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RESUMO

Atualmente, diversos estudos em ambito mundial tém relatado problemas
ambientais causados pela presenca de farmacos sintéticos, entretanto, pouco se
conhece sobre os possiveis efeitos ambientais ocasionados por substancias
naturais utilizadas na medicina farmacéutica. Diante deste contexto, o presente
estudo teve como objetivo realizar estudos etnofarmacolégicos e
ecotoxicologicos das espécies vegetais Bauhinia forficata e Cocos nucifera e
comparar os problemas ambientais com farmacos utilizados para o tratamento
de ulcera gastrica. Para identificar os compostos, foram realizados ensaios
fitoquimicos e tanto a fracdo aquosa de Bauhinia forficata quanto os extratos
aquosos brutos de Cocos nucifera (mesocarpo e endosperma soélido) foram
submetidos as analises, por meio de ensaios cromaticos e/ou precipitagao. Para
a espectrofotometria, a absorbéancia foi medida em espectrofotémetro (CELM) a
750 nm. Posteriormente, também foi realizada para a fracdo aquosa de Bauhinia
forficata, analise em espectrometria de massa através da identificagdo do ion
precursor e ions provenientes da fragmentac¢ao, e comparados por paridade com
dados de espectrometria de massas ja existentes e descritos através da literatura
de moléculas. Por fim, foram realizadas analises de toxicidade para avaliagcédo de
efeitos crénicos e agudos com Echinometra Ilucunter e Daphnia similis,
respectivamente. Nos ensaios fitoquimicos foram detectadas a presenca de
flavonoides e taninos do tipo condensado. Na dosagem de compostos fendlicos,
o endosperma sélido apresentou maior quantidade de fendlicos totais. Na
analise de espectrometria de massas de Bauhinia forficata, foram encontrados
os compostos Quercetina-3-O-ramnosideo e Quercetina-3,7-O- diramnosideo.
No que se refere aos testes de toxicidade, embora n&o tenham sido observados
efeitos agudos, foi possivel observar efeitos cronicos tanto dos compostos
sintéticos quanto dos compostos naturais. O farmaco que apresentou maior
toxicidade crénica foi o Lanzoprazol (8,06 mg.L™), seguido do Omeprazol (10,36
mg.L™"), e do Mesocarpo (20,1 mg.L"), enquanto a Amoxicilina apresentou
menor toxicidade (744,37 mg.L™"). Além disso, foi possivel aplicar uma
classificagdo com relagcao a toxicidade dos compostos de acordo com a diretiva
europeia 93/67/CEE. O Lanzoprazol foi o composto que apresentou maior
toxicidade e foi classificado como “toxico”. O Omeprazol, mesocarpo,
endosperma solido e B. forficata foram classificados como “nocivos” enquanto a
Amoxicilina foi classificada como “nao toxica” nos testes com E. lucunter. Ja para
os testes realizados com D. similis todos os compostos foram classificados como
“nao téxicos”, de acordo com a diretiva europeia.

Palavras Chave: Bauhinia forficata. Cocos nucifera. Espectrometria de massa.
Ecotoxicologia.



ABSTRACT

Currently, several studies worldwide have reported environmental problems
caused by the presence of synthetic drugs, however, little is known about the
possible environmental effects caused by natural substances used in
pharmaceutical medicine. Given this context, the present study aimed to carry
out ethnopharmacological and ecotoxicological studies of the plant species
Bauhinia forficata and Cocos nucifera and to compare the environmental
problems with drugs used for the treatment of gastric ulcer. To identify the
compounds, phytochemical assays were performed and both the aqueous
fraction of Bauhinia forficata and the crude aqueous extracts of Cocos nucifera
(mesocarp and solid endosperm) were subjected to analysis by chromatic assays
and / or precipitation. For spectrophotometry, absorbance was measured by
spectrophotometer (CELM) at 750 nm. Subsequently, for the aqueous fraction of
Bauhinia forficata, mass spectrometric analysis was performed through the
identification of the precursor ion and fragmentation ions, and compared by parity
with existing mass spectrometry data described by the molecular literature.
Finally, toxicity analyzes were performed to evaluate chronic and acute effects
with Echinometra lucunter and Daphnia similis, respectively. The phytochemical
assays detected the presence of flavonoids and condensed tannins. In the
dosage of phenolic compounds, solid endosperm presented higher amount of
total phenolics. In Bauhinia forficata mass spectrometric analysis, Quercetin-3-
O-ramnoside and Quercetin-3,7-O-diramnoside were found. Regarding toxicity
tests, although no acute effects were observed, it was possible to observe chronic
effects of both synthetic and natural compounds. The drug with the highest
chronic toxicity was Lanzoprazole (8.06 mg.L-1), followed by Omeprazole (10.36
mg.L-1), and Mesocarp (20.1 mg.L-1). Amoxicillin had lower toxicity (744.37
mg.L-1). In addition, a classification on the toxicity of compounds could be applied
according to European Directive 93/67 / EEC. Lanzoprazole was the compound
with the highest toxicity and was classified as “toxic”. Omeprazole, mesocarp,
solid endosperm and B. forficata were classified as “harmful” while Amoxicillin
was classified as “non-toxic” in E. lucunter tests. For tests performed with D.
similis all compounds were classified as “non-toxic” according to the European
directive.

Keywords: Bauhinia forficata. Cocos nucifera. Mass spectrometry.
Ecotoxicology.
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1. INTRODUGCAO

A pesquisa constante para descoberta e obtengdo de novas drogas a
partir da flora objetivando a terapéutica pode ser realizada por intermédio de
varios métodos. Estes podem se dar através de pesquisa baseada na evolugao
botanica e quimiossistematica micromolecular, observacdo de insetos
aposematicos e através da etnobotanica e etnofarmacologia (FERRO, 2006).

E neste estudo constante de plantas medicinais, que a etnofarmacologia
associa as informacdes sobre utilizagao dos fitoterapicos pela comunidade com
pesquisas fitoquimicas e farmacoldgicas. Estas informagdes podem funcionar
como ponto de partida para pesquisadores estabelecerem métodos de extragdes
adequados e, por conseguinte, desenvolver e conjecturar quanto aos
componentes quimicos presentes na planta, assim como propor hipoteses no
que concernem as atividades farmacolégicas (ELISABETSKY, 2003).
Considerando que o Brasil possui grande indice de biodiversidade e grau de
miscigenacgéao elevada da sua populagao, isto culmina em um conhecimento rico
e vasto sobre a sua natureza tornando prospera a busca por novas drogas
(RODRIGUES; CARLINI, 2003).

A humanidade, ao longo dos séculos, se utiliza de extratos vegetais para
o tratamento de diversas doencas e, devido aos bons resultados, a medicina
tradicional vem sendo sistematicamente estudada. Varios medicamentos
utilizados na atualidade como alcaloides, antibiéticos, vitaminas e horménios s&o
produtos finais dos processos de purificacdo, isolamento e identificagado destes
extratos (KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 2008).

Embora remédios naturais sejam de suma importancia farmacolodgica,
até o momento nao foram reportados na literatura dados sobre o comportamento
e Os riscos associados a presenga dessas substancias no ambiente.

Por outro lado, ja existe certo conhecimento sobre a toxicidade dos
compostos sintéticos, por exemplo, os efeitos toxicos da Amoxicilina frente a
cianobactérias provavelmente atribuida a sua natureza procaribtica
(GONZALEZ-PLEITER et al., 2013). Dellagreca et al. (2006), a respeito do
Omeprazol e Lanzoprazol no meio aquatico, analisaram o comportamento
quimico e fotoquimico e observaram que estes farmacos, em meio acido fraco e

luz solar, podem sofrer degradagdo quimica e, atualmente, ja € sabido que os
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metabalitos podem ser ainda mais toxicos do que a propria molécula original.

Assim, compostos toxicos tém sido um grande problema com relagao a
contaminagao de corpos aquaticos. A ecotoxicologia aquatica € uma ciéncia que
da suporte, sinalizando de forma preventiva a toxicidade de compostos quimicos
e seus mecanismos de agdo em organismos vivos, assim podendo avaliar o
impacto ambiental de substancias quimicas (MAGALHAES; FERRAO-FILHO,
2008).

Dentre tantas patologias que as comunidades tratam de forma
tradicional, escolheu-se a Ulcera péptica. Esta é classificada como uma doencga
heterogénea, com muitos fatores envolvidos na sua génese (CARVALHO, 2000).
Mesmo com a incidéncia, que vem sendo constantemente reduzida nos ultimos
anos, a doencga ulcerosa péptica ainda se encontra com uma alta prevaléncia em
todo mundo, sendo o sangramento e a perfuragdo complicagdes importantes de
morbimortalidade (TONETO et al., 2011).

Com relagdo as espécies vegetais, uma tradicionalmente utilizada, é
Cocos nucifera Linn também conhecido como coco, coco-da-bahia, coqueiro-da-
bahia e coqueiro-da-praia e € comumente encontrado na costa Atlantica, mais
na regido do Nordeste brasileiro (LORENZI; MATOS, 2008). E largamente
utilizado para diversas indicag¢des terapéuticas, dentre elas podemos citar como
repositor de eletrélitos, antidoto, antioxidante, cardioproteg¢do, antitrombatico,
contra aterosclerose, calculos renais e biliares, anticarie, hepatoprotecéo,
hipolipemiantes, antibidtico, imuno-estimulador, antiprotozoario,
anticarcinogénico, antidiabético entre outros (DEBMANDAL; MANDAL, 2011).
Estudos pretéritos identificaram em sua composicdo compostos como taninos
condensados, flavononas, flavondis, flavonondis e xantonas (SILVA et al, 2008).

