidade
farmacotécnica entre os produtos naturais testados. Portanto, a droga proposta por
este estudo se mostrou segura para uso em todos os testes avaliados e com eficacia
na atividade antibacteriana comprovada. Ainda mais, a associa¢do dos trés produtos
naturais junto com a manteiga de murumuru demonstrou compatibilidade na
formulacéo.

Palavras-chave: Copaifera reticulata, Carapa guianensis, Caesalpinia ferrea, juca,
copaiba, andiroba, cicatrizacdo, inflamacéo, antimicrobiano.
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ABSTRACT

The Amazon is a region rich in medicinal plants where there are records of at least
1450 species. Some products have great prominence in the daily lives of the
Amazonian peoples, such as Carapa guianensis (andiroba), Copaifera reticulata
(copaiba) and Libidibia ferrea (juca), which in areas of difficult access are often used
as first-choice remedies in an alternative to drug shortages. Thus, it is known that
ethnopharmacology has given rise to several pharmaceutical products that exist today,
whether they are herbal medicines or as a base product in the construction of allopathic
drugs. Given the recurrent importance that the Amazonian population has given to
these three species, we studied the safety and efficacy of the use of these three
important natural products most used by traditional Amazonian populations associated
in a single topical formulation, proving the safety and efficacy of a new antibacterial
herbal medicine. . To achieve these objectives, the collection, botanical identification
and chemical characterization of the studied species were carried out. In order to
evaluate the safety of the product, several tests were carried out that are
recommended by internationally recognized institutions, such as ANVISA and OECD,
such as the determination of acute oral toxicity, acute dermal toxicity, dermal toxicity
in repeated doses, in vitro eye irritation/corrosion, cytotoxic activity. In order to prove
the therapeutic efficacy of the drug, the antimicrobial effect was evaluated through the
microdilution test in plates. Additionally, a semi-solid formulation based on
Astrocaryum murumuru butter (murumuru) was obtained. In view of the studies, it was
observed that the drugs were classified as having a high level of biological safety in
the toxicity tests. In the ocular irritation test, the drugs did not show toxicological effects.
The cytotoxicity evaluation did not show results that could be considered toxic. In the
evaluation of antibacterial activity, the combination of drugs promoted a synergistic
effect. When obtaining the formulation, the formation of crystals was observed,
confirming the pharmacotechnical compatibility between the tested natural products.
Therefore, the drug proposed by this study proved to be safe for use in all tests
evaluated and with proven antibacterial activity. Even more, the association of the
three natural products together with murumuru butter demonstrated compatibility in the
formulation.

Keywords: Copaifera reticulata, Carapa guianensis, Libidibia ferrea, jucd, copaiba,
andiroba, cicatrization, inflammation, antimicrobial.
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1. INTRODUCADO:

O uso de produtos naturais como método profilatico e terapéutico pelo homem
é tdo antigo quanto a histéria da humanidade e se perpetua hereditariamente até os
dias atuais. Esse conhecimento surgiu, a medida que o ser humano buscava suprir
suas necessidades basicas através de casualidades, observacdes e tentativas,
havendo relatos de seu uso em diversas civilizacbes da antiguidade (FREIRE et al.,
2018; GARCIA & YAMAGUCHI, 2012).

Muitos sao os produtos naturais que sdo aplicados como fonte de alimento,
fragrancias, pigmentos, inseticidas e medicamentos (C. A. M. ROCHA et al., 2020).
No campo dos medicamentos, as aplicabilidades terapéuticas sdo as mais diversas,
como antiinflamatoria, analgésica, antimalarica, antibidtica, entre outros. Dentre os
produtos com fins terapéuticos, as plantas se destacam por ser fonte de metabdlitos
secundarios, moléculas bioativas com potencial farmacolégico (FABRICANT;
FARNSWORTH, 2001).

No campo da industria farmacéutica de medicamentos alopéticos, os
metabdlitos secundérios de plantas servem de espelho molecular para producao de
novas substancias sintéticas por meio da modelagem molecular, modificando funcfes
qguimicas e aprimorando as caracteristicas bioquimicas e farmacolégicas (CALIXTO,
2000; FILHO, 2010; VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005).

Ultimamente no Brasil tem havido aumento na pesquisa de plantas como fonte
de utilidades cotidianas, principalmente na busca por novos medicamentos com
aplicabilidade para fins profilaticos ou para combater algumas enfermidades
(RONDON et al.,, 2012). Assim, a medicina tradicional tem colaborado com o
surgimento de novas drogas que sao utilizadas atualmente no tratamento de diversas
doencas. Alguns desses produtos se inserem na classe dos fitoterapicos, que sédo 0s
medicamentos industrializados obtidos por intermédio do emprego exclusivamente de
derivados de drogas vegetais (IBIAPINA et al., 2014).

Ressaltando a importdncia da etnofarmacologia na Pesquisa &
Desenvolvimento de novos farmacos, vale destacar a historia da descoberta da
artemisinina. A Artemisia annua L. € um vegetal muito conhecido pela medicina
tradicional chinesa devido seu efeito na febre e maléaria. Seu uso terapéutico contra o

plasmaddio foi referenciado pela primeira vez nas “52 prescri¢ées” que foram redigidas
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durante a dinastia Mawangdui Han que reinava na China de 206 a.C. a 220 d.C
(ALVES, 2013; WOERDENBAG; LUGT; PRAS, 1990).

Em meados dos anos 60, com o surgimento de cepas de Plasmodium
falciparum resistentes a cloroquina no sudeste asiatico, deu sinal de alerta ao governo
chinés para o problema sanitario com a malaria. Entdo, no ano de 1967 foi criado o
Comité Diretor Nacional de Pesquisa Antimalaria e em 1969 foi estabelecido o
programa de descoberta de medicamentos antimalaricos, este ultimo incentivado
durante a guerra do Vietnd do Norte e denominado Projeto 523. Nessa acao,
pesquisadores chineses realizaram testes em centenas de plantas medicinais
chinesas e como resultado dessas pesquisas, em 1972 chegou ao isolamento de uma
fracdo com atividade antimalarica de Artemisia annua L., a artemisinina ou ginghaosu.
Somente no ano de 1979 foi que essa nova droga teve sua estrutura descoberta e se
tratava de uma lactona sesquiterpénica com uma ponte de perdxido. Diante destes
aspectos a artemisinina tornou-se um medicamento antimalarico promissor, devido a
sua atividade contra cepas resistentes de P. falciparum e sua eficacia contra a malaria
cerebral (DALRYMPLE, 2013; WOERDENBAG; LUGT; PRAS, 1990).

A fitoterapia ainda apresenta grande importancia visto que mais de 25% dos
farmacos comercializados séo derivados de matrizes vegetais (C. A. M. Rocha et al.,
2020). O uso crescente desses produtos de plantas in natura ou de fitoterapicos se
deve a sua eficiéncia, baixa toxicidade, biocompatibilidade e baixo custo, como
relatado por Tobouti et al., (2017). No entanto, a escolha dessa terapia necessita de
cuidados, pois a sua administracdo inadequada pode originar problemas graves a
saude decorridas de alteracdes nas funcdes organicas ou interferéncia na acédo de
uma droga utilizada simultaneamente com o fitoterpico (VALDIR & PINTO, 2002;
VERRENGIA et al.,, 2013). Devido a extensa aplicabilidade farmacolégica dos
produtos de origem vegetal, surgiram interesses da industria farmacéutica para o
desenvolvimento de novos farmacos mais especializados, mas que se tornam
necessario cada vez mais pesquisas para a avaliacdo da sua seguranca e eficacia
(LOURENCO et al., 2009).

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), cerca de 80% da populacéo
utiliza as plantas medicinais como alternativa terapéutica. Assim, o mercado financeiro
dos fitoterapicos, a nivel mundial, movimenta cerca de US$ 22 bilhées de délares por

ano, o equivalente a 3% do mercado mundial de medicamentos em geral. No Brasil,

23



este mercado esta estimado em US$ 400 milhdes por ano, aproximadamente 5% do
mercado nacional de medicamentos (ALVES NETO; VALADARES; COSTA, 2020).

A Francga, Japao e Alemanha arrecadam muito mais que o Brasil quando o tema
€ comercializacao de produtos fitoterapicos. Cifras acima de US$ 5 bilhdes ao ano é
0 que o brasileiro deixa de produzir por néo ter a transformacéo da biodiversidade em
remédios. Essa comparacao se torna discrepante visto que o pais sulamericano com
maior potencial biotecnoldgico mundial, ndo acompanhar grandes economias que ndo
se destacam com a presenca de grande biodiversidade comparadamente
(FERREIRA; BARATA, 1998).

O marco histérico no desenvolvimento da industria farmacéutica mundial foi a
descoberta da salicina (analgésica e antipirética) por Rafaele Piria, em 1832, a partir
da planta Salix alba. Em 1839, foi realizada a primeira modificacdo estrutural da
salicina, produzindo &cido salicilico para ser usado no tratamento da artrite
reumatoide. A partir do acido salicilico, Felix Hoffman sintetizou a aspirina (acido
acetilsalicilico) em 1897. Assim nasceu a famosa e poderosa industria farmacéutica
Bayer na Alemanha, assim como a primeira patente na area de medicamentos
(DUTRA et al., 2016).

Até meados da década de 1990, ndo havia regulamentacao especifica para a
classe desses produtos no Brasil; entretanto, esse cenario mudou nos ultimos 20 anos
com a publicacao da regulamentacao sanitaria para registro de fitoterapicos (MARTIM,;
MARANHO; COSTA-CASAGRANDE, 2021). O Ministério da Saude do Brasil (MS) se
destacou pelo fato de legitimar a pratica da fitoterapia com a instituicdo da Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e regulamentou a implementacao no
Sistema Unico de Saude da aplicaco terapéutica das plantas medicinais em meados
do ano de 2006 (ALVES NETO; VALADARES; COSTA, 2020).

Atendendo a importancia que as plantas medicinais representam para a saude
da populacao brasileira, no ano de 2004 o laboratério brasileiro Aché desenvolveu um
medicamento contendo Oleo essencial de Cordia verbenacea DC, registrado na
ANVISA e que esta entre os 20 principais produtos Fitoterapicos mais comercializados
no Brasil. Entretanto, plantas importadas de outros paises, como europeias e
africanas, fazem parte dos outros 19 produtos. Este langamento se torna um marco
historico para a fitoterapia brasileira por ser considerado o primeiro medicamento

fitoterapico brasileiro, com pesquisas realizadas no pais, com registro na Agéncia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e contou com a participacdo de 100
pesquisadores de diferentes areas no decorrer dos sete anos de pesquisas e com
cerca de US$ 5 milhdes de dolares de investimento. O Acheflan® (Aché Laboratérios
Farmacéuticos, Guarulhos, Brasil), home comercial deste medicamento, tem seu
efeito atribuido aos metabdlitos secundarios da Cordia verbenacea DC (Erva
Baleeira), a-humuleno e cariofileno, que também estdo presentes na composicéo do
Oleorresina de copaiba (SANTOS et al., 2020a). Essas substancias atuam de forma
sinérgica na reducdo da sintese de Prostaglandina E-2 (PGE 2), bem como a
expressado de ciclooxigenase 2 (COX-2) e 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). No
medicamento, as preparacfes sao formuladas com 0,5% do 6leo essencial de C.
verbenacea (BALBANI ET AL., 2009; CECHINEL-ZANCHETT, 2016; DUTRA ET AL.,
2016; GOMES ET AL., 2019; MARTIM ET AL., 2021).

Nos ensaios pré-clinicos e clinicos de Fase I, Il e Ill foram evidenciadas a
excelente atividade antiinflamatéria e Otima tolerabilidade do Acheflan quando
aplicado na pele por trés vezes ao dia no tratamento de tendinite e dor miofascial,
contusdes agudas, entorses, traumas e lesdes musculares, com eficacia superior a
do diclofenaco dietilaménio a 1% para tendinite crénica (BALBANI; SILVA;
MONTOVANI, 2009).

No entanto, antes de um medicamento fitoterapico ser autorizados pelos érgéos
competentes, varias sdo as etapas do processo para regulacdo deste farmaco. O
registro € concedido quando a qualidade, eficacia e seguranca do produto, bem como
as boas praticas de fabricacdo, atendem aos critérios da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, como as etapas pré-clinicas e clinicas que sao determinadas pela
Anvisa atendendo a Resolucdo N° 26, de 13 de maio de 2014 e do Guia para a
conducdo de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranca farmacoldgica
(BALBANI; SILVA; MONTOVANI, 2009).

Até 2011, havia regularizado na Anvisa 382 medicamentos fitoterapicos, sendo
que deste numero, 74 eram medicamentos fitoterdpicos simples e 43 como
medicamentos fitoterapicos compostos. Dentre as espécies com maior nimero de
registros como medicamentos fitoterdpicos a castanha da India (Aesculus
hippocastanum), guaco (Mikania glomerata), ginkgo (Ginkgo biloba), Alcachofra
(Cynara scolymus), Sene (Cassia angustifolia, Cassia senna e Senna alexandrina),

Valeriana (Valeriana officinalis), Maracuja (Passiflora incarnata), Boldo (Peumus
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boldus), Espinheira-santa (Maytenus ilicifolia), Ginseng (Panax ginseng), Psilio
(Plantago psyllium), Hipérico (Hypericum perforatum), Soja (Glycine max), Guarra do
diabo (Harpagophytum procumbens), Cascara sagrada (Thamnus purshiana). Uma
informacao muito importante é que dos 19 produtos fitoterqpicos mais comercializados
no Brasil, 18 sdo de origem europeia ou africana, constando nesta lista somente o
Acheflan (CECHINEL-ZANCHETT, 2016).

Mesmo a Amazonia sendo uma regiao rica em biodiversidade e fonte de plantas
medicinais, nenhum produto de origem amazobnica consta na lista de produtos
fitoterapicos mais comercializados e nem na lista de produtos fitoterapicos ja
industrializados. Nesta regido existem alguns produtos que s&o muito difundidos
popularmente e que se destacam pelo seu potencial bioldgico, como as espécies
Copaifera reticulata (Copaiba), Libidibia ferrea (Jucd) e Carapa sp (Andiroba). Estas
plantas sdo muito relatadas pelos povos tradicionais por apresentar atividades
antibacteriana. Entretanto, ainda ndo existe nenhum medicamento fitoterapico no
Brasil a base dessas plantas medicinais oriundas da medicina tradicional da
Amazonia.

Com base no uso de produtos naturais para cura de diversas enfermidades e o
conhecimento popular bastante difundido desses produtos naturais citados, este
trabalho aborda o estudo quimico, toxicologico e propriedades farmacoldgicas de trés
espécies encontradas na Amazoénia para a obtencdo de uma formulacdo que com

estes produtos naturais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Produtos Naturais e a Etnofarmacia

Substancias extraidas de animais, plantas e microrganismos tém sido a base
para tratar e prevenir doencas desde os primérdios da medicina (KOEHN; CARTER,
2005). Este saber tradicional foi alcangcado também como resultado da convivéncia,
interacdo e aprendizado com diferentes grupos étnicos, experiéncias realizadas pelo
ser humano, busca por produtos que curassem doencgas. Essas contribui¢des culturais
tornaram-se fundamentais para os avancos cientificos com o descobrimento de
substéancias toxicas e terapéuticas ao longo dos anos (DIAS et al., 2012; VIEGAS et
al., 2006).

Dentre as substancias fornecidas pela natureza, as plantas tém se destacado
em virtude da riqueza das funcionalidades terapéuticas e medicinais em inUmeras
patologias no decorrer dos tempos (MONTES et al., 2009). No ambito mundial, estima-
se que apenas 10% da biodiversidade foi avaliada quanto ao potencial de atividade
biolégica, e muitos produtos naturais ainda estdo para ser estudados. Isso pode
sugerir que ainda ha espaco para uma investigacdo mais aprofundada sobre as fontes
naturais a serem usadas para fins terapéuticos (DIAS et al., 2012). Em escala mundial,
cerca de 70 mil espécies de plantas sdo utilizadas com fins medicinais e apenas 15%
destas tiveram seus efeitos farmacoldgicos estudados (SUNTAR, 2020).

Quando se fala em intervencgdes clinicas, cerca de 15% delas utilizam os
vegetais como forma terapéutica. Estima-se que 200 mil tipos de metabdlitos
secundarios tenham sido registrados, sendo aproximadamente 170 mil estruturas
anicas (CECHINEL-ZANCHETT, 2016). Atualmente, calcula-se que
aproximadamente 40% de todos os medicamentos comercializados sejam produtos
naturais ou derivados semi-sintetéticos de seus metabdlitos secundarios (LAHLOU,
2013; LAUTIE et al., 2020).

Para ressaltar a importancia das plantas medicinais, a Organizacao Mundial da
Saude (OMS) observou que pelo menos 80% dos habitantes que vivem em paises em
desenvolvimento dependem dos produtos naturais, em especial as plantas medicinais,
para a cura e prevencao de diversas enfermidades. Além disso, em varias regides do
planeta a opcao pela terapia com esses materiais vem aumentando em virtude do
efeito equiparado e baixo riscos de efeitos adversos quando comparados as drogas
alopéticas (BORGES et al., 2019; FERREIRA; BARATA, 1998; PACHECO et al.,
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2021).

Sao crescentes a fabricacdo e a comercializacdo de fitoterapicos em nivel
nacional. Atualmente, cerca de 25% dos medicamentos comercializados no Brasil sdo
derivados direto ou indiretamente de plantas medicinais (ALMEIDA; FURTADO,;
BARCELLOS, 2021; BALUNAS; KINGHORN, 2005). Diante desses dados, fica
evidenciado que ainda ha espaco para pesquisas mais aprofundada sobre as fontes
naturais a serem usadas para fins terapéuticos (SUNTAR, 2020).

O mercado de produtos naturais teve um grande avanc¢o apds o surgimento da
“onda verde”. Esse processo se deu no final da década de 60 com o movimento hippie,
0S quais procuravam novos estilos de vida que integrasse a natureza no seu cotidiano,
vivendo em harmonia com esta e preferindo a utilizagcdo de produtos naturais. Nos
anos 80 a Europa e EUA incorporam essa tendéncia e passaram a exigir alimentos
livres de contaminantes, pesticidas e outras substancias téxicas, produtos
terapéuticos derivados de plantas como alternativa aos alopaticos que produzem
muitos efeitos colaterais. Vale ainda lembrar que, os adeptos dessa medicina
alternativa, na maior parte deles, possuem alto grau de instrucéo e renda acima da
média, mas que preferem o estilo de vida valorizando a natureza do que os produtos
industrializados (FERREIRA; BARATA, 1998).

Ha& muito tempo € reconhecido que as estruturas de produtos naturais tém as
caracteristicas de alta diversidade quimica, especificidade bioquimica e outras
propriedades moleculares que as tornam favoraveis como estruturas principais para a
descoberta de drogas e que servem para diferencia-las de bibliotecas de compostos
sintéticos e combinatorios (KOEHN; CARTER, 2005).

Na antiguidade, os quimicos estudavam plantas consagradas pelo uso popular,
geralmente incorporadas as farmacopeias da época, limitando-se ao isolamento e a
determinacdo estrutural de substancias ativas. Levando em consideracdo a
importancia dos vegetais, a medicina passou a contar com as analises da Quimica, o
que permitiu um répido desenvolvimento de campos especificos das duas éareas.
Desta forma, aconteceu a descoberta de novas moléculas ativas e que foram
introduzidas na terapéutica, permanecendo até hoje como medicamentos. Exemplos
ja foram descritos, como os alcaloides de Cinchona e de Papaver (VIEGAS; DA SILVA
BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Diante dessas perspectivas, um pais que apresenta magnitude devido a vasta
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biodiversidade presente € o Brasil que, no conjunto de todos os seres vivos, nao se
tem estimativa do quantitativo de espécies e sua variabilidade genética. No entanto
presume-se que os brasileiros detenham cerca de dois milhdes de espécies distintas
de plantas, animais e micro-organismos na sua heterogeneidade biolégica, que os
tornam o pais o primeiro colocado em diversidade (BRASIL, 2012).

Em 1994, o mercado nacional de medicamentos vendidos por drogarias somou
o valor de US$ 3,83 bilhdes. Dessa quantia, 5,5% (US$ 212 milhdes) correspondia as
plantas medicinais. Ja na atualidade, o mercado nacional fatura US$ 400 milh&es por
ano com fitoterapicos. A nivel mundial, as cifras financeiras que movimentam o
mercado gira em torno de US$ 22 bilhdes de dolares por ano (ALVES NETO;
VALADARES; COSTA, 2020). No ano de 2011, o faturamento com produtos
fitoterapicos no mercado nacional foi de R$1,1 bilh&o, com 43 milhdes de vendas,
um aumento de 13% em relacéo ao ano anterior (LIMA et al., 2022). Esse mercado
se mostra promissor no Brasil, visto que no ano de 2015 o faturamento registrado foi
de aproximadamente US$ 554,5 milhdées com fitoterapicos, um aumento consideravel
de 6% quando comparado ao ano de 2014 (US$ 523,11 milhdes) (CARVALHO et al.,
2018).

O interesse por produtos vegetais com atividades terapéuticas em relacdo ao
consumo de produtos industrializados € uma pratica em ascendéncia. Os laboratorios
de pesquisa espalhados pelo mundo estdo preocupados com estudos, triagem e teste
de diversos extratos contra diversas patologias a fim de usufruir da extensa
diversidade quimica que a natureza nos proporciona e aprimoré-las (LAUTIE et al.,
2020).

Ao longo do tempo, o uso de produtos naturais aumentou devido a sua
eficiéncia, baixa toxicidade, biocompatibilidade e baixo custo, no entanto, mais
estudos sdo necessarios para provar cientificamente a eficacia desses produtos
(TOBOUTI et al., 2017).
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2.2. Plantas Medicinais

A pratica do uso de plantas medicinais como forma de tratamento € um método
ancestral da prética terapéutica, atividade adotada para profilaxia, tratamento e cura
de enfermidades (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005). A interagdo dos indios, negros e
jesuitas cooperou para a propagacao desse conhecimento e popularidade em todo
territorio brasileiro (FERREIRA; BARATA, 1998). Com essa tradicdo hereditaria, os
brasileiros sempre fizeram uso destes recursos naturais para tratamentos de diversas
doencas agudas e crbnicas passando a chamar a atencdo da comunidade cientifica e
posteriormente de empresas farmacéuticas para o estudo desses vegetais nativos do
Brasil e das suas respectivas moléculas bioativas (DUTRA et al., 2016).

As plantas medicinais chamaram a atencdo da coroa portuguesa e eram
descritas em comunicagdes de naturalistas com a corte. Nas cartas enviadas ao rei
haviam citacfes dos vegetais e de sua aplicacdo medicinal. O naturalista de maior
destaque que esteve em terras brasileiras no século XVI foi Gabriel Soares de Sousa
que redigiu em 1687 o “Tratado Descritivo do Brasil” com riqueza de detalhes sendo
publicado somente no ano de 1825 (ALVES, 2013).

A importancia das plantas medicinais vai além dos continentes e grupos sociais.
Ainda em meados do século XVIII, ao escrever uma carta ao presidente da Royal
Society, 0 Reverendo Edmund Stone relatou o caso de sucesso da casca do salgueiro
(Salix alba) para cura de sezdo (malaria). A referida propriedade biolégica deste
vegetal foi descoberta pelo do raciocinio do pesquisador que observou que o salgueiro
se desenvolve em area pantanosas e Umidas, regides estas também comum ao
Plasmodium. Diante desse fato, o autor pensou que a planta possuiria acdo
farmocolégica para a maléria (sezdo) (CARVALHO, 2004).

Em 1893, no Brasil, o farmacéutico Theodor Peckolt resolveu publicar seus
estudos que fizera com as plantas medicinais brasileiras por meio do livro “Histéria
das Plantas Medicinais e Uteis no Brasil”, que continha a descricdo botanica, técnicas
de cultivo, partes utilizadas no tratamento, composicdo quimica, indicacfes
terapéuticas, dosagens e usos industriais. Tal fato veio tornar um marco no tema de
acdo medicinal das plantas brasileiras e ainda é referenciado até os dias atuais, visto
que contempla as unicas publicactes sistematizadas do género (FERNANDES, 2003;
PECKOLT; PECKOLT, 2016; SANTOS; PINTO; ALENCASTRO, 1998).
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De forma equivocada as plantas medicinais sao intituladas de produtos
saudaveis, seguro e benéfico. No entanto, elas possuem metabdlitos ativos que séo
sintetizados através de uma acdo bioquimica e que produzem agéo toxica contra 0s
agentes agressores, caracterizando-o como um sistema imunolégico proprio de
defesa do vegetal (FERNANDES, 2003; SANTOS et al., 1998).

Muitas espécies acumulam moléculas com elevado grau de toxicidade, como
ocorre com a mandioca que concentra alta quantidade de glicosideos cianogénios,
excesso de proteinas na ricina, entre outros metabolitos secundérios. Tomando como
base essa premissa, os cuidados com a administracdo das plantas com fins
terapéuticos tém que ser avaliados criteriosamente e se torna cada vez mais
necessario o aprofundamento nos estudos sobre esta tematica, visto que as
estatisticas estdo apontando uma ascendéncia na escolha dessa categoria de
medicamentos frente aos alopaticos no mercado brasileiro (MENGUE; MENTZ;
SCHENKEL, 2001).

Como um pais localizado proximo aos trépicos e o favorecimento pelo clima
tropical umido, o Brasil possui a maior biodiversidade genética mundial com estimativa
entre 350 e 550 mil espécies de vegetais. Deste quantitativo, apenas 55 mil espécies
sdo catalogadas em herbarios, e muito poucas ja foram pesquisadas, inclusive
aguelas com propriedades médicas. Com toda essa diversidade bioldgica, os
brasileiros ainda importam quase 100% da matéria prima para producdo de
fitoterapicos (BRASIL, 2012b; CARNEIRO et al., 2014; E. E. FERREIRA et al., 2022;
S. H. FERREIRA & BARATA, 1998; L. P. B. ROCHA et al., 2021).

Anualmente, o indice de informacdes sobre plantas medicinais vem crescendo
cerca de 8% nas duas Ultimas décadas (OLIVEIRA; LEHN, 2015). Vale a pena
considerar que a nacao brasileira representa o décimo mercado farmacéutico mundial
e 82% de sua populacédo ainda faz uso de produtos a base de plantas medicinais, seja
ela originaria da cultura indigena, quilombola ou outras etnias (BRASIL, 2012b). Essa
preferéncia do brasileiro pelos fitoterapicos € justificada pelos usuarios ao alto custo
e alta toxicidade dos alopaticos, baixo custo das plantas medicinais, ao dificil acesso
aos servicos de saude por comunidades, evolugdo e comprovacéo cientifica da agédo
farmacoldgica das drogas naturais, ascendéncia evolutiva nos controles de qualidades
da matéria prima e desenvolvimento de novas formas de administracdo. Hoje, tal

7

pratica € regulamentada pelos sistemas publicos de saude e implementada nas
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unidades basicas de saude do pais (ROCHA et al., 2021a; SOUZA-MOREIRA;
SALGADO; PIETRO, 2010).

Em 2006, o Ministério da Saude do Brasil (MS) legitimou a pratica da fitoterapia
com a instituicdo da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no
SUS (PNPIC) e da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF),
assim regulamentando a implementacéo no Sistema Unico de Salde da aplicacéo
terapéutica das plantas medicinais. Tais politicas foram homologadas com um dos
principios voltados ao incentivo a pesquisa e desenvolvimento de plantas medicinais,
valorizando a flora do Brasil, a socializacdo de informacBes sobre as plantas
medicinais e medicamento fitoterapicos, com as respectivas alteracbes conforme o
ouvinte, sempre dando enfoque ao usuario (ALVES NETO; VALADARES; COSTA,
2020).

A PNPIC trata da insercéo de varias formas terapéuticas como a Fitoterapia, a
Homeopatia, a Medicina Tradicional Chinesa/Acupuntura, o Termalismo/Crenoterapia
e a Medicina Antroposoéfica, as quais deveriam ser complementares ao tratamento nos
pacientes do SUS. J4 a PNPMF, diz respeito somente a uma das atividades do PNPIC,
gue € a fitoterapia e diz respeito as diretrizes mais amplas, formas de monitoramento
e avaliacdo e responsabilidades institucionais. Tais publicacdes se propbem garantir
a prevencao de agravos, a promocao e a recuperacdo da saude com énfase na
atencao basica a saude e visa contribuir para 0 aumento da resolubilidade do sistema
com qualidade, eficacia, eficiéncia, seguranca, sustentabilidade, controle e
participacdo social (FIGUEREDO et al., 2014).

Em 11 de Dezembro de 2008, com a publicacéo da Instru¢cdo Normativa n° 05,
a ANVISA divulgou a Lista de Medicamentos Fitoterapicos de Registro Simplificado,
contemplando vegetais que tinham seus estudos de seguranca e eficacia bem
estabelecidos, como a Castanha da india (Aesculus hippocastanum L.), alho (Allium
sativum L.), babosa (Aloe vera (L.) Burm f.), arnica (Arnica montana L.), alcachofra
(Cynara scolymus L.), ginkgo (Ginkgo biloba L.), Guaco (Mikania glomerata Sprengl.),
Ginseng (Panax ginseng C. A. Mey.), maracuja (Passiflora incarnata L.), entre outras.
Vale ressaltar que desta lista apenas o guaco e o maracuja sdo produtos oriundos da
flora brasileira (ANVISA, 2008).

Em 2009, por intermédio do Ministério da Saude, foi elaborado a Relagéo de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), que apresenta 71 espécies de
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plantas medicinais com propriedades terapéuticas. Tal norma visa orientar a cadeia
produtiva, estimular o desenvolvimento de pesquisas cientificas com plantas
medicinais, a geracdo de produtos de interesse ao Sistema Unico de Satde Brasileiro
(SUS) e desta forma incentivar o fomento em pesquisas na area (MINISTERIO DA
SAUDE, 2022).

No ano de 2011, em virtude das atividades relacionadas a prescricdo e
dispensacao de plantas medicinais, a ANVISA lancou a primeira edi¢cdo do Formulario
de Fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira e incentivou a criacdo da denominacgéo
“Produto Tradicional Fitoterapico” que veio a flexibilizar ainda mais a politica de
registro de drogas vegetais e reconhecer como oficinais ou farmacopeicos. Com essa
determinacao, fica permitido sistema de notificagcdo desses medicamentos e ainda
autorizados a serem manipulados e estocados com demanda minima nas prateleiras
das farmécias de manipulacédo ou farmacias vivas (BRASIL, 2021).

Ja em 2016, atendendo a RESOLUCAO DA DIRETORIA COLEGIADA — RDC
N° 84, DE 17 DE JUNHO DE 2016, foi aprovado o Memento Fitoterapico da
Farmacopeia Brasileira. Essa normativa foi assinada visando contribuir com a
fitoterapia racional, auxiliando os profissionais prescritores com o fornecimento de um
conteudo baseado em pesquisas cientificas e que dispde da descricdo de 28 drogas
vegetais bastante difundidas popularmente pelo pais e que nos dao seguranca no uso
clinico (ANVISA, 2016).

No cotidiano brasileiro, varias séo as espécies adotadas como terapéuticas e o
cultivo doméstico é a principal forma de aquisicdo destes produtos. Isso acontece
sobretudo em cidades menores, em populacées de baixa renda e baixo grau de
escolaridade. No entanto, ainda existe certas resisténcias pelos prescritores quanto a
indicacao desses produtos. Essa barreira deve-se as incertezas na procedéncia do
produto, presenca de contaminantes e materiais estranhos as espécies, troca de
espécies por outra, adulteracdo de amostra, procedimento inadequado na coleta,
auséncia de padronizagcao dos materiais, entre outras (PERNA; LAMANO-FERREIRA,
2014).

No ambito nacional, livros descrevem 0s vegetais que possuem atividade
farmacoldgica e que estdo presentes em territorio brasileiro. Uma obra a ser citada e
que é referenciada até a contemporaneidade é a “Histéria das Plantas Medicinais e

Uteis do Brasil” que é disposta em 8 fasciculos que descrevem sobre 315 espécies de
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plantas medicinas e foi publicado entre os anos de 1888 e 1914 de Theodoro Peckolt,
farmacéutico e botanicista. Peckolt foi um dos mais importantes pesquisadores
presentes em solo brasileiro que chegou a analisar mais de 6 mil ervas medicinais
brasileiras e publicou acima de 400 artigos cientificos. A ele é atribuido o recorde
brasileiro de guem mais analisou quimicamente as plantas da flora brasileira do século
XIX, e pode ser que essa marca permaneca até os dias de hoje (PARAENSE;
SANTOS, 2005; PECKOLT; PECKOLT, 2016; SANTOS; PINTO; ALENCASTRO,
1998).

Além de pesquisador, Peckolt ainda foi proprietario de farmacias e possuia um
laboratorio préprio no seu estabelecimento para realizar as analises das plantas
brasileiras. Em sua enciclopédia Histéria das Plantas Medicinais e Uteis do Brasil, o
autor apresenta cada espécie de plantas medicinais a classificacdo botanica e
técnicas de cultivo, partes anatdmicas que sao utilizadas, composicdo quimica de
forma sintética, aplicacdes terapéuticas em diversas moléstias, doses, usos industriais
de plantas brasileiras, entre outras informacdes de inUmeras espécies encontradas
em solo brasileiro. O atributo de sua referéncia se deve ao fato desse compéndio ser
uma das unicas publicacbes sistematizadas do género e ser muito rico em
informacdes devido a quantidade de plantas medicinais descritas na obra. No entanto,
ele apresentou analises quimicas de apenas cerca de 285 plantas e, nha maioria dos
casos, ele analisava folhas, flores e cascas separadamente, e cada analise publicada
correspondia a uma média de trés ensaios realizados (PARAENSE; SANTOS, 2005;
PECKOLT; PECKOLT, 2016; SANTOS; PINTO; ALENCASTRO, 1998).

Uma coletanea de aproximadamente 1450 plantas medicinais foi citada por
Mors & Rizzini (1966) em uma obra que relaciona aspectos botanicos, farmacolégico
e quimicos das plantas medicinais. Mais tarde, Lorenzi & Matos (2008) publicaram
obra equivalente que popularizou o conhecimento contido quase sempre em papers e
livros em inglés de dificil acesso.

Outro livro que possui grande mérito até os dias atuais devido sua descricdo
das plantas terapéuticas é o “Diccionario das plantas Uteis ao Brasil e das exdéticas
cultivadas por M. Pio Corréa”, que se trata de um compéndio botanico que foi
publicado no ano 1926 e que apresenta inlUmeras plantas medicinais organizadas por
ordem alfabética do nome vulgar dos vegetais de ocorréncia em todo o territorio

brasileiro. Outros volumes da obra foram publicados nos anos 1931, 1952, 1969,
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1974, 1975 e em 1984 as obras foram reeditadas pelo Instituto Brasileiro de
Desenvolvimento Federal - IBDF em conjunto com o Ministério da Agricultura. Quanto
aos itens citados na bibliografia, estes sdo aplicados até os dias atuais como
medicamentos de uso tépicos e até orais (BIAVATTI et al., 2007; CORREA, 1931).

Carvalho (2004) produziu uma obra com 23 fitoterapicos populares no Brasil e
gue sédo voltados a aplicacao na inflamacdo, com os dados cientificos pré-clinicos e
clinicos, as orientacBes de como prescrevé-las e seus atributos farmacolégicos. Entre
0S vegetais citados, estavam a andiroba (Carapa guianensis), alho (Allium sativum),
copaiba (Copaifera spp.) Camomila (Matricaria recutia), gengibre (Zingiber officinale),
pau-ferro ou juca (Libidibia ferrea), entre outras.

Uma regido que vem se destacar € a Amazonia por ter em sua grande extenséo
territorial uma rica de biodiversidade em plantas com enormes potenciais terapéuticos.
Sua extensao territorial chega a medir cerca de 5 milhées de km2, com 14.003
espécies de plantas superiores catalogadas, e muitas delas sdo consideradas
aromaticos e/ou terapéuticas (CARDOSO et al., 2017; FERREIRA; BARATA, 1998).

Muitos desses vegetais estdo contidos até na RENISUS, Formulario de
Fioterapicos da Farmacopéia Brasileira e o Memento Fitoterapico da Farmacopeia
Brasileira. Vale lembrar que nessa regido, a pratica dessa terapia como remédio é
comum e, as vezes, esse corresponde ao Unico recurso medicinal em algumas
comunidades. No entanto, essas praticas vém sofrendo interferéncia direta da
medicina ocidental moderna, e também da falta de interesse da populacdo jovem em
relacdo aos usos desses saberes, 0 que se torna ameacador a cultura hereditaria da
transmissibilidade do conhecimento sobre plantas medicinais (RENISUS, 2022; D. L.
SANTOS et al., 2019).

Carl Friedrich Phillip von Martius, foi um naturalista catélico nascido na regido
de Munique na Alemanha que viajou pelo Brasil durante 1817 e 1820 para realizar
investigacbes Botanicas e Antropoldgicas. Nesse percurso, passou por Santarém
(PA), Manaus (AM) e fronteiras da Colombia e da Venezuela e chegou a coletar cerca
de 6.500 espécies de plantas. Nessa passagem chegou a relatar sobre inUmeras
plantas medicinais que estdo contindas em suas obras bibliograficas “Flora

brasiliensis”,

LTS

Systema de Materia Medica Vegetabilis Brasiliensis”, “Das Naturell, die
Krankheiten, das Arztthum und die Heilmittel der Urbewohner Brasiliens” (A natureza,

as doencas, a medicina e os remédios dos nativos do Brasil). Nessas obras, citou a
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sucuuba (tratamento de ulceras), seringueira (antiparasitario), assacu (antihelmintico),
Mandioca (antidoto e limpeza do sistema linfatico), Sucupira (dor reumatica e tumores
artriticos), copaiba (gonorreia), cumaru (Nervoso, analéptico restaurador, cardiaco,
diaforético e emenagogo), andiroba (Exantema, principalmente aquele originado de
picadas de insetos da familia Simullidae, dermatofitose, anti-helmintico), Uculba
(Colica, dispepsia, dor reumatica, tumores artriticos), jamborandi (Diaforético,
diurético, sialogogo, expectorante, antidoto), entre outras (BREITBACH et al., 2013).

No trabalho realizado por Luiz et al., (2014), no qual buscavam avaliar a
preferéncia comunitaria no municipio de lgarapé-Miri (Estado do Para) em escolha por
grupos de drogas, seja ela alopaticas ou plantas medicinais, nos anos de 2000 e 2008.
Assim, observaram que a preferéncia por remédios caseiros ainda prevalecia em alta,
com média de 62,5% frente aos pacientes que escolnem medicamentos alopéticos
(17,5%) e os que optam por intercalar as duas categorias de medicamentos (20%)).
Como argumentos para escolha de tal tratamento citavam que a “planta medicinal ndo
contém quimica”, que o produto ndo possui contraindicagao”, o produto “nao faz mal”,
“‘questao de tradicdo de familia”, da posse de baixo recurso financeiro para compra de
medicamentos alopaticos e ainda pela escassez de fornecimento dos medicamentos
ditos essenciais.

Desta forma, algumas obras retratam o uso dessas plantas que habitam nesta
imensa extensao territorial, que é o Brasil, e que vira foco mundial quando o tema
discutido se refere a biodiversidade. Rios & Pastore Junior (2011) elaboram uma obra
muito relevante que trata de informacdes de 450 espécies de vegetais muito
conhecidos em toda comunidade amazénica e que possuem aplicabilidade medicinais
e até industriais. Dentre as unidades de plantas citadas tem quatro espécies de
Copaiferas, pau-rosa (Aniba rosaeodora), macaca poranga (Aniba parviflora), juca
(Caesalpinea ferrea), espécies do créton, de piperacea, maracuja (Passiflora spp),
dentre outras.

Em uma revisdo sistematica sobre as familias de plantas medicinais mais
utilizadas na regido amazonica, Pascoa Junior & Souza (2021) relataram que as
Fabaceae sdo as mais frequentes e possuem espécies que a populagdo indica
eficiéncia terapéutica no tratamento de alteragbes gastrointestinais (diarreia e dor
abdominal), antimicrobiano, antiinflamatorios, desordens hepaticas e até cancer,

como por exemplo a copaiba (Capaifera paupera). As familias Euphorbiaceae e
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Rubiaceae sdo apontadas pela populacdo como Uteis para o alivio de alteracdes
hepaticas, vesiculares, estomacais e renais, além de reduzir a dor e a febre. Sdo
representantes da familia Euphorbiaceae, o assacu (Hura crepitans) e quebra-pedra
(Phyllanthus niruri). A familia Rubiaceae estava representada na pesquisa pelo
jenipapo (Genipa americana) e a unha-de-gato (Uncaria guianensis).

Vale ressaltar a importancia da insercao feminina na pratica da fitoterapia. Para
Pascoa Junior & Souza (2021), as mulheres sdo as maiores responsaveis pelo
conhecimento do uso de plantas medicinais e isso faz com que recaia sobre si o
cuidado a ser tomado com os entes queridos quando se fala em saude familiar. Elas
além de dominarem essa atividade, ainda cuidam de seus respectivos quintais onde
cultivam em canteiros ou no solo, seus remédios caseiros.

Mesmo diante de inidmeros estudos envolvendo as plantas medicinais, a
fitoterapia e acdo farmacolégica, ainda sdo escassos os trabalhos que comprovem as
acOes terapéuticas dos vegetais existentes no Brasil, em especial a Amazodnia. Mais
incentivos se tornam necessdarios para a confirmacdo das formas farmacéuticas,
doses, tempo de estabilidade e de armazenamento, forma de preparo, possiveis
interacfes medicamentosas e efeitos toxicoldgicos no que remete a esses produtos
(PASCOA JUNIOR & SOUZA, 2021).

2.2.1. Carapa sp (Andiroba)
2.2.1.1. O género Carapa

A grande diversidade da floresta amazbnica abriga a maior e mais rica
cobertura vegetal do planeta, contendo cerca de 14.003 diferentes espécies (D.
Cardoso et al.,, 2017). Varias dessas espécies sao produtoras de sementes
oleaginosas de onde séo extraidos 6leos vegetais de grande potencial fisico-quimico,
apresentando capacidade nutricional, econdmica e tecnoldgica, gerando interesse
para muitas pesquisas (SARQUIS et al., 2020; SILVA, 2018).

Como uma das familias botanicas que possuem espécies e apresentam estas
caracteristicas se tem a familia Meliaceae. Essa familia possui cerca de 51 géneros e
550 espécies e é de origem nativa e endémica no Brasil (BRASIL, 2021). Possui
distribuicdo global, sendo encontrada na América Central até ao norte da América do
Sul, na Nova Zelandia, Asia, costa oriental da Australia e na Africa Central (KENFACK,
2011).
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No Brasil, esta familia é constituida por 7 géneros sendo eles Cabralea,
Guarea, Carapa, Trichilia, Swietenia, Khaya e Cedrela. Na regido amazoénica somente
duas espéceis de andiroba sao utilizadas pelos povos tradicionais, a Carapa
guianensis e Carapa procera. Ambas podem ser encontradas nos estados como Par4,
Acre, Amazonas, Amapa e Maranhdo, conforme Figura 1. Seu habitat esta
relacionado em florestas temporariamente alagadas, varzeas, matas ciliares, podendo
ocorrer também em terra firme, ao longo dos rios, corregos, manguezais, normalmente
em pequenas populacdes agrupadas por toda bacia amazdnica (BRASIL, 2021; Costa &

Martins, 2017; Maia et al., 2022).