Outra espécie muito utilizada € Bauhinia forficata Link, também
conhecida como pata-de-vaca, que se destaca como uma planta amplamente
empregada em tratamentos medicinais e tradicionalmente é utilizada como
agente diurético, hipoglicemiante, ténico, depurativo, no combate a elefantiase e
na reducdo da glicosuria (PIZZOLATTI et al., 2003). Os flavonoides contidos
nessa planta sao polifendis que a constituem quimicamente, e possui a
Kaempferitrina como principal marcador farmacolégico e quimico com atividade
anti-ulcerogénica (MARMITT; REMPEL 2016).

Diante deste contexto, o presente estudo teve como objetivo realizar
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estudos fitoquimicos e ecotoxicolégicos das espécies vegetais Bauhinia forficata
e Cocos nucifera e comparar os problemas ambientais com farmacos utilizados

para o tratamento de ulcera gastrica.

1.1. FUNDAMENTAGAO TEORICA

1.1.1 Aspecto gastrico geral
1.1.1.1 Divisao anatomica

O sistema digestorio € disposto no seguinte sequenciamento linear:
boca, es6fago, estdbmago, intestino delgado, intestino grosso e anus. O trato
gastrointestinal também conta com glandulas anexas como salivares, pancreas,
figado, vesicula biliar e estbmago, objeto deste estudo, sendo este dividido em
fundo, corpo e antro (FIGURA 1) (CONSTANZO, 2010).

Figura 1. Divisdo anatéomica gastrica.
Fonte: Silverthorn (2003)

1.1.1.2 Divisao histoldgica

A parede do trato gastrointestinal possui duas superficies: a mucosa, que
é voltada para o lumen contando com células epiteliais (com fungdes absortivas
e secretorias), lamina propria (contendo tecido conjuntivo, vasos sanguineos e
linfaticos) e muscular da mucosa (compreendendo as células musculares lisa).
E, adjacente a mucosa, tem-se a camada submucosa (rica em colageno,
elastina, glandulas e vasos sanguineos). A motilidade do trato gastrointestinal é
assegurada pelo musculo circular e musculo longitudinal, localizados entre as

camadas da mucosa e a serosa. Entre as camadas submucosa e de musculo
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circular, tem-se o plexo submucoso ou Meissner e o plexo mioentérico ou
Auerbach que fica entre o musculo circular e o musculo longitudinal (FIGURA 2)
(SILVERTHORN, 2003).
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Figura 2. Divisdo histolégica do estomago.
Fonte: Silverthorn (2003)

1.1.1.3 Distribuigao citolégica

As glandulas oxinticas ou parietais s&do encontradas no fundo e no corpo
do estbmago e possuem uma gama de células especificas: as células parietais
secretam acido e fator intrinseco, as células principais armazenam pepsinogénio
em granulos e as células semelhantes as enterocromafins (ECL) sintetizam
histamina. Na mucosa da parte antral ndo existem células parietais ou principais,
mas encontra-se células produtoras de muco e nas glandulas pildricas, desta
porcao, encontramos as células G, responsaveis por sintetizar e liberar gastrina
e as células D que secretam somatostatina (RAFF; LEVITZKY, 2012).

1.1.1.4 Inervagao do trato gastrointestinal
1.1.1.4.1 Sistema nervoso auténomo intrinseco ou entérico

O sistema nervoso intrinseco encontra-se localizado no trato
gastrointestinal por completo. E subdividido em dois plexos: mioentérico ou
Auerbach, responsavel por controlar os movimentos do trato gastrointestinal e
submucoso ou Meissner responsavel pelo fluxo sanguineo e secregéo
(GUYTON & HALL, 1998).
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1.1.1.4.2 Sistema nervoso extrinseco

A inervagdo extrinseca compreende os sistemas simpatico e
parassimpatico que se conectam tanto com o plexo de Auerbach quanto com o
plexo de Meissner, intensificando as a¢des destes plexos.

A inervacdo do sistema nervoso autbnomo parassimpatico tem
caracteristica estimulatéria no trato gastrointestinal e é feita principalmente
através do nervo vago. Anatomicamente, o sistema parassimpatico possui
longas fibras pré-ganglionares, que fazem sinapses em ganglios com fibras mais
curtas no alvo ou perto dele. No caso do trato gastrointestinal, esses ganglios se
localizam na parede dos 6rgaos nos plexos mioentérico e submucoso. Quando
ocorre a informagado, esta passa pelas fibras parassimpaticas e chegam até
esses plexos e sdo retransmitidas para o musculo liso e células enddcrinas e
secretoras (CONSTANZO, 2010).

Ja o sistema nervoso simpatico, com carater mais inibitorio, tem suas
fibras pos-ganglionares mais presentes perto da cavidade oral e do anus. Seus
efeitos principais sao a inibicado do musculo liso pela secrecdo de noradrenalina
e em maior grau, sua agédo se da pelo efeito inibitério sobre os neurdnios do
sistema nervoso entérico (GUYTON & HALL, 2002).

1.1.1.5 Peptideos gastrointestinal

Os peptideos gastrointestinais s&o classificados em horménios,
paracrinos ou neurdcrinos e regulam as fungdes do trato gastrointestinal.

A gastrina € o principal horménio sintetizado pelas células G no antro
gastrico. Liberada pela ECL, a histamina € um mediador paracrino, ou seja,
liberado por células enddcrinas e por difusdo chegam ao local de ag&o: a célula
parietal. Ja acetilcolina (ACh) faz parte do controle neurdcrino, realizado através
do nervo vago e estimula diretamente a célula parietal além de estimular as
ECLs. O nervo vago também libera o peptideo liberador de gastrina (GRP), que
estimula, diretamente, a célula G a liberar gastrina (RANG & DALE, 2007).

1.1.1.6 Controle da secregao gastrica
As células que compde a mucosa gastrica secretam o suco gastrico que
€ composto por acido cloridrico, pepsinogénio, muco e fator intrinseco, este

ultimo determinante para a absorcao de vitamina B12. A medida que o alimento
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passa pelo trato gastrointestinal, a secregdo € modulada através de mecanismos
reguladores (CONSTANZO, 2010).

1.1.1.6.1 Reflexos curtos e longos

Os reflexos podem tanto induzir a estimulagédo quanto a inibicdo da
liberacao de secregao gastrica. Por exemplo, os reflexos curtos s&o aqueles que
envolvem somente o sistema nervoso entérico e quando ha distensao da parede
do estdbmago pela presenga do alimento, esses reflexos estimulam a secrecéo
acida (BARRET, 2014).

Ja os reflexos longos ou reflexos vagovagais envolvem a ativagao
aferente do nervo vago, que sao interpretados no complexo dorsal do vago e
através da via eferente desencadeiam impulsos vagais, ativando as células
parietais de forma direta ou indireta. O neurotransmissor responsavel tanto no
reflexo curto, quanto no longo é a ACh (RAFF; LEVITZKY, 2012).

A estimulagao colinérgica atinge, de forma geral, as células da glandula
secretora, inclusive as células parietais e as células secretoras de muco
(MOREIRA; CHAVES, 2002).

1.1.1.6.2 Controle humoral

A ACh estimula, através do nervo vago, tanto as células parietais a
secretarem acido de forma direta quanto as ECL’s a secretarem histamina, esta
que vai estimular a célula parietal a secretar acido também. Ainda tratando sobre
0 nervo vago, este libera GRP com a finalidade de estimular a célula G a secretar
gastrina, que por sua vez, atinge a circulagao e retorna ao estbmago, sinalizando
as ceélulas parietais para secretarem acido. Além do estimulo do nervo vago via
GRP, a gastrina € liberada através da distens&o do estémago e pela presenca
de peptideos e aminoacidos em seu interior, além estimular as ECL’s também.
Portanto, a ACh e a gastrina estimulam a liberagdo de acido ndo somente pela
estimulacao da célula parietal cada qual com seu receptor, mas também, através
da estimulacao das ECLs a liberarem histamina e esta estimular a célula parietal
potencializando a secreg¢ao de acido (CONSTANZO, 2010).

A histamina interage com receptor H2, receptor acoplado a proteina G
(GPCR), (estimulando subunidade Gs, adenilato ciclase, AMPc, PKA). Ja a ACh
age em receptor M3, e a gastrina atua em receptor CCK2. Estes receptores M3
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e CCK2, sdo sinalizados por meio de receptores GPCR, estimulando subunidade
Gq, PLC, IP3, Ca®", nas células parietais. Nestas células, tanto o AMPc quanto
as vias dependentes de Ca®" ativam a bomba de protons que efetua a troca de
H" e K' através da membrana da célula parietal (FIGURA 3) (GOODMAN &
GILMAN, 2012).

A somatostatina liberada pelas células D da mucosa da porcéo antral
gastrica, inibe a liberacédo de gastrina a partir da célula G quando o pH luminal
fica abaixo de 3 (RAFF; LEVITZKY, 2012)
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Figura 3. Ativacao da secrecgao.
Fonte: Constanzo (2010)

1.1.1.7 Bomba de prétons

A célula parietal secreta uma solugao isoténica de HCI com pH abaixo
de 1 e o transporte de CI" se faz ativamente para os canaliculos da célula que
comunicam-se com a luz da mucosa gastrica. Essa secregédo contendo o ClI" é
acompanhada por K* e este é trocado por H* de dentro da célula por uma enzima
chamada K" / H" - ATPase. A combinagdo de agua e diéxido de carbono é
catalisada pela anidrase carbdnica para gerar acido carbdnico que se dissocia
em bicarbonato e H*. O bicarbonato & trocado, na membrana basal da célula
parietal, por CI' (FIGURA 4) (RANG & DALE, 2007).
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Figura 4. Bomba de prétons.
Fonte: Rang & Dale (2007)

1.1.1.8 Protecgao gastrica

A protecdo gastrica ocorre através de varios fatores, entre eles a
producdo de muco gelatinoso e bicarbonato, secretados pelas células epiteliais
superficiais, que recobrem a superficie luminal do estbmago protegendo-a. A
secrecdo de bicarbonato é estimulada pela prostaglandina das classes E2
(PGE2) e prostaciclina (PGI2) (BERNE; LEVY, 2000).