Figura 1 - Distribuicdo geografica da Carapa guianensis Aubl. no Brasil.

Fonte: Brasil (2021).

As espécies do género Carapa sao conhecidas popularmente como andiroba,
andirobinha, andiroba branca, andiroba-do-igap6, entre outras. A etiologia do nome
“andiroba” deve-se a origem tupi-guarani que possui o significado de gosto amargo
(DENISE et al., 2021; FERRAZ; CAMARGO; SAMPAIO, 2002; MACHADO; MENDES,
2021).

A andirobeira, como € conhecida a arvore da andiroba, € considerada de médio
a grande porte e esta distribuida ao longo da costa atlantica da América Central, na
América do Sul da Colébmbia ao Brasil, Equador e na Amazonia Peru. Na sua arvore
ha grande interesse comercial. Das sementes sédo extraidos o 6leo que € uma das
drogas naturais mais vendidas na Amazobnia e possui demanda até internacional,
chegando a ser exportada para paises como Estados Unidos e os europeus. No

aspecto extrativismo, ndo ha grandes areas para extracao de 0Oleo e essa atividade &
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executada por pequenos grupos familiares (extrativistas) que colhem os frutos na
regido e extraem o Oleo ou vendem as améndoas in natura para empresas que
esmagam nas e produzem o 6leo (COSTA; MARTINS, 2017; MACHADO; MENDES,
2021).

Este vegetal, que também €& bastante cobicado, representa um grande apelo
socioambiental, visto que é mais viavel vé a arvore em pé e produzindo, do que
cortada e utilizada em outras finalidades como na industria madeireira. Das suas
folhas secas prepara-se um cha benéfico para tratamento de doencas renais, bexiga
e é considerada antiinflamatoria e cicatrizante. Praticamente tudo da Andiroba é
aproveitada, a massa que sobra da extracdo do 6leo serve para fazer sabao, vela e
sabonete (MACHADO; MENDES, 2021; RIBEIRO et al., 2021). A casca da arvore €
usada como cicatrizante e vermifugo. A sua madeira possui alta qualidade e valor
comercial visto que € aplicado na fabricacdo de madveis, construcdo civil, laminas e
compensados que eram aplicados na confeccdo de tampos de mesas, cadeira e
assentos. A matéria da madeira apresenta cerne vermelho escuro, um lustre e brilho
natural atraente, textura grossa, cheiro e gosto indistintos, aceita boa trabalhabilidade
pois recebe bem a entrada de pregos e tem uma superficie lisa e regular possuindo
similaridade com o mogno (Swietenia macrophylla), a qual junto com o cedro, fazem
parte da mesma familia botanica, a Meliaceae (COSTA; MARTINS, 2017; RIBEIRO et
al., 2021).

Os relatos de uso do azeite de andiroba constam na publicacdo do Didlogos
das grandezas do Brasil, de Branddo (2010). Nesta obra, o autor apresenta
manuscritos de 1618 que referenciam a importancia da oleaginosa, ao qual
chamavam a arvore de “jnhanduroba”. Outra descricdo historia da andiroba foi
realizada por Jean-Baptiste Christopher Fuseé Aubiet (1720-1778), na Guiana, no ano
de 1775. Apds esse feito, 0 seu se espalhou amplamente pela Guatemala, Peru,
Colémbia, Panam4, Venezuela, chegando ao Brasil. No Brasil, o desenvolvimento foi
tal que se estabeleceu a primeira industria do éleo de andiroba, especificamente na
cidade de Cameta, no estado do Para (MACHADO; MENDES, 2021).

2.2.1.2. Caracteristicas botanicas da Carapa guianensis
A andirobeira € do tipo perenifélia, podendo atingir até 55 metros de altura,

porém, facilmente séo encontrados espécimes com 25-35 metros. Esta presente nas
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areas mais Umidas da floresta de terra firme e possui um tronco cilindrico e reto que
as vezes pode apresentar raizes que se desenvolvem junto com os troncos da
andirobeira, formando em volta dele divisbes achatadas que s&o conhecidas como
sapopema. Sua copa tem tamanho mediano, densa e constituida de ramos erguidos
com leve curvatura pelo qual pode ofertar uma sombra intensa (Figura 2). Tem uma
casca espessa muito amarga, com coloracdo acinzentada ou avermelhada que se
desprende da planta em grandes pedacgos faciimente (FERRAZ;, CAMARGO,;
SAMPAIO, 2002; NASCIMENTO et al., 2019).

Figura 2 - Arvore de Carapa guianensis Aubl.

Suas folhas apresentam em média de 80 a 110 cm de comprimento, sdo do
tipo alterpinadas, com vestigio de um foliolo terminal, tomentoso e glandular. Possui
foliolos oposto de 3 a 10 pares que medem em torno de 10 a 50 cm de cumprimento
e 4 a 18cm de largura, com margens inteiras e apresentam coloracdo verde-escuro
brilhante na superficie superior e glabra na superficie inferior com pelos simples e
esparsos na nervura central. A C. guianensis apresenta nectarios extra-floral na
pontas das folhas, atraindo principalmente formigas (FERRAZ; CAMARGO;
SAMPAIO, 2002).

Esta espécie é mondica, havendo inflorescéncia feminina e masculina em suas
flores bege ou brancas que apresentam um toque levemente perfumado, com pétalas
qgue medem 8 mm de cumprimento. As flores da C. guianensis séao
predominantemente 4 meras (com 4 sépalas, 8 pétalas e 16 estames). Ela tem a

panicula grande que chega a medir entre 20 e 90 cm de comprimento que S&o
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sustentadas por bracteas pontudas, axilar ou sub-terminal (COSTA; MARTINS, 2017;
HIURA et al., 2008; SARQUIS et al., 2020).

Seu fruto se apresenta como uma cépsula esférica (ourico arredondado), seca
e indeiscente, possuindo quatro valvas de 3 a 5 cm de diametro contendo geralmente
entre 4 e 12 sementes marrons, de lateriais anguliformes ocasionada pela
compressdo com as sementes vizinhas. Quando cai da arvore, sdo liberadas as
sementes ricas em 6leo amarelo-claro extremamente amargo. Estas, por si s6, podem
apresentar variagcao no seu tamanho (Figura 3A) (FERRAZ; CAMARGO; SAMPAIO,
2002; HIURA et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2019). As sementes da C. guianensis
se distinguem da C. procera por a primeira apresentar um hilo maior sem saliéncia
delimitante, apresentando residuos de tecidos da placentacao (Figura 3B) aderidos
(COSTA; MARTINS, 2017).

Figura 3 - (A) Fruto, (B) Sementes das espécies Carapa guianensis Aubl. e Carapa procera D.C. e (C)
germinacdo da semente de Carapa guianensis Aubl., demonstrando a presenca de folhas compostas.
A

C

o e

Carapa guianensis Carapa procera

Fonte: Adaptado de BRASIL (2021).

A arvore da Carapa guianensis se desenvolve tanto em florestas primarias
guanto em secundarias e possui diversos habitats, inclusive em toda a bacia
amazobnica, desde areas de varzea, margem de igarapés e rios, até floresta de terra
firme. Sua grande adaptacdo em varios ambientes se da devido a sua estratégia de
dispersédo por meio de roedores, mamiferos e outras espécies de animais que
escolhem essas sementes como alimentos por serem uma fonte rica de minerais e

proteinas, bem como pela dispersao por cursos d’agua onde suas sementes flutuam
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e sao constantemente espalhadas por grandes distancias (JESUS-BARROS et al.,
2015; RIBEIRO et al., 2021).

2.2.1.3. O 6leo de andiroba (Carapa guianensis)

O d6leo da andiroba € um produto tipico da regido amazonica que chegou ao
reconhecimento mundial. Apesar de alguns de seus subprodutos possuirem alto valor
agregado e serem fabricados por todo o Brasil, geralmente o seu beneficiamento
acontece em éareas descentralizadas do foco de onde € extraido o azeite, como em
comunidades da Amazonia (GILBERT, 2006).

Na fitoterapia tradicional da Amazonia para o tratamento de doencas da pele o
Oleo bruto de andiroba (C. guianensis) é recomendado devido as propriedades
antimicrobianas e antiinflamatérias. Ele € aplicado terapéutica e profilaticamente
misturado com mel e copaiba no combate a inumeras enfermidades (COSTA;
MARTINS, 2017). Além de ser extremamente amargo, ainda é usado como
combustivel nailuminacéo, no preparo de sabonetes, cremes, 6leos corporais, batons,
outros cosméticos e até fitoterapicos no Brasil e na Guiana (MACHADO; MENDES,
2021; RIBEIRO et al., 2021).

Dentre os usos como produtos terapéuticos, os extrativistas, indios e ribeirinhos
o aplicam para diversos fins, como: febre, dor, picadas de cobra, escorpides e abelhas,
no combate a vermes e protozodrios, artrite, tétano, reumatismo, infeccdo renal,
hepatite, ictericia e outras infec¢des hepaticas, dispepsia, fadiga muscular, dores nos
pés, resfriados, gripes, tosse, psoriase, sarna, micose, hanseniase, malaria, tétano,
herpes e Ulceras graves, caxumba, repelente, bem como para tratar infeccées do trato
respiratério superior, dermatites, abrasdes (COSTA; MARTINS, 2017; MACHADO;
MENDES, 2021).

Segundo Ribeiro et al. (2021), o 6leo da Andiroba apresenta uma composi¢ao
rica em acidos graxos, especialmente o acido miristico (acido tetradecandico),
palmitico (acido hexadecandico), 6mega 6, dmega 9, vitaminas e minerais.

A extragdo do Oleo em si, da-se em carater artesanal ou industrial e pode levar
de 30 a 90 dias todo o protocolo, dependendo do mecanismo extrativo. No entanto,
num estudo comparando as técnicas, pesquisadores ja encontraram substancias
ativas no Oleo que foi submetido ao processo tradicional de extracdo e que néo

apareceu no 6leo extraido por outros metodos. A forma rudimentar de extrair o 6leo é
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dividida em quatro etapas consecutivas: coleta das sementes; cozimento e repouso
das sementes; preparacdo de descasque e preparo da massa; e coleta de 6leo. O
repouso das sementes e a coleta do 6leo sdo as etapas mais demoradas (NARDI et
al., 2016).

Geralmente, uma andirobeira tem capacidade produtiva de 50 quilogramas
anual de sementes podendo chegar até o montante de 120 quilos. Ja um extrativista
com boa proticidade é capaz de juntar entre 200 e 300 kg diariamente (FERRAZ;
CAMARGO; SAMPAIO, 2002; MAIA; SOARES; PEREIRA, 2022; NARDI et al., 2016).

Para a coleta das sementes da andiroba, o periodo adequado é entre os meses
de marco e julho, sendo que no més junino é a coleta com maior rendimento e
qualidade. Nessa etapa ocorre uma triagem que retira as sementes podres, muito
moles ou roidas por animais. Recomendado o recolhimento logo ap0s o processo
dispersivo embalando-as em sacos plastico de transporte por um curto periodo a fim
de evitar a desidratacdo das améndoas que nao sao tolerantes ao dessecamento. As
valvas devem ser abertas com impacto fisico e retirando-as manualmente. Quando
necessario, as sementes sdo imersas em agua por pelo menos 24 h para matar
afogada as larvas da Hypsipyla sp. e logo em seguida cozidas. Esse parasito € capaz
de reduzir a qualidade do produto da andiroba (FERRAZ; CAMARGO; SAMPAIO,
2002; NARDI et al., 2016).

O processo tradicional de extracdo do 6leo de andiroba demanda muito tempo.
No entanto, € um procedimento rustico pelo qual o conhecimento se passa de pai para
filho por meio de conversas e habitos. Entretanto, com a evolucdo da modernidade,
outros métodos mais eficientes como a prensa fez com que essa técnica ancestral
tenha reduzido em algumas areas, porém vale ressaltar que ainda h& pessoas que
realizam a extracdo tradicional, principalmente, em localidades isoladas, sem
eletricidade e com escassez de bens e servicos (MENDONCA; FERRAZ, 2007).

ApOs coletadas, selecionadas, submersas em agua, as sementes séo lavadas
em agua limpa corrente e cozidas em panelas ou latas num fogéo a lenha num periodo
de 30 minutos a 2 horas, tempo suficiente para se observar com um toque tatil nas
améndoas o desprendimento do 6leo e atestar o prosseguimento a préoxima etapa.
Logo em seguida, elas sdo colocadas em descanso por 15 a 30 dias numa area

sombreada e ventilada em recipientes como cestos por algumas semanas para que
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as paredes celulares das sementes sofram alteracfes e permita que o Oleo seja
extraido com mais facilidade (NARDI et al., 2016).

Entdo as sementes sdo socadas em um pildo ou quebradas com pedaco de
madeira, martelo ou faca. Dai a carne € removida das cascas das sementes,
amassadas e formado o “pao de andiroba”, sempre evitando o desperdicio de
material. Vale evidenciar que para tal atividade existem regras que sdo bastante
divulgadas entre os povos amazonicos que laboram nesse extrativismo e serve para
controlar alguns problemas que ha de acontecer no procedimento. Dentre essas
normas se tém a proibicdo de mulheres menstruadas néo tocar ou mesmo olhar a
massa, pois isso pode interromper o fluxo de 6leo, pessoas com “olho ruim”, “pessoas
ruins” e invejosos ndo devem observar essas etapas do processo, pessoas que
perderam seus entes queridos e gravidas também ndo podem tocar na massa e nem
olhar (NARDI et al., 2016).

Posteriormente, esse pao ou bola é colocado exposto ao sol em uma superficie
inclinada, tipo uma biqueira, pelo qual sera liberada o 6leo aos poucos, em forma de
gotejamento, dando origem ao azeite virgem (Figura 4). Esse aglomerado é entdo
amassado quando esta muito oleosa e rosada, por 10 a 30 minutos, 2 a 3 vezes ao
dia até ficar escura, seca e quebradica e formada novamente o bloco. Ha uma técnica
alternativa a esse da massa na biqueira, onde se ferve o pdo em agua e o 6leo que é
menos denso ira flutuar e, com auxilio de uma cabaca, sera coletado-o. Caso este
processo ndo seja realizado, o pao de andiroba pode ficar duro e vai dificultar a
extracdo do 6leo. Com as sobras dessa massa, alguns comunitarios fazem sabao ou
a queima para expelir mosquitos. O 6leo extraido deve ser armazenado em recipientes
fechados de varios tipos e tamanhos. Para manter a qualidade do 6leo, recomenda-
se gue o Oleo extraido seja armazenado em recipientes de vidro escuros (ambar)
fechados ou em recipientes de plastico escuro que ndo tenha sido usado
anteriormente para armazenar outros materiais (FERRAZ; CAMARGO; SAMPAIO,
2002; LOPES DE SOUSA et al., 2019; NARDI et al., 2016).

Diversos fatores podem alterar o rendimento do 6leo, como a forma extrativa,
a pessoa envolvida no processo, a localidade onde se realiza o procedimento, tempo
de armazenamento, entre outros. No trabalho realizado por Nardi et al. (2016) é
relatado que o rendimento médio para um quantitativo de 18 litros de sementes (11 kg

aproximadamente) gira em torno de quase 2 litros. Na extracdo em larga escala, como
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o processo industrial, o rendimento com a execucéo da prensagem dupla pode chegar
até 30% do peso bruto das sementes (FERRAZ; CAMARGO; SAMPAIO, 2002).

Figura 4 - Coleta das sementes de andiroba, lavagem, fervura, quebra, formacdo do "pé&o de
andiroba" e extracdo do 6leo.

!

Fonte: Adaptado de Nardi et al (2016) e Sousa et al (2019).

O o6leo puro da andiroba é tratado como especiarias e tem relevancia
econbmica na exportacdo. Estima-se que na Amazénia aproximadamente 200 mil
familias que vivem do extrativismo de Produtos Florestais ndo madeireiros (PFNM). O
6leo de andiroba, que é um PFNM pois se considera um subproduto originado das
andirobeiras, faz parte do cotidiano desses habitantes. No entanto, essa atividade vive
uma instabilidade devido a sua producao ser sazonal e a concorréncia com a atividade
madeireira (SANTOS & GUERRA, 2010).

Para os habitantes da regido da Floresta Nacional do Tapajos é possivel
produzir em média de 1,2 toneladas por ano do 6leo de andiroba (FERRAZ,
CAMARGO; SAMPAIO, 2002). Essa producéo chega a ser vendida pelos moradores
da FLONA por R$15,00 o litro e, quando realizada a venda na associagdo comunitaria,
alcanca o valor de R$ 60,00 (SANTOS; GUERRA, 2010). Em Sousa et al. (2019), foi
relatado que o valor do litro do azeite de andiroba nos municipios de Belém, Breves,
Gurupa/PA e Santana/AP, no decorrer do més de setembro de 2018, ciclou no valor
entre R$30,00 e R$92,00, cifras quase semelhantes ao de Santos & Guerra (2010).

Contudo, de toda essa cadeia de manufatura, 0 comunitario que realizou todo
0 processo € o0 que menos fatura (7%). O praticante do atacado, aquele que comprou

direto do extrator, € o que mais ganha, lhe proporcionando um percentual de 55,8% e
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o restante ao vendedor final, o referente a 34,45%. Usualmente, esse vendedor final
€ 0 varejista que vende o produto até o consumidor final na forma de frascos
fracionados ou produtos beneficiados (SANTOS & GUERRA, 2010).

No método de larga escala, o 6leo de andiroba é obtido por prensagem a frio
das sementes sem adicdo de solventes organicos ou aditivo quimico, preservando
seus compostos e gerando uma grande torta residual. Nesse processo, as sementes
sao quebradas e adicionadas a uma estufa com temperatura controlada de 65°C para
gque a améndoas alcancem 8% de umidade. Posteriormente, os fragmentos das
améndoas sdo comprimidos em prensas hidraulicas do tipo “expeller” ou “cage press”
(Figura 5). Com o auxilio dessa maquina, o rendimento raramente excede 30% do
peso das sementes com 8% de umidade. Apds a prensagem € produzido um residuo
onde muitos metabolitos sdo perdidos devido permanecerem presos a parede celular
da semente substancias como: polissacarideos, compostos fendlicos, proteinas e
lipidios (FERRAZ; CAMARGO; SAMPAIO, 2002).

Figura 5 - Imagem ilustrativa de uma maquina extratora de 6leo de andiroba "expeller".

Fonte: www.Indiamart.com

2.2.1.4. Composicao quimica da Carapa guianensis

O Oleo de andiroba é um liquido viscoso com coloracdo amarelo-marrom
caracteristica e pode tornar-se turvo em baixas temperaturas. Apresenta diversos
grupos de moléculas lipidicas, principalmente componentes saponificaveis, acidos
graxos (maioria), e uma fracdo insaponificavel composta por triterpenos e
principalmente por tetranotriterpenos ou limondides, substancias amargas, além de
taninos e alcaldides (IHA et al.,, 2014; REIS; SANTOS; GONCALVES, 2021,
WANZELER et al., 2018).
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Ao caracterizarem o perfil quimico de amostras do 6leo bruto de sementes de
C. guianensis, Reis et al. (2021) relataram que o 6leo apresenta trés classes principais
de metabdlitos: acidos graxos, triterpendides e esterdides; em paralelo, também foram
observados glicerol, esqualeno e substancias nao identificadas. Melo et al., (2018)
mostraram que o perfil de suas amostras foi composto de acidos graxos (oleico,
palmitico, linoleico, esteérico, palmitoleico, miristico e laurico), monoglicerideos
(monopalmitina e monooleina), esterdides e triterpendides (alpha-sitosterol, trihidroxi
colano 3,7,12-etil-24-oato, desoxi-cericea-lactona, gedunine, 7-oxogedunina,
efusanina A e desacetil-gedunina).

Em um trabalho realizado por Peron, Eberlin, Barata (2017) no Instituto de
Quimica da UNICAMP, foi estudado o residuo industrial da torta da andiroba, ou seja,
0 que sobra da extracao industrial. Logo, verificaram que é neste subproduto que se
concentram os Limondides, as substancias amargas e que possuem as propriedades
terapéuticas do 6leo. Usaram para isto técnicas cromatografia liquida acoplada a um
espectrobmetro de massas (UPLC-MS) determinaram 7 Limondides no residuo.

A composicdo de limonodides do Oleo varia entre literatura, entretanto o 7-
Deacetoxi-7-hidroxigedunina, gedunina, 6a-acetoxigedunina, 17-
Glicolildesoxigedunina; 7-Desacetil-7-oxogedunina sdo comuns nos resultados de
estudos (AMBROZIN ET AL., 2006; R. N. CARDOSO ET AL., 2006; MIRANDA
JUNIOR, 2010; MIRANDA JUNIOR ET AL., 2012; NINOMIYA ET AL., 2016).

As condicfes de armazenamento de sementes, secagem, métodos de extracao
de 6leo, podem influenciar na qualidade do 6leo e na proporcao dos compostos, o que
ocasiona variabilidade entre os resultados (MENDONCA et al., 2020; NASCIMENTO
et al., 2019). No estudo realizado por Nascimento et al. (2019) caracterizaram o perfil
lipidico de amostras de 6leos de sementes de C. guianensis da regidao de Manaus,
AM, Brasil. Estes verificaram a presenca de 21 compostos lipidicos, sendo o oleato
de metila (42,3%), palmitato de metila (26,0%) e acido oleico (12,5%) os compostos
majoritarios, considerando a abundancia relativa dos compostos.

Os estudos de Milhomem-Paix&o et al. (2017) e Silva et al. (2018) apontaram
gue mais de 97% dos acidos graxos das amostras de 6leo de C. guianensis foram
representados pelos acidos oleico, palmitico, linoleico, araquiddnico e estearico. lha
et al. (2014) avaliaram a composicdo dos acidos graxos da C. guianensis e
identificaram os acidos: oleico (57,8%), palmitico (25,3%), linoleico (5,9%), estearico
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(10,5%) e miristico (0,5%), sendo observado 36,3% de acidos graxos saturados e
63,7% de insaturados. Ainda segundo os autores, essa variabilidade é justificada
pelas variagdes nas condi¢des de cultivo, como clima, solo e variedade de sementes.

Cabral et al. (2013) avaliaram 14 amostras de 6leo de andiroba de diferentes
localidades das ilhas de Sdo Sebastido da Boa Vista — Maraj6/PA, Brasil e relataram
gue os compostos dominantes sdo o acido oleico, palmitico e linoleico. Apesar da
similaridade da composicdo quimica a propor¢cdo dos compostos variou entre as
amostras. A composicdo do 6leo de andiroba (Carapa spp.), 0 teor e a variabilidade
guantitativa de substancias podem refletir a variabilidade genética da espécie em uma
mesma regido (MILHOMEM-PAIXAQO et al., 2017).

A temperatura € outro fator que influencia diretamente na qualidade de 6leos,
podendo afetar suas propriedades fisico-quimicas, levar a rancificacdo de gorduras e
alterar pigmentos quando submetidos a altas temperaturas durante a extracéo
(MENDONCGCA et al., 2020).

Novello et al., (2015) avaliando a composicdo fendlica do 6leo de andiroba
relataram que o maior teor de compostos fendlicos foi obtido na menor temperatura
de extracao, a 25 °C, que juntamente com o baixo tempo de processamento levaram
a maior atividade antioxidante total (% de inibicdo DPPH - 1,1-difenil-2-picrilhidrazil),
evitando assim uma possivel degradacdo de compostos bioativos nos extratos.

A forma de obtencédo pode ocasionar variabilidade na composi¢cdo quimica do
Oleo. Wanzeler et al. (2018) identificaram nove componentes quimicos no Oleo
refinado e dez naquela in natura. No refinado foram identificados os acidos palmitico,
palmitoleico, linoleico, oleico, estearico, araquidico e behénico, além do glicerol e 0 2-
monolinolénico. No natural registrou-se os &cidos laurico, palmitico, palmitoleico,
linoleico e oleico, o glicerol, 2-monolinolénico, 1-monolinoleni, 1-monooleina e 1-
monoestearina.

Reis et al. (2021) verificou técnicas de extracdo lipidica assistida por ultrassom
para verificar as concentracdes de limondides e esteroides. Os autores comentam que
a hidrélise ndo catalisada, apenas a temperatura e a presenca de agua, pode
apresentar baixa eficiéncia, pois certa quantidade de limondides e esterdides ficam
aderidos as paredes. Neste caso, a utilizagédo de solventes solubilizou as substancias

mencionadas, aumentando a eficiéncia e reduzindo o tempo de extragdo. Assim, a
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forma de extracdo do 6leo pode ser outro fator de variacdo na parte quantitativa de
substancias o que, consequentemente, influencia na eficiéncia do o6leo.

Outro fator que pode causar variabilidade do 6leo de C. guianensis, é a forma
de armazenamento. Araujo et al. (2017), em seu estudo sobre a composi¢do quimica
e antioxidante do Oleo, citam que as sementes foram coletadas e congeladas antes
da secagem, seguida do processo de extracdo do Oleo, 0 que evitou a atividade
enzimatica relacionada a hidrélise do triacilglicerol e ao processo oxidativo, mantendo
as propriedades do 6leo.

Informacdes sobre solventes, tecidos vegetais e métodos de preparacdo e
extracdo sdo importantes para a padronizacdo entre os estudos, pois estes fatores
podem ter diferentes efeitos na variedade e nas concentracbes relativas dos
compostos presentes no extrato final (OLIVEIRA et al., 2018).

2.2.2. Copaifera reticulata (Copaiba)
2.2.2.1. O género Copaifera

A copaiba € uma planta Amaz6nia que pertence ao género Copaifera. Nas
literaturas sobre plantas medicinais, as copaibeiras sdo muito abordadas por conta do
seu oOleorresina que brota do tronco quando ha perfuracdo ou agresséao fisica. Este
produto possui altissimo interesse comercial e com indicacdes terapéuticas relatadas
h& séculos (SANTOS et al., 2020).

O nome copaiba tem origem na etnia indigena tupi, Kupa’iwa e kupa'u, e
chamada pelos indios de copaiva ou copahu, que significa arvore de depdsito se
referindo ao seu 6leo. A utilizacdo de forma terapéutica desse produto natural
possivelmente se deu pelos indios que observaram os animais feridos e que se
esfregavam pelo tronco das copaibeiras. Dai os indios passaram a utilizar este
produto antes dos portugueses chegarem no Brasil, como antiinflamatério e
cicatrizante nos umbigos de recém-nascidos e nos guerreiros machucados (HECK et
al., 2012).

Dados relatados em referéncias bibliograficas, datam que o primeiro descrito
sobre as propriedades do 6leo da copaiba foi apresentado em uma carta de Petrus
Martius ao Papa Ledo X, a qual foi publicada em Estrasburgo em 1534 e que
apresentava o nome batizado pelos indigenas de “Copei”. Ainda no mesmo trabalho,

consta relato de uma publicacido da mesma época, “De Natura Novi Orbis”, do padre
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jesuita José Acosta que apresenta o interesse das populacfes brancas por este
balsamo, enaltecendo o excelente odor e potencial de cura de feridas que ao
reconhecimento até dos espanhodis. Em meados de 1560, o padre jesuita José de
Anchieta escreveu uma carta ao Padre Geral abordando a esséncia suave do
Oleorresina da copaiba e também a sua propriedade terapéutica de cicatrizacdo de
feridas sem deixar sinal da cicatriz (VEIGA JR & PINTO, 2002).

A forma de coleta ainda tem um ritual a ser seguido e que é cumprido até a
atualidade pelos silvicultores. No inicio do século XIX, o Principe Maximiliano esteve
no estado do Espirito Santo e relatou a crenca popular da forma como que era
realizada a coleta da copaiba. Em suas escritas, observou que a incisao deveria ser
feita em dia de lua cheia e o0 exsudato colhido somente no quarto minguante. Em 1964,
no Tratado Unico da Constitui¢io Pestilencial, Jodo Ferreira Rosa relatou: “Neste pau,
nas noites de lua cheia, quando os frutos estdo maduros, se faz golpe até a medula,
correr 6leo em grande quantidade (VEIGA JR & PINTO, 2002).

Em meados de 1972, o Oleorresina de copaiba chegou a ser aprovado pela
Food Chemical Codex como complemento aditivo nos alimentos e bebidas devido a
acao flavorizante atribuida aos sesquiterpenos presentes no 6leo, que sdo compostos
volateis muito utilizados na industria alimenticia e na area da cosmetologia em virtude
de seu aroma agradavel (SANTOS et al., 2020b).

Por conta da grande procura e indicacdo medicinal, o éleorresina da Copaifera
ja foi considerado uma panaceia, porém sua aplicabilidade terapéutica reduziu
bastante por conta do langamento de novos medicamentos alopaticos mais eficientes
e também de muitas acbes farmacolégicas que foram esquecidas (VEIGA JR &
PINTO, 2002).

2.2.2.2. Botanica

O género Copaifera pertence a familia botanica Leguminosae, a qual é
considerada a terceira maior familia de angiospermas com 727 géneros e 19.325
espécies catalogadas, e inclusa na sub-familia Caesalpinoideae. Este género é
considerado Pantropical por ser encontrado da regido norte da Argentina até o México,
Africa ocidental e no continente asiatico, como apresentado na Figura 6 (SANTOS et
al., 2020).
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Figura 6 -

Fonte: Veiga Jr & Pinto (2002).

Atualmente, existem 72 espécies ja catalogadas de Copaifera, das quais mais
de 20 sédo encontradas em solo brasileiro e sdo popularmente conhecidas como
copaibas ou copaibeiras. No Brasil, € endémica no Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste
e Norte e as espécies mais encontradas na Amazénia sdo a Copaifera officinalis L.,
Copaifera reticulata Ducke, Copaifera multijuga Hayne, a Copaifera confertiflora e a
Copaifera langsdorffii (PIERI et al., 2012; PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009; ROCHA et
al., 2021b).

As espécies deste género correspondem a arvores ou arbustos e se destacam
pela sua longevidade que pode chegar até 400 anos e a medir até 40 metros de altura.
Seu tronco possui diametro de 0,4 até 4 metros e tem casca aroméatica. Suas
folhagens séo densas e pequenas, com folhas pinadas alternas com 2 a 12 pares de
foliolos (Figuras 7 e 8), apresentam inflorescéncia branca, as vezes ligeiramente
rosadas e sem pétalas. Seus frutos secos séo legumes deiscentes com 3,5 cm a 4,0
cm, sementes ovoides negras com um arilo amarelo (ALENCAR, 1981; RANDO et al.,
2013; PIERI et al., 2009).
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Figura 7 - Folhas alternas em pares de foliolos de um ramo coletado na Floresta Nacional do
Tapajés.

a (Copaifera reticulata).

4
v
4

Fonte: O autor.

Com tantas espécies de Copaifera existentes e de dificil identificacdo, as
caracteristicas que podem diferencid-las sdo a presenca ou auséncia de pontuagdes
nos foliolos e com relagéo as flores, a pubescéncia das sépalas, o comprimento das
anteras e a condicao glabra ou ndo glabra do pistilo (ESCOBAR et al., 2014; VEIGA JR
& PINTO, 2002).
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Estdo habituadas a diferentes tipos de ambientes, como florestas, terra-firme,
areas alagadas, margens dos rios e igarapés que frequentemente inundam, beiras

arenosas de lagos e até regides de matas do cerrado (HECK et al., 2012).

2.2.2.3. O Oleorresina de Copaifera reticulata

O dleorresina da copaiba possui coloracéo variando de amarelo ouro a marrom
e que é oriundo dos canais esquizo-lizigeos secretores e sao formados pela dilatagao
de espacos intercelulares que é nomeado de meatos e se intercomunicam no
meristema. O Oleo é encontrado em todas as regides do vegetal e se acumula nas
cavidades internas formando bolsas no interior da medula do caule de arvores jovens,
nas folhas e xilema primério. Esses bols6es, como sdo chamados, ndo se comunicam
entre si e € por isso 0 costume dos extratores de perfurar mais de um orificio em
diferentes pontos. Esse 6leo brota também quando a arvore apresenta condicfes
patolégicas, 0 que caracteriza esse exsudato um produto da desintoxicacdo e
mecanismo de defesa contra animais, fungos e bactérias (BIAVATTI et al., 2006;
HECK et al., 2012; PACHECO; BARATA; DUARTE, 2006; PIERI; MUSSI; MOREIRA,
2009; SILVA MEDEIROS; VIEIRA, 2008).

Como técnica adequada e ndo agressiva para a extracado deste 0Oleo, utiliza-se
um meétodo que consiste na perfuracdo de dois orificios com um trado (2 cm de
diametro e 45 cm de comprimento) na altura entre 1,0 e 1,50 m acima da base da
planta. Logo apds o escoamento do 6leo, os orificios sdo vedados com cano de
Policloreto de Vinila (PVC) com % de didametro e 10 cm de comprimento contendo uma
tampa de plastico que € utilizada para facilitar coletas futuras e proteger o vegetal
contra possiveis parasitas, conforme Figura 9 (OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOGHBI, 2016).
O rendimento da coleta de 6leorresina pode variar de 0,3 a 3 litros do produto por
arvore. No entanto, pode-se esperar que em algumas ocasifes ha copaibas
produzindo até 30 litros em Unica coleta (SOUZA; HIGUCHI, 2014).
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Cada dleorresina apresenta caracteristicas individuais no aspecto da cor, odor,
densidade, viscosidade e composicdo quimica. Com a grande diversidade de
espécies do género, juntamente com a alta procura pelo produto e ainda a similaridade
entre os varios tipos presentes, isso veio a contribuir com a adulteracdo dos 6leos de
outras procedéncias, o que dificulta a identificacdo correta de uma Unica espécie e a
aplicabilidade terapéutica correta de um 6leo (LIMA et al., 2020).

Além do uso medicinal, o 6leorresina de copaiba ainda contribui para o
processo da bioeconomia regional nas comunidades amazonicas. O litro extraido da
madeira quando comprado direto do extrativista pode custar até R$30,00. Este mesmo
produto quando beneficiado pelo atacadista podera ser comercializado por até
R$200,00. Desse valor, quando chega no varejista, o 6leo é fracionado e vendido por
R$300,00 o litro (SANTOS; GUERRA, 2010). No trabalho de (GONCALVES et al.,
2012), que realizaram um levantamento na Flona do Tapajos, observaram que o valor
médio citado pelos entrevistados era de R$15,00 quando comprado direto do produtor.

Apesar de algumas caracteristicas serem comuns aos 0leos da copaiba, existe
um grande problema no que se refere a identificacdo das espécies desse produto e
também na padronizacdo de sua caracterizacdo quimica (LIMA et al., 2020). A
caracterizacdo quimica dos 6leorresina da Copaifera é fundamental para relacionar a
composicdo quimica com a possivel atividade biolégica e, assim, permitir o
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lancamento de um novo fitoterapico com seguranca e eficacia com controle de
qualidade adequado (PACHECO; BARATA; DUARTE, 2006). Este oOleorresina € muito
susceptivel a influéncia de diversos fatores, como diferengcas metabdlicas entre
individuos do mesmo género e até da mesma espécie botanica, sazonalidade como
estacdo chuvosa, temperatura, umidade, tipo e nutrientes de solo, altitude,
temperatura, intensidade da luz, idade da planta e ainda adulteragdo por conta do
processo produtivo ser de maneira artesanal. Todos os fatores levam a alteracdes na
variabilidade da concentracdo e dos metabdlitos (J. J. M. SILVA et al., 2020; VEIGA JR
& PINTO, 2002).

O dleo é constituido majoritariamente por sesquiterpenos, que emitem um odor
agradavel em funcdo de ser 6leo essencial, e diterpenos ndo volateis que séo
responsaveis pela caracteristica resinosa e rico em &cidos diterpénicos. Dai se
originou 0 nome 6leorresina ao liquido extraido dos troncos das copaibeiras (SANTOS
et al., 2020a).

Este exsudato pode ser utilizado na sua consisténcia pura, conforme a forma
gue brota dos troncos das copaibeiras, na forma destilada, e ainda pode ser aplicada
como um componente na preparacdo de uma variedade de produtos com fins
terapéuticos ou cosméticos, como xaropes, sabonetes, shampoos, detergentes,
pomadas, capsulas, 6vulos vaginais, cremes, locles, fixador de fragrancias e na
industria quimica de tintas como fixador de vernizes (BIAVATTI et al., 2007; GARCIA,;
YAMAGUCHI, 2012; RIGAMONTE-AZEVEDO; WADT; WADT, 2006).

Seu oleorresina é muito conhecido devido as varias propriedades medicinais,
como antiinflamatério, cicatrizante, antiasmatico, expectorante, antidlcera,
antitumoral, antisséptico, antifingico, antibacteriano e tratamento de incontinéncia
urindria, cistite e leucorréia (BIAVATTI et al, 2006; BRASILEIRA DE
FARMACOGNOSIA et al., 2008). Essa acao terapéutica, segundo estudos, € atribuida
a rica presenca dos sesquiterpenos, inclusive do B-cariofileno, o qual é caracterizado
como marcador quimico do género (LIMA et al., 2020). Apesar da alta presenca
desses compostos nos oleorresinas, as atividades biolégicas dos metabdlitos
secundarios podem ser sinérgicas ou aditivas, em vez de serem causadas
exclusivamente por compostos individuais (MALHEIROS et al., 2020).

Com essa riqueza de metabdlitos secundarios, aos quais sao atribuidos os

efeitos farmacolodgicos, o 6leo de copaiba € considerado um produto de uso mundial
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e muito exportado pelo Brasil. Esse interesse comercial ocorre devido o produto da
copaiba ser considerado um Gtimo cicatrizante, antiinflamatorio, ajuda no tratamento
de virus como Herpes simplex e ser parte constituinte das farmacopeias da Inglaterra
e dos Estados Unidos. No entanto, esse azeite natural poderd constituir ainda um
produto de alto valor na questdo de saude publica e na esfera econémica em curto
prazo (GILBERT, 2006).

2.2.2.4. Composicao quimica do oOleorresina de Copaifera

A composicdo quimica do Oleorresina da Copaifera € muito susceptivel a
influéncia de diversos fatores, como diferencas metabolicas entre espécies do mesmo
género e até da mesma espécie botanica, sazonalidade como estacdo chuvosa,
temperatura, umidade, tipo de solo, idade da planta e ainda adulteracéo por conta do
processo produtivo ser de maneira artesanal (SILVA et al., 2020).

O Oleorresina da copaiba é constituido por um extenso grupo de moléculas
organicas conhecidas como terpenos que sao batizadas como “alcenos naturais”,
visto que apresentam uma dupla ligacao carbono-carbono sendo caracterizado como
um hidrocarboneto insaturado. Esses produtos séo sintetizados pelas plantas como
metabdlitos secundarios e possuem funcdo de evitar injurias por agentes externos
(FELIPE; BICAS, 2017). Dentre as substancias ja apresentadas neste 6leo tém-se os
sesquiterpenos: cariofileno, 6xido de cariofileno, a-humuleno, &-cadineno, a-cadinol,
a-cubebeno, a e B-selineno, B-elemeno, trans-a-bergamoteno e B-bisaboleno. Ja os
diterpenos mais comuns presentes na fracdo sdo os acidos copalico, poliltico,
hardwickiico, caurendico, 3-hidroxi-copalico, 3-acetoxi-copalico e ent-agatico
(SANTOS et al., 2020a).

Essas variabilidades terpénicas séo originadas de uma cadeia de reacdes
bioquimica, sendo entdo provenientes do isopentenil difosfato (IPP) ou de seu isbmero
dimetilalil difosfato (DMAPP), os quais possuem rotas metabdlicas diferentes - via do
mevalonato, que acontece no citosol das plantas, e via do 1-desoxilulose 5-fosfato
(DXP). O DMAPP e IPP séo acoplados juntos de uma forma cabeca com a cauda para
formar o monoterpeno de 10 carbonos. Em seguida, a este é acoplado a outra
molécula de IPP para formar o sesquiterpeno com 15 carbonos em sua molécula e
com o acoplamento de outra molécula de isopentenil difosfato, produz o diterpeno qual
possui 20 carbonos (KITAOKA et al., 2015).
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Os sesquiterpenos constituem parte do 6leo de copaiba e séo considerados um
grupo de metabdlitos secundarios e que estdo presentes em muitos produtos de
origem vegetal. Sua massa molecular é considerada pequena, o que favorece a sua
volatilidade. Eles apresentam odor agradavel e estdo presentes na fracdo do 6leo
essencial da amostra. A grande diversificacdo de sua estrutura molecular e o enorme
potencial farmacoldgico o tornam este grupo de excepcional interesse (FELIPE;
BICAS, 2017; FRANCOMANO et al., 2019; SANTOS et al., 2020a).

Um exemplo de sesquiterpenos encontrado no 6leorresina € o B-cariofileno que
€ dos principais constituintes deste produto por conta de sua altissima concentragao.
Ele é considerado um canabindide antiinflamatoério possuindo o potencial de se ligar e
atuar como agonista no receptor canabindide tipo 2 (CB2) e dessa forma ativa-lo.
Também pode inibir as vias de sinalizacdo que promovem a expressao de citocinas
pré-inflamatérias e a resposta imunitaria TH1, sendo assim ele inibe a expresséo de
citocinas pro-inflamatérias e atua na diminuicao da inflamacédo (FRANCOMANO et al.,
2019). Segundo estudos ja publicados, essa substancia € um modulador do sistema
nervoso central e exerce efeitos benéficos em algumas doencas neurodegenerativas,
inflamatorias, oncologicas, 6sseas e ainda atua como antimicrobiano (FRANCOMANO
et al., 2019; D. G. SANTOS et al., 2020b).

Outra classe de metabdlitos secundarios presente no oOleorresina de copaiba
sao os diterpenos, que séo substancias formadas por quatro unidades de isopreno,
totalizando uma quantidade de 20 carbonos em suas moléculas (Felipe & Bicas, 2017).
Eles correspondem a fragdo né&o volatil do produto e conferem ao 6leo a caracteristica
resinosa e rica em acidos diterpénicos (D. G. SANTOS et al., 2020b).

D. G. Santos et al., (2020b) analisaram quimicamente o Oleorresina da
Copaifera reticulata e suas fragbes contendo os hidrocarbonetos sesquiterpénicos e
0S sesquiterpenos oxigenados obtidas a partir do fracionamento fracionada do 6leo
qgue foi obtido na cidade de Moju no estado do Para. Na fracdo contendo os
hidrocarbonetos sesquiterpénicos foram identificados os constituintes majoritarios: -
bisaboleno (48,9 %), trans-a-bergamoteno (23,4 %) e B-cariofileno (12,0 %). E para a
fracdo contendo os sesquiterpenos oxigenados os compostos majoritarios foram: -
bisabolol (16,7 %), 6xido de cariofileno (11,8 %) e allo-himachalol (9,8 %).