1.1.1.9 Fisiopatologia da ulcera gastrica

Como mencionado, a fungdo basica do suco gastrico é esterilizar os
alimentos que podem, supostamente, estarem contaminados por patogenos de
diversas naturezas e converter pepsinogénio em pespina para dar inicio a
digestao proteica (BARRET, 2014). O excesso de suco gastrico, bem como a
reducdo da citoprotecdo gastrica e alteragdes na integridade da mucosa do
estdbmago, contribuem significativamente para a patogénese da ulcera péptica
(BIGHETTI et al., 2002).

A Ulcera péptica é causada pela agdo do suco gastrico levando a
escoriacdo da mucosa e isso ocorre pelo desequilibrio da secrecao deste suco
e da protecdo da mucosa (GUYTON & HALL, 1998). Segundo a Federacéo
Brasileira de Gastroenterologia (2016), as causas da ulcera podem ser a bactéria
Helicobacter pylori (H. pylori) e drogas anti-inflamatérias n&o esteroidais
(AINES). O estresse e alimentos ndo causam ulceras, mas pioram a
sintomatologia quando esta ja esta presente.
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Ulcera induzida por H. pylori

A infecgdo por H. pylori acomete metade da populagdo mundial, com
prevaléncia de 60% de casos no Brasil, sendo a infecgdo que mais ocorre em
seres humano. E uma bactéria do tipo gram-negativa, flagelada, com capacidade
de sobreviver em pH baixo no estémago, apresentando tropismo pelo epitélio
gastrico, provocando reagdes inflamatdrias e imunoldgicas que podem durar por
toda a vida, a menos que a bactéria seja eliminada (MAZZOLENI; MAZZOLENI,
2010).

A patogénese da H. pylori € garantida por diversos mecanismos € um
deles é a capacidade da bactéria em conseguir resistir ao meio acido. A hidrolise
da uréia, presente fisiologicamente no suco gastrico, € promovida pela enzima
urease contida no microrganismo em questéo, e esta enzima é responsavel pela
produgédo de aménia, pois atua como receptor de H" gerando pH neutro dentro
da bactéria, assim garantindo sua colonizag&o e sobrevivéncia ao meio acido
(LADEIRA; SALVADORI; RODRIGUES, 2003).

Ainda segundo Ladeira, Salvadori e Rodrigues (2003), grande parte da
enzima urease € sintetizada pelo proprio microrganismo e situada na regiao do
citoplasma. Para que a amdnia seja de fato produzida, € necessario que ocorra
entrada de ureia dentro da bactéria, e este evento é controlado por uma proteina
transmembranal sensivel ao pH. Esta é codificada pelo gene pertencente a
familia da urease denominado de urel e importante mencionar que cepas de H.
pylori com delec¢do de urel ndo possuem capacidade de sobrevivéncia ao acido.

Na fase primaria da infecgcdo, a colonizacdo € essencial para a
sobrevivéncia da bactéria e para isso, € necessario que esta atravesse a camada
de muco visco elastico que reveste o epitélio com funcéo de protecédo quimica e
mecanica. Porém, enzimas como lipases e proteases sdo produzidas pela H.
pylori para esta finalidade, além da propria morfologia da bactéria em espiral e
dos flagelos, para facilitar sua translocacdo e se estabelecer nos tecidos
epiteliais gastricos (LADEIRA; SALVADORI; RODRIGUES, 2003).

Dois genes ganham destaques quando se trata de fator de viruléncia nas
cepas de H. pylori.

O primeiro € o gene vacA (vacuolating cytotoxin A) importante na
patogénese da ulceragao péptica, sendo responsavel pelo fator de viruléncia.
Este fator pode induzir a célula a diversas atividades como a vacuolizagao,
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interrupcao de fungdes endossomais e lisossomais, apoptose, imunomodulagao
e a formacao de canais na membrana. Encontra-se presente em todas as cepas
e possuem duas partes diferentes: s que codifica o peptideo sinal, localizada na
extremidade 5' e possui os alelos variantes s1 e s2 onde o alelo s1 possui 3
subtipos: s1a, s1b e s1c e os alelos m1 e m2 que se encontram na regido meédia
(m). A combinagédo entre os alelos s e m é o que garante a produgédo de
citotoxinas e que vai determinar o grau de viruléncia da bactéria. Por exemplo,
as cepas que possuem o gendtipo vacA do tipo s1a parecem ser mais virulentas
qgue as cepas dos subtipos s1b, s1c ou s2, sendo altamente relacionadas a ulcera
péptica. As cepas que contém o subtipo m1 parecem causar maior dano as
células epiteliais do que as cepas do tipo m2 (FIGURA 5) (LIMA; RABENHORST,
2009).

regiao s regiao m

— | | —

sla [ ] mi

sip [T m2

slc

LiEL

s2

Figura 5. Mosaico do gene vacA.
Fonte: Ladeira; Salvadori; Rodrigues (2003) (adaptado)

O segundo fator de viruléncia € a ilha de patogenicidade cag-PAl
(cytotoxin associated gene pathogenicity island), de prevaléncia em 60% a 90%
das cepas mundiais. A ocorréncia de cag-PAl esta ligada ao aumento da
producédo de interleucinas, contando ainda com muitos genes presentes na ilha
que interferem na resposta inflamatéria do hospedeiro. Cepas com fator de
viruléncia do tipo cagA parecem estimular a produgéo de interleucina do tipo 8
(responsavel pela quimiotaxia de neutréfilo), assim tendo importancia
significativa na resposta inflamatoria (LIMA; RABENHORST, 2009; SIQUEIRA et
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al., 2007).

Porém, cepas com fator de viruléncia cagA negativo ainda sdo capazes
de estimular interleucina do tipo 8 e assim, a quimiotaxia de neutréfilos e
linfocitos (QUEIROZ et al., 1998). Este fato é explicado pela presenca da
proteina do tipo CagE (citotoxina associada ao gene E), também fator de
viruléncia, que é fundamental para a estimulagdo da resposta inflamatéria do
tecido gastrico e que esta ligada, de forma intima, ao desenvolvimento de cancer
estomacal (NAITO; YOSHIKAWA, 2002).

Ainda Siqueira et al. (2007), dizem que ja € bem conhecido o papel
importante da secrecdo acida na patogénese da doenga ulcerosa onde a
infecc&o diminui a liberagdo de somatostatina e aumenta a liberagédo de gastrina
pela regido do antro gastrico. Essas alteragdes voltam as condigdes fisiologicas
normais com a erradicagao da H. pylori.

Tratando de espécies reativas do oxigénio (ERO), estes sdo oriundos do
metabolismo celular normal e, em quantidades fisiologicas, estes possuem
efeitos benéficos, dentre eles a morte de agentes patologicos, cicatrizagao de
feridas e nos processos de restauracdo tecidual. Porém, quando este
mecanismo tem sua fungdo exacerbada, temos o que chamamos de estresse
oxidativo, gerando uma problematica no estabelecimento de diversas patologias
como cancer, doengas neuroldgicas, hipertensdo, aterosclerose e doencgas
gastrointestinais. A instauracdo da lesdo gastrica se da pelo crescimento da
bactéria, pela resposta imune e pela formacdo de ERO, que levam as
inflamacgdes cronicas (NUNES, 2016).

A formacao e liberacédo das ERO, principalmente de neutrdfilos, tem por
objetivo eliminar a bactéria, mas esta possui mecanismo de driblar os efeitos
nocivos destas ERO, através da utilizacdo de enzimas. Com isso, a infeccéo por
H. pylori, estimula uma maior formagédo de ERO no ambito gastrico, mas mesmo
assim, estas ndo sao capazes de eliminar a bactéria. Essas constantes tentativas
de eliminar a H. pylori por este mecanismo, favorecem o0s processos
inflamatorios e assim os danos ao epitélio gastrico (NUNES, 2016).

E importante salientar que, no decorrer da infecgéo pela H. pylori, a
concentracdo de ERO na mucosa e a capacidade antioxidante, podem culminar
em morte celular e até mesmo alteracdo em nivel de DNA favorecendo a
patogenicidade (NUNES, 2016). O resultado final do excesso de ERO é a
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peroxidagdo dos lipideos de membrana, agressao a proteina das membranas,
enzimas, carboidratos e DNA (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Ulcera induzida por AINES

A fisiologia celular da cascata da inflamagédo é dependente do acido
araquidénico. Este é constituido por uma molécula de acido graxo contendo 20
carbonos, tem como seu precursor fosfolipidios de membrana e sua sintese se
da através de reacgéao catalitica proporcionada pela enzima fosfolipase A, (PLAZ2).
Quando ocorre um estimulo, seja ele fisico, quimico ou mecanico, a PLA2
interage com os fosfolipideos de membrana, liberando o acido araquidénico
(KUMMER; COELHO, 2002).

Segundo os mesmos autores, o acido araquiddnico interage com a
cicloxigenase (COX) dando origem a dois compostos intermediarios
denominados prostaglandina G2 (PGG2) e prostaglandina (PGH2). A COX
possui dois sitios cataliticos: os sitios COX e peroxidase. O primeiro tem a funcao
de converter o acido araquidénico em PGG2 que, posteriormente, é reduzido ao
seu intermediario instavel PGH2 através do sitio peroxidase, que nao € afetado
pelo pelos AINES. Esta PGH2 é transformada em diversos prostanoides como
prostaglandina e tromboxanos (TX) (FIGURA 6). As prostaglandinas atuam de
maneira autécrina ou paracrina mediada pela acdo de receptores acoplados a
proteina G e receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR) e,
gracas a acgao nestes receptores, tem-se diversas respostas regulatorias que
justificam as agdes fisioldgicas e € neste ponto que mencionamos a importancia
da interferéncia dos anti-inflamatérios em cicatrizagcao de feridas como efeito
colateral dos AINES.
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Figura 6 — Cascata da inflamacao.

As prostaglandinas possuem agao vasodilatadora e especificamente, a
PGD2 tem sua liberagdo mediada por mastocitos e iniciada por processos
alérgicos. Ja a PGE2 tem a funcdo de inibir células linfocitarias e outros
componentes que atuam em respostas alérgicas e inflamatérias. Possuem sua
acao de vasodilatacdo, estimulacdo de nociceptores e também influenciam na
termorregulagdo. Ja a PGI2 ocorre em maior grau no endotélio vascular
promovendo vasodilatacédo e possui o efeito de inibir a adesividade plaquetaria.
O TX, ocorre com maior frequéncia nas plaquetas e promove vasoconstricdo e
agregacéo plaquetaria (MONTEIRO et al., 2008).

Esses efeitos, como mencionados, ocorrem por agao da enzima COX
sobre o acido araquidénico. Contudo, existem isoformas desta enzima que
possuem diferengas significativas quanto a sua regulagao e expressao e estas
duas isoformas sao inibidas pelos AINES, porém em niveis de inibicao diferentes
(MONTEIRO et al., 2008).

Segundo Kummer e Coelho (2002), a enzima COX 1 e 2 possuem
sequenciamento genético diferenciado e independente, mesmo seu produto
catalitico final sendo o mesmo. A COX 1 € uma enzima dita como constitutiva
pois esta sempre presente, ocorre na maioria dos tecidos e diante de estados
inflamatdrios, esta enzima parece nao ter suas atividades alteradas e apresenta

um aumento discreto de sua expressao de somente 2 a 4 vezes. Ja a COX 2,
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conhecida como COX induzida, fora de quadro inflamatério, possui presenca
discreta em alguns tecido como intestinos e na presenga de quadro inflamatério,
a expressao desta chega a ser maior que 20 vezes que o estado fisioldgico
normal.

As enfermidades gastricas causadas pelos AINES podem ser
ocasionadas por dois mecanismos diferentes. A administracdo via oral pode
levar a irritacdo localmente por permitir uma maior penetracdo do acido na
mucosa gastrica culminando em les&o tecidual. Diversos AINES, quimicamente
s&o derivados do acido carboxilico ndo ionizados e quando chegam ao lumem
gastrico podem ser absorvidos pela mucosa. Com o aumento do pH acido até a
neutralidade ainda no interior da mucosa, o farmaco ionizado € armazenado
dentro das células epiteliais causando lesdes as estas. Outro mecanismo é
relacionado com a inibicdo da cascata do acido araquidénico e,
consequentemente, com a inibicdo da sintese de prostaglandinas. Pela inibigdo
da COX constitutiva, a producao de prostandides gastricos como a PGI2 e PGE2,
que atuam como citoprotetores da mucosa, também ficam inibidos. A funcao
destes eicosanoides € de reduzir a secregdo gastrica, aumentar o fluxo
sanguineo nesta regido, e promover a citoprotegdo levando a menor
suceptibilidade a lesdes. A redugcdo de prostaglandinas também reduz a
secrecado de muco e bicarbonato no estbmago e diminui a inibicdo da liberagéo
de gastrina e acido cloridrico. Como agravante ainda tem a redugédo da
adesividade plaquetaria o que aumenta a possibilidade de sangramentos
(BRENOL; XAVIER; MARASCA, 2000; MONTEIRO et al., 2008; GUERIOS et
al., 2002).

1.1.1.10 Tratamento para ulcera gastrica

O tratamento pode ser realizado através de diversos mecanismos entre
0s quais antagonista de receptor H, neutralizadores, citoprotetores e inibidores
da bomba de prétons (IBPs), sendo esta ultima classe pertencente ao objeto
deste estudo.

Com relag&o a H. pylori, a erradicagao da bactéria € imprescindivel para
a melhora de pacientes ulcerosos e € necessario a combinagdo de agentes

antimicrobianos, como amoxicilina, com agentes ndo antimicrobianos como
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IBPs e estes podem ter algum efeito sobre a H. pylori, uma vez que a
hipocloridria pode ser letal para a bactéria (MAZZOLENI; MAZZOLENI, 2010).

1.1.2 Farmacos no meio ambiente

Os farmacos sdo componentes fundamentais para melhora da qualidade
de vida e longevidade da populacdo. O avango da tecnologia e da ciéncia tem
contribuido na busca de alternativas terapéuticas através do descobrimento de
novas moléculas. Aliados as politicas publicas, ha redugéo do custo e a garantia
do acesso aos medicamentos (BARATA-SILVA et al., 2017).

O aumento da expectativa de vida é diretamente proporcional ao maior
uso de medicamentos com o objetivo de diminuir a morbimortalidade. O consumo
farmacéutico € elevado em funcdo do envelhecimento da populagdo, aumento
de doengas cronicas e pela demanda de terapéuticas mais eficazes. As
transacoes financeiras mundiais sdo estimadas de US$ 1 trilhdo em 2015 para
US$ 1,3 trilhdo até 2020 (USA, 2017).

Ja em relac&o ao Brasil, a comercializagao de farmacos em 2017, atingiu
aproximadamente 69,5 bilhdes de reais representando um crescimento de 9,4%
em comparagdo com O ano anterior. Totalizam 214 empresas que
comercializaram 6.587 produtos, atingindo 1.794 principios ativos ou
associacoes destes. E, apesar dessa notavel evolugdo no poder de compra, 0
uso de farmacos traz consequéncias ambientais tornando-se uma questao de
saude publica. Quando surge a necessidade de tratamento seja em carater
emergencial ou rotineiro, ha aquisicdo de medicamentos que, muitas vezes, n&o
s&o utilizados em sua totalidade (ANVISA, 2018).

E mesmo quando a terapéutica medicamentosa € realizada por
completo, alguns componentes sdo eliminados pelas fezes e urina. Entre 50% e
90% de uma dosagem s&o eliminados de forma inalterada, sendo fonte de dano
ao meio ambiente (UEDA et al., 2009).

Uma vez que estes atingem o ambiente, ha o interesse em monitorar os
farmacos residuais. Estes compostos podem ser encontrados com alta
frequéncia em Efluentes de Tratamento de Esgotos (ETEs) e aguas naturais, em
concentragdes na faixa de pg/L e ng/L (BILA; DEZOTTI, 2003).

Estes residuos medicamentosos sdo de importancia social e econémica,
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levando a impactos negativos ao ambiente quando depositados de forma
inadequada independente da sua via de entrada (PROENCA; MOURA;
AZEITEIRO, 2014). Porém, a forma majoritaria de entrada de farmacos residuais
no ambiente é através do langamento de esgoto doméstico em efluentes, sejam
eles tratados ou ndo. Merecem também serem levados em consideracdo os
farmacos liberados em efluentes pela industria farmacéutica, efluentes rurais e
o descarte inadequado de farmacos (MELO et al., 2009).

Grande parte dos compostos farmacéuticos presentes nos efluentes &
oriunda da medicina veterinaria e humana. Os residuos seguem o trajeto
juntamente com o esgoto bruto até as ETEs onde sdo realizados processos
convencionais de tratamento como a biodegradag¢ao. No entanto, tais processos
nao sio suficientes para a remog¢ao completa destes residuos, pois estes podem
possuir agao biocida ou estrutura molecular complexa que nao sao suscetiveis
a biodegradacédo (MELO et al., 2009).

Quanto ao potencial toxico dos compostos deve-se levar em
consideragao: a) Persisténcia. Mesmo que possua meia-vida curta podem gerar
exposi¢des cronicas pelo seu despejo continuo no ambiente; b) O propdsito da
elaboragdo dos farmacos € desencadear efeitos fisiolégicos que, por
consequéncia, torna os organismos n&o alvos mais suscetiveis; c) Mesmo que a
concentracdo dos compostos sejam baixas, pode haver interagdo e seus
mecanismos sofrerem agao sinérgica (REIS FILHO et al., 2006).

O monitoramento ambiental destes compostos possui interesse
crescente e vem ganhando destaque na comunidade cientifica devido ao
reconhecimento dos seus efeitos como toxicidade aquatica, genotoxicidade,
alteragdes enddcrinas e bactérias potencialmente patogénicas e resistentes
(BRANDT, 2012).

Ocasionados pela presenca de farmacos residuais, os efeitos nos
organismos aquaticos podem ocorrer em diferentes niveis de organizagéo
biolégica sendo células, o6rgdos, organismo, populagdo e ecossistema
(JORGENSEN; HALLING-SORENSEN, 2000).

Existem diversas classes de farmacos contaminantes que abrangem
analgésicos, antimicrobianos, agentes reguladores de lipidios, anti-inflamatorios,
hormdénios sintéticos, dentre outros (BRANDT, 2012).

A exemplo de farmacos residuais nocivos a biota aquatica, podemos
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citar os antibidticos. Esta classe tem o potencial de desenvolver bactérias
resistentes, por ter sua utilizagdo em larga escala e também pela habilidade que
as bactérias possuem em mutar seu material genético se tornando n&o sensivel
a determinado antibiotico (UEDA et al., 2009).