Bardaji et al., (2016), que também estudou o Oleorresina de C. reticulata,

coletado em Brasil Novo no estado do Para, apos a hidrodestilacdo com aparelho de
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Clevenger identificou o0s constituintes majoritarios, para os hidrocarbonetos
sesquiterpénicos: B-bisaboleno (24,91 %), trans-a-bergamoteno (21,99 %) e B-
selineno (12,17 %). Para os sesquiterpenos oxigenados foram identificados somente
o a-bisabolol (0,17 %) e o 6xido de cariofileno (0,21 %).

Lima, T. C. P. et al. (2020), realizaram a caracterizacdo quimica do 6leorresina
de Copaifera reticulata, da cidade de Belterra (Pard, Brasil), em cromatografo gasoso
acoplado ao espectrdmetro de massa (GC-MS) e determinou a presencga majoritaria
de p-cariofileno (39,91%), seguido do o«-bergamoteno (11,32%), B-bisaboleno
(7,38%), a-humuleno (3,15%) e B-selineno (1,72%), predominando nesta amostra 0s
compostos volateis em relagdo aos compostos resinosos. G. A. G. de Souza et al.
(2017) também analisaram quimicamente o 6leorresina da C. reticulata coletada na
regido, anteriormente relatada, e identificaram como componentes majoritarios os
sesquiterpenos B-cariofileno (41,7%) e B-bisaboleno (18,6%), que também estdo
presentes no estudo realizado por Lima T. C. P. et al. (2020), porém em proporcdes
diferentes.

No estudo realizado por Almeida Juanior et al. (2021), foi abordado pelos
pesquisadores o0 uso do Oleorresina de C. reticulata numa composicdo quimica
incomum. O resultado da analise no cromatdgrafo gasoso acoplado ao espectrémetro
de massas mostrou a presenca majoritaria dos sesquiterpenos 3 -bisaboleno (25,15
%), cis -eudesma-6,11-dieno (14,20%), trans - a— bergamoteno (12,76 %), -
selineno (8,70 %), a-selineno (7,03 %). J& a fracdo diterpénica, no estudo foi
apresentado o caureno (1,30 %). Assim, os pesquisadores justificam essa variacéo
quimica do Oleorresina do género Copaifera, a espécie, localizacdo, variacdes
sazonais, intensidade luminosa, nutrientes do solo e ataque de patdgenos e
herbivoros.

Ziech et al. (2013) também estudaram o Oleorresina de Copaifera reticulata
coletada na cidade de Belterra (Para). O método de estudo dos componentes volateis
foi determinado por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS), a partir do qual foi possivel identificar a presenca dos
sesquiterpenos B-cariofileno (37,6%), B-bisaboleno (14%), (E)-a-bergamoteno (9,3%),
a-humuleno + (E)- B-farneseno (5,3%) e B3-sileno (4,9%).

Portanto, diante do que foi exposto por Lima, T. C. P. et al., (2020) e Ziech et

al. (2013), observa-se que em estudos com a mesma espécie, coletadas na mesma
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regido, podem apresentar um perfil diferenciado quanto a quimica e principalmente
com relacdo a concentracdo dos principais metabolitos secundarios, 0os quais podem
variar conforme época do ano, pluviosidade, temperatura, entre outras (SILVA, J. J.
M. et al., 2020).

A partir do Oleorresina coletado da Copaifera reticulata na Estacdo Ecoldgica
de Jari, em Almeirim (Para, Brasil), Malheiros et al. (2020) identificaram quimicamente
0s constituintes quimicos por GC-MS e determinaram a presenca majoritaria de
sesquiterpenos, como 0 y-macrocarpeno (14,2%), a-trans-bergamoteno (13,6%), [3-
selineno (13,4%), B-cariofileno (11,7%) e a-selineno (9,07%).

Nos estudos de Corréa et al. (2021) em coleta do Oleorresina de Copaifera
reticulata na estacdo da Floresta Nacional do Tapajés, Belterra, Para, no Km 67 da
rodovia BR 163, 0s autores observaram que 0s compostos majoritarios presentes na
amostra eram o beta-cariofileno (37,6 %), Trans-alfa-bergamoteno (9,3%), beta-
bisaboleno (13,9 %), beta-selineno (4,9 %), alfa-humuleno + (E)-b-farneseno (5,3 %).

Kobayashi et al. (2011), avaliaram por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, o0 6leorresina de Copaifera multijuga, coletado em uma
reserva localizada no estado do Amazonas, e foram observados a presenca dos
sesquiterpenos B-cariofileno (36,03%), a-copaeno (18,75%), B-bisaboleno (8,54%), a-
trans-bergamoteno (7,04%), &-cadineno (6,07%) e a-humuleno (3,79%). Neste
trabalho ainda é relatado que o constituinte majoritario do 6leorresina tem efeitos
antiinflamatdérios e anestésicos, além de atividades antimicrobiana e antioxidantes.

No estudo realizado por Silva J. J. M. et al., (2020), com varios 6leorresinas de
origem comercial e in natura, verificou-se diferencas qualitativas e quantitativas na
composicdo quimica destes 6leos. Os sesquiterpenos a-ciclopaeno, B-elemeno, (-
carofileno e trans-a-bergamoteno foram identificados em todas as amostras
investigadas, porém em percentuais diferentes. Segundo os autores, esses resultados
sdo justificados por fatores genéticos das espécies e exposicdo a fatores abidticos.
Como exemplo da grande variabilidade entre as espécies do mesmo género, o0 6leo
de C. multijuga Hayne, apresentou 44,73% de B-cariofilieno enquanto o 6leo da C.
oblongifolia apresentou 0,29% da mesma substancia. Na comparacdo da
concentracéo do B-elemeno, a variacdo foi de 27,61% na C. oblongifolia para 0,82%

no oleorresina de C. trapezifolia (0,82 %).
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Simdes et al., (2016) realizaram a coleta do 6leorresina de Copaifera multijuga
na reserva de Ducke, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (Amazonas) e
caracterizaram quimicamente por cromatografia gasosa acoplada a um detector de
ionizacao de chama (GC-FID) e um detector de espectrometria de massa (GC-MS).
Apos andlise dos dados obtidos, foi possivel observar que o produto estudado
apresentava majoritariamente compostos sesquiterpénicos, sendo basicamente
constituidos por B-cariofileno e seu 6xido.

A composi¢do quimica do Oleorresina e do 6leo essencial de Copaifera
multijuga (Santarém, Pard), obtido por destilacdo foi avaliada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS). Foram observados a
presenga de 23 constituintes no dleorresina, sendo os majoritarios o -cariofileno
(67,07%), a-humuleno (10,87%) e trans-a-bergamoteno (6,08%). Ja na fracdo do 6leo
essencial foram identificados 7 constituintes, sendo o B-cariofileno (57,29%), 6xido de
cariofileno (10,34%), a-humuleno (9,11%), como substancias majoritarias. Os autores
ressaltaram a relevancia das grandes variacbes do éxido-de-cariofileno ao qual
atribuiem uma provavel agdo antifangica (DEUS; ALVES; ARRUDA, 2011).

Carneiro et al. (2020) estudaram os Oleorresinas de Copaifera multijuga,
coletada em Manacapuri (Amazonas), Copaifera pubiflora coletado em Mucajai
(Roraima) e Copaifera trapezifolia colhido em S&o Miguel Arcanjo (Sao Paulo). A partir
da C. multijuga foram identificados como principais metabdlitos secundarios o [3-
cariofileno (45,65%), a-humuleno (15,47%) e a-copaeno (14,05%). J& na C. pubiflora
foi verificado a presencga do B-cariofileno (27,28%) e B-elemeno (17,37%) e na C.
trapezifolia, foram observados a presenca [B-cariofileno (32,05%), D-germacreno
(11,00%) e espatulenol (7,5%). Nestas amostras avaliadas, observa-se que o B-
cariofileno esteve presente como composto majoritario, conforme relatado na

literatura.

2.2.3. Libidibia ferrea (Juca)
2.2.3.1. O género Libidibia

A espécie Libidibia ferrea (Fabaceae), subfamilia Caesalpiniaceae
(Caesalpinoideae, Leguminosae), que anteriormente recebia a nomenclatura
cientifica de Caesalpinea ferrea, destaca-se por conta de sua importancia

etnofarmacoldgica, econdmica e ser vegetal nativo da flora brasileira. Endémico no
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Cerrado, Caatinga, Amazo6nia e Mata Atlantica é popularmente conhecida como “Juca”
ou “pau de ferro” e pelos indigenas imira-ita, ibira-obi, muiré-ita, muira-obi e jucaina.
O nome juca vem de origem tupi que significa quebra-pescogo, “Aiura” representa
pescoco e “ka” é quebrar. No Nheengatu a palavra “luka” significa matar e sua arvore,
gue possui uma madeireira de dureza alta, era utilizada para a construcéo de tacapes
que seriam utilizados para tirar a vida de prisioneiros (ALMEIDA; FURTADO;
BARCELLOS, 2021; AMERICO et al., 2020; GUILHON-SIMPLICIO et al., 2015;
MACEDO et al., 2020).

O pau de ferro compde um dos 71 vegetais contidos na lista de plantas
medicinais de interesse do sistema de saude brasileiro e foi incluida no Formulario
Nacional de Fitoterapicos. Este vegetal € muito difundido popularmente como planta
medicinal e tem uso como chéas, decocgbes, infusdes, xaropes e maceracgoes.
Diversas partes dessa espécie, como casca, folhas, frutos e sementes, sdo utilizadas
amplamente pelo ser humano (GUILHON-SIMPLICIO ET AL., 2015; MINISTERIO DA
SAUDE, 2022).

As cascas do caule da arvore possuem efeito expectorante, descongestionante,
antitussigeno, antidiabético, antidiarreico, no tratamento de infeccbes entéricas,
reumatismo, cicatrizante, analgésico, antiinflamatério e ainda auxilia na perda de
peso. Os frutos estdo relacionados ao efeito antidiarreico, antianémicos,
antidiabéticos, prevencdo do cancer, tratamento de infec¢cbes bacterianas e
fortificante. JA as sementes apresentam efeito depurativo e ainda é aplicado no
tratamento de hematomas (AMERICO et al., 2020; GUILHON-SIMPLICIO et al.,
2015).

Este vegetal ndo é nativo do dominio fitogeografico da Amazbnia, o0s
responsaveis pela sua dispersdo para outras regiées foram os nordestinos que
estavam em processo de imigracdo para demais areas geograficas do Brasil, por
conta do ciclo do "boom da borracha" e atividades garimpeiras, e levavam estas
plantas que tinha muita importancia no seu dia a dia por conta de suas propriedades
etnofarmacologicas na sua regido natal. Atualmente, a espécie esta presente em
diversos quintais da regido norte e nordeste com aproveitamento como arvore de
sombra e para producéo de frutos com fins medicinais (GUILHON-SIMPLICIO et al.,
2015; KFFURI et al., 2020).
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2.2.3.2. Botanica

A familia Fabaceae compreende a ordem taxondmica das plantas com flores
dicotiledbneas e estd subdividido em quatro familias e 754 géneros, dos quais
Fabaceae é a familia principal. A caracteristica dessa ordem é a multiplicidade de
vagens com sementes presentes em uma fileira e a coexisténcia de raizes com
bactérias fixadoras de nitrogénio que aliviam o crescimento das plantas em solos
pobres (POURNAGHI et al., 2020).

A familia Fabaceae possui distribuicdo cosmopolita, a qual contém
aproximadamente géneros e cerca de 18 mil espécies. E considerada uma das
maiores familias de Angiospermas e uma das mais importantes economicamente. No
territério brasileiro ja estd catalogado a presenca de 200 géneros e 1.500 espécies
dessa familia. Como caracteres principais, tém-se a presenca de frutos em forma de
vagem (com excecdes) e estd contida desde espécies arbOreas até espécies
herbaceas, no qual cita-se as de maior importancia econémica e alimentar, como a
soja e feijdo (CARVALHO & GAIAD, 2021).

A Libidibia, como um dos géneros da familia Fabaceae, possui mais de 500
espécies que sao distribuidas principalmente em paises de clima tropicais ou
subtropicais. Este género corresponde a arvores perenes e arbustos e se destacam
pelo seu cultivo como plantas ornamentais e pelo uso medicinal (POURNAGHI et al.,
2020).

O juca (Libidibia ferrea) é uma planta arborea, medindo cerca de 10 a 15 m de
altura, dossel exuberante e amplo, possui foliolos e folhas adultas alternadas que
chegam a medir entre 7 e 20 cm de comprimento, em formato ovalar e com carater
hidrofébico. Possui nucleo duro, tronco liso e escamoso, com 40-60 centimetros (cm)
de diametro. As inflorescéncias apresentam flores com pétalas amarelas, formato
obovado e manchas avermelhadas. O periodo de floragdo compreende do fim de
novembro até meados do més de janeiro, se apresentando com pequenas flores em
forma de galhos amarelos. O periodo de amadurecimento dos frutos acontece entre
os meses de julho até agosto (ALMEIDA; FURTADO; BARCELLOS, 2021; GUILHON-
SIMPLICIO et al., 2015). O nome da espécie (L. ferrea) faz jus a alta concentragéo de
ferro na madeira do vegetal (FERREIRA & SOARES, 2015).

Os frutos de vagens indeiscentes, com forma oblonga, ligeiramente achatada e

sinuosa com dimensfdes médias de 8,3 x 1,8 x 0,8 cm. Quando imaturas sao de cor

62



verde e quando maduras sdo de cor marrom, comportamento que se repete com as
sementes. Suas sementes sdo de forma discoide ou ovoide, com base achatada e
apice arredondado, coloragéo variando de verde claro ao amarelado, com dimensées
médias de 0,9 x 0,5 x 0,5 cm. Apresentam consisténcia firme e opaca, com tegumento
levemente enrugado, separados em pocos individuais distintamente visiveis e
apresentam arranjo cruzado unisseriado (Figura 10) (GUILHON-SIMPLICIO et al.,
2015; MACEDO et al., 2020).

Libidibia ferrea é uma espécie exigente que necessita de agua para o seu
crescimento, pois quando submetida a condi¢coes de estresse hidrico se observa
reducao relevante em sua altura e numero de folhas, indicando que as restricdes de
abastecimento de agua prejudicaram o desenvolvimento de suas caracteristicas
morfoldgicas e fisiolégicas (MACEDO et al., 2020).

Figura 10 - Imagens de Libidibia ferrea (Jucd). (A) Arvore do juca. (B) Caule da arvore do jucé. (C)

Detalhe das folhas do juca. (D) As flores do jucé. (E) Influorescéncia e frutos. (F) Detalhes de frutos e
sementes.

- L ¥
Fonte: Guilhon-Simplicio et al. (2015).
2.2.3.3. O extrato de Libidibia ferrea

O uso tradicional de extratos do juca como alternativa em terapias se tornou
uma atividade comum em algumas regiées, como no sertdo e também na amazonia.
Dentre as atividades relatadas com esse produto natural, tém-se: sifilis, cancer,
depurativo, diabetes, reumatismo, impoténcia sexual, fraturas Osseas, dores de

cabeca, distarbios do sistema respiratério, febre, diarreia, problemas renais,
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ansiolitico, problemas de visdo, anemia, cdlicas, antiinflamatérios, cicatrizante,
analgésicos, reducdo de hematomas, gastrites, dor de estbmago, infec¢des urinarias
e tremores (AMERICO et al., 2020; MACEDO et al., 2020).

Varios sdo o0s estudos publicados com interesse no mapeamento da
composicdo do jucd, quais demonstraram uma diversidade de classes quimicas e
compostos nos extratos de diferentes partes anatdbmicas desta planta. Entre as
classes dos metabdlitos secundarios que mais se apresentam, destacam-se 0S
Flavondides, polissacarideos, acucares redutores, acidos organicos, saponinas,
qguinonas, antragquinonas, cumarinas, fendis, terpendides e taninos. Como principais
metabdlitos secundarios encontrados comumente na L. ferrea, tém-se os acidos
fendlicos, acido galico e acido elagico (AMERICO et al., 2020; KOBAYASHI et al.,
2015; MACEDO et al., 2020; POURNAGHII et al., 2020).

Em pesquisas da sua composi¢cao quimica, o jucd demonstrou que pode variar
em funcdo da area de plantio, solo, condi¢cdes climaticas, época de colheita,
processamento e partes da planta utilizadas no preparo da planta. No entanto, taninos,
fenois e quinonas foram encontrados em todos os testes fitoquimicos realizados, o
que indica que esses compostos podem estar presentes no extrato,
independentemente do solo, clima ou variaveis da planta (KOBAYASHI et al., 2015).

Dos produtos colhidos da arvore, diferentes partes anatémicas podem produzir
um produto com atividade terapéutica. Por exemplo, das vagens colhidas da planta L.
ferrea se pode produzir o extrato etandlico que apresenta com coloracdo marrom-
escuro (Kobayashi et al., 2015). Nos extratos hidroalcoolicos da casca, folhas e caule
mostraram a presenca de flavondides, saponinas, taninos, cumarinas esterois e
compostos fendlicos. No entanto, derivados antracénicos e tracos de saponinas,
glicosideos cardiotdnicos e alcaloides também foram relatados. As vagens colhidas
do vegetal, no extrato etandlico, pode apresentar coloracdo marrom-escuro € como
constituintes o acido galico, acido elagico e o galato de metila. O extrato benzénico
dos frutos dessa planta forneceu sitosterol, acido palmitico e octacosanéico. Pauferrol,
um trimero de chalcona isolado de um extrato de acetona dos caules, € um importante
marcador fitoquimico da espécie (GUILHON-SIMPLICIO et al., 2015).

No estudo de Américo et al. (2020), foi pesquisado a composi¢gdo quimica do
extrato etandlico das vagens do juca coletado na area urbana da cidade de Santarém

— Parad. Como resultados alcancados, os pesquisadores observaram que o produto
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fruto de uma extracéo etandlica apresentou o teor de 3,1% de compostos fendlicos,
dentre eles taninos e flavonoides hidrolisaveis.

Macédo et al. (2020) desenvolveram uma reviséo bibliografica que investigava
a composic¢ao quimica do Jucd em 23 trabalhos cientificos selecionados. Nos estudos
fitoquimico dos extratos hidroalcodlico, cloroférmico, n-hexano e acetato de etila,
mostrou a presenca de varios constituintes, dentre eles acido oxalico, acido estearico,
acido miristico, palmitato de metila, &cido palmitico, 6leo de metila, &cido
araquidonico, entre outros.

Araujo et al. (2014) também realizaram estudos com o jucé e obteve um extrato
da casca da arvore por turboextracdo com agua e cetona por um periodo de 20
minutos. Como resultados alcancados, revelou a presenca de taninos condensados
(catequinas) e taninos hidrolisaveis (4cido galico).

Dias et al. (2013) realizou extracdo dos frutos do juca pelo método de fluido
supercritico com CO2 e analisou por cromatografia gasosa. Observou que estavam
presentes nos frutos acidos graxos insaturados e saturados, acido linoleico (42,38%),
acido palmitico (19,28%), &cido elaidico (9,17%), gama-sitosterol (8,39%), acido
esteérico (7,16%) e lupenona (4,67%)).

Sawada et al. (2014) também identificaram a presenca de acidos graxos na
porcado lipidica das sementes, sendo encontrado em maior quantidade os acidos
graxos insaturados, &cido linoleico (32,82%), oleico (21,79%), linolénico (7,50%),
palmitolénico (5,48%), e os acidos graxos saturados, palmitico (17,37%), esteérico
(5,31%) e caprico (9,73%). O autor relata sobre a alta concentracéo do &cido linoleico
gue pode ser comum ao género Caesalpinea (atualmente Libidibia) visto que na
Caesalpinia sappan e Caesalpinia echinata o referido composto também € o principal
componente.

Kobayashi et al. (2015) realizaram a extracdo em temperatura adequada por 7
dias do extrato dos frutos de Libidibia ferrea e, nas analises fitoquimicas, foram
reveladas a presenca saponinas, acidos organicos, acucares redutores, fendis e
taninos, sesquiterpenos lactonas e antraquinonas. Os autores ainda complementaram
que a composi¢cdo quimica do produto estudado pode sofrer variagbes conforme
alguns fatores, como a area de crescimento, o solo, as condi¢des climaticas, o tempo

de colheita, processamento e a parte da planta utilizada para a preparagéo do extrato.
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Os taninos, fenois e quinonas estdo presentes em todas 0s ensaios
fitoquimicos que ja foram estudados. Diante dessas observacdes, provavelmente
estes compostos sempre serdo encontrados no extrato desta planta,
independentemente das variaveis de solo, clima ou parte da planta (Kobayashi et al.,
2015).

2.3.Toxicidade de Plantas Medicinais

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) faz o seu papel encorajando a
populacdo a praticar o uso de plantas medicinais e fitoterapicos no tratamento de
varias doencas comuns como feridas, constipacao, dispepsia, artrite, hiperlipidemia,
infecgbes do trato respiratorio, dentre outras (Ferreira et al., 2022). Adicionalmente ao
fortalecimento da fitoterapia, a OMS aumentou a vigilia no que se refere a seguranca
dos fitoterapicos e ressalta a importancia dos testes toxicolégicos antes da aplicacéo
terapéutica das plantas medicinais (SUBRAMANIAN; SANKARAMOURTHY;
GUNASEKARAN, 2018).

Desde os tempos antigos 0s vegetais considerados nocivos ao organismo séao
utilizados pelo ser humano, estes vegetais eram utilizados em envenenamentos
intencionais, seja por suicidio ou homicidio, em atos recreativos, crenc¢as populares,
rituais indigenas, caca ou até como formas terapéuticas para descoberta de novos
medicamentos (CAMPOS et al., 2016).

Atualmente as plantas medicinais tém servido de escolha para a populacéo
como alternativa aos medicamentos industrializados. Entretanto, essas alternativas
devem ser baseadas em produtos que tenham uso seguro a fim de evitar intoxicacées
ocasionada pela administracao incorreta dos vegetais ou seus subprodutos (CAMPOS
et al., 2016).

Naturalmente nos vegetais considerados terapéuticos existem um pool de
substancias quimicas que podem apresentar tanto propriedades benéficas quanto
maléficas. As ac¢Bes do sinergismo entre aqueles metabdlitos secundarios podem
produzir habitos saudaveis para o organismo, como € 0 caso da associa¢cédo do cha
verde e o cha preto que possuem efeitos antioxidantes e ajudam a prevenir a formacéo
do cancer, doencas relacionadas ao coracdo, entre outras. No entanto, o uso de
plantas medicinais ou a associacdo delas nem sempre pode ser vantajosa, pois se

pode gerar agravos a saude e efeitos exacerbados, principalmente no publico mais
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susceptivel a essas complicacdes, como idosos e gestantes (PEDROSO; ANDRADE;
PIRES, 2021).

Assim, uma avaliacdo do potencial toxicolégico das substancias € de
fundamental importancia para garantir o uso seguro das plantas medicinais (Souza et
al., 2006). Os disturbios ocasionados por estas plantas podem se relacionar aos
fatores ligados ao individuo ou a planta. Efeitos como alergias na pele e mucosas,
distarbios cardiovasculares, respiratorios, metabdlicos, gastrintestinais, neurolégicos
e em alguns casos até o 0bito, sdo alguns dos diversos efeitos ocasionados pelo uso
inadequado de plantas medicinais (CAMPOS et al., 2016).

Para conseguir controlar as estatisticas, coordenar a coleta, a compilacdo dos
dados, a andlise e a divulgacdo dos casos de intoxicacdo e envenenamento
notificados no Brasil, em 1998 foi criado o Programa Nacional de Informacgdes sobre
Plantas Téxicas. Como ferramenta organizacional, 0s registros iniciais sao realizados
pelos Centros de Informacédo e Assisténcia Toxicoldgica (Ciats), que estdo sediados
em alguns estados do pais que contemplam a Rede Nacional de Centros de
Informacéo e Assisténcia Toxicologica (Renaciat). Nesses Ciats sdo disponibilizados
0S servicos de orientacdo a populacdo e aos profissionais de salde sobre as
informacdes e medidas a serem adotadas em casos de intoxicacdo. As notificacdes
sdo encaminhadas ao Sistema Nacional de Informac¢des Toxico-farmacologicas
(SINITOX), responséavel pela consolidagao e divulgacdo anual dos dados em ambito
nacional (CAMPOS et al., 2016; SINITOX, 2022).

Com os dados liberados pelo SINITOX, observa-se que no ano de 2012 foram
notificados 1026 casos de intoxicacdes humanas decorridos do uso indevido de
plantas. Ja no ano de 2017, esses dados eram de apenas 821 casos notificados de
intoxicacBes pelo mesmo agente. Estes numeros baixos, parecem ser fruto da ndo
obrigatoriedade da notificacdo dos eventos toxicolégicos no Brasil, o que favorece a
subnotificacdo (CAMPOS et al., 2016; SINITOX, 2022).

Para as doencas acima citadas, diversos vegetais e metabdlitos ativos foram
identificados e descritos nas literaturas, comprovando a eficacia. No entanto, ha um
interesse consideravel em mensurar 0s riscos que esses produtos podem representar
para a saude, pois muitas dessas plantas contém compostos que sao conhecidos por
causar doencgas ou provocar até a morte em animais e humanos (Souza et al., 2006).

Da mesma forma que esses produtos popularmente sdo considerados bons remédios,
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também podem expor o individuo ao risco de intoxicacdo fruto do uso indevido e
prescricao de forma errébnea (FERREIRA et al., 2022).

Para a escolha de plantas com fins terapéuticos deve ser levado em
consideragcdo a identificagdo correta do vegetal, conhecimento de qual parte
anatdbmica da planta deve ser usada, modo de preparo, forma de uso, conhecimento
da dose, orientacdo adequada, sempre tomando conhecimento das contraindicacdes
e os efeitos toxicos que podem provocar (FERREIRA et al., 2022; PEDROSO et al.,
2021).

Os estudos pré-clinicos ou nado clinicos, como séao classificados os testes
toxicoldgicos de drogas antes de ser lancado no mercado, servem como base para o
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos, entre eles os fitoterapicos. Essa
avaliagdo da seguranga visa antecipar os riscos envolvidos nas novas formulagdes,
reduzindo os efeitos adversos e deletérios aos seres humanos e animais. Essas
investigacbes podem ser desenvolvidas por testes in vitro e in vivo. Os métodos in
vitro tem bastante importancia e vem recebendo bastante atengéo pelas comunidades
internacionais de regulacéo de produtos farmacéuticos em decorréncia do movimento
social para reduzir e refinar o nimero de animais usados na pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos. No entanto, alguns testes in vivo séo
imprescindiveis a fase pré-clinica pois fornecem informacdes mais precisas sobre a
seguranca e eficacia dos novos farmacos (SILVA et al., 2021b).

Muitas drogas naturais séo utilizadas cotidianamente pela populagdo mundial,
e em especial do Brasil. Logo, para melhor seguranca dessas terapias, Sao
necessarios testes padronizados para determinacdo da toxicidade das plantas
medicinais. Estes métodos devem ser realizados conforme diretrizes da Organizacao
para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD), Guia para a Conducéo de
Estudos Néo Clinicos de Toxicologia e Seguranca Farmacoldgica Necessarios ao
Desenvolvimento de Medicamentos (ANVISA), entre outras normas padronizadas por

outros paises, para poderem ser aceitos pelos 6rgaos reguladores (ANVISA, 2013).

2.3.1. Estudos toxicolégicos relacionado a Andiroba
Testes de toxicidade aguda, reprodutiva e crénica sao fundamentais para a
estimativa da seguranca de produtos de origem vegetal. O 6leo vegetal extraido da

semente da Carapa guianensis (andiroba) é um produto muito utilizado pela
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populacdo devido suas propriedades fitoterapicas. Apesar do uso comum pela
populacao, existem poucos dados cientificos que avaliam a toxicidade desta espécie
(MILHOMEM-PAIXAQO et al., 2017; PAUMGARTTEN et al., 2016).

Os lipidios desempenham um papel importante na toxicidade dos o6leos
naturais, e a investigacdo da composicao lipidica pode fornecer informacdes sobre
sua contribui¢do para a atividade biologica (MILHOMEM-PAIXAO et al., 2017). O 6leo
de andiroba € composto em grande parte por acidos graxos, onde alguns possuem
importantes propriedades antioxidantes (NOVELLO et al., 2015; PORFIRIO-DIAS et
al., 2020; SILVA et al., 2021b).

De acordo com experimentos, pode-se sugerir que a toxidade do 6leo de
andiroba via oral € muito baixa em camundongos e que bioensaios para se avaliar a
toxidade devem ser aplicados com doses superiores a 2,0 g/kg e 5,0 g/kg de peso
corporal (MIRANDA JUNIOR et al., 2012).

Nayak et al. (2010) estudaram a toxidade aguda em ratos do extrato da casca
de C. guianensis. com doses crescentes (250, 500, 1.000 e 4.000 mg/kg de peso
corporal) por 14 dias. As doses até 1.000 mg/kg de peso corporal ndo produziram
qualquer sinal de toxicidade e mortalidade.

Em outro estudo, Costa-Silva et al. (2008) avaliaram a toxicidade aguda (0,625,
1,25, 2,5 e 5,0 g/kg por 14 dias) e subaguda (0,375, 0,75 ou 1,5 g/kg por 30 dias) do
Oleo da semente de C. guianensis administrada via oral em ratos Wistar. A analise
hematoldgica ndo apresentou diferencas significativas nos parametros examinados.
Entretanto, nos parametros bioquimicos, ocorreu aumento do nivel sérico de alanina
aminotransferase (ALT) (29%) e no peso absoluto e relativo do figado (18,7 e 33,1%),
no tratamento subagudo (1,5g/kg), podendo indicar uma possivel toxicidade hepatica.

Melo et al. (2018) testaram o potencial genotdxico e antigenotdxico do 6leo
extraido das sementes de C. guianensis e relataram que, apesar da grande
guantidade de acido palmitico na amostra, ndo foi observada qualquer evidéncia de
genotoxicidade na dose de 2.000 mg/Kg. Os mesmos ainda citaram a auséncia de
mortalidade, sinais de toxicidade e mutagenicidade nos animais testados.

Milhomem-Paixdo et al., (2017), encontraram resultados similares em
camundongos, que receberam o Oleo por via oral. Concluiram que, para as condi¢des
experimentais utilizadas (0,5, 1,0 e 2,0 g/kg/dia por 14 dias), o 0leo de andiroba néao

foi hematotdxico, genotoxico, mutagénico ou citotoxico.
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Costa-Silva et al., (2007) investigaram os efeitos do 6leo de C. guianensis nas
variaveis reprodutivas e no desenvolvimento da prole de ratas Wistar. Nas fémeas
tratadas com 6leo, ndo foram observadas alteracdes nas variaveis reprodutivas, nos
sinais clinicos de toxicidade materna como sangramento vaginais, diarreia ou reducao
no consumo de ragdo, nem morte.

Lemes et al., (2017) avaliaram o potencial antigenotoxico de diferentes
concentracbes de Oleo de C. guianensis em células de medula 6ssea de
camundongos e ndo identificaram sinais de citotoxidade e nem genotoxidade na
medula éssea dos camundongos nas dosagens testadas (250, 500 e 1.000 mg/kg).

Milhomem-Paixao et al., (2017), realizaram um comparativo para testar a
citotoxicidade da nanoemulsdo e do 6leo natural de andiroba in vitro (fibroblastos) e
in vivo (camundongos suicos). Nas condi¢bes experimentais in vivo (0,5, 1,0 e 2,0
g/kg/dia por 14 dias), ndo foram encontrados efeitos genotdxicos, citotdéxicos ou
mutagénicos, enquanto nos testes in vitro apresentou citotoxicidade nas maiores
concentragdes. Os autores atribuiram essa diferenca as formas de absorcao, pois no
estudo in vitro ndo ha barreira para a absor¢do dos compostos pelas células, enquanto
in vivo 0 processo € complexo, envolvendo a interagcdo dos compostos com o trato
gastrointestinal, transporte para os 6rgaos, passagem hepatico e outros eventos. Esse
processo pode ter impedido ou dificultado a entrega dos compostos da andiroba as
células do sangue.

Wanzeler et al., (2018) investigaram a atividade do 6leo C. guianensis no
tratamento da mucosite oral em hamsters sirios dourados e concluiram que que 0s
tratamentos com 6leo (10%, natural a 100% e refinado 10%) ndo geraram
citotoxicidade na medula 6ssea dos hamsters. No entanto, o uso deste 6leo na
concentracdo de 100% por 15 dias consecutivos demonstrou potencial genotéxico.

O perfil lipidico do 6leo original (natural) extraido das sementes e o perfil do
Oleo produzido apés a fermentacdo das sementes devem ser comparados para
determinar se existem diferencas significativas. Esse pode ser um fator que causa
variabilidade dos resultados além do as concentragfes utilizadas e da forma de
aplicacéo. Desta forma, ensaios toxicologicos, de genotoxicidade e analises quimicas
sd0 necessarios para avaliar a seguranca de produtos oriundos das améndoas da
andiroba usados pela populacdo (MILHOMEM-PAIXAO et al., 2017).
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2.3.2. Estudos toxicoldgicos relacionado a Copaiba

Embora os estudos toxicolégicos com Oleorresina de copaiba sejam
considerados escassos, torna-se necessario a pesquisa por varios métodos para se
ter conhecimento da composi¢do quimica e a atividade biolégica deste produto e a
liberacdo deste para o uso como fitoterapico (GOMES et al., 2007; MAISTRO et al.,
2005)

Conforme ja descrito na literatura, a copaiba € um produto natural rico em
sesquiterpenos e diterpenos, o que lhe confere uma caracteristica de 6leo e resina ao
produto extraido do caule de suas arvores. Seus metabdlitos secundarios possuem
propriedades farmacolbgicas, e também podem ser citotoxicos, mutagénicos e
carcinogénicos (MAISTRO et al., 2005).

Assim, a toxicidade oral aguda da Copaifera reticulata foi descrita por Sachetti
et al., (2009) conforme o Guia OECD-423/2001 e sua possivel acdo neurotdxica foi
investigada pelos métodos de Campo Aberto, pincamento da cauda, impressao
plantar, endireitamento postural e Labirinto em Cruz. Nestes testes foram usados ratos
wistar que receberam o 6leo da copaiba por via oral. A toxicidade oral aguda do
Oleorresina foi maior que 2.000 mg/kg e ndo foram evidenciados sinais clinicos de
toxicidade nos animais testados durante todos os dias apds a administracéo da droga
estudada. Também n&o foram observados sinais de neurotoxicidade nos animais
testados.

Outro trabalho que utilizou 0 método preconizado pela OECD 423 (2002) com
a copaiba foi o de (LIVIAC et al., 2019) que avaliaram a toxicidade oral aguda do
extrato etandlico do 6leorresina da copaiba. Neste caso a espécie estudada foi a
Copaifera paupera, que mostrou o primeiro relato bibliografico no que se refere a
toxicidade do 6leorresina desta arvore. Como observado no trabalho, o tratamento
com 2.000 mg/Kg nao produziu mortalidade ou alteracdo comportamental no periodo
observado de 14 dias de experimento e ainda ndo houve variacdes na perda de peso.
Entédo, observou-se que sua DL50 est4 acima da dose avaliada, e classificada com
baixo risco de toxicidade.

Para determinar a DL50 da copaiba e sua toxicidade, Gomes et al. (2007)
estudaram dois tipos de copaibas, Copaifera multijuga e a Copaifera reticulata, em
camundongos. Nos animais tratados por 5 dias com 500mg/Kg das copaibas, nao

foram observadas alteracdes que fossem caracterizadas como sinais de toxicidade.
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Como resultado da DL50, ficou determinado os valores de 3,9 e 4,3 g/kg para
Copaifera reticulata e Copaifera multijuga.

Almeida Junior et al. (2021) pesquisaram o Oleorresina de Copaifera reticulata
numa composicao quimica ndo usual coletada na Floresta Nacional do Tapajés, Km
67 da Rodovia BR 163, municipio de Belterra, Para. No teste realizado conforme o
protocolo niumero 423 da OECD (2001), ficou determinado que o produto natural em
estudo possui uma boa margem de seguranca biolégica para uso, visto que sua DL50
ficou para uma dose acima de 2.000 mg/Kg, classificando o exsudato natural como
Categoria 5.

Maistro et al., (2005) avaliaram o potencial mutagénico e citotoxico mediante
estudo de micronucleo em sangue periférico e analisando aberragdes cromossdmicas
em células de medula 6ssea de ratos Wistar tratados com oleorresina de Copaifera
duckei Dwyer com 10%, 25% ou 50% da DL50 (7,467 mg/kg de peso corporal) por 3
dias consecutivos. Diante dos estudos apresentados, o Oleorresina de copaiba
estudada apresentou efeitos citotoxicos somente em altas doses, porém néo foi capaz
de induzir um aumento de aberra¢des cromossdmicas nas células da medula 6ssea
ou no namero médio de reticuldcitos micronucleado do sangue periférico de ratos
Wistar in vivo. Sendo assim, as informacg@es colhidas durante o experimento sobre a
avaliacao do potencial mutagénico da oleorresina de copaiba nas diferentes espécies
de roedores mostraram que, apesar de algumas diferencas qualitativas entre as
oleorresinas de Copaifera estudadas, o padrdo téxico foi semelhante, com efeitos
citotoxicos e alguns genotdxicos ocorrendo apenas em altas doses.

Para investigacdo do carater genotoxico ou anti-genotéxico de produtos
quimicos ou outras substancias como plantas medicinais, sdo indicados os testes de
aberrac6es cromossdmicas, de micronucleos e o0 ensaio cometa. Estes sdo muito
ulitizados devido sua alta sensibilidade, facil reprodutibilidade e por produzirem
resultados considerados de grande relevancia no contexto humano. No entanto, a
identificacdo de possiveis agentes antigenotdxicos torna-se importante para a
avaliagéo risco/beneficio de seu potencial uso em mamiferos (LIVIAC ET AL., 2019).

Liviac et al. (2019), além do estudo da toxicidade oral aguda que foi citado
acima, realizaram o teste de Micronucleo e 0 ensaio cometa do extrato etandlico, da
C. paupera a fim de avaliar o potencial protetor contra a genotoxicidade induzida pela
ciclofosfamida através da medicao da capacidade redutora de danos observados nos
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referidos métodos. Os animais receberam as drogas por gavagem diariamente no
decorrer de 11 dias, com diferentes doses de extrato vegetal (180, 360, 720 e 1.440
mg/kg). Uma hora antes da 112 dose droga em estudo, ciclofosfamida (50 mg/kg) foi
administrada administrado intraperitonealmente em cada animal como controle
quimico positivo em testes de toxicidade genética in vivo por induzir mutacdes letais
dominantes, micronucleos, danos no DNA e geracao de radicais livres. Com isso, 0s
pesquisadores demonstraram que a copaiba estudada possui efeito citoprotetor por
reparar os danos no DNA.

2.3.3. Estudos toxicoldgicos relacionado ao Juca

Em uma adaptacdo da metodologia proposta pela Organization for Economic
Co-operation and Development (OECD), Kobayashi et al. (2015) administraram por
gavagem 5.000 mg/Kg do extrato de Libidibia ferrea nos animais em estudo e
monitorou 0s animais quanto a quaisquer alteracdes clinicas que indicassem
intoxicac@es no decorrer dos 14 dias ap6s a administracdo da droga. Observaram que
0 jucd apresentou boa seguranca para ensaios farmacoldgicos e apresentou baixo
potencial téxico para ratos na dose administrada, classificando-o como Categoria 5
pelo Globally Harmonised System — GHS, que corresponde a alto nivel de seguranca
bioldgica (OECD, 2002).

Cavalheiro et al. (2009), realizou o teste de toxicidade aguda com o extrato
aquoso bruto da L. ferrea administrado intraperitonealmente na dose de 0,3 mL.10g"
1 de peso corpéreo do produto vegetal. Diante desse estudo, os pesquisadores
analisaram que com a dose avaliada, os animais ndo apresentaram morte ou
alteracdo que fosse caracterizado como sinais toxicolégicos, como perda de peso,
alteragcbes comportamentais, diarreia ou quaisquer outras alteracdes, incluindo
hemdlise das hemécias de ratos e coelhos.

As plantas contém muitos compostos ativos que sado provavelmente
responsaveis por suas acdes farmacolédgicas. No entanto, esses compostos também
podem exercer um efeito toOxico no desenvolvimento ou funcionamento normal do
sistema reprodutivo. Diante do exposto, os testes toxicoldgicos reprodutivos séo
projetados para avaliar a toxicidade dos compostos e identificar quais alvos no sistema
reprodutivo sdo afetados pelos metabolitos secundarios constituintes do produto

natural. Essas substancias sdo capazes de reduzir o potencial de fertilidade masculina
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ao prejudicar a producédo, maturacdo, funcédo e sobrevivéncia do esperma, agindo
diretamente no espermatozoide, no meio testicular, a funcéo epididimal ou até afetar
o trato genital feminino (LUCINDA et al., 2010).

Supondo que a vesicula seminal seja um possivel 6rgdo-alvo no tratamento
com o extrato aquoso dos frutos de L. ferrea, Lucinda et al., (2010) resolveram
investigar a toxicidade reprodutiva em ratos Wistar (300 mg/kg diariamente)
submetidos a tratamentos de longa duracéo (52 e 104 dias) com um extrato aquoso
desta planta (via oral) e ainda os efeitos colaterais nos 06rgdos vitais, sistema
reprodutivo e producdo de espermatozoides. Neste estudo, os tratamentos nao
ocasionaram mortes ou alteracfes na atividade locomotora, piloerecéo, ndo alteraram
0 peso corporal dos animais, 0 consumo de racdo e nem produziram efeitos colaterais
indesejaveis nas glandulas pituitarias, nem afetaram os 6rgaos do aparelho reprodutor
ou as glandulas sexuais acessorias, que foram confirmados na mensuracéo de seus
pesos que nado foram alterados significativamente. Tais observacfes foram
corroboradas pelos dados histolégicos que n&o mostraram alteracbes na
histoarquitetura do testiculo e epididimo. Nenhum comprometimento do ciclo
espermatogénico foi observado, e a concentracdo de esperma na secrecdo da cauda
do epididimo direito ndo diferiu significativamente entre os grupos controle e tratado
de ambos os protocolos de teste. A morfologia do esperma néo foi afetada pelo
tratamento. Assim, no trabalho foi demonstrado que o tratamento com o juca provoca
um funcionamento normal do sistema reprodutor e seu sistema enddcrino relacionado.