Aliado a intervengdo humana, a possibilidade de resisténcia ja acontece
de forma natural em populagdes de bactérias existentes no meio ambiente.
Contudo, ainda existe o agravante da utilizagcdo de centenas de milhares de
toneladas de antimicrobianos por ano. Consequentemente, o despejo destes
residuos no meio ambiente leva a alteragdo radical na magnitude das pressdes,
culminando em um numero maior de bactérias resistentes aos antimicrobianos.
O contato humano com bactérias ambientais bem como os genes de resisténcia,
pode ocorrer através da agua potavel tendo como consumidor final a populagéo
humana (GAZE; DEPLEDGE, 2017).

Kolpin et al. (2002) identificaram compostos antimicrobianos das classes
farmacolégicas como  fluoroquinolona  (Ciprofloxacino,  Norfloxacino),
sulfonamidas (Sulfadimetoxina, Sulfametazina e Sulfametoxazol), macrolideos
(Roxitromicina, Claritromicina), tetraciclinas (Oxitetraciclina, Tetraciclina e
Clorotetraciclina) e ainda Lincomicina e Trimetoprima em amostras de aguas em
recursos hidricos suscetiveis a contaminagdo nos Estados Unidos.

Em um estudo que trata sobre o perfil de resisténcia de E. coli em
ambientes aquaticos, mostra que tanto em aguas superficiais como em
subterréneas, foram identificadas 205 isolados desta bactéria. Foi observado
que o Cefaclor foi o farmaco que evidenciou maior percentual de resisténcia tanto
nas cepas isoladas de aguas subterrdneas quanto nas aguas superficiais
(SCHNEIDER; NADVORNY; SCHMIDT, 2009).

Foram testados também o Acido Nalidixico, Amicacina, Amoxicilina e
Acido Clavulanico, Ampicilina, Ciprofloxacino, Cloranfenicol, Estreptomicina,
Gentamicina, Neomicina, Sulfonamida, Tetraciclina, Tobramicina e
Trimetoprima. Foi observado que 26,73% das amostras isoladas provenientes
de aguas subterraneas foram resistentes a quatro ou mais antimicrobianos,
enquanto 25,96% das amostras originarias de aguas superficiais apresentaram
multirresisténcia a todos os antibidticos testados (SCHNEIDER; NADVORNY;
SCHMIDT, 2009).

Neste mesmo estudo observou-se que 86,14% das linhagens de E. coli
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isoladas e provenientes de aguas subterraneas, mostraram resisténcia a pelo
menos um antibidtico. O perfil aquatico superficial ja mostrou variabilidade maior
dependendo da origem da agua. Isto explica a influéncia da emissao de efluentes
em aguas, juntamente com a veiculagdo de microrganismos ja resistentes
contribuindo para um risco maior a saude (SCHNEIDER; NADVORNY;
SCHMIDT, 2009).

Em pesquisa anterior com a Amoxicilina, esta ndo apresentou toxicidade
para algas eucarioticas, porém o diferente foi observado com relagdo a
cianobactéria Synechococcus leopolensis. Tais dados indicam a importancia de
ressaltar que o estudo de uma uUnica espécie para analisar toxicidade de um
composto n&o é realista (ANDREOZZ| et al., 2004).

Além disso, antimicrobianos como Amoxicilina, Lincomicina,
Sulfadiazina e Trimetoprina sdo exemplos de moléculas que possuem elevado
potencial de disseminacdo no meio ambiente. Este fato ocorre pela elevada
utilizagdo em criagbes de animais, aquicultura e rotas de administracao, por
exemplo (REGITANO; LEAL, 2010; BOXALL et al., 2003).

Alygizakis et al. (2016), realizaram estudo sobre a ocorréncia e
distribuicdo de 158 farmacos e drogas de abuso em aguas do Mar Mediterrédneo
Oriental, area que sofre forte pressao antropica e onde foram encontrados varios
farmacos em ambiente marinho, inclusive valores amoxicilina que apresentou
maior concentragao.

Os horménios constituem outra classe de farmacos prevalente no meio
ambiente. Estrogénios como 17B-estradiol, o estrogénio sintético 17a-
etinilestradiol e o xenoestrogénio 4-nonilfenol merecem destaque, pois s&o
desreguladores endocrinos (disruptores). Altamente se destacam na questédo da
qualidade da agua e saude publica devida alta estrogenicidade, diversas fontes
de contaminacdo, concentragdes e alta frequéncia encontradas no meio
aquatico. Tais compostos s&o liberados de forma continua e diaria no esgoto e
nao sao removidos em sua plenitude na ETE, sendo langcados em corpos
aquaticos e detectados em aguas superficiais ou até mesmo em agua potavel
(PERES, 2011).

Estes disruptores s&do denominados estrogénios ambientais, estrogénios
exdgenos e xenoestrogénio e possuem a capacidade de alterar os processos
fisiologicos controlados pelo estrogénio. Ndo apresentam obrigatoriamente, uma
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semelhanga com a molécula 17B-estradiol, mas que geram resposta
antagonistas ou agonistas. A atividade agonista é caracterizada pela ligagdo de
uma substancia ao seu receptor, com a capacidade de gerar efeito positivo na
mesma dire¢do do hormoénio. Ja a atividade do antagonista consiste em haver
afinidade do ligante ao receptor, contudo sem ativacéo deste (MENDES, 2015).

Alteragdes enddcrinas ja foram descritas através de disruptores. Estes
incluem a feminizagdo de peixes machos, reducdo na eclosdo de ovos de
passaros, peixes e tartarugas, alteragdes no sistema reprodutor de peixes,
répteis, passaros e mamiferos, além das alteragdes no sistema imunoldgico de
mamiferos marinhos (MAIA; DEZOTTI, 2007).

De acordo com Mimeault et al., (2005) a retirada do Genfibrosil da agua
por peixes dourados (Carassius auratus), é realizada através das branquias. Foi
observado que a testosterona plasmatica foi diminuida em mais de 50% e um
possivel mecanismo de agao é dado através da transcri¢cao de proteina esteroide
aguda. Apos a exposigao pelo periodo de 96 horas, foi observada uma redugéo
de mais de 50% dos niveis desta proteina levando a desregulagao enddcrina dos
peixes.

Existem outras classes de farmacos que também sao danosas ao meio
ambiente. O Acetaminofeno possui agao anti-inflamatéria e analgésica e inibe a
enzima COX. Peixes-zebra (Danio rerio) que foram expostos ao Acetaminofeno
em concentracdo na ordem de 10-100 pg L™', apresentaram diversos efeitos
biolégicos adversos como taxa de eclosdo e crescimento diminuidos, aumento
de deformagdes da coluna vertebral e aumento da taxa de mortalidade (DAVID;
PANCHARATNA, 2009).

Em outro estudo realizado com o farmaco Omeprazol e os efeitos
nocivos sobre o peixe Dourada (Sparus aurata), observou-se o efeito de seu
metabalito e foi sugerido que este seria o responsavel por alteragdes enzimaticas
e fisioldgicas, ocasionando disturbios histologicos e de atividade de enzimas. Foi
verificada acentuada reducédo de Glutationa S-transferase (GST) nos tecidos
estudados (figado e branquias) e redugéo da catalase (CAT) hepatica. Tais
resultados sugerem que o metabdlito do Omeprazol elevou a produgao de ERO,
superando a capacidade antioxidante das enzimas GST e CAT, ocasionando
danos que culminaram na redug¢ao enzimatica (COSTA, 2018).

Com relagdo a ocorréncia, o omeprazol embora seja amplamente
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consumido, a molécula original &€ pouco detectada em aguas residuais urbanas
e aguas superficiais. Este fato pode ser atribuido pela sua capacidade de
degradagdo em meio aquatico e em gerar metabdlitos como o sulfeto de
omeprazol (BOIX et al., 2013).

1.1.3 Etnofarmacologia

A etnofarmacologia € a ciéncia derivada da etnobiologia, que trata do
estudo da complexa relagao de plantas e animais com as comunidades humanas
de forma atemporal. Esta ciéncia dedica-se a estudar o conhecimento de
usuarios sobre plantas medicinais com pesquisas quimicas e farmacoldgicas e,
por intermédio destes estudos, € possivel explorar e formular no que tange a
atividade farmacologica e quais substéncias sao responsaveis pelos efeitos
terapéuticos (ELISABETSKY, 2003).

A medicina tradicional vem sofrendo grandes mudancgas nos ultimos 30
anos, onde este tipo de pratica tem desempenhado papel fundamental nos
cuidados com a saude em nivel primario em paises que estdo em
desenvolvimento (WHO, 2009).

A pratica vem sendo crescente desde a década de 1990. E, além de
manter o papel nos cuidados primarios nos paises em desenvolvimento, esta
expandiu para os paises desenvolvidos, podendo ser referida como medicina
complementar ou alternativa. Com relacédo aos paises em desenvolvimento, 70%
a 80% da populacdo dos paises da Etiépia e india respectivamente, dependem
desta medicina e, nos paises desenvolvidos, 70% da populacdo do Canada e
80% da Alemanha usam a medicina alternativa, por exemplo (WHO, 2009).