Em outro estudo, Peters et al. (2008) avaliaram a toxicidade reprodutiva de
extratos aquosos de frutos de L. ferrea em ratas. O extrato foi administrado por
gavagem (300 mg/kg de peso corporal) em ratas no quinto, sexto e sétimo dia da
gestacdo, que corresponde ao periodo de implantacdo do blastocisto. Nédo se
observaram sinais de toxicidade materna indireta, como alteracdo da atividade
locomotora, sangramento vaginal, diarreia, piloerecao e 6bitos. O peso corporal e 0
peso dos ovarios, rins e figado maternos nao diferiram entre 0s grupos experimentais.
A alimentacao e a ingestdo de agua foram semelhantes entre os animais controle e
tratados. O numero de corpos luteos, fetos vivos, reabsor¢des, implantes do
blastocisto, bem como a porcentagem de perdas pré e poés-implantagdo, foram
semelhantes nos ratos controle e tratados. Como nao foram observadas diferencas

significativas na placenta e no peso corporal fetal, pode-se presumir que ndo houve
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toxicidade embrionaria. Assim, os autores concluiram que a droga estudada pareceu
nao ser toxica a mée e nem ao feto.

Em estudo publicado por Souza et al. (2006), foi avaliado o potencial
clastogénico e citotoxico do extrato bruto aquoso de frutos de L. ferrea em células da
medula Ossea de rato Wistar utilizando a avaliacdo do teste do micronucleo e
aberracao cromossémica em animais tratados com 500, 1000 e 1500 mg/kg do extrato
e com 30 mg/kg ciclofosfamida, ambos por via oral. Essas doses foram escolhidas
com base na DL50 do jucd, que foi determinada em 2.200 mg/kg. As células da medula
O0ssea foram coletadas 24 horas apos o tratamento. Como resultados alcancados, nao
foram evidenciadas diferencas no numero médio de eritrocitos policromaticos
micronucleados, no nimero médio de aberracdes cromossémicas ou indice mitotico
para as trés concentracdes testadas, sempre levando em consideracao referencial o
grupo controle negativo. Isso leva a crer que o extrato aquoso bruto dos frutos de L.
ferrea ndo apresentam efeito clastogénico e nem citotéxico em células da medula
Ossea de ratos Wistar.

Oliveira et al. (2021) avaliaram a atividade hemolitica e a viabilidade celular da
linhagem MRC-5, obtidas a partir de fibroblastos de pulméo fetal, de uma formulagéo
de pomada oralbase com juca para uso em Ulceras traumaticas. Eles utilizaram como
material vegetal a casca do caule e a vagem de L. ferrea e o0 método de estudo da
viabilidade celular escolhido foi o de azul de alamar e o teste de hemdlise. Diante dos
resultados alcancado, os autores puderam observar que a formulagédo em oralbase
proposta de Libidibia ferrea e o seu extrato, assim como 0 seu veiculo e adjuvantes
nao apresentaram sinais citotdéxicos quando em contato com hemacias e fibroblastos
em cultura de células, correspondendo a 100% de viabilidade celular para a pomada
que estava em estudo na dose de 0,78 até 50 ug/mL do extrato.

Bacchi & Sertie (1994) demonstraram em ratos que o tratamento alternado a
cada 48 horas por 30 dias com extrato hidroalcéolico 70% seco do caule de L. ferrea
(400 mg/kg, v.0.) ndo induziu nenhum sinal de toxicidade em ratos, sobre a massa
corporal, consumos de agua e racao ou 0 peso relativo e absoluto dos tecidos. Os
roedores também ndo apresentaram diarreia, piloere¢do, motilidade, qualquer
estereotipia, convulsdo e sonoléncia. Macroscopicamente, neste estudo ndo foram
visualizadas altera¢cdes no Figado, baco, rins e pulmdes. Na dose usual néo foi

evidenciado a variacéo do ph gastrico.
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Vasconcelos et al. (2020) avaliaram a toxicidade e seguranca em dose
repetidas no decorrer de 12 semanas do extrato aquoso da casca do caule de Libidibia
ferrea (300 e 1500 mg/ kg pc/dia via oral) com camundongos Swiss. Como resultados
obtidos, os pesquisadores observaram que os animais ndo apresentaram alteragbes
comportamentais e fisicas ou mortalidade. No entanto, foram evidenciados perda de
massa corporal, quando tratados com o extrato. Diante do exposto, 0s estudiosos
correlacionaram esse efeito a presenca de polifendis (taninos) que est4 associada a
perda de massa corporal de animais e humanos.

Ao analisar externamente os tecidos coracéo, rim, pulméo, figado, estbmago,
intestino, péancreas, testiculo e epididimo dos animais tratados, ndo foram
evidenciadas alteracdes significativas no peso, cor ou textura. Vale lembrar que na
dose 1500 mg/kg dia, ocorreu uma diminuicdo da massa da vesicula seminal e do
ducto deferente e um aumento relativo no peso do estdbmago, intestino delgado,
testiculo e provocou um aumento acentuado de 39,7% no nivel de lactato
desidrogenase (LDH). Ndo foram observadas diferencas estatisticas nos niveis
séricos de glicose, creatinina, bilirrubinas total, direta e indireta, triglicerideos,
colesterol total, &cido Urico e alanina aminotransferase (ALT) nos dois grupos tratados
com a droga em estudo. Entretanto, apresentaram uma diminuicdo nos niveis de
proteinas totais e albumina e um aumento importante na aspartato aminotransferase
(AST) e amilase (VASCONCELOS et al., 2020).

Microscopicamente, todos os 6rgdos avaliados mostraram aspectos
homogéneo, exceto o rim que apresentou leve infiltrado de leucdcitos e o intestino que
tinha um infiltrado de leucécitos intraepitelial e areas de necrose. Na avaliacéo
qualitativa e quantitativa das hemécias, demonstrou ndo serem afetadas pelo
tratamento com L. ferrea. Diferentemente aconteceu com os leucdcitos que teve um
aumento nos neutréfilos que diminuiram. Sendo assim, 0s pesquisadores associaram
tal achado na série leucocitaria a uma indicacao de que a demanda por leucécitos é
superior a sua producéo. Esses resultados foram coerentes com os observados na
histopatologia e bioquimica (VASCONCELOS et al., 2020).

2.4. Atividade farmacolégica das plantas medicinais
Desde os tempos primordios os homens confiam nas plantas para satisfazer

muitas de suas necessidades priméarias com o intuito de alcance terapéutico (SOUZA
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et al., 2022). Efeitos terapéuticos como analgésicos, antipiréticos, cicatrizante,
antimicrobiano, antiinflamatério, entre outros, sdo algumas das atividades atribuidas
a estes vegetais (ALVES, 2013; J. C. T. CARVALHO, 2004; PECKOLT & PECKOLT,
2016).

2.4.1. Atividade antimicrobiana das Plantas Medicinais

Segundo Heck et al. (2017), algumas plantas medicinais apresentam em sua
composi¢do quimica uma grande variedade de constituintes. No entanto, o0s
principios ativos sdo substancias quimicas encontradas em maiores
concentracfes em plantas que vao atuar como medicinais, provocando reacdes no
organismo que as utiliza. Esses compostos sao sintetizados a partir da luz e dos
nutrientes que a planta recebe ou consegue extrair do solo.

Por meio de pesquisas in vitro com plantas medicinais, investigou-se
determinadas atividades antifungicas e antibacterianas de produtos oriundos da flora,
como o0s extratos vegetais, 6leos essenciais e compostos isolados, como o0s
alcaldides, polifendis, taninos e terpenos. As substancias decorrentes do metabolismo
secundario das plantas medicinais podem apresentar acdes biolégicas contra fungos
e bactérias por meio da inibicdo enzimatica, privacdo de substrato, ruptura de
membrana e complexacédo de ions metalicos como ocorre com os polifendis e taninos,
por ruptura da membrana como acontece com o0s terpenos e 6leos essenciais, € a
intercalacdo na parede celular bacteriana produzida pelos alcaléides (OLIVEIRA M.
C. B. et al. (2020).

Sendo assim, o interesse em plantas medicinais cresceu bastante, fazendo
com que industrias farmacéuticas e institutos de pesquisa tenham as plantas como
alvo na busca por novos farmacos sendo utilizadas para o controle alternativo
de doencas em seres humanos (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012).

Logo, mais pesquisas avaliando o uso das plantas como fonte de agentes
antimicrobianos devem ser estimuladas, principalmente visando a obtencdo de
produtos vegetais para controle microbiano. Além da atividade antimicrobiana
direta, alguns estudos tém também investigado a atividade moduladora da
resisténcia microbiana aos antibidticos por produtos derivados de plantas, com
o objetivo de aumentar a eficacia de tais farmacos no tratamento de infeccbes

ocasionadas por microrganismos multirresistentes (SILVA et al., 2022).
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Vale lembrar que muitas pessoas utlizam cotidianamente antibioticos e o seu
uso em excesso ou de forma inadequada, € o principal fator da rapida disseminacao
de cepas resistentes. Assim, as plantas medicinais se torna um fonte promissora de
novas moléculas ativas, mais eficazes e seguras contra 0S microorganismos
(OLIVEIRA M. C. B. et al., 2020).

A resisténcia microbiana a diversos farmacos e a falta de alternativas
terapéuticas eficazes para o tratamento das infec¢des sao fatores preocupantes e um
dos maiores desafios da saude publica mundial. Por isso, inimeras pesquisas vém
sendo realizadas com o intuito de isolar e purificar substancias de origem natural, com
atividade antimicrobiana mais efetiva, menos toxica e com diferentes mecanismos de
acao. Neste sentindo, estudos que visem a descoberta de novas susbtancias bioativas
provenientes de fungos amazoOnicos se mostram bastante promissores, pois a
biodiversidade microbiblogica da regido é grande e pouco explorada, o que aumenta
a probabilidade da descoberta de novos compostos de interesse biotecnologico
(PAPHITOU, 2013).

Para compreender a resisténcia bacteriana, os profissionais de saude séo
capazes de contribuir, de forma eficaz, na reformulacdo das politicas publicas de
saude e na pratica clinica convencional. No qual o uso de plantas medicinais se mostra
uma excelente opcdo no tratamento e prevencdo de doencas, com baixo custo e
acessibilidade a populacdo. Ainda que a maioria dos vegetais presentes na
biodiversidade do pais ndo estejam presentes nos codigos oficiais, ha uma infinidade
de antibiéticos em potencial a serem descobertos e/ou desenvolvidos, no qual novas
ferramentas desenvolvidas com intuito de promover a eficacia das plantas medicinais
e seus metabdlitos como alternativa terapéutica no tratamento de microrganismos
multirresistentes (SILVA L. O. P. & NOGUEIRA, 2021).

2.4.1.1. Atividade antimicrobiana da Andiroba (C. guianensis)

Os acidos graxos tém acbes antimicrobianas sob uma variedade de
organismos, incluindo bactérias, fungos e uma variedade de parasitas (DAS, 2018).
Huang et al. (2011) mencionaram que os acidos: linoleico, oleico (OA), entre outros,
apresentaram atividades antimicrobianas contra varios microrganismos orais,

incluindo S. mutans (ATCC 25175), A. actinomycetemcomitans JP2, C. albicans

78



(ATCC 2091), P. gingivalis (ATCC 33277), F. nucleatum (ATCC 25586) e S. gordonii
(ATCC 10558).

O acido oleico também pode ser usado terapeuticamente sozinho ou em
combinacdo com antibiéticos para tratar eficazmente infec¢cdes por P. aeruginosa
(ATCC 27853) (SELVADOSS et al.,, 2017). Também foi registrado que o acido
linolénico pode matar rapidamente Staphylococcus aureus (DAS, 2018). Outros
estudos também relatam a a¢ao antimicrobiana do acido palmitico, o que implica que
os &cidos graxos livres de ocorréncia natural podem ter um papel terapéutico
(AWANG-JAMIL et al., 2019; DAS, 2018; HUANG et al., 2011).

A acdo antimicrobiana do 6leo de andiroba, também tem sido relacionada a
presenca de limondides, que sdo tetranortriterpendides altamente oxigenados que
possuem uma ampla gama de atividades bioldgicas, como antibacteriano e antifiingico
e gue estdo presentes no 6leo da andiroba e no residuo deste produto. Estes
metabdlitos secundarios ocorrem com frequéncia em espécies da familia Meliaceae e
Rutaceae, sendo identificados até hoje mais de 300 tipos (ROY; SARAF, 2006;
TUNDIS; LOIZZO; MENICHINI, 2013).

Diante das propriedades quimicas do 6leo de andiroba, foram realizados alguns
ensaios para avaliar seu potencial biolégico. Carmona et al. (2013) avaliaram os
efeitos do 6leo de C. guianensis no tratamento de periodontite induzida em ratos, uma
doenca inflamatoria cronica bucal. Os autores ainda sugerem que se administrada
topicamente ou dentro de dentifricios dentarios provavelmente levaria a melhores
resultados por ter propriedade antibacteriana. Souza R. L. de et al. (2019) também
registraram a acdo antifingica do 6leo de C. guianensis.

Conde et al. (2015) realizaram avaliaram a acdo de espécies amazonicas
quanto a sua acao antimicrobiana contra microrganismos formadores de biofilme
dental, dentre eles a andiroba. Os resultados mostraram que o 6leo de C. guianensis
apresenta caracteristicas que promovem acado antiinflamatoria, entretanto nao
apresentou atividade antimicrobiana contra Streptococcus sobrinus (ATCC 27609),
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus mitis (ATCC 9811),
Streptococcus sanguis (ATCC 10556); Lactobacilus casei (ATCC 7469).

Packer & Da Luz (2007) também n&o observaram atividade microbiana do 6leo
de andiroba em cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli
(ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Candida albicans (ATCC
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10231), assim como Bandeira et al. (2005) com cepas de Candida, Streptococcus e
Staphylococcus de interesse médico e odontolégico. Souza B. A. A et al. (2017), em
avaliacdo da cicatrizacdo em ratos Wistar diabéticos, relataram que o Oleo de C.
guianensis ndo inibiu o crescimento de microrganismos associados a infec¢des de
feridas, que sua atividade de cicatrizacdo é independente de sua atividade
antimicrobiana.

Menezes et al. (2009) avaliaram a atividade antifingica de Oleos e extratos
vegetais dentre eles o de C. guianensis (in natura em diluicbes de 32, 16, 8, 4 e 2%),
frente a cepa padrdo de Candida albicans (ATCC 90028). No estudo, nenhum dos
Oleos testados apresentou atividade antifingica, porém, os autores destacam que
fatores como a técnica utilizada, o meio de crescimento, o material botanico, a
colheita, 0 método de extracdo e as variacdes genéticas de uma mesma espécie
vegetal podem alterar o teor de principio ativo presente no 6leo, afetando sua eficacia.
Rocha A. A. et al. (2020) também atribuiram os resultados ineficientes do 6leo no
combate ao fungo Malassezia pachydermatis as variacdes experimentais,
principalmente a dose utilizada (100mg/L).

Diante destas variacfes, estudos para a determinacdo da concentracao
inibitéria  minima dos O6leos e extratos de propriedades antimicrobianas, sao
importantes para permitir o uso desses no tratamento das infec¢bes fungicas e
bacterianas com eficacia, custos baixos e menores efeitos colaterais (Menezes et al.,
2009).

Apesar da presenca de compostos com propriedades biolégicas da C.
guianensis, os estudos apresentam grande diversidade de resultados. Deste modo,
pesquisas envolvendo o uso do 6leo desta espécie contra fungos e bactérias podem

ajudar a avaliar sua eficacia e elucidar os fatores que a influenciam.

2.4.1.2. Atividade antimicrobiana da Copaiba (C. reticulata)

Considerando as diversas informacdes existentes no ambito etnofarmacoldgico
e cientifico, muitos estudos tém sido direcionados a investigagdo do potencial
antimicrobiano do Oleorresina da copaiba contra diversos microrganismos, sobretudo
0s patogénicos ao ser humano (MENDONCA & ONOFRE, 2009). Para Tobouti et al.
(2017), a atividade antibacteriana do 6leo de copaiba parece estar relacionada a

combinacéo de terpendides que afetam a estrutura da parede celular bacteriana, fato
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este jA comprovado em muitos microrganismos, incluindo bactérias gram-negativas e,
principalmente, gram-positivas, como Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.

Ziech et al. (2013) estudaram o efeito antibacteriano do dleorresina da
Copaifera reticulata, da Floresta Nacional do Tapajos, localizada em Belterra (Para),
frente a 26 Staphylococcus coagulase positiva isolados de casos de otite em cées.
Neste estudo foi possivel observar pelo método de microdiluicdo de caldo em placas
conseguiram inibir o crescimento bacteriano em 50% dos isolados a partir de 0,082
mg/mL do oleorresina de copaiba, enquanto que a concentracdo bactericida minima
foi de 0,328 mg/mL. A concentracao inibitéria minima (CIM) com acdo em 90% da
populacdo de microrganismos aconteceu em 0,164mg/mL, enquanto a concentracao
bactericida minima em 90% ocorreu em 1,31mg/mL.

No estudo realizado por Santos D. G. et al., (2020b), o efeito antibacteriano do
Oleorresina de C. reticulata (Moju-Pard) e fracées 0,1 g/mL foi investigado frente as
bactérias gram-negativas Salmonella enterica serovar Typhimurium (ATCC-14028),
Escherichia coli (ATCC-43895) e gram-positivas Listeria monocytogenes (ATCC-
15313) e Staphylococcus aureus (ATCC-6538), que sédo usualmente envolvidas com
surtos causados pela ingestdo de alimentos contaminados. Desta forma, observou-
se que Oleorresina e as fracdbes com hidrocarbonetos sesquiterpénicos e acidos
diterpénicos inibiram o crescimento bacteriano somente da cepa de S. aureus.

Varias sdo as evidéncias de que o0s principais agentes etioldgicos das doencas
periodontais sdo bastonetes Gram-negativos. Em busca de avaliar a acao
antimicrobiana contra varios patégenos orais, Bardaji et al. (2016) investigaram a
atividade antimicrobiana do oleorresina de C. reticulata contra alguns microrganismos
que causam carie dentaria e periodontite, como: Streptococcus sobrinus (ATCC
33478), Streptococcus mitis (ATCC 49456), Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), Lactobacillus casei (ATCC 11578),
Streptococcus salivarius (ATCC 25975), Enterococcus faecalis (ATCC 4082),
Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586),
Actinomyces naeslundii (ATCC 19039), Prevotella nigrescens (ATCC 33563),
Bacteroides fragilis (ATCC 25285), Bacteroides thetaiotaomicron (ATCC 29741) e
ainda os isolados clinicos de Streptococcus sanguinis, Lactobacillus casei,
Streptococcus salivarius, Enterococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella

intermedia, Actinomyces viscosus e Prevotella buccae. As concentragdes de estudo
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foram de 0.195 até 400 pg/mL e os valores da (CIM) acima da dose maxima do estudo
corresponderam a auséncia de acao antibacteriana.

Como resultado alcangado, Bardaji et al. (2016) observaram que o oleorresina
de C. reticulata ndo apresentou atividade antibacteriana frente & L. casei (ATCC
11578) e os isolados clinicos, Actinomyces viscosus, Prevotella buccae, P. gingivalis
e Prevotella intermedia. Para os outros microrganismos testados, os resultados
mostraram-se promissores, pois a atividade antibacteriana foi em concentracoes
iguais ou inferiores a 100 pg/mL. Sendo assim, os resultados obtidos sugerem que o
produto vegetal estudado podera compor um enxaguatério bucal uma vez que essa
oleorresina interfere diretamente na interacdo entre os microrganismos, impedindo a
formacéo de placas dentarias. Essa associagdo pode minimizar os efeitos colaterais
dos produtos para lavagem bucal e melhorar sua acdo antimicrobiana,
antiinflamatdrias e, imunomodulatorias, mediante efeito sinérgico no tratamento da
periodontite. Tal efeito farmacolégico pode ser atribuido aos diterpenos acido ent-
copalico, éster ent-agatico-15-metilico e acido ent-polialitico que interage com a
membrana celular da bactéria e aumenta a permeabilidade, se ligando a constituintes
vitais aos patdgenos e também alterando o pH bacteriano.

Mendonca & Onofre (2009) estudaram atividade antimicrobiana in vitro do
Oleorresina de Copaifera multijuga (Aripuana, MT) pela técnica de difusdo em disco
com culturas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC
25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027). Os resultados demonstraram que
o Oleorresina teve uma acao terapéutica estabelecida conforme o aumento da
concentracdo da droga, sendo que nas concentracdes de 1,56% a 100% houve
inibicdo do crescimento dos patdégenos avaliados.

Um estudo realizado por Pieri et al., (2012), teve como objetivo avaliar a
atividade inibitéria do 6leorresina de C. langsdorffii e C. officinalis contra bactérias
patogénicas de humanos e animais. O método utilizado foi o de difusdo em agar e os
organismos avaliados foram as cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 8095, 12598,
14458, 29213), Escherichia coli (ATCC 11229), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Proteus mirabilis (CDC 305), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Shigella
flexneri (NCDC 9989), Citrobacter freundi (ATCC 8090) e os isolados clinicos de
Actinobacillus pleuropneumoniae e Haemophilus parasuis. Como resultados os 6leos

em estudo conseguiram inibir o crescimento das trés cepas Gram-negativa (E. coli, P.
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aeruginosa e S. flexner) e também de todas as cepas testadas de S. aureus. Quanto
ao efeito frente as bactérias A. pleuropneumoniae, C. freundii e H. parasuis, os 6leos
testados mostraram incapacidade de inibir o crescimento das mesmas.

Em busca de produtos naturais com propriedades antibacterianas, Simoes et
al. (2016) relataram boa atividade terapéutica do 6leorresina de Copaifera multijuga
aplicado sob a forma farmecéutica de gel do 6leo de copaiba no biofilme dental. Os
microrganismos estudados foram S. mitis, S. constellatus e S. salivarius isolados da
cavidade oral de pacientes e contra cepas de S. mitis (ATCC903), S. mutans
(ATCC10449), S. sanguinis (ATCC15300) e S. oralis (ATCC10557). No estudo
realizado por Guimarées et al. (2016), o Oleorresina de Copaifera officinalis produziu
efeito antibacteriano contra cepa de S. aureus em uma concentragado inibitéria minima
e concentragdo bactericida minima de 0,3125 mg/mL para ambas.

Para avaliar o efeito antifungico dos oleorresinas das copaibeiras, Deus et al.,
(2011) testaram o Oleo essencial e o Oleorresina bruto da Copaifera multijuga Hayne,
coletada em Santarém, Para. No ensaio, foram utilizadas as cepas: Aspergillus gflavus
(I10C-3974), Aspergillus niger (I0C-200), Aspergillus tamarii (I0C-186), Aspergillus
tamarii (I0C-187), Aspergillus terréus (I0C-217), Candida guilliermondii (I0C-2889),
Candida tropicallis (I0C-3610) e Candida parapsilosis (I0C-2882). A partir dos
resultados, foi possivel observar um halo de inibicdo tanto para o 6leo essencial, que
variou de 9,0 a 19,5 mm, quanto para o 6leorresina, que produziu halo de inibicdo de
7,04 11,0 mm nas placas ao redor dos discos no semeio de todos 0s microrganismos.
Conforme apresentado, o 6leo essencial demonstrou melhor resultado, uma vez que,
apresentou maior halo de inibicdo em todos 0s microrganismos testados e esta acao
farmacoloégica pode ser atribuida a presenga dos metabdlitos: a-copaeno, B-
cariofileno, trans-a-bergamoteno, a-humuleno, y-muuroleno e B-bisaboleno. Estes
resultados mostram que novos estudos devem ser realizados com o 6leo essencial de
Copaifera multijuga Hayne, com a finalidade de obter um possivel produto para

combater a aspergilose e candidiase.

2.4.1.3. Atividade antimicrobiana do Juca (L. ferrea)

Muitos sdo os estudos atribuido a atividade antimicrobiana do juca contra
diversas bactérias. Assim, alguns autores resolveram estudar essa acao
farmacologica muito difundida popularmente (AMERICO et al., 2020; GUILHON-
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SIMPLICIO et al., 2015). Essa propriedade é atribuida aos metabdlitos secundarios
presentes no produto vegetal, como taninos, flavonoides e alcaloides, que séo
produzidos em funcdo de uma infecgéo bacteriana neste vegetal e que podem alterar
a parede celular ou destruir a membrana plasmatica dos patdgenos, facilitando a
absorcéo das drogas (ALENCAR FERREIRA ET AL., 2016).

No estudo realizado por Américo et al. (2020), a atividade antimicrobiana in vitro
do juca extrato liofilizado do juca (Libidibia ferrea) foi determinada pelo método de
microdiluicdo em placa, em concentragbes entre 1.000 e 15,625 pg/MI tendo sido
também realizado a determinacdo da concentracdo inibitdria minima. Nos
experimentos foram testados o juca contra as bactérias Staphylococcus
aureus (ATCC14458), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 19429), e ainda o fungo Candida krusei (ATCC 6258). O extrato
etandlico de juca apresentou atividade antimicrobiana contra S. aureus (250 ug/ml),
E. coli (125 pg/ml), P. aeruginosa (15,625 ug/ml) e C. krusei (15,625 pg/ml). Ja a
atividade fungicida foi evidenciada em C. krusei com 15,625 ug/ml, e antimicrobiana
em P. aeruginosa a 1.000 pg/mL. Segundo os autores, tais propriedades
farmacoldgicas estao relacionadas a presenca de taninos e flavonoides, que possuem
propriedades antimicrobianas devido a inibicAo de enzimas, modificando o
metabolismo nas membranas microbianas e diminuindo a disponibilidade de ions
essenciais para o metabolismo microbiano (AMERICO et al., 2020).

Ferreira et al. (2016) testaram o efeito antibacteriano dos extratos, da vagem e
da entrecasca da arvore de juca contra as cepas bacterianas de S. aureus (ATCC
25293), E. coli (ATCC 25922) e P. aeruginosa (ATCC 9027) e ainda as espécies
multirresistentes de S. aureus (SA10), E. coli (EC06) e P. aeruginosa (PA32). Diante
dos resultados alcancados, observaram que 0s extratos etandlico da casca e das
vagens de C. ferrea apresentaram valores de CIM de 1024 pg/mL para
Staphylococcus aureus (ATCC 25293), Escherichia coli (ATCC 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), bem como S. aureus multirresistente (SA10),
E. coli (EC06) e P. aeruginosa (PA 32). O extrato etanodlico da vagem de L. ferrea
contra S. aureus mostrou efeito potencializador de outros antimicrobianos
consagrados como a clindamicina, demonstrando um efeito sinérgico (FERREIRA et

al, 2016). O extrato etandlico da entrecasca da planta estudada, combinado com
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aminoglicosideos como a amicacina e gentamicina, também apresentou sinergismo
contra a SA10, PA32 e EC06 (FERREIRA et al., 2016).

A atividade antibacteriana do extrato hidrometandlico das vagens de L.
ferrea (500 mg/mL) foi avaliada por Veloso et al. (2020), quais avaliaram a atividade
biolégica do vegetal contra bactérias orais comumente associadas ao mau halito,
como a Gram-negativa Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis e
Prevotella intermedia e as Gram-positivas Parvimonas micra, que sao capazes de
produzir compostos volateis de enxofre (VSC). Como resultados alcancados para o
produto em estudo, ficou determinado a Concentracéo Inibitéria Minima de 50 pg/mL
e a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) >50 ug/mL para Parvimonas micra,
enquanto o microrganismo Porphyromonas gingivalis obteve CIM de 120 pg/mL e
CBM de 130 pg/mL, F. nucleatum CIM e CBM de 400 pg/mL, e P. intermedia com CIM
e CBM acima de 400 pg/mL.

Outro trabalho que avaliou a atividade antibacteriana e antifingica do jucé foi o
de Cavalheiro et al. (2009) que testou a eficiéncia do extrato bruto das sementes de
C. ferrea as bactérias Gram-positivas, Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Bacillus subtilis (ATCC 6633), e Gram-negativas, Enterobacter aerogens (ATCC
13048), Salmonella choleraensis (ATCC 10708), Klebsiella pneumoniae (ATCC
10031) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619) e os fungos Aspergillus
niger, Colletotrichium lindemuthianum, C. truncatum, Fusarium oxysporum, F. Solani,
F. pallidoroseum, Mucor sp., Neurospora sp., Penicillium herguei, Phomopsis sp.,
Phytium oligandrum, Rhizoctonia solani e Thricoderma viridae. Para a atividade
antimicrobiana, os autores usaram Discos de papel de filtro com 15 puL do extrato bruto
estéril e para atividade antifiingica 300 puL. Como resultados observaram que na dose
testada do extrato bruto das sementes da L. ferrea, ndo houve inibi¢do do crescimento
de nenhuma das cepas bacterianas e dos fungos analisados.

Os produtos naturais tém sido avaliados de forma isolada ou conjugada com
outros vegetais em busca de novas substancias que possam neutralizar mecanismos
de resisténcia em leveduras do género Candida. No entanto, a multirresisténcia
antifangica que vem sendo relatada em varios paises, principalmente para espécies
nao C. albicans, tem levado cientistas a determinar padrdes de suscetibilidade desse
patdogeno aos antifUngicos convencionais com o objetivo de garantir a estratégia
terapéutica mais eficaz (SOARES M. R. P. S. et al., 2018).
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Sendo assim, em busca dessas alternativas, Soares M. R. P. S. et al. (2018)
optaram por avaliar a atividade fungicida de algumas espécies de plantas medicinais
adquiridas na feira do Ver-o-peso em Belém (Para-Brasil), dentre elas as sementes
de jucé. Cepas de fungos causadores de candidiase orofaringea, como C. albicans
(ATCC 10231), C. glabrata Collection of Tropical Cultures (CCT 0728), C. krusei (CCT
1517), C. guilliermondii (CCT 1890) e C. albicans (espécie clinica) foram testadas com
extrato etandlico liofilizado de Sementes de L. ferrea. Como resultados, a L. ferrea
apresentou efeito antifingico promissor contra todas as cepas de C. albicans e nao
albicans, e ainda demonstraram deformacdes estruturais em eletromicrografias com
todas as cepas testadas (SOARES M. R. P. S. et al., 2018).

Entretanto, Cavalheiro et al. (2009) trabalhou com extratos aquosos de
sementes de Jucd, e conseguiram inibir o crescimento de Aspergillus niger, Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Fusarium pallidoroseym, Mucor sp., Neurospora sp.,
Penicillium herguei ou Phomopsis sp. (CAVALHEIRO et al., 2009).

2.4.1.4. Mecanismos de ac¢éo das drogas antimicrobianas

Antibioticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias. Os antibidticos de origem
natural e seus derivados semi-sintéticos compreendem a maioria dos antibioticos em
uso clinico e podem ser classificados em B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas,
carbapeninas, oxapeninas e monobactamas), tetraciclinas, aminoglicosideos,
macrolideos, peptidicos ciclicos (glicopeptideos, lipodepsipeptideos),
estreptograminas, entre outros (lincosamidas, cloranfenicol, rifamicinas etc). Os
antibioticos de origem sintética séo classificados em sulfonamidas, fluoroquinolonas e
oxazolidinonas (GUIMARAES; DA SILVA MOMESSO; PUPO, 2010).

As drogas antimicrobianas podem ser classificadas como bactericidas ou
bacteriostaticas. Enquanto os farmacos bactericidas atuam, eliminando o micro-
organismo diretamente, 0s bacteriostaticos inibem o crescimento e a multiplicacao
bacteriana, possibilitando que as defesas imunolégicas do hospedeiro eliminem os
patégenos. Os agentes antimicrobianos, utilizados para o tratamento de infeccdes
bacterianas, podem ser classificados, também, de acordo com o principal mecanismo
de acéo. Existem cinco principais modos de atuacéo: 1) inibicdo da sintese da parede
celular; 2) inibicdo da sintese de proteinas; 3) desestabilizacdo da membrana da
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célula bacteriana; 4) interferéncia na sintese de acido nucleico; 5) inibicdo da sintese
de folato (OLIVEIRA et al., 2021c).

A parede celular bacteriana € uma estrutura polissacaridica essencial, que
envolve a maioria das bactérias e protege a membrana plasmética de lise osmotica.
E constituida na maior parte pelo polimero peptidoglicano (PG), que consiste em
cadeias de glicano (carboidratos) com peptideoscomplexados. A sintese da parede
celular bacteriana envolve uma via metabolica complexa, onde precursores
localizados no citoplasma séo ligados enzimaticamente antes de serem transportados
para a parede externa. Os antibidticos da classe dos B-lactamicos sdo os principais
agentes antibioticos que agem na inibicdo da sintese da parede celular bacteriana,
essa classe de medicamento age especificamente na enzima transpeptidase, inibindo
irreversivelmente a acdo desta enzima, que tem como funcéo catalisar a reacéao de
transpeptidacao entre as cadeias de peptideoglicana da parede celular bacteriana, a
atividade desta enzima leva a formacdo de ligacGes cruzadas entre as cadeias
peptidicas da estrutura peptideoglicana, que conferem a parede celular uma estrutura
rigida importante para a protecéo da célula bacteriana contra as variacdes osmoticas
do meio. O maior numero de antibiéticos p-lactamicos em uso clinico pertence a
classe das cefalosporinas, que estdo subdivididas em cefalosporinas de primeira,
segunda, terceira e quarta geracdes, em funcédo do espectro de acdo mais ampliado
frente a bactérias Gram negativas (GUIMARAES; DA SILVA MOMESSO; PUPO,
2010).

Os medicamentos inibidores da sintese proteica tém como mecanismo de acao
os ribossomas bacterianos. Os ribossomas bacterianos se diferem dos ribossomas
dos mamiferos, pois sdo compostos de unidades 30S e 50S, enquanto os mamiferos
possuem ribossomos citoplasmaticos de unidades 40S e 60S, no entanto 0s
ribossomos de mamiferos e bactérias possuem estruturas semelhantes. Nesse
sentido, essa classe de antibiéticos de modo geral, se liga a um ribossomo bacteriano
especifico e inibem irreversivelmente a sintese de proteinas necesséarias para o
metabolismo e multiplicacdo bacteriana. Nessa classe de medicamentos estédo
presentes as tetraciclinas (Demecociclina, Doxiciclina, Minociclina e Tetraciclina),
glicilciclinas (Tigeciclina), aminoglicosideos (Amicamina, Estreptomicina, Gentamicina
e Neomicina), cetolideos/macrolideos (Azitromicina, Claritromicina, Eritromicina e

Telitromicina), = macrociclicos  (Fidaxomicina), lincosamidas (Clindamicina),
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oxazolidinonas (Linezolida) e outros (Cloranfenicol) (OLIVEIRA et al., 2021c;
WHALEN; FINKEL; PANAVELIL, 2016).

Segundo Goldin et al., (2021) os principais medicamentos desestabilizadores
de membrana sdo o grupo das Polimixinas que sdo um grupo de antibiéticos
descobertos na década de 1950, esses compostos sao produzidos por varias estirpes
de Paenibacillus polymyxa, um bastonete aerébico formador de esporos encontrados
no solo, esse bastonete origina um grupo de cinco moléculas intimamente
relacionadas, as polimixinas A, B, C, D e E, sendo esta ultima chamada de colistina,
vale ressaltar, que as polimixinas A, C e D ndo sao utilizadas na clinica, devido
a sua alta toxicidade. As Polimixinas atuam deslocando competitivamente os ions
calcio e magnésio da membrana celular, levando a ruptura da parede celular de
bactérias Gram negativas. Foram menos usadas no passado devido a existéncia de
antibioticos com menos efeitos colaterais. Atualmente, passaram a ser comumente
utilizadas por causa da grande resisténcia bacteriana enfrentada. Outro medicamento
que desestabiliza a membrana bacteriana é a daptomicina, esse medicamento é um
lipopeptideo ciclico com mecanismo de acao que envolve, principalmente, a interacéo
com fosfolipideos da membrana citoplasméatica na presenca de ions de calcio,
causando extravasamento de ions de potassio para o meio extracelular e destruicéo
da parede celular bacteriana. Também age bloqueando a sintese do &cido lipoteicoico,
componente da membrana externa de bactérias Gram-positivas. Além desse
medicamento ha a Bacitracina, utilizada exclusivamente em aplicacdes tépicas, inibe
a desfosforilacdo do transportador pirofosfato C55-isoprenil pela fosfatase da
membrana citoplasmatica bacteriana, inibindo o transporte do peptideoglicanos
(GUIMARAES; DA SILVA MOMESSO; PUPO, 2010; SCHERER; BOTONI; COSTA-
VAL, 2016)

O DNA-cromoss6mico é formado por duas cadeias de nucleotideos em espiral,
as quais se encontram enroladas de modo fortemente apertado, a fim de ocuparem o
menor espaco na célula. Este superespiralamento do DNA é controlado por acdo de
uma enzima, a DNA-girase (ou topoisomerase Il). Por ocasido da diviséo celular, a
DNA-girase provoca uma incisdo nas cadeias do DNA-cromossdémico, que se
separam. Sob a acao de outra enzima, a DNA-polimerase, forma-se uma cadeia de
nucleotideos complementar a cada uma das cadeias antigas, que séo ligadas a estas

novamente pela acdo da DNA-girase, voltando a ocorrer o superespiralamento do
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DNA. O superespiralamento e a replicacdo do DNA-cromossdmico sdo também
controlados pela topoisomerase 1V, esta Ultima mais especificamente nas bactérias
gram-positivas. Existem vdrias substancias que atuam na replicagdo do DNA-
cromossémico bacteriano, a maioria também se mostrando toxica para a célula
humana, como é o caso da mitomicina, um antibidtico antineoplasico. Dentre o0s
antimicrobianos, as principais drogas que agem por este mecanismo Ssao as
quinolonas. A intimidade do processo ndo € bem conhecida, sabendo-se que as
quinolonas inibem as subunidades A da DNA-girase e as subunidades ParC e ParE
da topoisomerase IV; com isto, 0 DNA tem suas espirais relaxadas, ocupando um
espaco maior que o contido na bactéria. Esta acédo explica o alongamento anormal
das bactérias, que ocorre sob a influéncia das quinolonas e rompimento da célula
bacteriana. Além disso, as incisdes expostas nas cadeias do DNA induzem a
producdo de exonucleases, que podem degradar 0 cromossomo, com consequente
morte celular. Paradoxalmente, as quinolonas, em elevada concentracao, tém acao
bacteriostatica, provavelmente por inibirem a sintese do RNA. Outro medicamento que
inibe a sintese de &cidos nucléicos € a rifampicina, que é utilizada clinicamente como
parte da combinacéo de farmacos para o tratamento da tuberculose, ela age ligando-
se a subunidade B da RNA polimerase, impedindo a transcricdo do RNAm e
consequente a sintese de proteinas (OLIVEIRA et al., 2021c; SCHERER; BOTONI;
COSTA-VAL, 2016).

Enzimas que precisam de cofatores derivados do folato sédo essenciais para a
sintese de purinas e pirimidinas (precursores de RNA e DNA) e outros compostos
necessarios para o crescimento e a multiplicacdo celular. Portanto, na falta de folato,
as células ndo crescem nem se dividem. Porém, varias bactérias sdo impermeaveis
ao acido folico e outros folatos e, por isso, dependem da sua capacidade de sintetizar
folato proprio. As sulfonamidas (sulfas) sdo uma familia de antimicrobianos que inibem
essa sintese de folato. Um segundo tipo de antagonista do folato — a trimetoprima —
impede que os microrganismos convertam o acido di-hidrofélico em acido tetra-
hidrofolico com efeitos minimos nas células humanas capazes de fazer essa
conversdo (WHALEN, 2016). Um exemplo de sulfa ainda utilizada na terapéutica é o
sulfametoxazol em associagao com o trimetoprim para o tratamento de pacientes com
infeccdes no trato urinario e para pacientes portadores do virus HIV que apresentam

infecgbes por Pneumocystis carinii. Desse modo, cada um desses farmacos bloqueia
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uma etapa no metabolismo do acido folico. O sulfametoxazol bloqueia a enzima di-
hidropteroato sintetase, presente apenas nas bactérias, enquanto o trimetoprim inibe
a di-hidrofolato redutase. Ambas as enzimas atuam na via de biossintese do N5 N10-
metileno-tetra-hidrofolato, importante cofator que fornece uma unidade de carbono na
biossintese de bases pirimidinicas constituintes dos acidos nucleicos. A atuacao
destes farmacos é sinérgica no bloqueio de dois diferentes passos na via bioquimica
de formacdo deste cofator essencial. As sulfonamidas sdo, portanto, agentes
bacteriostaticos que atuam como antimetabdlitos do acido paminobenzoico, substrato
para a di-hidropteroato sintetase bacteriana, impedindo a formacdo do di-
hidropteroato e, consequentemente, do N5 N10-metileno-tetra-hidrofolato.
(GUIMARAES; DA SILVA MOMESSO; PUPO, 2010).

2.5.Producao e Desenvolvimento de Fitoterapicos

Os laboratérios farmacéuticos de produtos fitoterapicos sdo um segmento do
mercado que estdo em desenvolvimento pelo mundo e pode se apresentar como uma
grande oportunidade para o setor no Brasil trabalhando para fornecer a populagéo
medicamentos seguros, eficazes, com qualidade e precos acessiveis. Essas
indUstrias se empenham para inovar na area da fitoterapia, ampliando os espectros
farmacoldgicos das drogas e modernizando a exploracao da biodiversidade brasileira,
com o intuito de melhorar a atencé@o a saude e a inclusédo social (HASENCLEVER et
al., 2017).

A grande procura por medicamentos fitoterapicos na atualidade se justifica
pelas inUmeras pesquisas que comprovam cientificamente a eficacia de determinados
produtos e a escolha pela populacdo para tratar de doengas com produtos
considerados naturais (FRANCA; VASCONCELLOS, 2019).

Com os avancos das pesquisas cientificas, ocorre um aumento no numero de
patentes requeridas junto ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) no que
se refere aos fitoterapicos, fato este comprovado pelos estudos de Franga & Vasconcellos
(2019) que realizaram um levantamento dos pedidos de patentes no INPI solicitadas
entre 0os anos de 1995 e 2017. Até o ano de 2017 havia no Brasil 1.977 pedidos de
patentes de medicamentos fitoterapicos sendo que destes, apenas 12 cartas patentes
foram concedidas. Do numero total de depdsitos de patentes, apenas 16,5% (n=145)

sdo de propriedades de pessoas juridicas, que totalizam apenas 74 empresas, dentre
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elas: Laboratério Aché, Chemyunion Quimica Ltda., Hebron Farmacéutica,
Laboratorio Catarinense, Boticario, Herbarium, Natura, Solabia.

No mercado de fitomedicamentos, os investimentos em P&D sao ainda
incipientes no Brasil, estando restritos a um reduzido nimero de empresas (KLEIN et
al., 2009). Em um estudo comparado entre os anos 2009 e 2015, qual fora realizado
por Hasenclever et al. (2017), foi observado um processo de reconfiguracdo na
industria farmacéutica de fitoterdpicos, onde reduziu o numero de empresas
detentoras de registro e também o niumero de produtos registrados na Anvisa. No ano
de 2009 existiam 166 empresas com registros de produtos fitoterapicos. Ja no ano de
2015 esse numero foi reduzido para 67, uma diminuicdo de 40,4% dessas pessoas
juridicas. Em 2009 existiam empresas possuidoras de registros na Amazoénia, nos
estados do Amazonas, Roraima e em estados do NE, Maranh&o, Cearé e Paraiba, no
entanto, ano de 2015 empresas destes estados perderam a autorizacao. Isto parece
ser consequéncia da equiparagao das exigéncias, as mesmas feitas aos alopaticos,
pela RDC N° 48/2010 aos medicamentos fitoterapicos, através da que passou a exigir
testes clinicos aos produtos. Pelo lado positivo da situacdo, estes estudos servirdo
para complementar os dados de seguranca e eficacia da droga.