A etnofarmacologia tem como vertentes de estudo a observacéo,
identificac&o e a analise de efeitos farmacoldgicos de produtos que s&o utilizados
para tratar diversas patologias por sistemas tradicionais, bem como estipular a
posologia e as reagbes adversas. Grande parte dos produtos biologicos
utilizados pela populagdo mundial é proveniente de vegetais como um todo ou
de parte deles. Neste ponto é analisado os metabdlitos secundarios que séo

responsaveis pela atividade farmacologica (FLUXOGRAMA 1).
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Fluxograma 1 — Etapas para validagado etnofarmacolégica.
Fonte: Araujo; Melo; Albuquerque (2014)

Essa produgdo de metabdlito secundario € controlada geneticamente,
mas a manifestacdo da expressdo destes genes pode ser influenciada por
fatores externos que alteram processos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e
evolutivos (FIGURA 7). Os metabdlitos secundarios vegetais sdo o resultado
quimico da interagédo do vegetal como seu meio, contudo, estes fatores de
interferéncia associados as condigdes de coleta, estabilizacdo e armazenamento
podem causar alteracdes no teor final destes metabdlitos, alterando o valor
terapéutico da planta medicinal (GOBBO-NETO; LOPES, 2007)
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Figura 7 - Fatores que influenciam a produ¢ao de metabdlitos secundarios vegetais.
Fonte: Gobbo-Neto; Lopes (2007)

O Brasil é detentor da maior biodiversidade mundial e esta é estimada
por volta de 20% do valor total de espécies. Este valor € um enorme patriménio

gendmico, escasso em muitos paises desenvolvidos, e com valor econémico e
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estratégico imensuraveis, mas € no campo da pesquisa e desenvolvimento de
novos farmacos que esta seu grande potencial. O mercado global de pesquisas
de produtos naturais atinge o patamar de bilhdes de dolares e calcula-se que
40% dos farmacos disponiveis para a terapéutica sejam provenientes de
produtos naturais, onde 25% seriam de plantas, 13% seriam de microrganismos
e ainda conta-se com 3% oriundo de produtos animais (CALIXTO, 2003).

Mesmo que, somente 10% da biodiversidade do planeta tenha sido
estudada, 140 mil metabdlitos intermediarios foram isolados e caracterizados,
provenientes, principalmente, das plantas superiores e de microrganismos,
porém ainda ndo estudados biologicamente. Indo além, vale salientar que, com
o tragcado completo do genoma humano, o foco na biodiversidade e fitofarmacos
aumentou pois os alvos farmacologicos saltariam de 500 para 6 mil (CALIXTO,
2003).

Grandes industrias farmacéuticas possuem laboratério de pesquisa com
produtos naturais tendo as seguintes vantagens: aumentar a gama de estruturas
quimicas e formacdo de banco de moléculas otimizando tempo e custo nas
pesquisas com ensaios de alta velocidade (CALIXTO, 2003).

Sabidamente, a forma de preparo pelas populacdes tradicionais é, em
grande parte, na forma de chas e garrafadas, o que remete a importancia do
solvente extrator e a forma de extragdo escolhida, ja que o foco deste estudo é
correlacionar o uso tradicional com detecgao de classes quimicas oriundas do
metabolismo secundario vegetal.

Tresvenzol et al. (2006) em estudo realizado com raizeiros no municipio
de Goiania e cidades vizinhas, mostraram que das 28 plantas citadas, todas
tinham seu modo de preparo dado através de chas ou maceragao (em agua ou
aguardente e vinho). Outro estudo com plantas medicinais com espectro de 600
moradores no municipio de Araguaina, no que tange sobre a forma de preparo,
traz que a maioria faz o tratamento através de chas (60%), seguido pelas
garrafadas (9,63%) (SILVA; RORIZ; SANTOS, 2012).

Na natureza, grande parte dos compostos de origem fendlica s&o
encontrados na configuragdo de ésteres ou heterosideos e ndo em sua forma
livre, sendo assim, soluveis em agua e em solventes organicos com
caracteristicas mais polares (MONTEIRO et al., 2005). Tais caracteristicas

quimicas justificam a escolha da agua como solvente quimicamente adequado
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para Cocos nucifera.

1.1.4 Cocos nucifera

Cocos nucifera (FIGURA 8) é pertencente a familia Arecaceae (familia
das palmeiras), sendo uma planta nativa do Sudeste Asiatico como Malasia,
Indonésia e Filipinas e as ilhas que compreendem entre os oceanos indico e
Pacifico (LIMA et al., 2015).

O coco é classificado como o fruto de palmeira, sendo uma drupa de
caracteristica ovoide ou elipsoide, podendo atingir até 30 cm de didametro. Sua
distribuicdo morfolégica contém cinco camadas diferentes: epicarpo liso,
mesocarpo, endocarpo, endosperma sélido e liquido. O mesocarpo e o
endosperma solido, objetos deste trabalho, possuem caracteristica fibrosa
contendo de dois a quatro centimetros e de um a trés centimetros de espessura,
respectivamente (LORENZI; MATOS, 2008; SANTANA, 2012).

Mesocarpo

Figura 8. Mesocarpo de C. nucifera que foi utilizada.

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) estimou a
producdo do coco em 1,8 bilhdes para 2015 (IBGE, 2015). E este fruto como o
todo é largamente utilizado para diversas indicagdes terapéuticas.

Atualmente, a agua do coco esta ganhando maior valorizaggo. A fibra é
utilizada pela industria como fonte de matéria-prima para tapetes, estofamentos
e fertilizantes. O centro mais duro € utilizado na confecgao de artesanato e, a
parte do talo e a folhagem, sdo uteis na construgéo e na produgédo de agucar,
vinagre e alcool que s&do extraidos de sua inflorescéncia. Porém, existem muitas
outras formas de utilizagado tradicional medicinal, como a por¢ao do mesocarpo

para diarreia, folhas e raizes também para diarreia e estdmago e endosperma
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sélido para diarreia e ferida (TABELA 1) (LIMA et al., 2015).

Tabela 1- Principais usos tradicionais do C. nucifera em diversos paises.

Local Parte utilizada Preparo/forma Indicagao
Brasil mesocarpo cha diarreia
Papua Nova folhas e raizes cha diarreia e
Guiné estbmago
Gana endosperma sélido leite de coco diarreia
Indonésia endosperma sélido pomada ferida
Indonésia raiz extrato febre e diarreia

Adaptado de LIMA et al. (2015)
1.1.5 Bauhinia forficata

O género Bauhinia abriga mais de 300 espécies. Possui uma arvore de
porte mediano, encontrada desde o Estado do Rio de Janeiro até o Rio Grande
do Sul, contendo folhas uncinadas, com formato que remete a uma pata de vaca
(FIGURA 9). Também possui flores brancas e frutos do tipo vagem linear. As
plantas deste género sdo conhecidas pela concentracédo de flavonoides livres e
glicosilados (PIZZOLATTI et al., 2003).

Em 1929 foi realizado o primeiro ensaio clinico com Bauhinia forficata,
relacionado com sua atividade hipoglicemiante. As folhas, cascas e flores séo as
partes principais utilizadas na medicina tradicional especialmente na regido
sudeste (LORENZI; MATOS, 2008).

Figura 9. Bauhinia forficata.
Fonte: Flora Digital (Fotografo: Jodo Augusto Bagatini).

Esta espécie é largamente utilizada pela populagdo em diversas partes
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do mundo como Africa, Asia e América Central e do Sul. Os estudos fitoquimicos
e farmacologicos contemplados gragas a essas plantas, mostram que s&o
constituidas de compostos como glicosideos esteroidicos, triterpenos, lactonas
e flavonoides (SILVA; CECHINEL-FILHO, 2002).

E utilizada na medicina tradicional como diurético, hipoglicemiante,
tbnico, depurativo, contra elefantiase e na diminuicdo da glicosuria,
hipertricolesterolemia, parasitose intestinal, constipacao intestinal, calculo renal,
crise do sistema nervoso, cistite, expectorante, ulceras, infecgdes e processos
inflamatérios (PIZZOLATTI et al., 2003; UGGIONI, 2012; SILVA-LOPEZ;
SANTOS, 2015).

1.1.6 Compostos avaliados
1.1.6.1 Taninos

Os taninos, oriundos do metabolismo secundario, pertencem a classe
dos compostos fendlicos e de intenso interesse tanto econdmico quanto
ecologico. Possuem solubilidade em meio aquoso e alto peso molecular: entre
500 e 3000 Dalton. A grande capacidade deste composto é em formar complexos
com proteinas, gelatinas e alcaloides, porém insoluveis em agua. A ligagao entre
taninos e moléculas de carater proteico, acontece supostamente por pontes de
hidrogénio (MONTEIRO et al., 2005).

Sua classificagao é feita de acordo com sua estrutura quimica: taninos
hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis compreendem monémeros
de acido galico e elagico glicosilados, provenientes da via metabdlica do
chiquimato (MONTEIRO et al., 2005; PAIVA et al., 2002).

Ja os taninos do tipo condensado, s&o oligbmeros e polimeros
sintetizados pela condensagéo de unidades de flavan-3-ol (catequinas) e flavan-
3,4-diol (leucoantocianidinas) (FIGURA 10 E 11). Também sdo denominados
como proantocianidinas, gragas a sua capacidade de produzir pigmentos de
coloragédo avermelhada. Os taninos condensados sdo a unidao de dois ou mais
flavonoides (SIMOES et al., 2017; UETA et al., 2014).
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Fonte: Chemspider (2018)

|\
o O/|
OH X

OH

Figura 11 - Flavan-3,4-diol.
Fonte: Chemspider (2018)

As atividades farmacoldgicas dos taninos sdo asseguradas por trés
caracteristicas comuns tanto aos taninos hidrolisaveis quanto aos taninos
condensados e sao elas: a) a capacidade de se complexar com ions metalicos,
b) sua agéo antioxidante agindo contra radicais livres e c) capacidade de formar
complexos principalmente com proteinas e polissacarideos (SIMOES et al.,
2017).