As principais fontes de matérias-primas para o mercado global de fitoterapicos
sao as florestas tropicais, que estéo localizadas em paises em desenvolvimento, como
por exemplo o Brasil, o qual é detentor de aproximadamente um terco da flora mundial.
No entanto, os paises desenvolvidos estdo na cadeia de producado dos fitoterapicos
como 0s maiores manufatores do setor e 0s que mais investem na inovacgao
farmacéutica tanto alopéatica quanto fitoterapica. Para o desenvolvimento de um
produto fitoterapico, o altissimo investimento chega a se equiparar com o dos
medicamentos alopéticos (KLEIN et al., 2009).

Na primeira década do fluxo da pesquisa, as custas estdo voltadas somente
para pesquisa e desenvolvimento do produto. Ja no décimo primeiro ano, as despesas
comecam a diminuir, pois comeg¢am o0s investimentos em producgéo, comercializacao
e divulgagédo do novo produto, e reduzindo cada vez mais com o passar dos anos
(KLEIN et al., 2009). Todo o curso da produgcédo de um fitomedicamento parte da
premissa do conhecimento antropolégico, o dito conhecimento tradicional do uso de
plantas medicinais. As plantas medicinais e os produtos fitoterapicos podem possuir

a mesma eficiéncia farmacoldgica do que os produtos sintéticos unimolecular de uso
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nas terapias diversas. No entanto, para se chegar até um medicamento com base em
produtos naturais, deve-se atentar a manutencdo da molécula quimica presente no
vegetal, assim confirmando a sua atividade farmacolégica e a sua seguranca na
terapia (TOLEDO et al., 2003).

Ao produzir um fitoterapico, torna-se necessario a realizacéo de parcerias entre
universidades e empresas para a realizacdo de estudos preliminares no que se refere
as perspectivas antropologicas, etnofarmacologia, etnobotanicas, agrénomas,
fioquimicas, farmacognosia, farmacoldgicas, toxicologicas, biotecnologicas,
tecnologia farmacéutica, quimica orgéanica e o desdobramento de métodos analiticos
e tecnologicos (BASSANI; GONZALES; PETROVICK, 2005; KLEIN et al., 2009).

Logo, o ponto de partida para o desenvolvimento de um medicamento
fitoterapico € o0 levantamento etnofarmacolégico, etnobotanico, pesquisas
bibliograficas, observacdo do uso popular por comunitarios e a pesquisa dos
determinados grupamentos quimicos presentes no material vegetal (TOLEDO et al.,
2003). No levantamento bibliografico, pode ocorrer a sele¢cdo do produto a ser
produzido por intermédio de uma analise quimiotaxonémica pelo qual os aspectos
morfologicos e a identificacdo de grupos botanicos podem sinalizar a existéncia de
certos grupamentos quimicos que possam vir apresentar atividade biolégica (KLEIN
et al., 2009).

Apbs esse levantamento sdo realizados os procedimentos de coleta do material
botanico, preparacao da exsicata e identificacao correta das espécies em um herbario
oficial com o propdsito de certificar taxondmicamente o material botanico (TOLEDO et
al., 2003). Como problemas encontrados nessa fase, tém-se o desconhecimento da
origem da matéria-prima, a complexidade e a variabilidade da composicdo quimica
das substancias ali presentes. Esta ultima dificuldade apresentada remete as
condicbes do plantio, coleta, manuseio e processamento do produto vegetal bruto
(KLEIN et al., 2009).

Logo em seguida, d4-se encaminhamento aos estudos agrondmicos para a
obtencdo de uma producdo com matéria-prima homogénea, aumento da capacidade
produtiva, melhoramento genético, e ainda realizando a preservacdo da espécie e a
biodiversidade (BASSANI; GONZALES; PETROVICK, 2005; TOLEDO et al., 2003).
Quando o produto vegetal a ser utilizado na industrializacdo do medicamento tem o

fornecimento terceirizado, seja por comunitarios ou por grandes agricultores, a
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qualidade da matéria prima adquirida deve ser atestada, o local do plantio e colheita
do material deve ser inspecionado e amostras do lote deve ser analisada
minuciosamente. Nesta etapa é imprescindivel adotar caracteristicas rigidas na
avaliagdo. Em casos de material vegetal em descordo, deve-se informar aos
fornecedores sobre a situacado do material atestado e a ndo conformidade do produto
a fim de manter um padrao homogéneo de qualidade (KLEIN et al., 2009).

O proximo passo a ser dado compreende a realizacdo das pesquisas
fitoquimicas para esclarecer mais sobre as estruturas quimicas dos produtos,
identificacdo dos compostos majoritarios da matéria-prima ou intermediarios do
produto final que sdo ou ndo responsaveis pelo efeito farmacolégico e
estabelecimento dos marcadores quimicos imprescindiveis para 0 monitoramento e
planejamento de a¢bes tecnoldgicas juntamente com os estudos de estabilidade dos
produtos. Boa parte dessa caracterizacdo se da por métodos cromatogréaficos
modernos, como a cromatografia gasosa (GC), Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC), ambos sistemas acoplados a um espectrometro de massas (MS),
entre outros detectores (BASSANI; GONZALES; PETROVICK, 2005; TOLEDO et al.,
2003).

O estudo da atividade biologica engloba toda seguranca e eficacia envolvida
no produto sugerido. Levando em consideracdo a planta medicinal que se propde
estudar, realiza-se entdo a escolha da atividade farmacoldgica, o farmacégeno, quais
substancias presente na constituicdo quimica que podem realizar a acéo biolégica
proposta, descoberta da concentracao e poténcia de efeito e ainda a investigacdo da
presenca de substancias toxicas (TOLEDO et al., 2003). Todas essas investigacfes
validam o processo tecnoldgico, reafirmam a atividade biol6gica e colabora para a
conservacao da composicdo quimica do produto. A auséncia dos efeitos toxicos no
produto é o que determina a seguranca, bem como a auséncia de contaminantes que
sao prejudiciais a saude, como agrotéxicos, metais pesados e microorganismos. Ja a
eficacia se da via estudos farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos da droga estudada
para os efeitos bioldgicos propostos (KLEIN et al., 2009).

Para Lopes et al., (2017), os dados toxicol6gicos baseados em pesquisas das
plantas medicinais em geral s&o limitados. O uso desses vegetais de forma tradicional,
ou seja, in natura, pode ndo ser uma terapia completamente segura. Mesmo o0 uso por

centenas de anos pode manter reacOes indesejaveis passadas despercebidas
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(LOPES; NASCIMENTO; 2017, 2017). Em muitos casos, pode-se afirmar a frase
eternizada de Paracelso, médico suigo que viveu no século XV, “dosis sola facit
venenum”, que o traduzindo quer dizer que a diferenca entre o remédio e 0 veneno
esta na dose. Assim, o também alquimista formado na Universidade de Viena,
antecipou a possibilidade certos venenos atuarem como medicamentos se
administrados em doses adequadas (GONZALEZ MARTIN, 2017). Apés todo
esclarecimento acerca da composi¢cao quimica, identificacdo dos compostos, efeitos
biolégicos no individuo, sdo realizados estudos que avaliem a qualidade do produto
para garantir a seguranca e eficacia da droga (BASSANI; GONZALES; PETROVICK,
2005).

Entre os testes desenvolvidos, tém-se o de teor de substancias, estudos de
estabilidade da formulacdo, estudos farmacocinéticos e farmacodinamicos,
mensuracdo das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas, quantificacdo das
substancias ativas, estudos microbiolégicos, entre outras, a fim de assegurar a
qualidade do produto (BASSANI; GONZALES; PETROVICK, 2005). O teste
microbiano se torna necessério pelo fato de que os produtos vegetais geralmente
contém em sua superficie fungos e bactérias que compdem a microbiota normal ou
que sao introduzidos no decorrer do manuseio. Para este teste, ha um requisito
minimo preconizado pelos 6rgaos reguladores e OMS para cada forma farmacéutica.
Sem a padronizacdo, os medicamentos fitoterapicos ndo atingirdo a qualidade
requerida e nenhuma industria podera garantir a eficacia do produto visto que ela

desconhece a concentracdo dos constituintes da formulacédo (KLEIN et al., 2009).

2.5.1. Regulacao: Aspectos legais na regulacdo de medicamentos fitoterapicos no
Brasil na etapa pré-clinica

O setor farmacéutico passou a ser regulado em meados da década de 70. A
primeira normatizacao veio ser homologada em 1973 mediante a publicacédo da Lei N°
5.991, que controla sanitariamente o comércio de drogas, medicamentos, insumos
farmacéuticos e correlatos. Entretanto, ainda nao era legitimado a fitoterapia nesta
norma. Somente no ano de 2006 a fitoterapia foi introduzida no Sistema Unico de
Saude, por meio da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares e

Politica Nacional de Plantas Medicinais. Com o passar dos anos, a ANVISA foi
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adequando suas normas até chegar na mais nova resolucéo que rege os fitoterapicos,
a RDC 26 de 2014 (SA et al., 2018).

O aumento no interesse nas terapias com produtos naturais pela populacdo
juntamente com a maior biodiversidade do planeta, fizeram com que o Brasil
despertasse o0 desejo pelo desenvolvimento de novos fitoterapicos. Em terras
brasileiras ha um parque industrial farmacéutico muito desenvolvido. No entanto, o
desenvolvimento de novos produtos ndo se encontra tdo avancada, mas surge a
necessidade de atualizar as normas vigentes para garantir a qualidade, seguranca e
eficacia dos atuais e novos fitoterapicos no intuito de propor um adequado tratamento
das doencas (LOPES; NASCIMENTO; 2017, 2017).

Com toda essa ascensao voltada aos produtos de origem vegetal para fins
terapéuticos, a Anvisa resolveu flexibilizar o registro desses remédios de uso
tradicional mediante a publicacdo da Resolucédo de N° 26, de 13 de maio de 2014, que
dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e o registro e notificacdo de
produtos tradicionais fitoterapicos, ambos industrializados, apresentando parametros
inovadores para a comprovacéo da seguranca e efetividade como o reconhecimento
dos efeitos no decorrer do longo tempo de uso, por no minimo 30 anos,
proporcionando uma maior agilidade na regulacdo destes produtos (LOPES;
NASCIMENTO; 2017, 2017).

Com esta publicacdo, a instituicdo regulamentadora revogou as normas
anteriores que ordenava todo o registro de fitoterdpicos no Brasil, como RDC n° 14,
de 31 de marco de 2010, e RDC n° 10, de 9 de marco de 2010, a Resolucéo - RE n°
90, de 16 de marco de 2004, e a Instrucdo Normativa - IN n°® 5, de 31 de marco de
2010 (ANVISA, 2014a; ANVISA, 2014c). Para auxiliar as empresas, a ANVISA
publicou a Instru¢gdo Normativa IN N° 04, de 18 de junho de 2014, pelo qual aprova o
Guia de orientacao para registro de Medicamento Fitoterapico e registro e notificacao
de Produto Tradicional Fitoterapico. Para producéo do documento, a ANVISA detalhou
todas as normas que se refere ao registro e notificacao de fitoterapicos, conforme
Figura 11.
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Figura 11 - Normas aplicaveis ao registro e notificacao de fitoterapicos.
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Fonte: Modificado de Adaptado de ANVISA (2014a).

O 6rgéo sanitario regulador brasileiro, atendendo a Instrugcdo Normativa N°
04/2014, preparou um fluxograma a ser adotado pelas empresas solicitantes do
registro de medicamentos fitoterapicos e dos produtos tradicionais fitoterapicos, para
seguir uma sequéncia de procedimentos até a liberacdo do produto para
comercializacao (Figura 12) (ANVISA, 2014a).

Figura 12 - Documentacéo necessaria para solicitar registro de MF e PTF na Anvisa.
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Fonte: Adaptado de ANVISA (2014a).
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De acordo com a IN N° 04, de 18 de junho de 2014, ficou definido que os
medicamentos fitoterapicos sdo aqueles produtos fabricados com emprego exclusivo
de matéria-prima vegetal ativa e que tenha a seguranca e efichcia baseadas em
estudos clinicos, caracterizados pela constancia de sua qualidade e € passivel de
registro ou registro simplificado. J& os produtos tradicionais fitoterapicos também séo
produzidos com emprego de matérias-primas vegetal ativa, entretanto, sua seguranca
e eficacia sdo baseadas em tempo de uso por meio de resultados em literaturas
técnico-cientifica publicados, e que sejam contemplados para utilizacdo sem a
vigilancia médica para fins de diagndstico, prescricdo ou de monitorizacdo. Este tipo
de produto ndo pode conter excipientes ou substancias que sejam consideradas
toxicas, ndo pode ser administrado por via oftdlmica ou intravenosa, ndo pode se
referir a algum desequilibrio homeostético considerada grave e é passivel de registro,
registro simplificado ou sistema de notificacdo pela ANVISA (ANVISA, 2014a).

Ainda segundo esta instrucdo normativa, a comprovacdo da seguranca e
eficAcia por tradicionalidade de uso € orientado pela OMS e estd disposto nas
principais legislagdes internacionais como Comunidade Européia (European
Medicines Agency — EMA), Canada (Heath Canada — HC), Australia (Therapeutic
Goods Administration — TGA), México e, agora com o Brasil. Outro tépico importante
abordado nesta norma tange ao registro de produtos simplificado visto que o
fabricante ndo necessita comprovar a SE, pois o agente regulador ja realizou
anteriormente e publicou a lista de fitoterapicos de registro simplificado (ANVISA,
2014a).

Esta resolucdo traz a regulacdo do registro simplificado de produtos
fitoterapicos, pelos quais prevé uma facilidade por intermeio da presenca do produto
na Lista de produtos tradicionais fitoterapicos de registro simplificado, conforme IN n°
2, de 13 de maio de 2014, que lista os medicamentos fitoterapicos e produtos
tradicionais que poderao ter registro simplificado na ANVISA, ou suas atualizacfes ou
a presenca nas monografias de fitoterapicos de uso tradicional da Comunidade
Europeia (Community herbal monographs witht raditional use) elaboradas pelo Comité
de Fitoterapicos da Comunidade Europeia (HMPC — EMA) (ANVISA, 2014b; Lopes et
al., 2017).

Ainda de acordo com a normativa vigente, RDC N° 26, DE 13 DE MAIO DE

2014, antes de registrar um produto, o solicitante deve primeiramente solicitar a

97



Farmacopeia Brasileira a inclusdo do novo constituinte do fitoterapico na lista da
Denominacdo Comum Brasileira (DCB), caso este material ainda ndo esteja contido
na lista. ApOs esta etapa, procede-se a comprovagcdo das documentacgdes, que vao
desde a empresa solicitante do registro, o responsavel técnico, certiddes da ANVISA,
pagamentos de taxas, apresentacdo de copias do Certificado de Boas Praticas de
Fabricacéo e Controle (CBPFC) valido (ANVISA, 2014c).

Juntamente com os arquivos acima, o Relatorio Técnico deve ser protocolado

com as seguintes informagdes, com:

Art. 8° O relatério técnico deve conter as seguintes informacdes:

| - dados das matérias-primas vegetais, incluindo:

a) nomenclatura botanica completa; e

b) parte da planta utilizada;

Il - layout dos rotulos das embalagens primaria e secundaria;

[l - layout de bula para medicamento fitoterapico ou folheto informativo
para produto tradicional fitoterapico;

IV - documentacdo referente a cada local de fabricacdo, caso a
empresa solicite o registro em mais de um local de fabricagéo;

V - relatério do estudo de estabilidade;

VI - relatério de producéo;

VII - relatério de controle da qualidade;

VIII - relatério de seguranca e eficacia/efetividade, quando aplicavel;

IX - descricdo de sistema de farmacovigilancia, conforme RDC n° 4, de
10 de fevereiro de 2009, que disp8e sobre as normas de farmacovigilancia
para os detentores de registro de medicamentos de uso humano, ou suas
atualizacoes; e

X - laudo de controle da qualidade de um lote do fitoterapico para cada
um dos fornecedores qualificados, sendo aceitos, no maximo, trés
fornecedores de IFAV por forma farmacéutica a ser registrada.

§ 1° No caso de existéncia de mais de um fornecedor, devera ser
apresentado laudo de controle da qualidade de trés lotes para o primeiro
fornecedor e de um lote para cada um dos fornecedores adicionais.

§ 2° Para cada forma farmacéutica, os fornecedores devem apresentar
especificacbes semelhantes quanto ao marcador, teor, tipo de solvente,
extrato utilizado e relagdo droga: derivado vegetal a fim de garantir a
manutenc¢do das especificacdes do produto acabado.

O Relatério do estudo de estabilidade do produto proposto € um documento
que demonstra os resultados dos estudos da conservacdo, provas e critérios de
aceitabilidade, caracteristicas dos lotes estudados, quantidade das amostras,
condicdes submetidas ao estudo, métodos analiticos adotados e material de
armazenamento. Este documento serd apresentado pela requerente acompanhado
dos estudos de estabilidade de longa duracao ja concluidos ou do estudo de 3 lotes
pilotos em andamento, ambos de acordo com a Resolucédo RE n° 1, de 29 de julho de
2005, que publicou o Guia para a realizacdo de estudos de estabilidade (ANVISA,

2014c; ANVISA, 2005; ANVISA, 2014a).
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O Relatério de producéo e controle da qualidade devera dispor das seguintes
informacdes: sobre a forma farmacéutica do produto proposto; descricdo da formula
com nomes quimicos; informacgdo da quantidade de cada constituinte expressa no
Sistema Internacional de unidades (SI) por unidade farmacotécnica, juntamente com
suas respectivas funcdes na formulacdo; mensuracdo do tamanho dos lotes
industriais, sendo apresentado o valor minimo e o maximo; demonstracdo por
fluxograma de todas os processos envolvidos na producao e controle dos mesmos; e
descrigcéo dos lotes (ANVISA, 2014c; ANVISA, 2005; ANVISA, 2014a).

No relatério de controle da qualidade, deve vir constituido dos dados: sobre o
controle da Encefalopatia Espongiforme Transmissivel (EET), conforme RDC n° 305,
de 14 de novembro de 2002; dossié e controle das analises de todo os excipientes
aplicado para produzir o medicamento; referéncias farmacopeicas consultadas e
reconhecidas pela Anvisa para o controle do Insumo farmacéutico ativo vegetal (IFAV)
e produto acabado, conforme RDC n° 37, de 6 de julho de 2009; identificacdo do
material da embalagem (ANVISA, 2002; RESOLUCAO Ne° 37, DE 6 DE JULHO DE
2009).

Para o relatério de seguranca e eficacia (SE) dos medicamentos fitoterapicos,
as ac0Oes biolégicas devem ser justificadas pela realizacdo de ensaios nao clinicos e
clinicos de seguranca e eficacia. Os ensaios nao clinicos deverao ser produzidos com
base na ultima versao do “Guia para a condugao de estudos nao clinicos de toxicologia
e seguranga farmacoldgica necessarios ao desenvolvimento de medicamentos”, no
que for inerente aos fitoterapicos. A agéncia reguladora brasileira ainda facilita as
empresas da industria farmacéutica a comprovacdo dos ensaios nao-clinicos e
clinicos por meio de documentacgédo técnico-cientifica para respaldar a qualidade e
representatividade do estudo no que se refere a tradicionalidade de uso. Nesse caso,
as pesquisas devem ter sido realizadas com o mesmo produto vegetal e posologia
descrita (ANVISA, 2014c; ANVISA, 2013).

Para a realizacdo dos estudos ndo-clinicos que corresponde aos estudos
biomédicos em individuos ndo-humanos, deve-se tomar como base o “Guia para a
condugcdo de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranga farmacoldgica
necessarios ao desenvolvimento de medicamentos”. Entretanto, fica dispensado a

realizacdo dos testes prescritos pelo Guia acima caso a solicitante consiga comprovar
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a seguranca do fitoterapico por outras referéncias bibliograficas que os tornam mais
viaveis e que serdo apreciados pela ANVISA (ANVISA, 2014b; ANVISA, 2013).

Antes de dar inicio a etapa dos ensaios clinicos, deve ser submetido os estudos
a anuéncia da Anvisa para emissdo do Comunicado Especial (CE). Em casos de
produtos associados, todos os dados de seguranca e eficacia deverdo ser
apresentados para a associacao que se pretende registrar (ANVISA, 2014a; ANVISA,
2014c).

Em substituicdo aos testes prescritos pelo “Guia para a condugéo de estudos
nao clinicos de toxicologia e seguranca farmacologica necessarios ao
desenvolvimento de medicamentos”, a Resolucdo Normativa 04 de 24 de setembro
2014 flexibiliza a utilizagdo de métodos alternativos in vitro em substituicdo os in vivo,
desde que validados e aceitos internacionalmente (BRASIL, 2014).

2.5.2. Aspectos éticos envolvidos na experimentacdo animal para desenvolvimento
de medicamentos fitoterapicos e as alternativas experimentais

Segundo Dalben & Emmel (2013), cerca de 150 milhdes de animais sdo
utilizados experimentalmente na pesquisa cientifica e nas industrias. Desse
guantitativo, apenas 37,5 milhdes de individuos (25%) chegam a contemplar os artigos
cientificos. De todo esse montante, a maioria passa por maus-tratos e sofrimentos e
que ndo levara a nenhuma promocao de beneficio a humanidade.

Nos estudos experimentais e em aulas praticas ainda se tém muito o costume
do uso de animas. No entanto, varias sdo as discussdes voltadas ao uso destes seres.
As normativas que tratam desse tema passam por constantes mudancas com o
decorrer dos avancos cientificos e tecnolégicos (GARCIA; LIMA, 2018).

Uma normativa que veio a assegurar o uso dos animais em experimento no
Brasil foi a Lei N° 9.605, que aborda os maus-tratos em animais como crimes
ambientais juntamente com o uso deles em experimentos quando se tem métodos
alternativos. Como alternativa a essas mas condutas, a lei regulamenta que os
pesquisadores adequem seus métodos utilizados, com a possibilidade de opcéo a
experimentos alternativos. Com o entendimento da lei, 0os pesquisadores Garcia & Lima
(2018) entendem que com a submisséo de estimulos cruéis e dolorosos aos animais,

sempre serd um ato criminoso quando existem possibilidades de escolha de outros
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meétodos que substituam o escolhido, reduza o numero de animais e refine o estimulo
doloroso (DALBEN; EMMEL, 2013; GARCIA; LIMA, 2018; SOBRINHO et al., 2017).

Um marco histérico no Brasil aconteceu no dia 08 de outubro de 2008, onde o
Presidente do pais, Luiz Inacio Lula da Silva, assinou a Lei n°® 11.794 que estabelece
0s procedimentos necessarios a serem adotados para o uso de animais em
experimentacdo no ensino superior e pesquisa cientifica. O objetivo dessa nova lei
nao foi a discussao do uso ou ndo uso de animais, mas a manutencao do controle da
situacdo. Nessa norma, que também ficou conhecida como Lei Arouca, ficou
determinado as condi¢cdes que esses seres vivos devem ser criados, evitando maus-
tratos e foi criado o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) que esta ligado ao Ministério de Ciéncia Tecnologia e Inovacédo. Esta lei
recebeu este nome por causa do autor de seu esboco, Sérgio Arouca, que foi um
pesquisador da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), deputado federal e um adepto
da teoria dos 3R’s (replacement, reduction e refinement) (Brasil, 2008; D. Garcia & Lima,
2018; Sobrinho et al., 2017).

Os principios éticos da teoria dos 3R’s remete a comunidade cientifica uma
lembranca de alternativas. O primeiro “R” quer dizer que na nova concep¢ao dos usos
de animais experimentais, deve-se substituir (replacement) a técnica adotada por
outra mais viavel e aceita, como por exemplo métodos in vitro, plantas,
microrganismos etc. O segundo “R” se refere a reducado (reduction) o nimero de
individuos quando ndo se consegue mudar para outros métodos. O terceiro e Gltimo
“R” remete ao refinamento (refinement) ou minimizag¢éo dos desconfortos ou estimulos
dolorosos aos animais, como por exemplo a aplicacdo de anestésicos com o intuito
de minimizar o sofrimento (SOBRINHO et al., 2017). Essas diretrizes, que foram
propostas pela primeira vez por Russel e Burch em 1959, fazem parte dos principios
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) (DALBEN; EMMEL, 2013).

De acordo com a Lei n°® 11.794/2008, o CONCEA ficou responséavel por
acompanhar e fiscalizar os institutos de pesquisa que séo cadastrados no seu sistema
e que realizem a utilizacdo de animais com apoio dos Comités de ética de uso animal
(CEUA). Esse processo de fiscalizacdo torna-se um pouco dificultosa e para que se
torne eficiente, exige a existéncia de um Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
em cada instituicdo que realiza experimentacdo com animais. Ainda de acordo com a

lei relatada acima, ela ndo cita ou referéncia os principios do 3R’s, ndo relata a
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expressao “respeito aos animais”, embora que no § 4° do artigo 14 ha orientacéo para
gue o numero de animais utilizados seja solicitado o minimo (DALBEN; EMMEL,
2013).

No Brasil, ndo ha lei federal que proiba o uso de animais em estudos de
cosmeéticos e medicamentos. No entanto, alguns estados brasileiros tomaram a frente
e criaram suas préprias leis que proibem o uso de animais em experimentos de
cosmeéticos e seus ingredientes, como os estados de S&o Paulo (2014), Mato Grosso
do Sul (2014), Amazonas (2015), Parana (2015), Para (2016), Rio de Janeiro (2017),
Minas Gerais (2018), Santa Catarina (2020) e Espirito Santo (2021) (PEDRO, 2021).

2.5.3. Uso de métodos experimentais alternativos ao uso de animais

Com a criacdo do Concea pela Lei n° 11.794/2008, algumas normas foram
assinadas para incentivar o desuso de animais em experimentos e aumentar a pratica
de estudos em métodos alternativos como as pesquisas in vitro (BRASIL, 2008).

Em busca do cumprimento e adesao aos principios dos 3R’s, o Brasil esta
evoluindo com a validagdo de métodos alternativos e internacionalmente validos. Esse
desenvolvimento resultou na criacdo da Rede Nacional de Métodos Alternativos
(RENAMA) em 03 de julho de 2012, através da Portaria N° 491 do Ministério da
Ciéncia, Tecnologia e Inovacao (MCTI) (Brasil, 2012a). Essa rede foi instituida com o
objetivo de incentivar a insercdo dos ensaios alternativos ao uso de animais mediante
treinamentos e oficinas, controlar periodicamente a desenvoltura dos laboratérios
credenciados por meio de comparacdes inter-laboratoriais, promover a qualidade dos
ensaios pelo desenvolvimento de materiais de referéncia quimicos e biolégicos
certificados, quando aplicavel; incentivar a implementacéo do sistema de qualidade
laboratorial e dos principios das boas praticas de laboratério (BPL); e promover o
desenvolvimento, a validacao e a certificacdo de novos métodos alternativos ao uso
de animais. Todo esse projeto serd desenvolvido em Laboratérios do Instituto
Nacional de Metrologia Qualidade e Tecnologia (INMETRO), Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS), Laboratério Nacional de Biociéncias
(LNBio) e espacos de Universidades e Institutos de Pesquisa e/ou Desenvolvimento
que possuam metodologias e equipamentos para atuacdo na area de métodos

alternativos ou laboratorios altamente especializados (BRASIL, 2012a).
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Em setembro de 2012 foi criado o Centro Brasileiro de Validacdo de Métodos
Alternativos (BraCVAM), que é fruto de uma Acordo de Cooperacao entre o Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Esta instituicéo ficou
encarregada de validar e coordenar os estudos da reducédo, refinamento e/ou
substituicdo dos animais em experimentacdo para investigacdo da seguranca e
eficcia de cosméticos, medicamentos e outras categorias de produtos as quais esses
ensaios se aplicam (EBERLIN et al., 2019).

A ANVISA, mediante a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) N° 35 de 07
de agosto de 2015, homologou a aceitacdo de métodos alternativos de
experimentacéo animal, desde que sejam reconhecidos no Brasil pelo CONCEA e que
objetive a execucdo de um dos principios dos 3R’s nas atividades de pesquisas. Ainda
nesta mesma RDC, o 6rgao regulador brasileiro expde que os métodos aceitos devem
ser baseados nos termos da Resolucdo Normativa N° 17, de 03 de julho de 2014, qual
foi emitida pelo CONCEA (2014) e “dispbe sobre o reconhecimento de métodos
alternativos ao uso de animais em atividades de pesquisa no Brasil e da outras
providéncias” (BRASIL, 2015).

Sendo assim, 0o CONCEA, que é um 6rgao com carater normativo, deliberativo,
consultivo e recursal, ficou incumbido de reconhecer, validar e manter em seu sitio
eletrbnico a lista de métodos alternativos reconhecidos. Atualmente, existem 41
métodos reconhecidos por este conselho nacional. A primeira Resolugdo Normativa
homologada foi a de N° 18, assinada em 24 de setembro de 2014, pela qual a
instituicdo reconhece 17 métodos alternativos agrupados em 7 categorias e estao
descritas a seguir (OECD, 2005; CONCEA, 2014).

| - Para avaliagdo do potencial de irritacdo e corroséo da pele:
a) Método OECD TG 430 - Corrosdo dérmica in vitro: Teste de
Resisténcia Elétrica Transcuténea;
b) Método OECD TG 431 - Corrosédo dérmica in vitro: Teste da
Epiderme Humana Reconstituida;
¢) Método OECD TG 435 - Teste de Barreira de Membrana in vitro; e
d) Método OECD TG 439 - Teste de irritacdo Cutanea in vitro.
Il - Para avaliagdo do potencial de irritacdo e corroséo ocular:
a) Método OECD TG 437 - Teste de Permeabilidade e Opacidade de
Cérnea Bovina;
b) Método OECD TG 438 - Teste de Olho Isolado de Galinha; e
¢) Método OECD TG 460 - Teste de Permeacéo de Fluoresceina.
Il - Para avaliacdo do potencial de Fototoxicidade:
a) Método OECD TG 432 - Teste de Fototoxicidade in vitro 3T3 NRU.
IV - Para avaliagdo da absorcao cutanea:
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a) Método OECD TG 428 - Absorcdo Cutanea método in vitro.

V - Para avaliagcéo do potencial de sensibilizacdo cuténea:
a) Método OECD TG 429 - Sensibilizagdo Cutanea: Ensaio do
Linfonodo Local; e
b) Método OECD TG 442A e 442B - Versodes nao radioativas do Ensaio
do Linfonodo Local.

VI - Para avaliacdo de toxicidade aguda:
a) Método OECD TG 420 - Toxicidade Aguda Oral - Procedimento de
Doses Fixas;
b) Método OECD TG 423 - Toxicidade Aguda Oral - Classe TOxica
Aguda;
¢) Método OECD TG 425 - Toxicidade Aguda Oral - procedimento "Up
and Down"; e
d) Método OECD TG 129 - estimativa da dose inicial para teste de
toxicidade aguda oral sistémica.

VII - Para avaliacdo de genotoxicidade:
a) Método OECD TG 487 - Teste do Microndcleo em Célula de
Mamifero in vitro.

A outra Resolucdo Normativa que reconhece métodos alternativos ao uso de
animais em atividades de pesquisa no Brasil, € a de N° 31 de 18 de agosto de 2016
(CONCEA, 2016), que reconhece mais 7 métodos alternativos e que estao agrupados

em 4 categorias, sendo elas:

| - Avaliacdo do potencial de irritacdo e corrosdo ocular:
a) Método OECD TG 491 - Teste in vitro de curta duracéo para danos
oculares;
b) Método OECD TG 492 - Epitélio corneal humano reconstruido;
Il - Avaliacdo do potencial de sensibilizagdo cuténea:
a) Método OECD TG 442C - Sensibilizagdo cutéanea in chemico;
b) Método OECD TG 442D - Sensibilizagao cutanea in vitro;
Il - avaliacdo de toxicidade reprodutiva:
a) Método OECD TG 421 - Teste de triagem para toxicidade
reprodutiva e do desenvolvimento;
b) Método OECD TG 422 - Estudo de toxicidade repetida combinado
com teste de toxicidade reprodutiva; e
IV - Avaliacdo da contaminacdo pirogénica em produtos injetaveis:
a) Teste de Endotoxina Bacteriana (Farmacopeia Brasileira)

Para complementar as normas anteriores, 0o CONCEA publicou a Resolucéo de
N° 45 de 22 de outubro de 2019. Esta normativa reconhece mais um método
alternativo ao uso de animais em atividades de pesquisa no Brasil, que € o Teste de
Ativagcdo de Mondcitos qual possui capacidade de avaliar a contaminagéo pirogénica
em produtos injetaveis (CONCEA, 2019).

Em 05 de Outubro de 2022, gracas a Resolucdo N° 56, o CONCEA reconheceu
16 novos métodos alternativos ao uso de animais em experimentacao, dispostos em

7 categorias e estao descritos a seguir (BRASIL, 2022):
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| - SAUDE HUMANA

1 - Sensibilizacéo dérmica
a) Método OECD TG 442E - Sensibilizagdo cutanea in vitro: ensaios
de sensibilizacdo cutdnea in vitro abordando o evento chave na
ativacdo de células dendriticas no Caminho da Resposta Adversa
(AOP) para sensibilizagédo cutanea.

2 - Avaliacdo de efeitos estrogénicos
a) Método OECD TG 455 - Teste baseado na performance para
ensaios in vitro de transativacao transfectada estavel para detectar
agonistas e antagonistas de receptor estrogénico.
b) Método OECD TG 493 - Teste baseado na performance para
ensaios in vitro de receptor estrogénico humano recombinante (hrER)
para detectar substancias quimicas com afinidade de ligagdo ER.

3 - Efeitos endbcrinos
a) Método OECD TG 456 - Ensaio de Esteroidogénese H295R.

4 - Efeitos androgénicos
a) Método OECD TG 458 - Ensaio de ativagdo transcripcional de
receptores androgénicos humanos transfectados para deteccdo de
atividade agonista e antagonista de substancias quimicas.

5 - Mutagenicidade
a) Método OECD TG 471 - Teste de mutagéo bacteriana reversa.
b) Método OECD TG 473 - Teste in vitro de aberragdo cromossdmica
de mamiferos.
¢) Método OECD TG 476 - Testes in vitro de mutagdo génica de células
de mamifero usando os gens Hprt and xprt.
d) Método OECD TG 490 - Testes in vitro de mutacdo génica em
células de mamifero usando gen Timidinaquinase.

6 - Irritacao/corroséo ocular
a) Método OECD TG 494 - Vitrigel - Teste de irritagdo ocular para
identificacao de substancias quimicas que nédo requerem classificagédo
e rotulagem para irritagado ocular ou sério dano ocular.
b) Método OECD TG 496 - Teste macromolecular in vitro para
identificacao de substancias quimicas que induzem dano ocular severo
e substancias quimicas que ndo requerem classificacéo para irritagao
ocular ou dano ocular severo.

7 - Fotorreatividade
a) OECD TG 495 - Ensaio de fotorreatividade por Ros (Espécies
oxigénio reativas).

Il - EFEITOS EM SISTEMAS BIOTICOS
a) Método OECD TG 212 - Peixe, teste de toxicidade a curto prazo em
estagios embrionarios e recém-nascidos.
b) Método OECD TG 236 - Toxicidade aguda em embrido de peixe
(FET).
¢) Método OECD TG 319-A - Determinagdo do "clearance" intrinseco
"in vitro" usando hepatdcitos criopreservados de Truta Arco-iris (RT-
HEP).
d) Método OECD TG 319-B - Determinagéo do "clearance" intrinseco
"in vitro" usando fracdo sub-celular S-9 de Truta Arco-iris (RT-S9).

As gquatro resolu¢des com seus 41 métodos, as quais foram todas validadas
pelo BraCVAM, prezam a substituicdo total, substituicdo parcial ou reducdo do numero
de animais em experimentos e foram selecionados com base no Guia 34 da
Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD, 2005). A

OECD é uma organizacédo intergovernamental que representa mais de 30 paises, e
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tem a honraria de coordenar e harmonizar, discutir questdes de preocupacdo mutua
e trabalhar juntos para atender e responder problemas internacionais. Com as varias
publicacdes realizadas pela OECD, tornou-se possivel a substituicdo do uso de
animais em pesquisas de produtos cosmeéticos e medicamentos em muitos paises. Na
sua Divisdo de Meio Ambiente, Saude e Seguranca (EHS, sigla em inglés para
Environment, Health and Safety), a instituicdo € responséavel pela publicacdo de
diretrizes que norteiam os estudos de seguranca dos produtos, como medicamentos,
saneantes, cosmeéticos, entre outros (EBERLIN et al., 2019).

O “Guia para a Conducao de Estudos Nao Clinicos de Toxicologia e Seguranca
Farmacologica Necessarios ao Desenvolvimento de Medicamentos” foi desenvolvido
com o intuito de racionalizar os estudos néo clinicos, evitar a duplicidade de estudos,
racionalizar o uso de animais em experimentacédo. Neste manual, sdo desenvolvidos
alguns testes in vivo, 0s quais tém como base algumas instituicbes como OECD (The
Organisation for Economic Co-operation and Development), FDA (Food and Drug
Administration), EMA (European Medicines Agency), ICH (The International Council
for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use) e
OMS (Organizacdo Mundial de Saude), que visam a maior harmonizacdo com a
regulamentacao internacional (BRASIL, 2013).

Como vantagens da utilizacdo de testes alternativos tém-se: o ndo uso de
animais nos experimentos; reducdo dos custos por ndo ser necessario a construcéo
e manutencdo da infraestrutura de um biotério juntamente com os cuidados aos
roedores; baixa possibilidade de interferentes externos, sendo que 0s animais Sao
muito sensiveis a algumas variagdes como temperatura, luminosidade, ruidos,
alimentacao etc.; e a reducdo dos espacos necessarios aos estudos in vitro (COSTA
J. etal., 2014).

Para estudos da capacidade de irritacdo e corrosdo dérmica, conforme as
resolucdes do CONCEA, séo utilizados métodos in vitro em amostras de pele de
animal, pele humana reconstituida ou epitélio artificial semelhante a epiderme e
derme, o que ira reduzir a dor e os sofrimentos nos animais. No entanto, estes testes
sdo considerados qualitativos por conseguir somente diferencia-las entre corrosivas e
nao corrosivas, sem mensurar a capacidade de causar a irritacdo dérmica como nos
métodos in vivo (COSTA J. et al., 2014; PEDDRO, 2021).
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Um dos métodos validados pelo BraCVAM e autorizados pelo CONCEA é o da
OECD 430, Corroséo dérmica in vitro: Teste de Resisténcia Elétrica Transcutanea (In
vitro skin corrosion — Transcutaneous Electrical Resistance Test - TER), que avalia se
produtos em estudo promovem a perda da integridade do extrato corneo normal e da
funcao de barreira, quantificado pela reducéo da resisténcia elétrica transcutanea. As
substéancias classificadas como corrosivas causam uma reducao nesse limiar (COSTA
J. etal., 2014).

Outro método também aceito no Brasil € o da OECD TG 431, Corrosao dérmica
in vitro: Teste da Epiderme Humana Reconstituida, que identifica produtos corrosivos
por intermédio da penetracdo destes no extrato cérneo por difusdo ou erosdo das
camadas celulares, produzindo citotoxicidade nas camadas mais profundas. O teste
da OECD 435, que corresponde ao Teste de Barreira de Membrana in vitro, trabalha
no principio da identificacdo de substancias corrosivas através do tempo de
penetracdo na membrana e as classifica de acordo com os critérios do GHS. Uma
outra alternativa para avaliar a irritacdo/corrosdo dérmica € o de teste de
fototoxicidade, realizado in vitro em células 3T3 NRU (OECD 432), que mensura a
reducado da viabilidade das células quando expostas a um produto teste na presenca
e auséncia de luz (COSTA J. et al., 2014).

Segundo o Guia para Avaliagdo de Seguranca de Produtos Cosméticos
(BRASIL, 2012), como existem varias formas de irritagdo ocular, torna-se necessario
a realizacdo dos estudos alinhando a vascularizagcéo, opacidade/permeabilidade e
citotoxicidade. Nessa temética de estudo, sédo aplicadas técnicas que usam a cornea
bovina, de galinha, ou de coelho, rins de caninos ou modelos tridimensionais que sao
comercialmente disponibilizados e preparados a partir de queratindcitos humanos
(PEDRO, 2021).

O Guia para Avaliacdo de Seguranca de Produtos Cosméticos recomenda a
realizacdo de outros métodos. Um deles é o HET-CAM (Hen’s Egg Test-
Chorioallantoic  Membrane/membrana  corioalantéide) que avalia semi-
guantitativamente a capacidade de promover a irritacdo de uma determinada
substancia em estudo, sobre a membrana coérioalantdide de ovo embrionado de
galinha, no décimo dia de incubacado. Outro teste € o da Permeabilidade e opacidade
de cornea bovina e o Olho Isolado de Galinha, os quais avaliam quantitativamente o
potencial irritante de um ingrediente apos aplicacéo sobre a cornea isolada de bovino
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ou olho isolado de galinha, pela medida da opacidade e da permeabilidade apds o
contato com o produto teste. Ja os testes de citotoxicidade estdo representados pelo
RBC — Red blood cell, que quantifica os efeitos adversos das produtos em estudo
sobre a membrana das hemacias que se rompem desnatura a hemoglobina, e pelo
tradicional ensaio de MTT (MTT ou brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazodlio), que correlaciona a percentagem da morte celular em funcédo da
concentrag&o do produto que inibe 50% do crescimento celular (IC50). A capacidade
fototoxica é mensurada pelo método de vermelho neutro NRU (Neutral Red Uptake)
que avalia o potencial de captacdo do corante pelas células viaveis da
espectrofotometria. Para (COSTA et al., 2014), o ensaio de RBC que foi citado acima,
pode ainda servir como um teste para avaliagdo da sensibilizacdo da pele (BRASIL,
2012; PEDRO, 2021).

A absorcdo Cutanea é avaliada com amostras de pele excisada. A avaliacao
do potencial de sensibilizacdo cutanea pode ser estudada com camundongos (in vivo)
em quantidades reduzidas quando comparado aos outros métodos nao reconhecidos
pelo CONCEA, também através da cultura de queratinécitos humanos em ensaios in
vitro e, por método abiotico, em testes in chemico (PEDRO, 2021).

Para a determinacédo da toxicidade aguda, ndo se usa mais a morte como
marcas de efitos nocivos, e sim 0s sinais comportamentais, como 0s testes de
toxicidade oral aguda, onde animais recebem uma dose pré-fixada e sdo observados
no decorrer de 14 dias apés a administracdo do tratamento (BRASIL, 2013; Pedro,
2021). A genotoxicidade é realizada com linfécitos de sangue periférico, seja de
humanos ou outros mamiferos. A toxicidade reprodutiva € realizada pelo teste que
avalia os parametros reprodutivos e, também, a andlise de doses repetidas por tempo
limitado. J& na avaliacdo da contaminacao pirogénica em produtos injetaveis, € usada
endotoxina bacteriana e técnica utilizando linhagem celular monocitaria (PEDRO,
2021).

Com esses métodos classificados como alternativos ao uso de animais, a
ciéncia esta prezando mais pelos estudos in vitro, o que otimiza tempo e infraestrutura
no desenvolvimento de estudos. Futuramente, mais métodos alternativos
reconhecidos pelo CONCEA estardo autorizados para a realizagdo dos estudos de
seguranca de cosmeéticos, medicamentos, cosmecéuticos, entre outros (COSTA J. et
al., 2014; EBERLIN et al., 2019; PEDRO, 2021).
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3. JUSTIFICATIVA

A Amazobnia apresenta a maior biodiversidade do planeta, e com isso pode
contribuir para o desenvolvimento da bioeconomia regional, assim como, para a
descoberta de novos farmacos a partir das plantas medicinais usadas pelos povos
tradicionais de diferentes etnias. Novas biomoléculas sdo importantissimas para a
expansdo do arsenal terapéutico, para o tratamento de diversas doencas, reducao
dos efeitos adversos causados por farmacos sintéticos, aumento do espectro de acéo
farmacoldgica e maior seguranca para o paciente, visto que, as biomoléculas tém
demonstrado promover menores efeitos adversos. Grande parte dos medicamentos
existentes na atualidade sé@o derivados de biomoléculas que foram desenvolvidas a
partir de estudos etnofarmacol6gico com levantamento de informacg8es sobre o uso
terapéutico de plantas medicinais. Nesse contexto, diversos vegetais sdo descritos
como produtos tradicionais terapéuticos pelos povos tradicionais para algumas
atividades farmacolégicas. A copaiba, andiroba e o juca sdo exemplos de plantas
utilizadas desde os primoérdios pelas populactes das florestas e dos rios amazénicos
para tratar suas enfermidades como infecgdes, febre, dor, inflamacéo e cicatrizagéo.
A grande quantidade de estudos etnofarmacoldgicos que descrevem as propriedades
terapéuticas de centenas de plantas medicinais e os diversos trabalhos que também
descrevem suas atividades farmacoldgicas, foram determinantes para que o Ministério
da Saude do Brasil incorporasse em sua Relacao Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema Unico de Saide (Renisus) 71 plantas reconhecidas como
medicinais com a intencdo de promover o desenvolvimento de PD&l sobre estas
espécies vegetais, que comprovem nao so a eficacia e a seguranca de sua utilizacao,
como também promove o estimulo do desenvolvimento de sua cadeia produtiva.
Considerando estes produtos naturais e as atividades terapéuticas comprovadas
cientificamente e que os povos tradicionais além de usarem as plantas como possiveis
agentes terapéuticos, eles praticavam ainda a associacdo de duas ou mais plantas
numa s6 composicao para um produto tradicional terapéutico. Considerando também
as terapias sinérgicas e associativas das composi¢cées medicinais, propomos entao
os estudos de seguranca e eficacia para o desenvolvimento e producdo de um
fitomedicamento a base da copaiba, andiroba e jucad que promova um efeito
antibacteriano. Atualmente ainda n&o existe no Brasil nenhum fitomedicamento a base

dessas plantas associadas com atividade antimicrobiano. Neste sentido, nossa

109



proposta é desenvolver uma inovacéao terapéutica a base de uma associacao de trés
plantas (andiroba, copaiba e juca) de uso tépico que seja seguro, eficaz e que valorize
0s saberes tradicionais, e adicionalmente contribua para o uso de nossa
biodiversidade e o desenvolvimento amazonico sustentavel no contexto da

bioeconomia.

110



4, OBJETIVO

Objetivo geral
* Pesquisa, Desenvolvimento e obtencdo de uma formulagdo de um
fitoterapico topico com acdo antimicrobiana a partir das espécies

Copaifera reticulata, Carapa sp e Libidibia ferrea.

Obijetivos especificos

* Realizar a caracterizac¢do quimica do 6leorresina de Copaifera reticulata,
e dos extratos etandlicos da Libidibia ferrea e do residuo da Carapa sp.

* Realizar ensaios pré-clinicos de seguranca: toxicidade oral aguda,
toxicidade dérmica aguda (ratos), Toxicidade dérmica em doses
repetidas, irritag@o ocular in vitro e a atividade citotoxica.

» Realizar ensaios pré-clinicos de eficacia da atividade antimicrobiana in
vitro do oleorresina de Copaifera reticulata e dos extratos etandlico do
residuo da Carapa sp. e extratos das vagens do Libidibia ferrea.

* Obter e caracterizar uma formulacdo contendo o Oleorresina de
Copaifera reticulata e dos extratos etandlico do residuo da Carapa sp. e

das vagens do Libidibia ferrea.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Animais

Seréo utilizados ratos albinos Wistar de ambos os sexos, com idade inicial de
60 dias e com peso médio entre 160 e 250 gramas de massa corporal, provenientes
do Biotério da Universidade do Estado do Pard, Campus Santarém. Ja os
camundongos, serao utilizados 60 animais da linhagem BalbC com peso entre 25-40
g, idade acima de 60 dias e também provenientes do Biotério da Uepa, Campus
Santarém. Os animais serdo mantidos com condi¢do constante de umidade (50 -
60%), temperatura (21°C + 2) e ciclo circadiano de 12 horas. Serdo alimentados com
racao e agua ad libitum durante todo o periodo experimental. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa animal da Universidade Federal do Oeste
do Par4 (CEUA — UFOPA) sob o protocolo de nimero 0320220198 na data 09/05/2022
(ANEXO | — Certificado do Comité de Etica no Uso de Animais).

Depois de realizada a eutanasia dos animais de acordo com a Resolucao
Normativa N° 37, de 15 de fevereiro de 2018 (Concea, 2016), a carcaca e demais
residuos biolégicos oriundos deste processo, foram acondicionados em saco plastico
branco e descartados conforme o Plano de Gestdo de Residuos em Servico de Saude
da UFRGS, de acordo com a RDC 306 de 2004.

5.2. Desenho Experimental

Apbs a coleta e extracdo dos materiais vegetais, foi realizado a caracterizacao
guimica dos produtos naturais. Em seguida, procedeu-se aos ensaios de toxicidade
pré-clinico in vivo e in vitro. Apds essas determinacdes, foi realizado a pesquisa da
atividade antimicrobiana, antiinflamatéria e cicatrizante, conforme o fluxograma a

seqguir (Figura 13).
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Figura 13 - Fluxograma dos estudos experimentais.
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Fonte: O autor.

5.3. Coleta, identificacao e extracdo do Material Vegetal
5.3.1. Andiroba (Carapa sp.)

O residuo industrial da andiroba (RIA) foi fornecido pela empresa extratora de
Oleo vegetal AmazonOil localizada na cidade de Ananindeua-PA, que utilizou a
prensagem através do expeller. O residuo foi encaminhado para a Universidade
Federal do Oeste do Para para realizar a extracdo por solvente alcodlico.

Para a obtencdo do extrato o residuo foi moido para reduzir em particulas
menores e em seguida foi levado a estufa a 37°C. Em seguida pesou-se 200 g do
residuo da andiroba, colocou-se em um saco de papel de filtro e se acoplou no soxhlet,
conforme figura abaixo (Figura 14). No baldo do aparelho, foi adicionado 500 ml de
alcool etilico absoluto 96° GL previamente destilado sob hidréxido de sodio. O ciclo
de extragcdo durou 8 horas ininterruptas e o processo de evaporacao do solvente se

deu em um evaporador rotativo.
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Figura 14 - Obtencéo do extrato etandlico do residuo da andiroba em soxhlet.

=

Foﬁéutor.

5.3.2. Copaiba (Copaifera reticulata)

O material vegetal para identificacdo de Copaifera reticulata (OCR), utilizado
nos testes, foi coletado na Floresta Nacional do Tapajés - FLONA, no quildmetro 67,
localizada no municipio de Belterra (Figura 15), estado do Para, entre as coordenadas
geogréficas de 3° 4’ 177 S e 54° 59' 32.31" O, altitude de 165,23 m. Foi realizada a
identificacdo botanica e uma exsicata foi depositada no herbario da Embrapa oriental
— NID: 69/2011.

Figura 15 - Mapa de localiza¢é@o da regido de coleta das arvores de Copaifera reticulata.

Coleta'copaifera

Fonte: Adaptado de SANTOS, CAMARGO, OLIVEIRA JUNIOR (2018).

A extragdo do Oleorresina foi realizada em periodo chuvoso e método foi o
mesmo descrito em Oliveira, Lameira e Zoghbi (2006). Estas informacg6es podem ser
conferidas na Figura 16 (OLIVEIRA et al., 2016).
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\ te: 0] éui[or.
5.3.3. Juca (Libidibia ferrea)

O material vegetal para identificacdo de Libidibia ferrea (Martius Ex Tulasne)
LP Queiroz var. ferrea, a ser utilizado nos testes, foi coletado na area urbana de
Santarém (Para-Brasil), sob as coordenadas 2°25'20 “S e 54°42'14” W. Suas
exsicatas com Folhas, frutos e flores foram depositadas no Herbario da Universidade
Federal do Oeste do Para (UFOPA), onde foi catalogada com exsicata namero
HSTMO010436.

Para o processo de extracdo do extrato, pesou-se 200 g de vagens moidas,
peneiradas e secas do juca, colocou-o em um saco de papel de filtro e acoplou no
soxhlet, conforme figura abaixo (Figura 17). No baldo do aparelho, foi adicionado 500
ml de &lcool etilico absoluto 96° GL previamente destilado sob hidroxido de sédio. O
ciclo de extracéo durou 8 horas ininterruptas e o processo de evapora¢ao do solvente

se deu em um evaporador rotativo.
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Figura 17 - Extracé@o do extrato de Juca.

5.4.Caracterizacdo quimica
5.4.1. Caracterizacdo quimica do extrato etandlico do residuo da Carapa sp.
Oleorresina de Copaifera reticulata por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas

As andlises cromatograficas foram realizadas em cromatdgrafo gasoso
(Thermo Scientific) com detector de massas (CG-MS), equipado com auto-amostrador
(TriPlus RSH) e coluna capilar apolar (Tr-5; 30 m x 0.25 mm ID x 0.25 pum). Os 0Oleos
de copaiba (2,5 mg.mL?) foram solubilizados em diclorometano destilado e inseridos
no sistema cromatografico (1uL) em modo Split, (1:50) numa vazéo de 2 mL.min.™L.
Os constituintes quimicos foram ionizados por impacto de elétrons com energia de 70
eV, num sistema quadrupolo com varredura de 40 a 400 uma. A programacéo da
temperatura da coluna foi inicialmente de 80,0 °C a 145,0 °C, com taxa de
aguecimento de 2,0 °C/min e posteriormente, de 145 °C a 280 °C com taxa de
aguecimento de 6 °C/min, com isoterma final de 10 minutos. As temperaturas do
injetor, da fonte de ions e linha de transferéncia foram de 220 °C, 260 °C e 280 °C,

respectivamente.

5.4.2. Caracterizacdo quimica do extrato etandlico do residuo das Andiroba e das
vagens Jucéa por UPLC-MS/MS
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A caracterizacdo quimica do extrato etandlico das vagens do jucé e do residuo
da prensagem da Andiroba, foi realizada em parceia com a Universidade de Séo
Paulo.

Os extratos brutos (1,0 mg) foram solubilizados em 1,0 mL de metanol (grau
HPLC) obtendo-se uma concentracdo de 1,0 mg/mL. A solucédo estoque foi diluida
para obter uma concentracao final de 100 pg/mL, e posteriormente, analisada em um
sistema ACQUITY UPLC H-Class (Waters Corporation) de cromatografia liquida de
ultra-performance (UPLC) acoplado aos detectores de arranjo de diodos (DAD, do
inglés, Diode Array Detector) e ao espectrobmetro de massas Xevo TQ-S tandem
quadrupole (Waters Corporation, Milford, MA) operando com uma fonte de ionizacéo
por eletrospray (ESI-MS) em modo positivo e negativo de analise. Um volume de 5 pL
de amostra foi injetada em uma coluna Ascentis® Express Cis (100 x 4,6 mm, 2,7 um
o diametro da particula) da Supelco. A fase mével consistiu de 0,1% de Acido Férmico
(solvente A) e Acetonitrila contendo 0,1% de acido férmico (solvente B). A separacao
dos compostos foi realizada em modo gradiente de 10 a 90% de B, o qual permaneceu
por 1 min a 90% de B, e em seguida, retornou as condi¢des iniciais (10% de B) nos
préximos 5 min a uma taxa de fluxo de 300 pL/min. O tempo total de analise foi de 26
min. Os compostos foram monitorados no DAD na faixa de 220 a 600 nm. Os
parametros de operacéo utilizados na fonte ESI foram: voltagem do capilar = 3,2 kv
(modo positivo) 2,5 kv (modo negativo), voltagem do cone = 40 V, temperatura da
fonte de ESI = 150 °C, fluxo do gas de dessolvatacdo = 700 L/h, temperatura do gas
de dessolvatacdo = 300 °C. A faixa de massas usada no modo de andlise Full-scan
foi de 150 a 1200 Da.

A analise por UPLC-MS/MS foi realizada por Dissocia¢éo Induzida por Colisdo
(DIC) utilizando argbnio com gas de colisdo, e diferentes energias (Eab) foram

utilizadas para cada ion precursor protonado [M+H]* e desprotonado [M-H].

5.5. Ensaios de Seguranca - Toxicidade

Os testes de toxicidade seréo realizados com base nas diretrizes da The
Organization for Economic Co-operation and Development (OECD), Resolucéo N° 26
de 13 de maio de 2014 da Anvisa e o0 Guia para a conduc¢éo de estudos ndo clinicos

de toxicologia e seguranga farmacolégica (ANVISA, 2014c).
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5.5.1. Toxicidade oral aguda

Este método consiste ha administracdo por sonda gastrica utilizando um tubo
estomacal o 6leorresina da Copaifera reticulata e os extratos etandlicos do residio da
Carapa sp. e das vagens da Libidibia ferrea, diluidos em Tween 80 a 1% veiculado
em NaCl 0,9%, em uma dose inicial unica de 2.000 mg/kg de massa do animal,
inicialmente em grupo de 3 individuos, e depois mais 3 animais para confirmar o
resultado anterior (Figura 18 - Fluxograma da Toxicidade Aguda).

Apés a administracdo da dose dos trés produtos naturais, os animais foram
observados individualmente pelo menos uma vez a cada 30 minutos nas quatro
primeiras horas, periodicamente durante as primeiras 24 horas, e diariamente a partir
de entdo até um total de 14 dias. Os parametros observados, com possiveis reacdes
toxicas, foram alteracbes na pele, pélos, olhos e mucosas, sinais de tremores,
convulsdes, salivacao, diarreia, letargia, sono, coma, dor e sofrimento, além do tempo

de inicio e duracao do periodo de recuperacao (OECD 423, 2002).
Figura 18 - Fluxograma da Toxicidade Aguda.
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Fonte: (OECD 423, 2002).

5.5.2. Toxicidade dérmica aguda em ratos
A realizacdo deste teste foi de acordo com o preconizado pelo protocolo da

OECD 402 (2017), qual regulamenta a metodologia de Toxicidade Dérmica aguda em
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ratos. Este protocolo também esta contemplado no “Guia para a Condugao de Estudos
N&o Clinicos de Toxicologia e Seguranca Farmacoldgica Necessarios ao
Desenvolvimento de Medicamentos” da Anvisa (2013).

Inicialmente foi utilizado 1 animal por grupo na dose de 2000 mg/Kg de peso
corporal devido aos resultados obtidos na Toxicidade Oral Aguda de cada produto
testado, Oleorresina de Copaifera reticulata, extrato etanolico do residuo da Carapa
sp. e extrato etandlico das vagens de Libidibia ferrea.

No dia anterior a administracdo das drogas em estudo, os animais foram
anestesiados com Quetamina (80 mg/Kg, i.p.) e Xilazina (10 mg/kg, i.p.), para a
realizacdo da epilacdo. No dia do experimento, as drogas foram solubilizadas em
Tween 80 a 1% em &gua destilada e aplicadas uniformemente sobre uma area de
aproximadamente 10% da superficie total do corpo (aproximadamente 40 cm?). Sendo
mantida em contato com a pele com uma gaze porosa e fita ndo irritante ao longo de
24 horas. Apos esse periodo, os residuos da substancia foram removidos com solucéo
salina estéril (Figura 19). O local de tratamento foi observado 24, 48 e 72 horas ap0s
a remocdao do produto quimico em estudo usando os critérios de Draize (Tabela 1).

O periodo de observacao foi de 14 dias, pelos mesmos parametros do teste
anterior (OECD 423). Ap6s constatado o ndo aparecimento de sinais toxicos, 0
experimento foi repetido com 2 animais por grupos para confirmacéo da atividade,

conforme o Fluxograma disposto na Figura 20.

Figura 19 - Teste de Toxicidade dérmica aguda. (A) Rato Wistar com a droga aplicada na regido
dorsal do animal. (B) Rato Wistar apos a remocdo da substancia teste.
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Fonte: O autor.
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Figura 20 - Fluxograma do teste de Toxicidade dérmica aguda.
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Fonte: (OECD 402, 2017)
Tabela 1 - Grau de reacdo da pele, segundo os critérios de Draize (1944).

Classify GHS Category 1

FORMACAO DE ERITEMA E ESCARAS Grau
Sem eritema 0
Eritema muito leve (pouco perceptivel) 1
Eritema bem definido 2
Eritema moderado a severo 3
Eritema grave severo a formacédo de escaras 4
FORMACAO DE EDEMA Grau
Sem edema 0

Edema muito leve (pouco perceptivel) 1
Edema leve (bordas bem definidas) 2
Eritema moderado (aumento superior de aproximadamente 1mm) 3
Eritema severo (aumento superior a 1mm e estendendo além da area de

exposicao) 4

Fonte: Draize (1944).
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5.5.3. Toxicidade dérmica em doses repetidas in vivo

A realizacao deste teste foi baseada nas normas do “Guia para a Condugao de
Estudos N&o Clinicos de Toxicologia e Seguranca Farmacolégica Necesséarios ao
Desenvolvimento de Medicamentos” da Anvisa (2013) e da OECD 410 (1981).

Os grupos foram constituidos por 5 machos e 5 fémeas de ratos, sendo um
grupo controle (Tween 80 a 1%), grupo O6leorresina de C. reticulata, grupo extrato
etandlico do residuo de Carapa sp e grupo extrato etandlico das vagens de L. ferrea.
Nesses grupos tratados com drogas naturais veiculadas em Tween 80 a 1%, foram
criados subgrupos tratados com doses de 1.000, 250 e 62,50 mg/Kg. No total, foram
utilizados 80 animais.

Durante o experimento, os animais foram observados e registradas as
alteracbes comportamentais (diariamente) e variagdo do peso corpéreo
(semanalmente). Ao fim dos estudos, os roedores foram eutanasiados com hiperdose
de quetamina (180 mg/kg, i.p.) e xilazina (30 mg/kg i.p) e analisado o Hemograma
completo, bioquimica do sangue (albumina, calcio, cloreto, creatinina, fésforo, glicose,
proteinas totais, aminotransferases e ureia), exames anatomopatoldgicos
(macroscoépicos dos 6rgdos), coleta dos orgaos (figado, rim, pulmao, coracao,
estbmago, intestino grosso e delgado, testiculo, pancreas, pele tratada e pele normal)
para serem avaliados macroscopicamente. Ja a analise histopatolégica foi realizada
nos animais tratados com a maior dose e no grupo controle.

Para o célculo da superficie corporal, adotou-se a formula de Meeh que é

descrita por Venter et al. (2015) e se da pela seguinte equacao:

A =10.wW2%3
onde:
A = &rea em cm?,
10 = Uma constante e

W = gramas de peso

5.5.4. Ensaio de irritagdo/corrosao ocular aguda in vitro
Serdo utilizados ovos embrionados de galinha (Gallus gallus domesticus)
recolhidos no primeiro dia da fertilizacdo que serdo adquiridos em uma granja

localizada na zona rural da cidade de Santarém (Para). O peso médio dos ovos foi de
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50 — 60 gramas. O método proposto foi o preconizado pela ICCVAM (2010) e
adaptado por Derouiche & Abdennour (2017). Os ovos foram introduzidos em uma
incubadora com temperatura controlada de 38,0 + 0,5°C, umidade relativa de 70% e,
no décimo dia de incubacédo, o ovo € aberto cortando a casca para o lado onde a
camara de ar esta localizado. No décimo dia, sera adicionado 0,3 ml de solucao
fisiologica 0,9% na membrana interna para hidratacdo e aguardar por 30 minutos.
Decorrido esse tempo, sera retirado cuidadosamente o excesso de soro fisioldgico e,
em seguida, sera removida para expor a membrana cério-alantdide (CAM). Apés esse
procedimento, ser& adicionado sobre a CAM 300 pL da substancia a ser testada em
cada um dos ovos (Controle Positivo NaOH 0,1N, Controle Negativo NaCl 0,9%,
Oleorresina de C. reticulata 1.000 mg/mL, extrato etandlico de L. ferrea 62,50 mg/mL
solubilizado em solugéo salina 0,9% e o extrato alcodlico do residuo de Carapa sp.
125 mg/mL, também solubilizado em soro fisiolégico), conforme Figura 21. Todo o
experimento de abertura e observacao devera ser realizado num ambiente seguro,
limpo e praticamente estéril, como a capela de fluxo laminar.

No decorrer dos 5 minutos de observacao, foram analisados o0 comportamento
dos vasos sanguineos e o tempo de aparecimento de um dos trés pontos finais a
serem observados, que sdo sinais sdo: lise vascular (desintegracdo do vaso
sanguineos), hemorragia (sangramento dos vasos) e a coagulacdo (desnaturacéo
proteica intra e extravascular). Com o objetivo de garantir resultados reprodutiveis e
com alta confiabilidade, utilizamos fotografias de referéncia para todos os pontos
finais.

A avaliacdo tem como base o surgimento de cada um dos trés pontos de
extremidade do HET-CAM em intervalos de tempo fixos de 30 segundos, 2 minutos e
5 minutos (DEROUICHE; ABDENNOUR, 2017). O tempo para lise, hemorragia e
coagulacéo recebem uma pontuacéo especifica de acordo com o tempo em que cada
evento acontece. Esta relacdo pode ser observada na Tabela 2.

Em seguida, as pontuacfes foram somadas obtendo um valor numérico Unico,
evidenciando a capacidade de irritacdo da formulacdo testada em uma escala comum
gue varia de 0 a 21, demonstrada na Tabela 3 (ICCVAM, 2010). O teste deve ser
realizado em 5 ovos e, com os resultados obtidos, determina-se uma média (entre 0
a 21), indicado as categorias irritantes e nao-irritante (Tabela 2) (DEROUICHE;
ABDENNOUR, 2017).
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Tabela 2 - Esquema de pontuacéo para testes de irritacdo com 0 método de teste.

Efeitos Pontuacéo
0,5min (30s) 2min (120s)  5min (300s)
Lise 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacao 9 7 5

Fonte: ICCVAM (2010) e adaptado por Derouiche & Abdennour (2017).

Tabela 3 - Categoria de irritacdo de acordo com a faixa de pontuacdo do HET-CAM.

Faixa de pontuagao Categoria de irritagao
0a0,9 N&o rotulado
la49 Ligeira irritacao
5a8,9 Irritacdo moderada
9a2l Irritacdo grave

Fonte: ICCVAM (2010) e adaptado por Derouiche & Abdennour (2017).

Figura 21 - Procedimento experimental em sequéncia para desenvolvimento do método HET-CAM.

Fonte: Fernandez-Ferreiro et al. (2014).

5.5.5. Citotoxicidade
5.5.5.1. RBC - Red blood cell

Para a realizagdo deste teste de citotoxicidade, foi utilizado a metodologia
proposta por Ahmad et al. (2010) e Pagano & Faggio, (2015). Este método esta
descrito no Guia para Avaliacdo de Seguranca de Produtos Cosméticos (Anvisa,
2012). O experimento teve inicio com a coleta de 5mL de Sangue fresco intracardiaco
de ratos Wistar em tubo com EDTA e centrifugado a 1.500 rpm no decorrer de 5 min
a 4° C. O sobrenadante foi retirado, o pellet com as células vermelhas do sangue
(RBC) foi lavado cinco vezes com solucédo salina 0,9% estéril e depois ressuspensas
na mesma solucéo para obter uma solucédo de hemacias 2% (v/v). As drogas testes
foram diluidas em solucdo de Tween a 1%, testado nas concentracdes de 2.000 até
15,6 pg/ml, em 8 diluicbes seriadas (1:2) testados em ftriplicata. Foram adicionados
em cada poc¢o 100ul da diluicdo da droga (2 mg/mL) e adicionado 100uL da suspenséo
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de hemécias a 2% (v/v). As suspensodes resultantes foram incubadas sob agitacéo
durante 60 minutos a 37 ° C. ApGs a incubacéo, as amostras foram centrifugadas
durante 10 min a 1500 rpm. Os sobrenadantes foram transferidos para placas de 96
pocos e a liberagdo de hemoglobina foi medida por absorbéancia a 450 nm, utilizando
o leitor multiplacas BioTek Synergy HT. Para controle de 100% de hemodlise foi feita
uma suspensdo de hemacias com Triton X-100 1% (v/v). Como controle sem
hemodlise, utilizou-se solucéo salina 0,9%.

O percentual de hemdlise foi determinado pela seguinte equagéo:

% Hemolise = (Abs 450nm tratados amostra — Abs 450nm néo tratada) X 100
(Abs 450nm 1% Triton X-100 — Abs 450nm néo tratada)

O grau de citotoxicidade in vitro da atividade citotoxica na membrana
plasmética de eritrécitos foi avaliado usando a taxa de mortalidade observada:
0% a 9% = néo toxico;
10% a 49% = levemente toxico;
50% a 89% = toxico; e
90% a 100% = altamente toxico.

5.6. Ensaios de Eficécia - Avaliacdo da atividade antimicrobiana
5.6.1. Microorganismos e condi¢des de cultivo
Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana do éleorresina da C. reticulata, do
extrato etandlico do residuo da Carapa spp. e da Libidibia ferrea, foram selecionadas
as bactérias Pseudomonas aeruginosa (CCCD P003), E. coli (ATCC 25922), S.
aureus (ATCC 25923), S. epidermidis (ATCC 12228) e S. pyogenes (ATCC 19615)
frequentemente associadas a infecccées em solucdes de descontinuidade da pele.
Estas cepas foram adquiridas na forma liofilizada da empresa Cefar Diagnéstica, da
linha “Colecéo de Culturas da Cefar Diagnéstica (CCCD), em Sao Paulo, Brasil.
Preliminarmente, as cepas liofilizadas foram hidratadas em caldo enriquecido e

nutritivo, Mueller Hinton (MHA), a 37°C no decorrer de 24 horas.

5.6.2. Método de microdiluicdo em caldo - Determinacdo da concentracéo inibitoria
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minima (CIM) e a concentracdo bactericida minima (CBM) (CLSI, 2006).

Neste método, a concentracdo inicial utilizada para o Oleorresina de C.
reticulata foi de 500 mg/mL e o extrato etandlico dos residuos da Carapa spp. €
das vagens da Libidibia ferrea foi 250 mg/mL. Dessas solucdes, foram realizadas
sucessivas diluicbes em série, utilizando Caldo Mueller-Hinton (MHB) como
diluente. Em seguida, o indculo bacteriano foi inicialmente ajustado ao padréo 0,5

da escala de MacFarland, com posterior diluicdo em solucéo salina estéril (fator de

diluicdo de 1:10), para obtencdo da concentracéo final de 1,5 x 104 UFC mLL.
Posteriormente, adicionou-se 10 pL da suspensao bacteriana em cada pogo da
placa de 96 pocos, no qual ja continha 90 puL da concentracdo das drogas em
estudo com suas respectivas concentracdes e 90 uL de MHB estéril. A droga

padréao de escolha Ampicilina, foi diluida em solucéo tampao fosfato de sddio, para

obtencao de concentracdes, variando de 2 a 256 ug mL1 (fator de diluicdo de 1:1).
Realizou-se simultaneamente o controle de viabilidade das cepas, o controle de
esterilidade do meio e o controle de atividade do solvente. Cada po¢go comportou
volume final de 100 pL.

Em seguida, as placas foram incubadas em estufa bacteriolégica com controle
de temperatura em 37+ 2°C, no decorrer de 24 horas. Apés esse periodo, a inibicao
do crescimento bacteriano foi revelada por adicao de solucdo aquosa de resazurina
(20 pL, 0,02%, p/v) e re-incubacao por mais 3 horas. A CIM, definida como a menor
concentracdo das drogas testadas que sdo capazes de inibir o crescimento de
microorganismos, foi determinada pela observacao da cor azul em cada poco da
placa. J& quando ocorre a mudanca da coloragédo azul para rosa, em decorréncia
da reducao da resazurina a refazurina, indica o crescimento de células viaveis que
conseguiram metabolizar o corante. Nos pocos da placa que apresentaram
crescimento bacteriano visualmente, estes foram selecionados para avaliar a CBM
que foi determinada pela auséncia de crescimento microbiano apés subcultura em

placas contendo MHA. Os testes foram realizados em triplicata.
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5.7.0btencdo da formulacdo semissoélida a base de manteiga de Astrocaryum
murumuru Mart. contendo Oleorresina de Copaifera reticulata e os extratos
etanolico de Carapa sp. e Libidibia ferrea.

Os produtos naturais oriundos de plantas medicinais podem ser veiculados em
formulacdes farmacéuticas de uso na pele e mucosa, como pomada e creme. Esses
produtos sdo constituidos por preparacfes semissoélidas, com consisténcia mole e
destinadas ao uso na pele e mucosas. A formulacdo quando finalizada, deve possuir
plasticidade para poder modificar sua forma com a forga exercida com a aplicagao do
produto e se molde ao relevo do local (BORELLA et al., 2010). Posto isso, foi
selecionado uma base farmacéutica contendo a manteiga de murumuru, que atribui a
formulagcédo um sistema emulsionado, biodegradavel, biocompativel e capaz de liberar
ativos terapéuticos de caréter lipo e hidrofilico na pele e cavidades de mucosas (BR
102015030888-4).

O “Murumuru” (Astrocaryum murumuru Mart., Arecaceae) é uma palmeira
nativa da regido Amazonica que produz sementes oleaginosas das quais se extrai um
Oleo fixo (manteiga de “murumuru”), que apresenta capacidade em substituicdo a
alguns excipientes farmacéuticos. Essa manteiga € rica em &cidos graxos como
laurico, miristico e oleico e é utilizada na industria cosmética. A natureza anfifilica da
manteiga de “murumuru” fornece um sistema de entrega tépica com a ocorréncia de
uma fase liquida cristalina que pode ser obtida na presenca de quantidades
adequadas de agua e tensoativos. Esse sistema € biodegradavel, biocompativel e de
facil aplicacéo, permitindo a incorporacao de farmacos com diferentes coeficientes de
particdo (log P) em sua matriz (SILVA et al., 2021a).

Para o preparo das formulacdes foi realizada a fuséo da fase oleosa (manteiga
de murumuru, Oleorresina de copaiba, extrato etandlico de jucd e do residuo de
andiroba) e tensoativo Span 60 a 45°C + 0,5, seguido da adi¢do da fase aquosa na
mesma temperatura (NUNES et al.,, 2016). Em seguida, as formulacdes foram

mantidas em repouso por 24h em temperatura ambiente para atingir o equilibrio.

5.7.1. Identificacdo de fase mesomorfica por microscopia de luz polarizada (MLP)
Apbs 24 horas do preparo, as formulacdes foram colocadas sobre lamina de
vidro, cobertas com laminula e submetidas a microscopia de luz polarizada em

microscopio da marca Leica DM750 (Leica, Alemanha) acoplado com uma camera
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digital, para a identificacdo do comportamento de birrefrigéncia de fase mesomorfica
das formulacbes (ABRAHAM; CHAN; PARK, 2020).

5.8.Anédlise de dados

Os resultados foram expressos como médias + Desvio Padrédo (D.P.) ou Erro
Padrdo Médio (E.P.M) dos respectivos indices analisados. As diferencas estatisticas
entre os grupos experimentais foram detectadas com andlise de variancia (ANOVA)
seguida pelos testes post hoc de Tukey, quando necessario. Valores de p menores
que 0,05 foram considerados indicativos de significancia. A andlise estatistica foi
realizada no software Graph Pad Prism® verséo 5.00, direitos autorais pertencentes
a Graph Pad Software®.

6. RESULTADOS
6.1.Extracao de produtos naturais
6.1.1. Carapa sp
Na extracdo do 6leo do residuo de andiroba com o solvente etanol em soxhlet
durante um percurso de 8 horas, o rendimento bruto obtido foi de 52 g de um total de

200 g de matéria bruta inicial. Assim, o percentual de rendimento foi de 26%.

6.1.2. Copaifera reticulata

O processo de hidrodestilacao para fracionamento do Gleorresina de Copaifera
reticulata foi realizado por arraste a vapor em sistema de destilacdo simples num
processo que durou cerca de 30 horas de extracdo intervaladas. Das 100 gramas do
Oleorresina adicionados ao baldo de fundo redondo, renderam cerca de 39 g de resina
(diterpenos — 39%) e 61g de 6leo essencial (sesquiterpenos — 61%).

6.1.3. Libidibia ferrea

No processo de obtencao do extrato de juca através do aparelho de soxhlet por
refluxo em etanol num processo intermitente por 8 horas, o rendimento foi de 47 g do
extrato etanodlico de Libidibia ferrea compreendendo a um percentual de 23,5% da

matéria bruta inicial das vagens moidas.
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6.2.Caracterizacdo Quimica
6.2.1. Andiroba (Carapa sp.)
6.2.1.1. Caracterizagdo quimica da Andiroba por UPLC-MS/MS

Assim, a caracteriza¢do quimica do extrato alcodlico do residuo de andiroba foi
realizada pela Dissociacdo Induzida por Colisédo (DIC) no aparelho UPLC-MS/MS.
Logo, a identificacdo sugere a presenca dos compostos marcados na figura 22 com o
espectro do cromatograma e, na Figura 23, a representacao molecular das moléculas
identificadas. Na respectiva andlise, consegue-se sugerir a identificagcdo dos
constituintes presentes na amostra, sendo eles o acido galico, acido gentisinico,
Andirolide S, Andirolide B, acido copalico, 6,7-dihidroflavopereirina e o Geissolaevina
(12,60%).

Figura 22 - Espectro da cromatografia realizada por UPLC MS/MS da Carapa sp.
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Figura 23 - Os componentes majoritarios sugeridos na constituicdo do extrato etandlico do residuo da
andiroba (Carapa sp.), seu percentual na amostra, formula molecular, massa molar e tempo de
reten¢cdo em minutos.

Carapa sp.
O
0O-~_.0OH
HO
OH
OH
HO OH
OH
Acido galico Acido gentisinico Andirolide S

Formula molecular: C7HsOs Formula molecular: C7HsO4 Formula molecular: C29H3609
Massa Molar: 170,02 g/mol Massa Molar: 154,03 g/mol Massa Molar: 528,24 g/mol

Tempo de retencdo (min): 5,20 Tempo de retengcdo (min): 5,72 Tempo de retengcdo (min): 6,90

0]
X OH
Andirolide B Acido copélico 6,7-dihidroflavopereirina
Formula molecular: C31HzgOu1 Férmula molecular: C20H3202 Foérmula molecular: C17H1sN2
Massa Molar: 586,24 g/mol Massa Molar: 304,24 g/mol Massa Molar: 248,13 g/mol

Tempo de retencédo (min): 6,90 Tempo de retencdo (min): 6,90 Tempo de retencédo (min): 6,90

Geissolaevina
Férmula molecular: C20H1sN20s
Massa Molar: 366,12 g/mol
Tempo de retencao (min): 8,20

Fonte: O autor.
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6.2.1.2. Caracterizacao quimica da Andiroba por GC-MS

Os compostos majoritarios foram identificados através da comparacdo dos
indices de retencdo da amostra obtida com os dados apresentados pela biblioteca
Adams (2007). Os resultados foram apresentados em percentual de concentracéo
relativa (%).

Conforme dados apresentados no cromatograma (Figura 24), foram
identificados 8 compostos majoritarios que correspondem a 66,38% do total bruto
identificados nos espectrogramas. Os constituintes que apresentaram concentracao e
que foram identificados estdo apresentados na Figura 25, que sao: acido linoleico
(21,14 %), acido palmitico (15,79 %), acido oleico (15,12 %), acido laurico (7,74 %),
acido miristico (4,23 %), acido esteérico (1,85 %), acido caprilico (0,27 %) e acido
caprico (0,24%).

Figura 24 - Espectro da cromatografia realizada por GC-MS da Carapa sp.
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Figura 25 - Os componentes majoritarios do extrato etandélico do residuo da Carapa sp, seu percentual,
férmula molecular, massa molar e tempo de retencdo em minutos. O procedimento foi realizado em um
cromatografo a Thermo Scientific, equipado com detector de massas (CG-MS), com auto-amostrador
(TriPlus RSH) e coluna capilar apolar (Tr-5; 30 m x 0.25 mm ID x 0.25 pm). Os constituintes quimicos
da andiroba foram identificados por comparacgdo dos seus indices de retencdo (IR) com a literatura
(ADAMS, 2007).

Carapa sp.
; i
P e N N e N N e Tl AN
HO CH,  HO CH,
Acido linoleico (21,14 %) Acido palmitico (15,79 %)
Formula molecular: C1gH3,02 Formula molecular; C16H32,02
Massa Molar: 280,45 g/mol Massa Molar: 256,4 g/mol
Tempo de retencéo (min): 22,23 Tempo de retenc&o (min): 19,02
ﬁ /\/\/\/\/\/ﬁ\
HO/\/\/\/\/__W\/\/CH?‘- H;C OH
Acido oleico (15,12 %) Acido laurico (7,74 %)
Formula molecular: C1gH3402 Formula molecular: C12H2402
Massa Molar: 282,47 g/mol Massa Molar: 200,32 g/mol
Tempo de retencdo (min): 22,45 Tempo de reten¢do (min): 10,88
O ]
WOH /\/\/\/W\/\A)J\OH
Acido miristico (4,23 %) Acido esteérico (1,85 %)
Formula molecular: C14H250: Formula molecular: C1gH3602
Massa Molar: 228,37 g/mol Massa Molar: 284,48 g/mol
Tempo de retenc¢do (min): 14,86 Tempo de retencdo (min): 22,68
O O
Acido caprilico (0,27 %) Acido céaprico (0,24%)
Formula molecular: CgH1602 Formula molecular: C1oH2002
Massa Molar: 144,21 g/mol Massa Molar: 172,26 g/mol
Tempo de retencdo (min): 3,64 Tempo de retenc¢do (min): 6,59

6.2.2. Copaiba (Copaifera reticulata)

Os constituintes quimicos foram identificados por comparacéo dos seus indices
de retencédo (IR) com a literatura (ADAMS, 2007), pela co-injegdo de padrbes (3-
cariofileno e a-humuleno) e por comparacao dos perfis de fragmentacédo obtidos com
a espectroteca Wiley 82 edicdo. O percentual de cada constituinte foi expresso em

valores de concentragao relativa (%).
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A caracterizacdo dos constituintes quimicos presentes na amostra de
Oleorresina de C. reticulata (OCR) revelou a presenca de 12 metabolitos secundarios
classificados como majoritdrios na amostra e que sdo oriundos das copiabeiras
compostos. Do quantitativo colocado para analise, apenas 6,85% n&o conseguiram
ser identificados e 93,15% foram identificados, sendo a presenca majoritaria de sete
sesquiterpenos (68,26%) e cinco diterpenos (24,89%). Entre os constituintes 3
cadeias terpénicas, destacam-se 0s de maiores apresentacdes: [-cariofileno
(39,69%), B-bisaboleno (7,06%), a-humuleno (5,86%), B-selineno (5,34%) e o trans-
a-bergamoteno (4,9%). Ja os metabdlitos secundarios com 4 cadeias terpénicas tém
destaque o acido cauranoico (9,36%), acido caurenoico (6,33%) e o acido labda-7,13-
dien-15-oico (4,6%). Estes dados estdo apresentados no cromatograma da Figura 26

e na Figura 27 que apresenta 0s cmponentes majoritarios.

Figura 26 —Cromatograma dos compostos quimicos presentes no oOleorresina de C. reticulata, obtido
em GC-MS.
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Figura 27 - Os componentes majoritarios de Oleorresina de C. reticulata, seu percentual, férmula
molecular, massa molar e tempo de retencdo em minutos. O procedimento foi realizado em um
cromatografo a Thermo Scientific, equipado com detector de massas (CG-EM), com auto-amostrador
(TriPlus RSH) e coluna capilar apolar (Tr-5; 30 m x 0.25 mm ID x 0.25 pm). Os constituintes quimicos
do dleorresina foram identificados por comparacao dos seus indices de retengdo (IR) com a literatura

(ADAMS, 2007).

Sesquiterpenos

N/ .

B-cariofileno (39,69%) B-bisaboleno (7,06%)
Formula molecular: CisHz2a Formula molecular: CisHz24

Massa Molar: 204 g/mol Massa Molar: 204 g/mol

1l
/’H’/“\E JL
B-selineno (5,34%) Trans-a-bergamoteno (4,9%)

Férmula molecular: CisH24 Férmula molecular: CisHz4

Massa Molar: 204 g/mol Massa Molar: 204 g/mol

B-elemeno (2,42%)
Formula molecular: CisHz4
Massa Molar: 204 g/mol

a-humuleno (5,86%)
Formula molecular: CisHa4
Massa Molar: 204 g/mol

H xy
a-selineno (2,99%)

Foérmula molecular: CisHz4
Massa Molar: 204 g/mol

Diterpenos

Acido cauranoico (9,36%) Acido caurenoico (6,33%)
Formula molecular: C20H3z202 Formula molecular: C20Hz002
Massa Molar: 304 g/mol Massa Molar: 302 g/mol

Acido cativico (2,49%)
Formula molecular: C20H3402
Massa Molar: 306,5 g/mol

Ac. labda-7,13-dien-15-0ico
(4,6%)
Foérmula molecular: C2oHz40
Massa Molar: 290,5 g/mol

Acido daniélico (2,11%)
Formula molecular: C20H2903
Massa Molar: 317.45 g/mol

Fonte: O autor.
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6.2.3. Juca (Libidibia ferrea)

A caracterizacao quimica do extrato hidro alcodlico de Libidibia ferrea resultou
na identificacdo do acido eldgico, galotanino, acido galico, dilactona acido valoneico
(figura 28 e 29).