O mecanismo de agao antimicrobiano dos taninos se baseia em trés
hipéteses. Dentre elas temos: a inibigdo das enzimas bacterianas e fungicas ou
até mesmo pela complexacgao dos taninos com estes substratos, atuacao direta
na membrana celular dos micro-organismos, ou a complexagdo com ions
metalicos reduzindo o aporte de ions fundamentais para a sobrevivéncia destes
(SIMOES, 2010).

Plantas que contém taninos em sua composi¢do sdao amplamente
utilizadas para tratar ulcera gastrica. De acordo com estudo realizado, o efeito
farmacolégico dos taninos deve estar associado ao fato desta classe possuir
capacidade de precipitacdo proteica, indicando uma inibigdo de forma direta da
bomba proténica (MURAKAMI; MURAMATSU; OTOMO, 1992).

Alanko et al. (1999), afirma que compostos fendlicos possuem efeito
sobre a cascata do acido araquidénico, onde concentragbes menores estimulam

e concentragdes maiores inibem a cascata, modulando a citoprotegéao.



41

Além do efeito bactericida, os taninos protegem as camadas mais
expostas da pele e mucosas lesionadas, gracas a sua propriedade de se
complexar tanino com proteina ou com polissacarideos, auxiliando o processo
de cura de forma natural (MONTEIRO et al., 2005). Assim, somando a agéo
antibacteriana, inibicdo da bomba protdnica, a modulagdo da cascata do
araquidonico e a capacidade de auxiliar na recuperacgao do tecido lesado, tém-
se diversos mecanismos atuando de forma sinérgica para favorecer a protegcéo
e cura de les&o gastrica.

Processos ulcerosos estdo intimamente correlacionados com a
formacgao de radicais livres e presenga de H. pylori como mencionado, sendo os
taninos capazes de neutralizar tais radicais, reduzindo assim os efeitos

deletérios destes e também agir contra a bactéria diretamente.

1.1.6.2. Flavonoides

Os flavonoides sao constituintes em abundancia do grupo de compostos
fendlicos das plantas, e representam mais da metade destes dentro de um
universo de oito mil substancias fendlicas. Diferentemente dos taninos, seu peso
molecular é baixo, compondo quinze atomos de carbono em sua configuracéo.
Estes se apresentam dispostos na conformacao C6-C3-C6, onde sua estrutura
fundamental € baseada em dois anéis aromaticos (A e B) conectados através de
uma ponte constituida de trés carbonos que, na maioria dos casos, apresenta-
se na forma de anel heterociclico (C) (FIGURA 12) (ROSS; KASUM, 2002).

Figura 12. Estrutura genérica dos flavonoides.
Fonte: Ross; Kasum (2002)

O anel A é oriundo da via biosintética do acetato / malonato enquanto o
anel B é proveniente da via da fenilalanina / chiquimato (FIGURA 13). Os
diversos substituintes do anel heterociclico C, constituem diversas classes de
flavonoides como os flavondis, flavonas, flavanonas, flavonadis, isoflavonas,
flavanondis e antocianidinas (FIGURA 14) (BALASUNDRAM; SUNDRAM;
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SAMMAN, 2006).
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Figura 13. Esquema que representa a via biosintética dos metabdlitos pertencentes a
classe dos flavonoides. As enzimas essenciais representadas desta via biosintética sao:
fenilalanina amoniaco- liase (PAL), chalcona sintase (CHS), chalcona isomerase (CHI),
flavanona 3-hidroxilase (F3H), di-hidroflavonol-4-redutase (DFR), flavonol sintase (FLS),
antocianidina sintase (ANS), antocianidina redutase (ANR), leucoantocianidina redutase (LAR)
Fonte: Pimpao (2009)
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Isoflavona Dihidroflavonol Chalcona

Figura 14. Principais constituintes da classe dos flavonoides.
Fonte: Cook; Saaman (1996)

Ja as substituicbes que ocorrem nos anéis A e B, formam diferentes
compostos pertencentes a cada classe de flavonoides (FIGURA 15). Tais
substituicbes podem ser oxigenacdo, alquilagdo, glicosilagdo, acilagao e
sulfatagdo. Ja as reagbes como a glicosilagao atribuem aos flavonoides maior
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solubilidade em agua, tornando possivel o armazenamento no vacuolo celular,

onde normalmente sdo encontrados (PIMPAO, 2009).
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Flavonol

Figura 15. Flavonol.
Fonte: Kumar; Pandey (2013) (adaptado)

Ainda segundo Pimpao (2009), os compostos do tipo flavonois estéo
largamente distribuidos nas plantas superiores, ocorrendo principalmente na
forma de glicosideos e sdo encontrados em folhas e outras partes que compde
a parte aérea das plantas. O kaempferol, miricetina e a quercetina fazem parte
deste grupo.

Muitos setores da industria, como a area cosmética e farmacéutica, vém
sucessivamente apresentando interesse relacionado aos efeitos benéficos desta
classe, estimulando o fomento a pesquisa. Esse reflexo é notado através do
numero de compostos flavonoides mencionados entre 2007-2009 que teve um
aumento de 30% quando comparados com o ano anterior, 0 que notadamente
percebe-se o forte interesse que este grupo tem despertado (VEITCH; GRAYES,
2011; SANTOS, 2013).

1.1.6.3 Amoxicilina

A Amoxicilina (FIGURA 16) € um antibidtico da classe das penicilinas.
Possui em sua estrutura o anel B-lactdmico, alvo das B-lactamases, enzimas
produzidas pelas bactérias que atuam como mecanismo de resisténcia. O
mecanismo de agao da Amoxicilina se baseia na inibicdo da etapa final da
sintese de peptidoglicanos e este confere maior rigidez mecéanica a parede
bacteriana. Possui agado de largo espectro atingindo gram-positivos e gram-
negativos, inclusive contra a H. pylori (GOODMAN & GILMAN, 2012).

Estdo apresentadas na tabela 2 caracteristicas fisico-quimicas da

Amoxicilina.
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HO 0

Figura 16. Estrutura molecular da Amoxicilina.
Fonte: Chemspider (2018)

Tabela 2 - Caracteristicas fisicas e quimicas da Amoxicilina

Caracteristicas

CAS number 61336-70-7

Férmula Molecular C16H19N305S

Peso Molecular 365,404

Forma e cor P cristalino, branco ou quase
branco.

Solubilidade em agua 3433 mg/L

log Kow 0,87

Fonte: Chemspider, 2018; USEPA, 2012; ANVISA (2010)

1.1.6.4. Omeprazol e Lansoprazol

Os farmacos denominados IBPs como o Omeprazol (FIGURA 17) e
Lanzoprazol (FIGURA 18), s&o responsaveis pelo aumento do pH no lumen
gastrico através do bloqueio da bomba de prétons. Normalmente sao farmacos
de primeira escolha, pois inibem a etapa final da liberac&o de acido. Esta inibicdo
acontece, porque esta classe de farmacos se funde ao receptor da bomba de
prétons de forma irreversivel através de ligagdes covalentes. Com isso a enzima
nao se regenera e a producao de acido s6 volta a ser realizada quando uma
nova bomba for sintetizada (MORSCHEL; MAFRA; EDUARDO, 2018).

Na tabela 3 estdo apresentadas caracteristicas fisico-quimicas do
Omeprazol e Lanzoprazol.



Figura 17. Estrutura molecular do Omeprazol.
Fonte: Chemspider (2018)
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Figura 18. Estrutura molecular do Lanzoprazol.
Fonte: Chemspider (2018)

Tabela 3 - Caracteristicas fisicas e quimicas do Omeprazol e Lanzoprazol
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Caracteristicas Omeprazol Lanzoprazol

CAS number 73590-58-6 103577-45-3

Férmula Molecular C17H19N3O3S C16H14F3N3028

Peso Molecular 345,416 369,362

Forma e cor P6 branco ou quase brando. P66 cristalino branco a
Apresenta polimorfismo branco acastanhado

Solubilidade em 82,28 mg/L 0,97 mg/L

agua

log Kow 2,23 3,68

Fonte: Chemspider, 2018; USEPA, 2012; Pubchem (2018).
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1.1.7 Ecotoxicologia

A ecotoxicologia é uma ciéncia voltada para o estudo da toxicologia
ambiental, onde o foco é a pesquisa dos efeitos causados por produtos quimicos
e fisicos no meio natural. Neste campo, sédo avaliados os efeitos destes agentes
sobre os organismos que compdem populagdes e comunidades pertencentes a
ecossistemas especificos (PROSPERI, 2002; COSTA et al., 2008).

Foi o toxicologista Rene Truhaut quem trouxe a luz o termo
ecotoxicologia no ano de 1969. Rene descreveu esta ciéncia que “estuda os
efeitos das substancias naturais ou sintéticas sobre os organismos vivos,
populagdes e comunidades, animais ou vegetais, terrestres ou aquaticas, que
constituem a biosfera”. E devido ao surgimento desta, foi possivel desenvolver
protocolos metodoldgicos padronizados, analises laboratoriais com espécies
determinadas e métodos de avaliacéo de risco (FLYNN; PEREIRA, 2011).

Também se torna viavel avaliar a resposta crénica e aguda, impactos
ambientais estimando seus efeitos toxicos, sendo possivel determinar o grau de
contaminagao do ambiente, o destino das substéncias, o nivel de periculosidade
no organismo, apontar valores maximos permitidos pelas resolugdes do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) ou pela diretiva europeia
93/67, diagnosticar e estimar a consequéncia do contaminante no meio
ambiente, quais medidas devem ser adotadas como método preventivo,
monitorar a emissao de efluentes e analisar os riscos ambientais (COSTA et al.,
2008; PROSPERI, 2002).