Figura 28 - Cromatograma dos compostos quimicos presentes no extrato etanolico de L. ferrea obtido
em UPLC-MS/MS.
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Figura 29 - Os componentes majoritarios sugeridos na constituicdo do extrato etandélico das vagens da
(Libidibia ferrea), seu percentual na amostra, formula molecular, massa molar e tempo de retengéo em
minutos. A formula molecular do galotanino é representa pela formula do Acido galico multiplicado pela
guantidade de molécula desse acido que forma a cadeia do galotanino.
Libidibia ferrea

0 OH

Acido eléagico
Formula molecular: C14HsOs
Massa Molar: 302,197 g/mol

Tempo de retencdo (min): 7,68
0O._OH

HO OH
OH
Acido galico
Formula molecular: C7HeOs

Massa Molar: 170,12 g/mol
Tempo de retencéo (min): 6,05

Galotanino
Férmula molecular: X.(C7HeOs)
Massa Molar: X.170,12 g/mol
Tempo de reten¢éo (min): 6,80

Dilactona acido valoneico
Formula molecular: C21H10013
Massa Molar: 470,3 g/mol
Tempo de retencéo (min): 4,28

Fonte: O autor.
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6.3.Ensaios de Seguranca
6.3.1. Toxicidade oral aguda

No decorrer dos 14 dias experimentais, ndo foram evidenciadas alteracdes nos
pélos, pele, olhos e mucosas, sinais de tremores, convulsbes, salivacdo, diarreia,
letargia, sono, coma, dor e sofrimento. Por conseguinte, os experimentos foram
repetidos a fim de confirmacdo do resultado anterior, com 3 animais por grupo,
ratificando o resultado anterior.

Ainda no percurso do experimento foi avaliado o peso dos animais em
experimentacdo. Logo, foi acompanhado a evolucdo destes no decorrer dos 14 dias
experimentais e eles ndo apresentaram perda significativa de peso entre a média dos
grupos por dia e nem individualmente. Pelo contrario, eles apresentaram evolucao
crescente no peso, linearmente quando comparado ao grupo controle, e sem
apresentacao de sinais de tristeza, reducdo na alimentacdo. Esses dados estdo
apresentados na Tabela 5 e 6.

Ficou determinado que a toxicidade oral aguda do o 6leo do residuo de Carapa
guianensis e o extrato etandlico das vagens da Libidibia ferrea € maior que 2000 mg/kg
pc e classificado como categoria 5, segundo os critérios do protocolo experimental

adotado.

Tabela 4 - Teste para confirmacdo da dose maxima de seguranca biolégica oral.
Média do peso corporal (Gramas * Desvio Padrdo) de ratos Wistar expostos oralmente
ao veiculo controle de diluicdo da droga (Salina 0,9% e Tween 80 1%) e os produtos
naturais na dose de de 2000 mg/Kg.

Teste 1
C. guianensis C. reticulata L. ferrea
Dia Controle 2000mg/Kg 2000mg/Kg 2000mg/Kg
0 169,83+27,23 229,20 +10,20 227,33 £ 26,27 245,00 £ 25,00
n=3 n=3 n=3 n=3
7 188,60+2545 247,85+ 15,85 233,33+ 25,42 264,00 = 30,00
n=3 n=3 n=3 n=3
14 195,07 +22,05 254,40+ 17,40 237,00 £ 26,05 273,00 = 32,00
n=3 n=3 n=3 n=3
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Tabela 5 - Repeticdo do teste para confirmacdo da dose maxima de seguranca
biolégica oral. Média do peso corporal (Gramas + Desvio Padréo) de ratos Wistar
expostos oralmente ao veiculo controle de diluicdo da droga (Salina 0,9% e Tween 80
1%) e os produtos naturais na dose de 2000 mg/Kg.

Teste 2
C. guianensis C. reticulata L. ferrea
Dia Controle 2000mg/Kg 2000mg/Kg 2000mg/Kg
0 160,15 + 12,68 188,73 + 5,66 207,67 £ 20,26 260,00 = 27,00
n=3 n=3 n=3 n=3
7 169,83 + 11,19 196,75 + 14,51 211,33 +20,43 286,50 + 21,50
n=3 n=3 n=3 n=3
14 179,03 £ 11,32 200,51 + 14,50 214,67 £ 20,65 290,00 = 15,00
n=3 n=3 n=3 n=3

6.3.2. Toxicidade dérmica aguda

As alteracGes no peso dos animais individuais foram avaliadas e comparadas
com os animais de controle. Assim, ndo foram evidenciadas perdas de pesos por
animais e nem por peso médio entre 0s grupos, dados este que podem ser conferidos
no teste inicial (Tabela 7) e na repeticdo do experimento conforme orientacdo do
protocolo OECD 402 (2017) (Tabela 8).

Quanto as observacbes comportamentais, como salivacdo, tremores,
convulsdes, diarreia, letargia, sono e coma, ndo foram evidenciadas em nenhum dos
12 animais estudados. Foram avaliadas durante os 14 dias as possiveis alteracdes
fisicas, como les@es, dores e sinais de doenca, bem como as alteracbes na pele, olhos
e mucosas e também frequéncia respiratoria, circulatoria, autonémica, sistema
nervoso central e comportamento padrdes. Conseguinte, nenhum dos fatores
relacionados foram visualizados.

No 14° dia os animais foram avaliados quanto aos critérios de Draize (Tabela
1), no qual todos foram avaliados com nota “zero” (0), pois n&o ocorreu formacao de
edema e nem eritema no decorrer de todos esses dias de observacdo. Apds essa
mensuragao, os animais foram eutanasiados e realizados a necropsia completa, como
orificios, olhos, mucosa, pelos e 6rgdo genitores, nada de inconformidade foi
encontrado. Partiu-se para a analise de 6rgdos como pulmdes, pancreas, rins,
coracao, figado, estbmago, intestino grosso, intestino delgado e a pele que foi tratada.
Destes, também néo foram encontradas altera¢cées no tamanho, cor e aspectos

macroscopicos.
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Tabela 6 - Peso dos animais submetidos ao teste de Toxicidade Dérmica Aguda,
conforme orienta o protocolo da OECD 402 (2017). Média do peso corporal (Gramas
+ Desvio Padréo) de ratos Wistar expostos oralmente ao veiculo controle de diluicdo
da droga (Salina 0,9% e Tween 80 1%) e os produtos naturais na dose de 2.000
mg/Kg.

Teste 1
C. guianensis C. reticulata L. ferrea
Dia Controle 2000mg/Kg 2000mg/Kg 2000mg/Kg
0 183,00 173,00 186,00 180,00
n=1 n=1 n=1 n=1
7 189,00 185,00 191,00 190,00
n=1 n=1 n=1 n=1
14 198,00 193,00 207,00 203,00
n=1 n=1 n=1 n=1

Tabela 7 - Peso dos animais submetidos a repeticdo do teste de Toxicidade Dérmica
Aguda para confirmacéo, conforme orienta o protocolo da OECD 402 (2017). Média
do peso corporal (Gramas + Desvio Padréo) de ratos Wistar expostos oralmente ao
veiculo controle de diluicdo da droga (Salina 0,9% e Tween 80 1%) e os produtos
naturais na dose de 2000 mg/Kg.

Teste 2
C. guianensis C. reticulata L. ferrea
Dia Controle 2000mg/Kg 2000mg/Kg 2000mg/Kg
0 192,00+4,00 182,00+4,00 199,50 6,00 197,15+ 7,62
n=2 n=2 n=2 n=2
7 199,00+4,89 189,50+2,67 201,00+ 7,56 209,75 + 8,78
n=2 n=2 n=2 n=2
14 206,50+4,89 201,00+3,56 214,00 +4,89 218,75 £ 7,00
n=2 n=2 n=2 n=2

6.3.3. Toxicidade dérmica em doses repetidas

Dentre os parametros avaliados para o teste de toxicidade dérmica em doses
repetidas, tém-se: peso dos animais, avaliacdo da necropsia e peso dos 6rgaos,
comportamentos dos animais, parametros bioquimicos e hematoldgicos, e consumo

de racéo.

6.3.3.1. Peso dos animais:
De acordo com o protocolo utilizado para os experimentos com os ratos Wistar,
foi entdo avaliado a evolugéo do peso dos animais no decorrer dos 21 dias em que 0s
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roedores receberam a administracao por via topica, na regido dorsal do animal. Assim,
nesse periodo de avaliacdo como demonstrado na Figura 30, observa-se que em
todos os grupos com os individuos avaliados houve um aumento gradativo do peso
nos animais no percurso das 3 semanas de estudo. Esse aumento foi visualizado tanto
Nos grupos controles, quanto nos experimentais, tanto nos animais do sexo masculino

guanto no feminino.

Figura 30 - Peso dos ratos submetidos ao tratamento no decorrer de 21 dias.
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6.3.3.2. Necropsia e Peso de 6rgaos

Diante das observacfes no exame necropsico, nao foram evidenciadas sinais
que caracterizassem alteracdes significativas que viessem a confirmar reacdes
toxicoldgicas quando comparadas ao grupo controle.

Apoés a necrépsia, foram coletados os 6rgdos dos animais, a pele tratada e
normal. Os rins, figado e testiculos foram pesados imediatamente assim que retirados
dos animais e correlacionado ao percentual correspondente ao peso do animal vivo.
Essa pesagem foi realizadada quase que instantaneamente a desseccéo para evitar
a secagem dos 0rgaos.

Assim, nos trés 6rgdos que o protocolo solicita a pesagem, nenhum
apresentou alteracbes referente ao peso relativo com o mesmo 6rgdo do grupo

controle (em negrito) diante das analises estatisticas que foram aplicadas (Tabela 9).

Tabela 8 - Peso dos 6rgéos dos animais submetidos ao estudo da Toxicidade Dérmica
em Doses Repetidas, conforme OECD 410 (1981). Os valores do Peso Relativo sao
expressos em percentual referente ao Peso médio dos animais no dia da eutanasia
(% = DP). A analise estatistica realizada foi o de Anova two way seguido do Teste de
Multipla comparacao de Tukey (p < 0,05).

RINS FIGADO TESTICULO PESO (g)

PESO PESO PESO PESO DOS
RELATIVO (%) RELATIVO (%)  RELATIVO (%) ANIMAIS (g) *

+ DP (n=5) + DP (n=5) + DP (n=5) DP (n=5)
Controle - Feminino 0,716 + 0,037 3,461 + 0,293 - 246,20 + 15,21
Andiroba 1000 mg (F) 0,700 + 0,045 3,670 * 0,389 - 230,40 + 9,37
Andiroba 250 mg (F) 0,769 + 0,080 3,531 + 0,507 - 225,00 + 8,86
Andiroba 62,5 mg (F) 0,786 + 0,115 3,527 + 0,474 - 224,60 £ 9,86
Copaiba 1000 mg (F) 0,823 + 0,074 4,106 £ 0,132 - 242,60 + 10,26
Copaiba 250 mg (F) 0,802 + 0,035 3,933 + 0,080 - 193,00 + 12,90
Copaiba 62,5 mg (F) 0,729 + 0,074 3,772 + 0,132 - 208,20 *+ 8,56
Jucé 1000 mg (F) 0,737 + 0,038 3,432 + 0,345 - 234,40 + 13,79
Juca 250 mg (F) 0,804 + 0,039 3,620 £ 0,271 - 229,20 + 8,58
Juca 62,5 mg (F) 0,732 + 0,121 3,564 + 0,065 - 230,80 £ 9,65
Controle - Masculino 0,947 + 0,060 4,197 + 0,362 1,347 + 0,055 268,00 + 26,29
Andiroba 1000 mg (M) 0,860 + 0,040 3,812 + 0,124 1,219 + 0,090 137,25 * 18,99
Andiroba 250 mg (M) 0,837 + 0,021 3,820 £ 0,340 1,143 + 0,021 165,80 + 12,11
Andiroba 62,5 mg (M) 0,779 + 0,017 4,170 + 0,280 1,282 + 0,138 146,60 + 15,05
Copaiba 1000 mg (M) 0,835 + 0,046 4,204 + 0,222 1,256 = 0,011 277,67 £ 5,13
Copaiba 250 mg (M) 0,851 + 0,004 4,172 + 0,115 1,181 = 0,092 268,00 + 11,31
Copaiba 62,5 mg (M) 0,853 + 0,001 4,004 + 0,033 1,265 * 0,026 261,33 = 3,21
Jucé 1000 mg (M) 0,892 + 0,023 4,097 + 0,469 1,257 + 0,116 294,40 *+ 16,37
Jucé 250 mg (M) 0,883 + 0,026 3,930 + 0,290 1,202 + 0,092 273,60 + 11,37
Jucé 62,5 mg (M) 0,811 + 0,050 3,910 + 0,460 1,164 = 0,120 294,40 + 19,29
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6.3.3.3. Consumo de ragao

Diariamente, durante o manejo dos animais, era mensurado a quantidade de
ragdo que o animal consumiu no decorrer de 24 horas. Diante desses dados
levantados, foi-se avaliado os dados semanalmente do consumo da ragao que foram
tabulados na Tabela 10.

Assim, observa-se que todos 0s animais consumiram ragcado regularmente,
com excessao ao grupo tratado com Andiroba a 1.000 mg/Kg, no qual o animal ja
relatado reduziu drasticamente o consumo de alimento do 9° dia de experimentacao
até o dia que veio a obito (17° dia), assim reduzindo a média do grupo até o 14° dia.
ApoOs esse episodio, 0os animais restantes conseguiram equilibrar o peso. Os outros
animais do mesmo grupo ndo manifestaram reagbes que fossem consideradas

alarmante no carater toxicologico.

Tabela 9 - Evolucdo do consumo de racdo pelos animais submetidos ao teste de

Toxicidade Dérmica por doses repetidas no decorrer de 21 dias. Os dados séo

apresentados em peso (gramas + DP). Cada grupo possui um n de 5 animais, que

foram pesados no dia 1, 7, 14 e 21 do experimento. A andlise estatistica realizada foi

o de ANOVA two way seguido do Teste de Mdltipla comparacdo de Tukey (p < 0,05).
Consumo de ragéo (g) = DP (n=5)

Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Controle - Feminino 13,20 = 1,45 12,40 + 2,88 16,80 + 0,84 19,20 + 0,84
Andiroba 1000 mg (F) 14,20 + 1,55 16,80 + 2,59 18,20 + 1,30 19,80 + 2,17
Andiroba 250 mg (F) 16,40 + 0,89 16,60 + 1,30 18,40 + 1,68 22,60 £ 1,14
Andiroba 62,5 mg (F) 14,20 + 0,84 16,40 + 1,14 16,80 + 1,10 25,20 + 2,59
Copaiba 1000 mg (F) 15,00 + 2,01 17,40 £+ 2,07 18,80 + 2,39 20,00 + 1,95
Copaiba 250 mg (F) 15,20 + 1,48 16,80 + 2,39 17,20 + 2,17 19,40 + 1,95
Copaiba 62,5 mg (F) 16,80 + 1,92 16,00 + 1,22 18,00 + 2,12 18,60 + 1,56
Jucé 1000 mg (F) 9,60 + 1,67 18,60 + 0,55 18,80 *+ 1,30 22,20 + 0,84
Juca 250 mg (F) 11,20 + 2,17 18,80 + 1,30 20,40 = 2,00 20,80 + 3,27
Jucé 62,5 mg (F) 14,80 + 0,84 16,00 £+ 1,30 19,20 = 1,70 23,60 + 2,10
Controle - Masculino 14,00 + 0,80 24,00 £ 1,95 24,40 = 2,50 24,80 = 2,92
Andiroba 1000 mg (M) 22,00 + 1,00 2233 + 2,31 2567 = 1,53 27,67 = 2,03
Andiroba 250 mg (M) 16,50 + 0,71 23,00 £+ 1,41 2450 = 0,71 28,00 + 2,83
Andiroba 62,5 mg (M) 18,67 + 1,15 24,67 = 058 27,00 = 1,73 29,33 + 0,58
Copaiba 1000 mg (M) 28,67 + 2,31 26,33 + 1,15 18,00 = 15,13 29,00 = 1,41
Copaiba 250 mg (M) 19,00 £ 2,65 25,67 * 2,08 26,67 = 3,06 29,00 + 1,73
Copaiba 62,5 mg (M) 16,00 £+ 2,10 18,67 + 1,40 23,33 = 1,98 26,00 = 1,00
Jucé 1000 mg (M) 14,00 £ 0,90 19,20 + 3,63 20,80 = 0,45 24,20 + 1,95
Jucé 250 mg (M) 20,00 = 1,76 23,80 £ 2,01 27,20 = 2,20 30,00 + 0,40
Jucé 62,5 mg (M) 16,00 + 1,54 19,80 + 0,84 22,60 = 2,20 24,20 + 3,63
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6.3.3.4. Comportamento dos animais

No animais tratados com Andiroba, Copaiba e Juca a 1.000 mg/Kg, de ambos
0s sexos, foram registrados o aumento da agitacdo, inquietude, piloerecdo e alguns
casos de diarreia. J& nos animais tratados com 1/4 e 1/8 da dose méxima permitida
pelo protocolo, ndo manifestaram alteracdes na pele, olhos e mucosas, aparelho
respiratorio, circulatorio, autbnomo e sistema nervoso central, sinais de tremores,
convulsao, salivacao, diarreia, letargia, sono, coma, alteracao na atividade locomotora

e comportamental.

6.3.3.5. Parametros bioquimicos

De todos os animais que passaram pelo procedimento experimental, foram
coletados o sangue, e do soro foram mensurados os parametros bioquimicos em
analisador automatico BM-200 (Mindray Company). Conforme os dados apresentados
na Tabela 11, os animais ndo apresentaram alteracdes bioquimicas significativas
estatisticamente que fossem caracterizados sinais toxicolégicos quando comparados

aos grupos controles masculino e feminino.
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Tabela 10 - Parametros bioquimicos dos animais submetidos ao protocolo da OECD
410, com n de 5 animais cada grupo. Os dados sao apresentados conforme a unidade
internacional de cada analito (Média + DP). A andlise estatistica realizada foi o de
ANOVA two way seguido do Teste de Mdltipla comparacdo de Tukey (p < 0,05).
Albumina (Alb), Calcio (Ca?*), Creatinina (Cre), Fésforo (Fos), Glicose (Gli), Proteinas
totais (Ptn), Transaminase oxalacética (TGO), Transaminase piravica (TGP), Uréia

(Ure).

Alb  Ca* Cl Cre Fos Gli Ptn TGO TGP Ure

g/dL mg/dL mEg/L mg/dL mg/dL  mg/dL  g/dL U/L U/L mg/dL
Controle - 2,33 5,68 96,2 0,3 31,05 213,81 594 313,6 85,6 34,68
Feminino +0,81 +£+191 +6,02 +0,13 +£391 +£43,33 +190 +£1256 +£1549 5,03
Andiroba 3,25 10,68 106,5 0,40 10,00 222,25 6,91 212,75 67,75 56,90
1000 mg (F) £0,23 +0,15 +1,29 0,04 £1,19 +525 +0,11 +57,22 +591 £841
Andiroba 3,68 10,18 103,78 0,27 32,73 137,84 7,43 324,00 7550 56,28
250mg(F) +0,26 £051 +2,79 =007 =447 +11,16 0,34 +26,19 +8,66 +4,98
Andiroba 3,23 11,122 107,38 0,39 11,06 2251 6,59 250,40 63,60 48,26
625mg(F) +0,17 +061 +194 +005 +062 +£3821 +049 +4755 +934 +6,30
Copaiba 3,04 984 95,3 0,43 10,98 160,4 6,13 192,20 76,8 47,58
1000 mg (F) £0,15 +0,76 +0,74 0,07 £1,39 +21,22 £029 +17,20 7,6 + 7,02
Copaiba 2,82 9,65 99,95 0,26 7,48 165,9 5,99 214,20 85,80 52,75
250mg(F) +£0,67 0,24 +£203 +0,15 +136 +1519 +£139 +36,40 +476 £296
Copaiba 332 930 99,13 0,35 10,5 208,55 7,06 166,25 82,33 50,70
625mg(F) +0,32 £+0,87 +885 +0,13 +2,76 +36,49 *+0,84 +1839 +1247 +2,14
Juca 1000 341 8,08 99,88 0,26 34,8 22025 7,95 377,25 9550 40,13
mg (F) 057 +12 £11,8 +0,15 +161 <+64,27 047 67,27 +11,85 =£6,21
Juca 250 2,86 843 9573 0,34 2886 196,25 6,48 332,60 9520 46,62
mg (F) +123 +045 =658 +0,07 +10,99 +2859 235 +86,44 +21,76 +£8,18
Juca 62,5 3,15 9,18 93,18 0,21 9,10 155,62 6,29 230,93 84,40 42,00
mg (F) +045 +£148 £1291 +0,11 +094 +£193 0,99 +11,07 +12,14 +2,66
Controle - 253 8,00 105,42 0,24 10,30 237,82 5,35 136,40 75,2 38,90
Masculino +0,18 +0,67 +1,16 0,02 +0,67 +1783 029 +439 +829 +268
Andiroba 3,97 9,50 106,80 0,26 15,3 88,30 7,08 559,00 189,00 49,60
1000 mg (M) £0,34 +0,81 +9,08 0,02 +13 +751 +06 4752 +16,07 +4.22
Andiroba 324 10,8 104,33 0,59 16,93 228 5,93 262,67 76,67 43,67
250mg (M) +0,11 £0,75 +£3,06 +0,15 +355 +54,62 +0,34 +2558 +95 + 3,67
Andiroba 3,18 13,67 103,67 0,18 12,50 146,83 5,89 327,67 78,33 42,50
625mg(M) +£006 +505 +231 =005 +2,79 +1227 +0,39 +70,87 +3,06 6,36
Copaiba 301 958 9833 0,36 10,30 159,25 6,87 2435 72,25 48,30
1000 mg (M) £0,25 +056 +5,16 +0,11 +2,78 +2641 +1,71 +20,01 +11,24 +9,30
Copaiba 3,11 10,17 101,07 0,28 10,63 179,23 6,59 222,67 90,33 55,57
250mg (M) +£0,07 1 +437 +£0,09 +404 +£1381 +0,21 +48,69 +252 4,6
Copaiba 3,34 10,23 106,00 0,22 13,37 160,00 594 221,33 77,67 38,03
62,5mg(M) +040 +0,12 +361 +0,06 +148 +5511 +050 +85 +10,07 1,19
Jucéa 1000 293 9,77 109,49 0,28 11,27 2125 6,21 190,67 78,67 35,27
mg (M) +0,07 £+059 +276 +0,03 +22 +£28,11 +0,22 +£10,02 £586 6,79
Juca 250 305 928 96,24 0,24 9,66 138,72 6,47 200,60 77,20 42,44
mg (M) +0,11 +0,26 +£1,08 +0,04 +0,74 +1551 =02 +2566 +1569 7,08
Juca 62,5 2,75 9,20 95,26 0,21 8,24 153,32 6,61 244,60 93,6 46,00
mg (M) +0,20 +0,16 +286 =+0,07 +09 +£26,01 +0,2 +£16,32 £1489 353
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6.3.3.6. Parametros hematologicos

Na avaliacdo das hemacias, hemoglobina, hematécrito e plaquetas, os
resultados ndo mostraram diferencas significativas quando comparados 0s grupos
controles com os grupos tratados com as drogas naturais (Tabela 12).

Na avalicdo das células de linhagem branca (Leucdcitos), os animais do sexo
feminino tratados com andiroba de 1.000 mg/Kg e 250 mg/Kg apresentaram diferenca
significativa na quantidade de leucécitos. Em relacdo aos linfocitos, somente no grupo
tratado com andiroba a 1000 mg/Kg houve aumento consideravel quando comparado
com o grupo controle feminino. Quanto aos animais do sexo masculino, estes
apresentaram alteracdes somente no niumero de leucécitos dos animais tratados com
Copaiba 1.000 mg/Kg (Tabela 13).

Tabela 11 - Parametros hematoldgicos da série vermelha dos animais submetidos ao
protoco da OECD 410. Os dados séo apresentados conforme a unidade internacional
de cada analito (Média + Desvio Padréo). Cada grupo possui um n de 5 animais. A
andlise estatistica realizada foi o de ANOVA two way seguido do Teste de Multipla

comparacao de Turkey (p < 0,05).

Heméacias Hemoglobina Hematocrito Plaguetas
x108/mm3 g/dL % 103/ mm3
Controle (F) 7,22 +1,00 14,05+0,77 38,55%5,57 440,00 = 16,31
Andiroba 1000 mg (F) 7,27 +0,57 14,16 £0,67 45,76 1,71 588,20 + 150,94
Andiroba 250 mg (F) 7,01 £0,34 13,66+0,75 45,28 + 3,19 586,40 + 40,86
Andiroba 62,5 mg (F) 6,30+ 0,45 13,76 £0,89 43,22 % 3,40 559,00 + 86,70
Copaiba 1000 mg (F) 6,83 +0,60 13,52+1,15 37,72%2,87 620,20 £111,88
Copaiba 250 mg (F) 529+£0,97 14,04+£0,89 34,78%x4,59 616,00 £ 63,35
Copaiba 62,5 mg (F) 6,02 £ 0,57 12,56+0,74 34,08 + 3,15 357,50 £ 80,45
Juca 1000 mg (F) 7,49 +£059 13,98+1,67 39,43+284 472,50 £ 124,78
Juca 250 mg (F) 7,15+085 13,48+1,68 38,064,554 302,40 £ 50,32
Juca 62,5 mg (F) 592+126 12,42+242 32,76x7,25 347,20 £ 44,17
Controle (M) 7,47 £0,11 13,90+0,28 39,30+0,14 740,50 £ 173,24
Andiroba 1000 mg (M) 7,89 +0,67 1545+1,48 45,20% 3,84 783,00 £ 16,97
Andiroba 250 mg (M) 6,89 +164 13,80+286 39,95+10,54 631,67 £47,26
Andiroba 62,5 mg (M) 9,88 +£3,32 1520+0,66 46,95+191 657,33 £ 189,50
Copaiba 1000 mg (M) 6,27 £1,04 13,70+£1,27 39,58+ 7,18 1076,75 + 215,93
Copaiba 250 mg (M) 6,00+235 14,70+1,11 40,33+£12,98 752,00 + 88,90
Copaiba 62,5 mg (M) 7,99 £0,68 16,37 +£0,59 16,73 +28,98 428,33 £ 66,50
Juca 1000 mg (M) 6,94 +1,03 13,52+1,66 39,00 *4,65 730,80 £ 43,76
Juca 250 mg (M) 7,21 £1,32 14,24 +2,49 39,36 + 6,42 705,00 £ 150,76
Juca 62,5 mg (M) 7,16 +1,36 1460+2,30 35,25%7,28 441,75 £ 96,88
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Tabela 12 - Parametros leucocitarios dos animais submetidos ao protoco da OECD
410. Os dados séo apresentados conforme a unidade internacional de cada analito
(Média £ Desvio Padréo). Cada grupo possui um n de 5 animais. A analise estatistica
realizada foi o de ANOVA two way seguido do Teste de Multipla comparacao de Tukey
(p < 0,05). Leucécitos (Leuc), Granulécitos (Gran), Linfécitos (Linf), Mondcitos (Mon).

Leuc Gran /mm3 Linf Mon Gran Linf Mon
/mm3 /mm3 /mm3 % % %
Controle 6150,00 1748,10 4165,35 536,55 27,15 64,60 8,25
(F) + 369,68 +129,4 +5494 +28659 +£290 +127 +417
Andi 8270,00 2133,66 5573,98 562,36 25,80 67,40 6,8
ndiroba + 479,06 + 473,79
1000 mg (F) s + 181,36 s +4780 +£219 +573 +0,58
. 6990,00 1625,18 4707,77 671,04 23,25 67,35 9,60
Andiroba
250 mg (F) $102200 L 51513 +14433 +26579 +163 +4,03 +2,69
Andiroba 6702,00 1761,29 4460,18 481,20 26,28 66,55 7,18
62,5 mg (F) +1689,24 +629,86  +1142,02 +183,78 +156 +1,84 +1,07
Copaiba 6420,00 1617,84 423720 564,96 25,20 66,00 8,80
1000 mg (F) +1441,18 + 467,21 +801,45 +19148 +1,92 +235 +173
Copaiba 6658,00 1660,51 413595 861,55 24,94 62,12 12,94
250 mg (F) +971,4 + 460,21 +523,01 +287,27 4,12 +6,28 +294
Copaiba 6724,00 1780,52 4224,02 719,47 26,48 62,82 10,70
62,5 mg (F) + 850,98 + 637,95 +711,68 +16451 +521 +473 +505
Juca 6450,00 1946,5 4370,33 616,50 28,80 62,67 8,53
1000 mg (F) +1771,06 +338,98  +£1271,07 +35510 +4)9 +212 +3,09
Juca 6050 1680,3 4511,1 508,60 24,25 68,2 7,55
250 mg (F) +1159,74 + 855,74 +558,76 +141,14 7,14 +75 +0,35
Jucéa 6566 1728,2 449226 494,55 25,80 66,85 7,35
62,5 mg (F) + 400,97 + 38,46 +37865 +6286 +212 +163 +0,49
Controle 7250,00 2057,15 4657,85 535,00 28,50 64,30 7,20
(M) +919,24 +118,44 +52955 +27125 +198 +0,85 +2,83
Andiroba 7300,00 1949,10 4832,60 518,30 26,70 66,20 7,10
1000 mg (M) +525,3 + 202,55 +502,21 +5386 +227 +563 +0,60
Andiroba 7040,00 1804,36 4688,64 547,00 25,63 66,6 7,77
250 mg (M) + 404,15 +218,96 +104,2 +80,99 +142 +203 +061
Andiroba 6990,00 1782,45 4767,18 440,37 25,50 68,20 6,30
62,5 mg (M) + 600,69 + 103,63 +44373 +61,07 +060 +053 +0,40
Copal 7740,50 2266,40 4596,30 878,55 29,28 59,38 11,35
opaiba
1000mg (M)~ +407.68 +26475  +86349 +35618 +481 +4,82 +329
Copaiba 7370,33 1905,20 4676,50 788,63 25,85 63,45 10,70
250 mg (M) + 669,05 +818,96  +2043,57 +32658 +1336 +1874 +537
Copaiba 7200,00 1826,60 4368,20 100580 25,37 60,67 13,97
62,5 mg (M) + 563,47 +73,27 +446,22 +8243 +165 +153 +0,35
Juca 7450,00 2145,60 4669,70 635,49 28,80 62,67 8,53
1000 mg (M) + 645,92 + 285,30 +29166 +18151 +490 +212 +3,09
Juca 7342,00 2232,00 4563,10 546,98 30,40 62,15 7,45
250 mg (M) + 653,31 + 408,35 +37586 +5724 +198 +191 +0,07
Jucéa 7350,00 234470 4557,80 547,58 31,90 60,65 7,45
62,5 mg (M) + 685,57 + 192,33 +401,99 +4207 +014 +021 +0,29
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6.3.4. Ensaio de irritacdo/corrosao ocular aguda in vitro (HET-CAM)

No ensaio de irritacdo ocular as doses de estudos de escolha foram de 1.000
mg/kg para o Oleorresina de C. reticulata, 125 mg/mL para o extrato etandlico de
Carapa sp. e 62,5 mg/mL para a Libidibia ferrea. Os dois ultimos produtos naturais
tiveram suas amostras diluidas por causa da opacidade que afetava a visualizac&o
das veias dos ovos, assim dificultando a observacdo da formacéo do extravazamento
dos vasos e fazendo com que fosse necessario a aspiracdo das drogas apos os 5
minutos para facilitar a visualizagcado conforme estabelece o protocolo.

Nenhuma das espécies avaliadas apresentaram sinais de lise, hemorragia e
coagulacéo, classificando-as como “nao rotulado” ou como substancias nao irritantes”.
Ja o controle positivo apresentou uma pontuacao de 17,60 (+ 0,75) que confirma a
atividade toxica do NaOH 0,1N e o classifica como produto indutor de “Irritagcéo grave”,
conforme tabela 14 e Figura 31. O controle negativo adotado foi a solucéo salina a
0,9% com Tween 1% e nado foram evidenciados sinais de toxicidade e classificado

como “N3o rotulado”.

Tabela 13 - Pontuacgéao de irritacdo e classificacdo do produto conforme ao indice de
irritacdo no teste de membrana cério-alantdide do ovo de galinha (Hens Egg Test-
Chorion Allantoic Membrane - HET-CAM). **** Diferenca estatistica apresentada
quando comparada com o grupo controle Tween 1% (p < 0,0001; n=5). Os resultados
foram expressos em Média (x E.P.M.). ANOVA One-way, Teste de Mdultipla
Comparacéo de Tukey.

Indice de Irritacao

Substéncia (Score) Classificacao
Tween 1% (Salina 0,9%) 0,0 (= 0,0) N&o rotulado
NaOH 0,1 N 17,60 (£ 0,75) **** Irritacdo grave
Carapa sp (125mg/mL) 0,0 (£ 0,0) N&o rotulado
C. reticulata (1g/mL) 0,0 (x0,0) N&o rotulado
L. ferrea (62,5 mg/mL) 0,0 (= 0,0) N&o rotulado
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Figura 31 — Resultados do teste de HET-CAM em ovos embrionados. As Fotografias tiveram ajustes
de temperatura para facilitar a visualizagdo dos extravazamentos sanguineos.

Tempo Tempo Tempo Tempo Apbs
Zero 30s 120's 300s Aspiragéo

Tween 1%
(Salina 0,9%)

NaOH 0,1 N

Carapa sp.
(125mg/mL)

C. reticulata
(2g/mL)

L. ferrea
(62.5 ma/mL)

6.3.5. Citotoxicidade
6.3.5.1. Citotoxicidade por Red blood cell (RBC)

De acordo com os resultados alcancados no teste de citotoxicidade pelo
meétodo de RBC (Red blood cell), o 6leorresina de C. reticulata e os extratos etanélico
da L. ferrea e da Carapa sp. hdao demostraram citotoxicidade nos diferentes grupos
avaliados, apresentando uma baixa porcentagem de hemolise quando comparados
ao grupo controle positivo tratado com o detergente Extran (100 %). Foram realizados
testes nas concentracgdes de 2.000, 1.000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25 e 15,625 pg/mL
das trés espécies.
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O extrato etanolico obtido do residuo da prensagem das améndoas de andiroba
(Carapa sp.), na maior concentracdo avaliada (2.000 pug/mL) a porcentagem de
hemdlise apresentou uma média de 16,46% (£ 1,09%) e foi reduzindo até 0,34% (+
0,11%) na ultima concentracéo testada que foi de 15,625 pug/mL, quando comparado
ao grupo tratado com o detergente extran, controle positivo (100% de hemolise),
conforme Figura 32.

O outro extrato etandlico que € objetivo dos estudos, extrato das vagens do
jucd, também néo produziu efeito hemolitico que caracterizasse uma acéo citotoxica.
O efeito na maior concentracdo produziu 10,06% (x 1,27%) de hemdlise quando
comparado ao grupo controle positivo. Na menor concentracdo, o resultado da acéo
hemolitica também foi menor, 0,53% (+ 0,20%), conforme apresentado na Figura 33.

Ja na avaliacdo da atividade hemolitica do O6leorresina de C. reticulata, o
percentual de hemolise registrado na maior concentracdo (2.000 pg/mL) foi de 4,40%
(x 0,63%) e, conforme fosse reduzindo as concentracfes, linearmente também
diminuia o percentual de hemdlise até 0,96 + 0,67 (15,625 pg/mL), conforme Figura
34.

Figura 32 - Resultados do Teste in vitro de RBC — Red blood cell para avaliacdo da atividade citotdxica
da Carapa sp. sobre a acéo hemolitica na membrana das hemécias de mamiferos. Os resultados foram
expressos em Média (Percentual de hemdlise + Desvio Padréo).

Andiroba (Carapa sp.)

100-
g 80-
> ]
© 604
6 o
€ 40
(]
g ]
20+

Cont () 1563 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000 Cont. (+)
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL Extran
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Figura 33 - Resultados do Teste in vitro de RBC — Red blood cell para avaliagao da atividade citotoxica
da Copaifera reticulata sobre a acdo hemolitica na membrana das hemacias de mamiferos. Os
resultados foram expressos em Média (Percentual de hemolise + Desvio Padréo).

Copaiba (Copaifera reticulata)

100-
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» 601
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20+
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Mg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL Extran

Figura 34 - Resultados do Teste in vitro de RBC — Red blood cell para avaliacdo da atividade citotdxica
da Libidibia ferrea sobre a a¢do hemolitica na membrana das hemacias de mamiferos. Os resultados
foram expressos em Média (Percentual de hemdlise + Desvio Padrao).

Juca (Libidibia ferrea)

100-
g 80-
> ]
» 601
5 ]
E 40
(D)
g ]
20+

Cont(-) 1563 31,25 625 125 250 500 1000 2000 Cont. (+)
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL Extran

6.4.Ensaio de Eficacia - Atividade antimicrobiana

As trés espécies estudadas de forma isoladas e em associa¢do apresentaram
atividade antimicrobianas evidentes frente a alguns patdogenos, mas com perfis de
sensibilidade deferenciado. Os resultados da Concentracao inibitéria minima (CIM) e
Concentragéo bactericida minima (CBM) séo apresentados na Tabela 15.

A CIM apresentada no experimento do oOleorresina de copaiba demonstrou o
efeito antimicrobiano frente ao Staphylococcus aureus (31,25 mg/ml), S. epidermidis

(125 mg/ml) e S. pyogenes (0,03 mg/ml). No estudo do extrato etandlico do residuo
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da andiroba, a CIM obtida demonstrou efeito antibacteriano na Staphylococcus
epidermidis (7,81 mg/ml) e Streptoccocus pyogenes (3,91 mg/ml) e para a
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus a concentracao inibitéria minima
ficou acima da dose inicial avaliada. O extrato etandlico do jucd também promoveu
efeito bioldgico na Pseudomonas aeruginosa (1,95 mg/ml), S. aureus (0,49 mg/ml),
Staphylococcus epidermidis (0,12 mg/ml), Streptoccocus pyogenes (1,95 mg/ml). No
grupo controle de esterilidade e no grupo controle positivo ndo houve crescimento
bacteriano.

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) também foi avaliada nos
experimentos. O Oleorresina de C. reticulata apresentou CBM para Staphylococcus
epidermidis (250 mg/ml) e S. pyogenes (0,03 mg/ml) e no Staphylococcus aureus a
CBM ficou acima da maior concentracdo avaliada ( >250 mg/ml). O extrato do residuo
da andiroba demonstrou a concentracdo bactericida minima para Streptoccocus
pyogenes (15,63 mg/ml) e para as outras cepas bacterianas estudadas
(Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis) o
CBM estabelecido foi acima da maior dose estudada. O extrato da L. ferrea produziu
efeito CBM com as cepas bacterianas avaliadas, Pseudomonas aeruginosa (15,63
mg/mL), Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (7,81 mg/mL) e
Streptoccocus pyogenes (3,91 mg/mL). O CIM e CBM para Escherichia coli foram
determinados acima das concentracdes iniciais de tratamento para as trés espécies
estudadas.

Quando associado os trés produtos naturais em apenas uma formulacéo,
denominada Copanju, e avaliado seu efeito antimicrobiano contra as cepas testadas
e com maior predominancia de infec¢des dérmicas, observou-se efeito farmacologico
contra todas as bactérias, com excesséo da E. Coli que ndo apresentou efeito nem

com as drogas usadas de forma isolada.
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Tabela 14 - Concentracéo inibitéria minima (CIM) e Concentracdo Bactericida minima
(CBM) do oleorresina de C. reticulata e do extrato etandlico do residuo da prensagem
das améndoas de Carapa sp. e das vagens da Libidibia ferrea. Copanju (6leorresina
de C. reticulata e do extrato etandlico do residuo da prensagem das améndoas de
Carapa sp. e das vagens da Libidibia ferrea).

OCR Ext.EtOh Ext.EtOh Copanju Ampicili
C. reticulata Carapa sp. Libidibia ferrea mg mL? na
mg mL? mg mL? mg mL? mg mL?
CIM CBM MIC CBM MIC CBM MIC CBM MIC
P.
aeruginosa >250 >250 >125 >125 1,95 15,63 1,56 6,25 > 256
(CCCDh mg/mL mg/mL  mg/ml  mg/ml  mg/ml  mg/ml  mg/ml  mg/ml ug/mL
P003)
S. aureus 31,25 >250 >125 >125 0,49 7,81 0,39 6,25 16 ua/ml
ATCC 25923  mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml  mg/ml  mg/ml g
S'. - 125 250 7,81 > 250 0,12 7,81 0,20 25
epidermidis mg/ml - mg/ml mg/ml mg/ml  mg/ml  mg/ml  mg/ml mg/mL 32 ug/ml
ATCC 12228 9 g g g g g g g
if‘éygizgis 003 003 391 1563 195 391 250 250 . .
S mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml  mg/ml  mg/ml  mg/ml g
E. coli ATCC >50 > 50 4
25922 >250 >250 >125 >125 >125 >125 mg/ml mg/ml ug/ml

6.5.0btencdo da formulacdo semissoélida a base de manteiga de Astrocaryum
murumuru Mart. contendo Oleorresina de Copaifera reticulata e os extratos
etanolico de Carapa sp. e Libidibia ferrea.

Ao preparar a formulagdo Oleorresina de Copaifera reticulata e os extratos
etandlico de Carapa sp. e Libidibia ferrea que foram incorporados ao agente
tensoativo e manteiga de murumuru, observou-se um produto fitoterapico de cor
esverdeada e com caracteristica homogénea (Figura 35). Apos 24 horas de
preparacao da formulacao, foi colocado uma pequena amostra do produto sob uma
lamina de vidro e cuidadosamente foi coberta com uma laminula para distribuir o
conteudo pela aplicacdo de pressdo e examinada sob luz polarizada a 25 °C.
Conforme apresentado na Figura 36, a formulacdo mostrou birrefringéncia com
texturas raiadas que € caracteristico de uma fase hexagonal que é demonstrado pela
presenca de estrias quando o plano de luz polarizada incide sobre a amostra. Na
figura 36A e 36C, é apresentado a formulagdo sem a incorporagdo dos produtos

vegetais.
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Figura 35 - Formulagéo preparada com aspecto homogéneo e de cor esverdeada.

-

Fonte: O autor

Figura 36 — Fotomicrografias em microscopia de Luz Polarizada (PLM) da formulag&o semissélida com
Copaiba, andiroba e juca a 2,5% em manteiga de murumuru. (A) Fotomicrografia da formulagao
semissoélida somente com manteiga de murumuru em objetiva de 10x. (B) Fotomicrografia da
formulagdo semissélida com Copaiba, andiroba e juca a 2,5% em manteiga de murumuru em objetiva
de 10x. (C) Fotomicrografia da formulacdo semissolida somente com manteiga de murumuru em
objetiva de 20x. (D) Fotomicrografia da formulagédo semissélida com Copaiba, andiroba e juca a 2,5%
em manteiga de murumuru em objetiva de 20x.

Fonte: O autor
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7. Discussao

As plantas sdo muito utilizadas para cura, tratamento e profilaxia de diversas
enfermidades desde os primordios da histéria humana, muitas vezes sem restricdes
e de forma indiscriminada. Logo, é de fundamental importancia o estabelecimento da
seguranca, eficacia e o conhecimento da constituicdo quimica das plantas medicinais,
pois seu uso de forma indiscriminada, sem o conhecimento toxicol6gico necessario,
pode originar efeitos adversos (SACHETTI et al., 2009).

Existem diversos vegetais amazOnicos que sado muito reconhecidos
popularmente pelos seus respectivos potenciais terapéuticos. Dentre esses produtos,
pode-se citar o 6leo de andiroba, o 6leorresina de copaiba e o extrato de juca. Estes
produtos sdo descritos nas literaturas como antiinflamatorio, cicatrizante e
antimicrobiano. Diante disso resolvemos trabalhar com uma associacao destes trés
produtos a fim de desenvolver uma inovacéo terapéutica com espectro amplo de
eficacia (AMERICO et al., 2020; N. M. GOMES et al., 2007; GUILHON-SIMPLICIO et
al., 2015; NOVELLO et al., 2015; SANTIAGO et al., 2015; A. S. SOARES et al., 2021,
VALDIR & PINTO, 2002).

Para um fitoterapico ser desenvolvido, este tem que cumprir com varias
normas, dentre elas a RDC N° 26, de 13 de maio de 2014, qual solicita que para
registro do produto tem que apresentar relatério de Seguranca e Eficacia
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Nessa mesma resolucdo, é solicitado que o
proponente apresente os marcadores biolégicos de cada espécie proposta.

Entdo, optou-se pelo uso do extrato etandlico dos residuos das améndoas de
andiroba adquiridos de empresas produtoras de 6leo que, anualmente, centenas de
toneladas desse residuo séo produzidas e apenas 1% desse lixo sdo reaproveitados
para producdo de velas. Com esse alto volume de residuo produzido, torna-se
necessario buscas de alternativas biosustentaveis para a reutilizacdo desse produto
(SENA DE SAN-MARTIN & BARATA, 2019). Uma solucao sustentavel para esses
produtos é a extracdo etandlica dos residuos da andiroba para a retirada de mais
metabdlitos secundérios. Entéo, realizou-se uma extracdo alcodlica em soxhlet para
obtencao do extrato que foi 26% de rendimento, resultado muito proximo ao alcancado
por Sena De San-Martin & Barata (2019), que obtiveram 24%.

Para Sena De San-Martin & Barata (2019) e Reis et al. (2021), o percentual de

rendimento é considerado alto quando levado em consideracdo a extracdo com uso

152



de outras partes anatébmicas da planta. Isso ocorre devido a presenca do 6leo vegetal
e ainda retido no residuo apés o processo de prensagem industrial e, com a ajuda do
solvente organico etanol e aumento da temperatura, facilitou a extracdo de
substancias polares e apolares como acidos graxos e compostos de média polaridade
como os limondides (SENA DE SAN-MARTIN & BARATA, 2019).

Desse extrato etandlico do residuo da andiroba, foi realizado a caracterizacao
quimico por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (GC-MS) e
também por cromatografia liquida de alta resolucdo acoplada ao espectrdmetro de
massas (UPLC-MS), para conhecer os marcadores biolégicos da espécie conforme
solicita a RDC N° 26, de 13 de maio de 2014 (Ministério Da Saude, 2014). Como
resultados, observamos a presenca do acido gélico, 4cido gentisinico, Andirolide S,
Andirolide B, &cido copalico, 6,7-dihidroflavopereirina e o Geissolaevina no UPLC-MS
e dos acidos graxos acido linoleico, acido palmitico, acido oleico, acido laurico, acido
miristico, acido estearico, acido caprilico e acido caprico no GC-MS. Esses resultados
corroboram com o de Tanaka et al., (2011) e o de Sakamoto et al. (2013) que relatam
a presenca dos limondides Andirolide B e S. J4 a presenca de acidos graxos corrobora
com os estudos apresentados por Melo et al. (2018), Milhomem-Paixéo et al. (2017),
gue citam como principais metabolitos secundarios os &cidos oléico, palmitico e
linoleico.

Segundo Reis et al. (2021), os constituintes quimicos das améndoas de
andiroba ficam retidos nas paredes celulares e para serem extraidos, torna-se
necessario a utilizacdo de solventes e aumento de temperatura a fim de otimizar o
processo, reduzindo o tempo de extracdo e aumentando a eficiéncia. Nas referenciais
tedricos relatam que os principais acidos graxos presentes nos triglicerideos do 6leo
das sementes de andiroba sédo os acidos oleico, palmitico, estearico e linoleico
(ARAUJO et al., 2017; IHA et al., 2014; NOVELLO et al., 2015). Para Dias et al.,
(2023), a andiroba € rica em acidos graxos, triterpenos, esteroides, alcaloides,
cumarinas, flavonoides e limondides. Diante desses aspectos, o0s resultados
apresentados em GC-MS e UPLC-MS corroboram com o descrito na literatura.

O segundo ativo a ser utilizado na formulacdo € o 6leorresina de C. reticulata.
Esse produto é muito difundido na comunidade amazénica e nas areas tropicais
devido ao seu potencial terapéutico. Assim, foi realizado a hidrodestilacéo do e obteve

a separacao da fracado do Oleo essencial (sesquiterpenos) da resinosa (diterpenos).
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Assim, no Oleorresina ficou determinado que 61% era sesquiterpenos e 39%
diterpenos. Em seguida foi realizada a caracterizacdo quimica em GC/MS e obteve
como constituintes majoritarios os sesquiterpenos B-cariofileno, B-bisaboleno, a-
humuleno e os diterpenos &cido cauranoico e acido caurenoico. Outros estudos
também relataram a presenca desses constituintes, no entanto, em concentracoes
variadas conforme fatores sazonais e regibes (ALMEIDA JUNIOR ET AL., 2021). D.
G. Santos et al., (2020b) estudaram quimicamente o O6leorresina da Copaifera
reticulata da cidade de Moju no estado do Paré e identificou também o B-bisaboleno,
B-cariofileno e a-humuleno. Entretanto, esse Udltimo apareceu no produto em
concentracbes bem menores, 1,3%. Lima, T. C. P. et al. (2020), realizaram a
caracterizacdo quimica do 6leorresina de Copaifera reticulata, da cidade de Belterra
(Para, Brasil), em cromatégrafo gasoso acoplado ao espectrémetro de massa (GC-
MS) e determinaram a presenga maijoritaria de 3-Cariofileno (39,91%), B-Bisaboleno
(7,38%), a-Humuleno (3,15%), predominando nesta amostra 0s compostos volateis
em relacdo aos compostos resinosos.

Outro trabalho que corrobora com este estudo € o de Kobayashi et al. (2011),
avaliaram por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, 0
Oleorresina de Copaifera multijuga, coletado em uma reserva localizada no estado do
Amazonas, e foram observados a presenga dos sesquiterpenos [B-cariofileno
(36,03%), B-bisaboleno (8,54%) e a-Humuleno (3,79%). No trabalho desenvolvido por
lzumi et al (2013) investigaram a composicao quimica de C. reticulata e observaram
a presenca dos compostos majoritarios os sesquiterpenos g -cariofileno (40,90%) e,
como diterpenos, foi observado a presenca do acido caurendico (3,90%). Este
trabalho vem corroborar com a composi¢cdo quimica apresentada pela copiaba em
nossos estudos (IZUMI et al., 2013).

O terceiro ativo da formulacéo € o extrato etandlico das vagens do juca. Essa
planta € muito difundida popularmente devido aos inUmeros potenciais terapéuticos.
Sendo assim, realizou-se a extracdo em solvente alcodlico e obteve o rendimento de
23,5% de extrato bruto. Desse produto, foi realizado a caracterizagdo quimica em
cromatografia liquida de alta eficiéncia e comparado os espectros com as literaturas.
Logo, pode-se sugerir a presenca dos constituintes acido galico, acido elagico e
galotanino. Segundo Jacques & Zambiazi (2011), o elagico € um composto fenodlico

derivado da molécula do acido galico. Ja4 o galotanino corresponde a uma molécula
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de D-glucose ligadas pelas hidroxilas com 6 até 9 moléculas de acido galico
(BATTESTIN; KATSUMI MATSUDA; ALVES MACEDO, 2004).

Alguns autores relatam que os principais metabdlitos secundéarios encontrados
L. ferrea s&o os acidos fenolicos, acido galico e acido elagico (AMERICO et al., 2020;
KOBAYASHI et al., 2015; MACEDO et al., 2020; POURNAGHI et al., 2020). M. R. A.
Ferreira et al. (2016) coletaram 14 amostras dos frutos de jucé de diferentes regides
do Brasil e e realizou a andlise quimica por cromatografia de camada delgada e
também cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Diante disso, observou
gue em todos os materiais vegetais analisados havia a presenca do acido galico e
também do acido elagico.

E fundamental, porém, o estabelecimento da seguranca, eficacia e garantia da
qualidade destas preparagdes, pois seu uso inadequado, sem o0 conhecimento
toxicolégico necessario, pode originar efeitos adversos retardados e/ou
assintomaticos (SACHETTI et al., 2009). O objetivo de ensaios toxicolégicos pré-
clinicos em plantas medicinais é avaliar a capacidade de inducdo da toxicidade,
antecipar os riscos envolvidos nas drogas, garantindo a seguridade do uso no homem
e conhecendo seus possiveis efeitos toxicos. Os estudos pré-clinicos de seguranca
séo realizados in vivo e in vitro. Os métodos in vitro tém boa aceitabilidade e as
comunidades internacionais reguladoras de produtos farmacéuticos ddo muito
enfoque em favor da racionalizagdo do uso de animais em pesquisas de novos
farmacos e cosméticos, como no caso dos 3R’s. No entanto, alguns testes in vivo sao
imprescindiveis a fase de estudos pré-clinica pois fornecem informacfes mais
precisas sobre a seguranca e eficacia dos novos farmacos (BEDNARCZUK et al.,
2010; BOELSTERLI, 2003; SILVA et al., 2021b; SOBRINHO et al., 2017).

Um caso relevante € o Teste de Toxicidade Oral Aguda, qual é preconizado
pela Organizacéo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (Organization for
Economic Co-operation and Development-OECD) sob o protocolo OECD 423 (OECD
423, 2002) e também esta descrito no Guia para a Conducao de Estudos N&o Clinicos
de Toxicologia e Seguranca Farmacologica Necessarios ao Desenvolvimento de
Medicamentos da Anvisa (Anvisa, 2013). Segundo Sachetti et al. (2009), o este guia
foi publicado com a finalidade de substituir o de nimero 401 da mesma instituicdo,

que foi banido definitivamente pela OECD em 2001 por conta do extenso numero de
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animais que eram utilizados nos experimentos, que tinham um n de 20 animais por
grupo e varios grupos com doses crescentes.

Este método apresenta boa reprodutibilidade, usa poucos animais e € capaz
de classificar as substancias de acordo com sistemas internacionalmente aceitos
(Globally Harmonised System - GHS) e se baseia na avaliacdo biométrica com doses
fixas pré-estabelecidas para a classificacdo e riscos no qual o individuo sera
submetido ao receber a substancia em estudo) (SACHETTI et al., 2009).

Entdo, foi adotado este método para estudo do Oleorresina de Copaifera
reticulata e dos extratos etandlico do residuo da andiroba e das vagens do juca na
dose de 2.000 mg/Kg via oral. Segundo o protocolo OCDE-423/2001, quando ja
existem trabalhos cientificos com mesmo género da espécie de planta a ser estudada
que nos déao informacao de que a mortalidade é improvavel no mais alto nivel da dose
inicial, pode-se utilizar a maior dose (OECD 423, 2002). Como resultados alcancados
no experimento nenhum animal apresentou morte, perda de peso e sinais
comportamentais que fossem caracterizados como toxicidade, tanto no grupo controle
quanto nos tratados com as drogas vegetais. Assim, estes produtos foram
classificados como Categoria 5 que quer dizer produto de alta seguranca biolégica.

Esses dados referentes a Andiroba corroboram com os estudos de Miranda
Janior et al., (2012), que determinou a toxicidade oral aguda do 6leo de andiroba in
natura com doses acima de 2,0 g/Kg. Outro trabalho que também atesta este resultado
€ o0 de Costa-Silva et al. (2008), que tratou os animais com doses até 5,0 g/kg e nédo
observou nenhum sinal de toxicidade ou morte em ratos durante 14 dias de
experimento, podendo a DL50 ser superior que a dose testada.

Nossos estudos com copaiba corroboram com os apresentados por Almeida
Junior et al. (2021), e Sachetti et al., (2009), que pesquisaram o Oleorresina de C.
reticulata pela via oral e relataram que a DL50 est4 acima da dose testada que foi de
2.000 mg/Kg. Ja Gomes et al. (2007) foi mais a fundo e determinou o valor da DL50
em 3,9 g/Kg. M. A. C. Silva et al. (2022) estudaram a toxicidade oral aguda da
Copaifera spp adquirido de uma induastria na dose de 2.000 mg/Kg. Os animais
estudados n&o foram evidenciados morte ou estado moribundo, embora fosse uma
reducdo significativa na forca de preensdo dos ratos, provavelmente devido a
problemas de capacidade neuromuscular induzidos por Oleorresina de copaiba em

uma dosagem mais alta. No entanto, o comportamento geral ou a funcéo fisiologica
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dos animais expostos a Oleorresina de copaiba nao foi afetado. Peso corporal, ingesta
de racéo e hidratacdo nado indicaram efeito adverso relacionado ao tratamento. Os
ratos expostos a dleorresina de copaiba mostraram uma diminuicdo significativa no
peso relativo do figado em comparagdo com o grupo controle.

Os resultados apresentados Kobayashi et al. (2015), quando avaliaram 0s
animais tratados com 5.000 mg/Kg do extrato de Libidibia ferrea em dose Unica oral,
fortalece nossos resultados pois 0 juca demonstrou boa seguranga para ensaios
farmacologicos e apresentou baixo potencial toxico, onde ndo apresentou sinais
clinicos de toxicidade, como alteracbes comportamentais e fisicas ou mortalidade.
Outro estudo que contribui com nossos achados é o de Souza et al. (2006), que
determinou o DL50 do juca em 2.200 mg/kg.

Como o proposito deste trabalho € o desenvolvimento de uma formulagdo de
uso tépico, este trabalho também realizou a investigacdo da Toxicidade Dérmica
Aguda em ratos, conforme requere o Guia para a Conducéo de Estudos Nao Clinicos
de Toxicologia e Seguranca Farmacoldgica Necesséarios ao Desenvolvimento de
Medicamentos (ANVISA, 2013). Esta é uma metodologia baseada nas diretrizes da
OECD 402 (2017), qual regulamenta a metodologia de Toxicidade Dérmica aguda em
ratos. Esse teste utilizou ratas fémeas devido sua maior sensibilidade e avalia a
toxicidade dérmica através de uma analise biométrica para classificacdo de perigo de
acordo com o Sistema Globalmente Harmonizado (GHS).

Como resultados alcancados, nao foram evidenciados sinais que pudéssemos
classificar as trés substancias utilizadas como toxicas ou irritantes a pele dos animais
tratados, nem sinais de vermelhiddo, morte ou alguma resposta sistémica que fosse
observada pelas avaliacdes biométricas. Logo, classificou-se os produtos testados
como seguros na mais alta dose testada (2.000 mg/Kg).

Como nao foi demonstrado toxicidade em uso tépico de forma aguda, os
experimentos continuaram com o teste subagudo, com 21 dias de aplicacbes diarias
dos trés produtos de forma isolada sendo que de cada espécie era constituido por 3
grupos. Os protocolos de toxicidade subaguda sao instrumentos de experimentacao
que permitem a identificacdo de oOrgdos e células afetadas pela administracdo de
determinado agente bem como 0s mecanismos de toxicidade envolvidos. Foi adotado
0 protocolo da OECD numero 410, que é utilizado como teste padréo pela ANVISA

para registro de novos medicamentos de uso dérmico. Dentre os parametros
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avaliados, tém-se: peso dos animais, avaliacdo da necropsia e peso dos 6rgaos,
comportamentos dos animais, parametros bioquimicos e hematoldgicos, e consumo
de racdo (ANVISA, 2012; OECD, 1981).

O primeiro grupo foi constituido com a dose maxima permitida pelo protocolo
da OECD de numero 410, que é de 1.000 mg/Kg e que tenha a expectativa de produzir
efeitos toxicos observaveis, mas ndo a morte e nem sofrimento. O segundo e terceiro
grupo foram constituidos por 1/4 e 1/8 da maior dose do experimento como solicita o
protocolo e que corresponde a 250 e 62,50 mg/Kg. Essa menor dose ndo deve
produzir qualquer evidéncia de toxicidade e a dose intermediario deve produzir efeitos
toxicolégico minimo observavel. Os ratos Wistar foram selecionados por simular a
acdo das drogas testes no corpo humano, considerando a farmacocinética,
farmacodinamica, biodisponibilidade e biotransformacdo das drogas estudadas.
Assim, foi considerada a mesma via de administracdo em que a droga sera
administrada em humanos (tépica) (ANVISA, 2012; OECD, 1981).

Os estudos de toxicidade de doses repetidas tém como objetivo, caracterizar o
perfil toxicoldgico da substancia pela administracéo repetida. A partir deles é possivel
a obtencdo de informacgBes sobre os efeitos téxicos, identificacdo de 6rgaos alvos,
efeitos na fisiologia do animal, hematologicas, bioquimicas, anatomo e
histopatolégicas, além de informagBes sobre a indicagcdo do Nivel de dose sem
observacéo de efeito (NOEL) e Nivel de dose sem observacdo de efeito adverso
(NOAEL) (Anvisa, 2012; OECD, 1981). A alteracdo nos parametros hematopoiéticos
e/ou bioquimicos do corpo serve como alvo de compostos téxicos e pode, portanto,
ser indicativa de toxicidade antes de estudos clinicos em seres humanos (MAHAMA
et al., 2022).

A avaliacdo da massa corporal dos animais e o consumo de racdo sao
parametros a serem observados para caracterizacdo de toxicidade. Animais que
demonstram perda de peso e reducdo na alimentacdo no decorrer de experimentos
desse tipo, demonstram sinais de desconforto e se caracteriza como sinais de
toxicidade (REBOREDO et al., 2007). Diante desses aspectos, 0s animais tratados
com controle, 6leorresina de copaiba, extrato etandélico do residuo da andiroba e das
vagens do juca, apresentaram evolugdo crescente no peso e ndo demonstraram
reducdo de consumo de racdo com o passar dos dias experimentais em todos 0s

grupos. Na necropsia e pesagem dos 0rgaos, nao foram observados sinais alterados
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e nem variacao de massa quando comparados com o grupo controle. Da analise dos
parametros bioquimicos e hematoldgicos (série vermelha), ndo foram evidenciadas
alteracdes que fossem significativas quando comparado os resultados com o do grupo
controle. No estudo da série leucocitaria (células brancas), foram observadas
alteracdes somente nos grupos de Copaiba de 1000 mg/Kg (machos) e Andiroba de
1000 e 250 mg/Kg (femea), que apresentaram aumento significativo no niumero de
leucocitos. Entretanto, esses valores estdo classificados como dentro do limite de
normalidade conforme os estudos de C. M. Lima et al., (2014) e os de F. de A. S. de
Oliveira et al., (2021) que caracterizaram os perfis hematoldgicos e bioquimicos dos
animais criados nos Biotérios da Universidade Tiradentes e Universidade Federal da
Paraiba, respectivamente.

Costa-Silva et al., (2008) estudaram a toxicidade oral subaguda do 6leo das
sementes de Carapa guianensis nas doses 0,375, 0,75 e 1,5g/kg por 30 dias
consecutivos em Ratos Wistar machos e fémeas adultos. Como resultados alcancado,
observaram que ndo produziu morte ou sinais clinicos de toxicidade, ndo alterou o
peso corporal e a ingestdo hidrica durante o periodo de tratamento, os parametros
hematolégicos permaneceram abaixo da faixa de referéncia para a espécie. Os
parametros bioquimicos avaliados (glicose, creatinina, uréia, TGO, TGP, Colesterol
total, triglicerideos, fosfatase alcalina, bilirrubina total e direta, proteina total e
albumina) ndo foram alterados, com excec¢édo do TGP no grupo tratado com a mais
alta dose o que sugere uma sobrecarga hepatica. Quanto a andlise de 6rgaos, tanto
0 peso absoluto quanto o relativo do figado foram aumentados pelo 6leo das sementes
de Carapa guianensis, sugerindo hipertrofia hepéatica associado ao edema
hepético. Para o autor, as doses utilizadas no presente estudo representam até 15
vezes maior do que a dose utilizada como agente terapéutico.

Além de estudar a toxicidade oral aguda, M. A. C. Silva et al. (2022) estudaram
também a toxicidade oral subaguda da Copaifera spp adquirido de uma industria nas
doses de 25, 50 e 100 mg/kg pc durante 28 dias. Como dados observados, 0os animais
nao apresentaram sinais de mortalidade ou anormalidade, ndo houve alteragédo na
ingesta de agua e ndo teve alteracdes no peso corporal, ndo houve diferencas
significativas entre os pesos relativos dos 6rgaos dos ratos, ndo houve alteracdes nos
parametros hematologicos. Os dados da analise bioquimica mostraram uma

diminuicéo significativa na fosfatase alcalina em trés doses de oleorresina de copaiba
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e grupos satélites. Houve aumento significativo de proteina total e albumina na dose
alta de oOleo de copaiba, mas voltou aos valores de controle no grupo satélite. A
bilirrubina total aumentou significativamente devido a um aumento na bilirrubina
indireta no grupo satélite em comparagdo com os grupos controle e tratado com 6leo
de copaiba. As andlises histopatolégicas do figado, rins, coracdo e intestino dos
animais expostos a alta dose de oleorresina de copaiba ndo mostraram diferencas
significativas em relacdo ao grupo controle.

A toxicidade renal é umas das mais comum observadas nos estudos de
descoberta de novos produtos. Em caso de identificacdo de nefrotoxicidade por meio
de analises histoldgicas, torna-se necessario a suepensao precocemente da pesquisa
de um farmaco, mesmo quando valores normais de ureia e creatinina sdo observados.
Diante disso, Galvdo et al.,, (2020) avaliaram o potencial de nefrotoxicidade
ocasionado pelo uso do Oleo de Copaiba em ratos, na dose de 0,63mLkg, via
gavagem, uma vez ao dia, durante 28 dias e nao identificaram a interferéncia do
Oleorresina de copaiba na funcdo renal, dentro da metodologia proposta para o
presente estudo, e o tempo da administracao para cada grupo nao exerceu influéncia
nos achados histopatoldgicos.

Contribuindo com os estudos aqui alcancados, Reboredo et al., (2007)
realizaram um estudo com ratos Wistar e os trataram com o juca (300 mg/Kg) via oral
durante 5 dias. Durante o tratamento n&o ocorreram mortes e néo foi detectada a
ocorréncia de piloerecao, alteracdo da atividade locomotora e nenhum outro sinal
clinico de toxicidade. Também néo foram evidenciados perda de peso corporal e nem
reducdo no consumo de racao, ndo teve variacao de peso no pulmao, figado, rim e
testiculo.

Ja nos estudos apresentados por Vasconcelos et al., (2020) foi demonstrado
algumas alterac6es nos animais tratados com extrato da casca do caule de Libidibia
ferrea nas doses de 300 e 1500 mg/ kg pc/dia por gavagem, no decorrer de 12
semanas. Nos experimentos, nenhum animal chegou a falecer, ndo houve alteracdes
comportamentais ou sinais de toxicidade nos animais quando comparado ao grupo
controle. Entretanto, foi demonstrado uma perda de peso no inicio e que logo foi
restabelecido. Essa reducédo pode estar relacionada a presenca de taninos que estao
correlacionados a perda de peso. No consumo de racdo e ingesta hidrica foi

demonstrada uma reducdo na parte final do experimento, que interferiu no peso dos
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animais. Na necrépsia do coracéo, rim, pulmao, figado, estdmago, intestino, pancreas,
testiculo e epididimo, que ndo apresentaram alteracdes significativas na massa, cor
ou textura quando comparados ao grupo controle. Na avaliacdo do peso absoluto e
relativo, na dose de 300 mg/kg pc/dia, foi induzido um aumento na massa relativa do
coracao, rim, estbmago e ainda a diminuicdo doa massa do tecido pulmonar. No
tratamento com 1.500 mg/Kg, ocorreu uma diminui¢cdo do peso absoluto da vesicula
seminal e do ducto deferente e aumento relativo da massa do estdmago, intestino
delgado e testiculo. Na andlise histoldgica, todos os 6rgdos examinados mostraram
aspectos normais, exceto o rim que apresentou leve infiltrado de leucécitos e o
intestino, onde observou-se infiltrado de leucécitos intraepitelial e areas de necrose.
Os dados bioquimicos respaldaram os resultados histopatoldgicos, visto que ocorreu
diminuicdo nas proteinas totais plasmaticas e albumina e que pode ser devido a
enteropatias ou perda de proteinas, ocasionada por danos renais. Os animais tratados
apresentaram aumento nos valores de aspartato aminotransferase (AST), lactato
desidrogenase (LDH) e amilase. Na analise hematoldgica, a contagem de eritrécitos,
hematdécrito, hemoglobina, plaquetas ndo foram alterados. Entretanto, o nimero de
linfécitos aumentou juntamente com o de leucécitos. Ja a contagem relativa de
neutrofilos teve uma reducéo significativa quando comparada ao grupo controle.

A investigacdo da irritacdo ocular de um produto se torna importante para
produtos dermatologicos, visto que a substancia preparada podera atingir
acidentalmente os olhos do individuo. Até entdo, a forma usual de avaliar o poder de
irritacdo e corrosdo ocular era pelo método estabelecido por Draize et al., (1944) que
preconizava o uso dos produtos com aplicacdo dermatoldgica deveriam ser testados
nos olhos exclusivamente dos coelhos, por conta de sua sensibilidade e apresentar
melhores resultados em comparagcdo com outros animais. Logo, como esse teste
utiliza animais nos experimentos, para o0 comité de ética de uso animal é necessario
de adotemos testes in vitro estabelecidos e que pesquisem a atividade de
irritacdo/corrosado ocular aguda. Apesar disso, existem estudos que propdem a
utilizacado de métodos alternativos para a determinacao da irritabilidade oftalmica, tais
como o teste de membrana corio-alantdide do ovo de galinha (Hens Egg Test-Chorion
Allantoic Membrane - HET-CAM) gque simula a estrutura da c6rnea humana devido a
sensibilidade e a altissima vasculariza¢éo e que em contato com substancias irritantes

pode ser observados efeitos agressivos como lise, hemorragia e coagulacao (Chorilli
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et al., 2009; ICCVAM, 2010).

Para a avaliacdo do potencial de irritacdo/corrosdo ocular do 6leorresina de
copaiba, do extrato etandlico do juca e do residuo da andiroba, foi escolhido este
método, o qual é capaz de reduzir e refinar o uso de animais nos testes de irritagdo
ocular, reduzir o tempo necessario para avaliar uma substancia quando comparado
com o método in vivo de Draize et al. (1944) e investigar na forma semiquantitativa a
capacidade de irritacdo de produtos em estudo sobre a membrana cério-alantdide de
ovo embrionado de galinha no décimo dia de incubacdo (CHORILLI et al., 2009;
ICCVAM, 2010). Além do mais, este teste é reconhecido pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria através do Guia para Avaliacdo de Seguranca de Produtos
Cosméticos (Anvisa, 2012) e é baseado no Guia N° 263 da OECD (OCDE 263, 2017),
que realiza abordagens integradas para os testes e avaliacbes de lesdes oculares
graves e irritacdo ocular.

Com observado nos experimentos, ndo foram observados nos ovos tratados
com as drogas experimentais reacdes como lise, hemorragia e coagulacdo, que
caracterizasse efeitos irritantes. Ja os ovos tratados com o NaOH demonstraram o
efeito irritante evidente. Logo, ndo foram encontrados nas literaturas trabalhos
envolvendo a investigacao da irritagcdo ocular com ativos de andiroba, copaiba e juca.

O ensaio de RBC é um método recomendado pela Anvisa (2012) e € capaz de
avaliar a citotoxicidade de produtos pela inducdo de hemolise das heméacias em
combinacdo com os danos causados as proteinas celulares liberadas no decorrer do
processo toxicoldgico. Além da viabilidade celular, este teste também é considerado
um método avaliativo de irritacdo ocular, o que vai contribuir com os resultados
expostos pelo método Het-cam (NOBREGA et al., 2012; PAPE; PFANNENBECKER;
HOPPE, 1987). Como resultados alcancados no teste de citotoxicidade pelo método
de RBC (Red blood cell), o 6leorresina de C. reticulata e os extratos etandlico da L.
ferrea e da Carapa sp. ndo demostraram citotoxicidade nos diferentes grupos
avaliados, apresentando uma baixa porcentagem de hemdlise até mesmo na maior
concentracéo (2.000 pg/mL) quando comparados ao grupo controle positivo tratado
com o detergente Extran (100 %).

Na literatura ndo foram encontrados estudos que correlacionasse o efeito
hemolisante do 6leo ou extrato de andiroba. No entanto, para o juca e copaiba foram
encontrados trabalhos que corroborasse com este estudo. Izumi et al., (2013)
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estudaram a atividade hemolitica da C. reticulata e observaram que esta
copaiba exibiu 50% de atividade hemolitica em concentracfes superiores a 500,0
pug/mL. Em estudo realizado por Miguel (2017) foi investigado a atividade hemolitica
da Copaifera langsdorffii e observaram que na mais alta concentracdo testada (2.000
pg/mL), o percentual de hemolise promovido foi de 2,41%. Em estudo de Cavalheiro
et al. (2009), o extrato bruto das sementes L. ferrea ndo causou hemdélise em nos
eritrocitos de rato e coelho embora tenha sido relatada, para essa espécie, a presenca
de compostos conhecidos por serem responsaveis pela atividade hemolitica, tais
como compostos fendlicos e saponinas, que promovem tal efeito pela da oxidacéo da
hemoglobina. Assim, a concentracdo desses compostos nas sementes nao foi
suficiente para causar hemolise dos eritrécitos. No trabalho realizado por Assis et al.
(2023) o extrato de Jucé apresentou hemolise de 8,68% na concentragdo de 2000
pug/mL, qual foi considerada de baixa acdo hemolitica. Esses achados corroboram a
classificacdo da atividade hemolitica descrita neste estudo.

A Resolucdo RDC n° 26, de 13 de maio de 2014, por meio da Sec¢éao VI, requere
além do Relatério de seguranca, solicita também o de eficacia/efetividade. Nesse
documento deve dispor de toda efetividade farmacoldgica ao que o produto proposto
a autorizacdo terd como aplicabilidade. Como este trabalho se propde desenvolver
uma inovacao terapéutica segura e que possua efeito antimicrobiano, torna-se
necessario a comprovacao dessa atividade terapéutica (Ministério Da Saude, 2014).

Infeccdes de pele e tecidos moles sdo fen6menos muito comuns em ambientes
hospitalares e de atendimento emergencial. Lesbes na pele podem acarretar em uma
colonizacdo por microrganismos e aumentam o risco de desenvolver infeccdes que
podem levar até a morte. Logo, a atividade antimicrobiana entéo foi avaliada in vitro,
pelo método de microdiluicdo em caldo para determinacdao do CIM e CBM das cepas
de S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, S. epidermidis, S. pyogenes e Escherichia
coli, que sdo usualmente as bactérias patogénicas associadas a infeccdes em feridas
e que podem causar desde simples infec¢Bes, com a presenca de pus, a infeccdes
necrosantes graves (SITAREK et al., 2020).

Entdo, observou-se que o extrato etandlico do residuo das améndoas de
andiroba se mostrou eficaz para S. epidermidis e S. pyogenes. Assim como neste
estudo, Packer & Da Luz (2007) também nao observaram atividade microbiana do 6leo de

andiroba em cepas de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa. Souza B. A. A et al. (2017),

163



em avaliacdo da cicatrizacdo em ratos Wistar diabéticos, relataram que o 6leo de C.
guianensis nao inibiu o crescimento de microrganismos associados a infeccdes de
feridas, que sua atividade de cicatrizacdo € independente de sua atividade
antimicrobiana. Entdo, a acdo antimicrobiana evidenciada neste trabalho contra as
cepas de S. epidermidis e S. pyogenes, pode ser relacionada a presenca de
limondides, que sao tetranortriterpendides altamente oxigenados que possuem uma
ampla gama de atividades biolégicas, como antibacteriano (ROY; SARAF, 2006;
TUNDIS; LOIZZO; MENICHINI, 2013). Estudos nos mostram também que o &cido
palmitico possui boa acdo antimicrobiana, o que sinaliza para a atividade
farmacoldgica do extrato do residuo poder ser atribuida também aos acidos graxos
(AWANG-JAMIL et al., 2019; DAS, 2018; HUANG et al., 2011).

O OCR apresentou espectro de atividade para S. aureus, S. epidermidis e S.
pyogenes. A acdo antimicrobiana do 6leorresina de copaiba € atribuida ao pool de
terpendides que agem sob a estrutura da parede celular bacteriana, fato este ja
comprovado em muitos microrganismos, incluindo bactérias gram-negativas e,
principalmente, gram-positivas, como Staphylococcus spp. e Streptococcus spp
(Tobouti et al. 2017). Ziech et al. (2013) estudaram o efeito antibacteriano do
Oleorresina da Copaifera reticulata frente a Staphylococcus coagulase positiva,
S. aureus por exemplo, e determinaram a CIM de 164mg/mL e CBM de 1,31mg/mL.
No estudo realizado por Santos D. G. et al.,, (2020b), o efeito antibacteriano do
Oleorresina de C. reticulata foi investigado e observaram que 6leorresina e as fraces
com hidrocarbonetos sesquiterpénicos e acidos diterpénicos inibiram o crescimento
bacteriano da cepa de S. aureus, entretanto ndo demonstrou acao contra a E. coli.,
dados estes que corroboram com estes estudos. Em outro trabalho desenvolvido por
Mendonga & Onofre (2009) que estudaram o Oleorresina de uma outra espécie de copaiba
(C. multijuga) com culturas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
(ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e demonstraram que 0
material vegetal teve sua acdo terapéutica estabelecida, sendo que nas
concentracbes de 1,56% a 100% houve inibicdo do crescimento dos patdgenos
avaliados. Na avaliacdo da atividade antimicrobiana usando C. langsdorffii e C.
officinalis, Pieri et al., (2012) ao testarem a atividade farmacoldgica contra bactérias

patogénicas humanas, conseguiram mostrar eficiéncia terapéutica dos derivados
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vegetais contra as cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, e Pseudomonas
aeruginosa.

J4 o extrato de juca demonstrou efetividade contra todos os patégenos
testados, com excecédo da Escherichia coli. Essa acdo farmacoldgica acontece devido
a presenca dos metabdlitos secundarios presentes extrato vegetal, como taninos
(representado pelo acido galico e acido elagico), flavonoides e alcaloides, que séo
produzidos em funcao de uma infecgéo bacteriana neste vegetal e que podem alterar
a parede celular ou destruir a membrana plasmatica dos patdgenos, diminuindo a
disponibilidade de ions essenciais para o metabolismo microbiano facilitando a
absorcéo das drogas (AMERICO et al., 2020; DE ALENCAR FERREIRA et al., 2016).
Silva & Almeida (2014) supdem trés provaveis mecanismos de acdo da atividade
antimicrobiana dos taninos como: a inibicdo das enzimas bacterianas e/ou
complexacdo dos substratos dessas enzimas; a acdo dos taninos sobre as
membranas dos microrganismos que acarreta na alteracdo do metabolismo; e a
complexacédo dos taninos com ions metélico, reduzindo assim a disponibilidade destes
elementos essenciais para o metabolismo das bactérias.

No estudo apresentado por Ferreira et al. (2016) foi testado o efeito
antibacteriano dos extratos, da vagem e ainda a entrecasca da arvore de juca contra
as cepas bacterianas de S. aureus (ATCC 25293), E. coli (ATCC 25922) e P.
aeruginosa (ATCC 9027) e ainda as espécies multirresistentes de S. aureus (SA10),
E. coli (EC06) e P. aeruginosa (PA32). Diante dos resultados alcangados, observaram
gue os extratos etandlicos da casca e das vagens de L. ferrea apresentaram valores
de CIM de 1024 ug/mL para Staphylococcus aureus (ATCC 25293), Escherichia coli
(ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), bem como S. aureus
multirresistente (SA10), E. coli (EC06) e P. aeruginosa (PA 32). No estudo realizado
por Américo et al. (2020), a atividade antimicrobiana in vitro do jucé extrato liofilizado
do juca (Libidibia ferrea) apresentou atividade antimicrobiana contra S. aureus (250
pg/ml), E. coli (125 pg/ml), P. aeruginosa (15,625 ug/ml). Segundo os autores, tais
propriedades farmacologicas estéo relacionadas a presenca de taninos e flavonoides,
que possuem propriedades antimicrobianos devido a inibicdo de enzimas,
modificando o0 metabolismo nas membranas microbianas e diminuindo a
disponibilidade de ions essenciais para o0 metabolismo microbiano (AMERICO et al.,
2020).
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Quando foi testado a associacdo do OCR, ExtOH das vagens de juca e dos
residuos das améndoas da andiroba, numa concentracao inicial de 50 mg/mL de cada
produto natural, qual corresponde a um produto a 5% de cada constituinte, este
também efeito antimicrobiano frente a todas as cepas testadas, com excecéo da E.
coli que seu possivel efeito pode estar na concentracdo acima da inicial avaliada que
foi de 50 mg/ml. Entdo, € demonstrado a viabilidade do uso dessa formulacdo que
associe esses trés produtos naturais no combate a infec¢cdes dérmicas.

Apls o teste pré-clinico de eficacia antimicrobiano, foi desenvolvida a
formulacdo contento os trés produtos objeto desse estudo numa concentracdo de
2,5%, o equivalente a 25 mg/g de creme de cada material vegetal que foram
incorporados & manteiga de murumuru. Essa manteiga é produzida das sementes
oleaginosas da palmeira de Astrocaryum murumuru Mart. de onde se extrai um 6leo
fixo que tem capacidade em substituir alguns excipientes farmacéuticos e é rica em
acidos graxos como laurico, miristico e oleico. A natureza anfifilica da manteiga de
“‘murumuru” fornece um sistema de entrega topica com a ocorréncia de uma fase
liquida cristalina que pode ser obtida na presenca de quantidades adequadas de agua
e tensoativos. Esse sistema € biodegradavel, biocompativel e de facil aplicacao,
permitindo a incorporacdo de farmacos com diferentes coeficientes de particdo em
sua matriz (SILVA et al., 2021a).

Essa formulacdo apresentou uma coloracdo esverdeada de consisténcia
homogénea e sem separacéo de fases. Por meio da microscopia de luz polarizada,
essa preparacao foi avaliada e demonstrou anisotropia e birrefringéncia com texturas
em formas de estrias raiadas, caracteristica da fase hexagonal. Sendo assim, a
incorporacdo do OCR, ExtOH das vagens de juca e dos residuos das améndoas da
andiroba ndo alterou a mesofase liquida cristalina auto-organizada.

Para Gong et al. (2011), em seu trabalho que relata a fotomicrografia sob um
plano de luz polarizada, descreve que para uma formulacdo ser anisotropica ela tem
que ser capaz de desviar o plano da luz incidente e isotrépica se ndo desviar a luz.
Assim, mesofases lamelares e hexagonais sdo classificadas como anisotropicas,
enguanto que as cubicas sao isotrépicas

Estes sistemas liquidos cristalinos do tipo hexagonal obtidos de lipidios
anfifilicos (como observado na composicdo da manteiga de A. murumuru) podem

resistir a degradacao por fluidos corporais e aumentar o tempo de retencdo da
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formulacdo no local de uso da droga, permitindo uma liberacdo sustentada de ativos
e aumentando a eficacia terapéutica (AMERICO et al., 2020; SILVA et al., 2021a).
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8. Concluséo

O objetivo deste trabalho foi realizar a pesquisa e o desenvolvimento de um
produto fitoterdpico com seguranca e eficacia baseado em plantas medicinais
amazonicas e que tivesse acao antimicrobiana.

Os produtos naturais abordados neste estudo foram Oleorresina de Copaiba
(Copaifera reticulata), o extrato etandlico do residuo industrial de Andiroba (Carapa
sp) e das vagens de Juca (Libidibia ferrea).

O Oleorresina de C. reticulata € um produto natural que possui como
componentes quimicos majoritarios os compostos sesquiterpénicos B-cariofileno, B-
bisaboleno e a-humuleno. O extrato etandlico do residuo das améndoas de Carapa
sp. € um produto rico em acidos graxos, como acido linoleico, acido palmitico e acido
oleico, e sobretudo os limondides Andirolide S e Andirolide B. Ja o extrato etandlico
de L. ferrea, pode-se sugerir a presenca em seu extrato do acido elagico e acido
galico.

Ensaios pré-clinicos de seguranca e eficacia foram realizados para verificar a
toxicidade individual de cada um dos extratos que entraram na formulacdo do
fitoterapico. Ao realizar os ensaios pré-clinicos de seguranca dos trés produtos
naturais objeto deste estudo, observou-se que ambos apresentaram toxicidade oral e
dérmica aguda superior a 2.000 mg/Kg, assim classificando como droga de alto nivel
de seguranca biolégica. No teste de toxicidade dérmica em doses repetidas, os
animais tratados com os trés produtos nédo apresentaram reducao de peso e nem do
consumo de racdo. Eles ainda ndo apresentaram alteracfes significativas em todos
0s parametros avaliados, com excec¢do dos animais do sexo feminino tratados com
1.000 mg/Kg do residuo da andiroba produziram aumento na contagem global de
leucécitos decorrente do aumento significativo do nimero de linfécitos e também nos
animais do sexo masculino tratados na mesma dose com copaiba que apresentaram
aumento consideravel no niumero de leucocitos. No teste de irritagéo ocular e atividade
citotoxica ndo foram observadas alteracdes significativas.

No estudo pré-clinico de eficacia, atraves da atividade antimicrobiana, a
incorporacdo do oOleorresina de Copaifera reticulata com os extratos etandélicos do
residuo da Carapa sp. e das vagens do Libidibia ferrea produziu excelente acao

farmacoldgica contra P. aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis e S. pyogenes.
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Com o ensaios pré-clinicos de seguranca, os resultados dos ensaios indicaram
relativa seguranca para a formulacéo de um produto fitoterapico. A formulacdo desses
produtos com a incorporagdo da manteiga de murumuru atribuiu ao produto
estabilidade, durabilidade e eficiéncia farmacologica.

Em suma, este trabalho evidenciou a seguranca e eficacia antimicrobiana do
Oleorresina de Copaifera reticulata e dos extratos etandlico do residuo da Carapa sp.
e das vagens do Libidibia ferrea. Este estudo contribui para a fundamentacéo do uso
destes produtos medicina popular, embora sejam necesséarios novos estudos mais

aprofundados para caracterizar o mecanismo de acao farmacoldgica desses produtos.
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