No Brasil, a resolucdo CONAMA n° 357/05 dispde sobre as diretrizes
ambientais bem como a classificagao para o enquadramento de corpos hidricos
superficiais. Também determina os testes ecotoxicologicos para avaliar efeitos
deletérios de contaminantes fisicos e quimicos em variados organismos
aquaticos, levando em consideracdo o risco a saude humana. Posteriormente, a
CONAMA n° 430/2011 veio em carater complementar, tratando sobre as
condicdes e padrdes de lancamento de efluentes (SILVA; POMPEQ; PAIVA,
2015).

Contudo, n&o existem politicas especificas que englobe a industria
farmacéutica e o 6nus ambiental que este setor traz como a questdo de
poluentes emergentes. Esta negligencia deixa susceptivel para que residuos
oriundos de farmacos nao sejam identificados, monitorados e tratados nas ETEs
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e, mesmo que farmacos residuais sofram tratamento indireto, como a remogéo
de matéria organica, o impacto da toxicidade ambiental n&do é levada em
consideragdo (WANDERLEY; NASCIMENTO, 2017).

A ecotoxicologia também busca estudar o comportamento das
substancias quimicas sobre organismos representantes do ambiente aquatico.
Os estudos neste campo envolvem desde os efeitos téxicos manifestados sobre
um organismo quanto transporte, distribuigdo, biotransformagcdo bem como o
destino final das substancias contaminantes no meio hidrologico (COSTA et al.,
2008).

A estabilidade molecular também deve ser observada. Por exemplo, no
meio ambiente, moléculas podem ser degradadas de diversas formas, entre elas
podemos mencionar processos quimicos como hidrélise e fotoxidagao, além de
processos bioquimicos. Essa estrutura pode ser alterada pelo proprio meio
através da temperatura, pH, concentragdo de matéria organica e velocidade de
degradacgéao da substéncia no meio ambiente (PEDROZO; KUNO, 2008). Como
mencionado, para se conhecer o comportamento e a interagcado das substancias
no meio ambiente é necessaria a realizagdo de testes de ecotoxicidade (FIGURA
19).
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Figura 19. Alguns processos de transformagao que ocorrem no ambiente - adaptado.
Fonte: Costa et al., (2008)
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1.1.7.1 Testes de ecotoxicidade

Com a demanda crescente no descobrimento de novas drogas e a
degradacéao continua dos recursos naturais devido as a¢des antropicas, diversos
xenobiodticos tém sido integrados ao meio ambiente por via direta ou indireta
(SILVA et al., 2015).

Analises quimicas de compostos toxicos apenas norteiam a pesquisa
sobre impacto ambiental, pois estas ndo mostram os efeitos dos poluentes sobre
0 ecossistema. Somente € possivel mensurar tais danos através de pesquisas
com sistemas bioldgicos ou suas partes, para melhor definir os efeitos toxicos de
um composto. Essas analises quimicas isoladas ndo respondem sobre que
agente pode causar toxicidade, possiveis interagbes de forma aditiva,
antagénica ou sinérgica e tampouco sua biodisponibilidade (MAGALHAES;
FERRAO FILHO, 2008).

Ao passo que as analises quimicas identificam e quantificam os
compostos, os testes de toxicidade analisam o efeito destes compostos no
organismo, sendo assim, os dois estudos tém carater complementar (COSTA et
al., 2008).

Para realizar os testes padronizados, existem diversas organizag¢des e
agencias de normatizagdo como United States Environmental Protection Agency
(USEPA), Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e International
Organization for Standardization (ISO) dentre outras tanto nacionais quanto
internacionais. No Brasil, o 6rgao responsavel pela elaboragdo de normas para
os testes ecotoxicoldgicos € a ABNT (NOVELLI, 2005).

Os testes de toxicidade podem ter carater agudo ou crénico e cada teste
tem o objetivo de analisar condicdes e parametros diferentes, mas com
resultados que podem se complementar (SILVA; POMPEO; PAIVA, 2015).

O ensaio de toxicidade aguda tem por objetivo avaliar efeitos que
ocorrem em menor espago de tempo e, em geral, acontecem de forma mais
severa. Neste caso, avalia-se a mortalidade e a imobilidade dos organismos-
teste, ou seja, uma resposta rapida do organismo em relagdo ao composto ao
qual foi exposto. Um exemplo a ser citado € o ensaio agudo com Daphnia similis
com duracéo de 48 horas (SILVA; POMPEQ; PAIVA, 2015).

Pode-se dizer que os efeitos nem sempre sao letais e sao verificados em

momentos em que 0 organismo esta exposto as concentragées do composto.
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Contudo, mesmo permitindo a sobrevivéncia do individuo, estes podem afetar
diversas fungdes bioldogicas como reprodugéo, desenvolvimento, crescimento,
entre outros (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

Outro teste utilizado € de toxicidade para avaliagdo de efeito crénico.
Neste, avalia-se a agao dos compostos sobre partes ou o ciclo de vida completo
do organismo selecionado. No ambiente aquatico deve-se levar em
consideragao os fatores de diluigdo, pois geralmente a concentragcdo dos
compostos que entram em contato com o0s organismos sao em doses subletais.
Desta forma, € possivel estudar a resposta fisiologica e comportamental em
longo prazo podendo ser percebido alteragbes mais sutis. Este tipo de ensaio
utiliza E. lucunter, por exemplo, como organismo-teste para avaliagado de efeitos
téxicos baseados na verificacdo do desenvolvimento larval (SILVA, POMPEO,
PAIVA, 2015; ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

Assim, a mortalidade e imobilidade de adultos (teste agudo) e a
natalidade (teste crdénico) sdo os parametros mais analisados para mensurar o
qudo uma substancia pode ser agressora ao meio ambiente (SILVA; POMPEO;
PAIVA, 2015).

E importante ressaltar que, para testes ecotoxicoldgicos, ha necessidade
de se trabalhar com organismos indicadores. Estes possuem um estreito limite
de tolerabilidade a determinados compostos e, consequentemente, apresentam
alteragdes de carater fisiologico, morfolégico ou até comportamental depois de
expostos a poluentes (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta e extracao
2.1.1 Bauhinia forficata

A coleta de exemplares de Bauhinia forficata Link foi realizada no
municipio de Peruibe, SP-Brasil (24° 26' 79.48"S 46° 95' 92.76"0). As amostras
foram comparadas pelo Prof. Paulo Salles Penteado com a Exsicata elaborada
sob o numero do voucher 4651 e depositada no Herbario da Universidade Santa
Cecilia (HUSC) (FIGURA 20). Apds a coleta, as folhas foram submetidas a
secagem em estufa a 50°C durante 06 dias consecutivos e trituradas
posteriormente (REY, 2016).
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Figura 20. Exsicata de Bauhinia forficata.
Fonte: Husc 4651; Rey (2016)

Para obtengdo da fragdo aquosa de Bauhinia forficata (FrAq) foi
realizada extragao pelo método fracionado com os seguintes solventes: hexano,
cloroférmio, n-butanol e agua, sucessivamente, na proporgéo de 50g do material
vegetal/500 mL de solvente e apds a extragédo, o extrato aquoso foi seco em
estufa, com temperatura inferior a 45°C, obtendo-se a FrAq seca
(FLUXOGRAMA 2).

Folhas
(in natura)

I
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estufa até 45°C

l

Trituracio
(moinho de facas)

|

Maceracio
(extracdo fracionada)

l Filtracdo

Secagem Anilise

estufa até 45°C FrAq

Fluxograma 2. Extragdo para a obten¢ao da fragdo aquosa seca (FrAq) de B. forficata.

2.1.2 Cocos nucifera

A coleta de exemplares de Cocos nucifera Linn realizou-se no municipio
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de Praia Grande, SP-Brasil (24° 00' 53.76"S 46° 24' 14.34"0). O mesocarpo
(FIGURAS 21 e 22) e 0 endosperma solido foram retirados in natura e triturados
utilizando liquidificador de copo de aluminio e, em seguida, submetidos a
extracao.

Figura 22. Mesocarpo de C. nucifera removido.

A obtencao do extrato aquoso bruto foi realizada pelo método de
decocgao por sete minutos, na proporgao de 50g do material vegetal/500 mL de
agua. Apos a extragao, o liquido extrator foi seco em estufa, com temperatura
inferior a 45°C, obtendo-se o extrato aquoso bruto seco do mesocarpo e do
endosperma solido (FLUXOGRAMA 3).
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Fluxograma 3. Extracdo para a obten¢ao do extrato aquoso bruto seco de C. nucifera.

2.2 Analises fitoquimicas preliminares

Tanto a fragdo aquosa de Bauhinia forficata quanto os extratos aquosos
brutos de Cocos nucifera, foram submetidos as analises fitoquimicas através do
emprego de ensaios cromaticos e/ou precipitagéo.

A pesquisa de Flavonoides foi realizada através do emprego das reagdes:
Shinoda; reagdo com hidroxido de sédio; reagdo com cloreto férrico (COSTA,
2002). A pesquisa de Taninos foi realizada através da realizagdo dos ensaios:
reagcao com sais de chumbo (e acido acético); reagdo com sais de ferro (cloreto
férrico); reagdo com acetato de chumbo (COSTA, 2002).

2.3 Dosagem de compostos fendlicos totais

Para a determinacao do teor de fendlicos totais, os extratos secos foram
ressuspensos em metanol, na proporgao de amostra: solvente de 0,1:20 (m/v)
(FIGURA 23).

Foram adicionados as amostras 2 mL de agua destilada e 0,25 mL do
reagente Folin-Ciocalteau. Apds aguardar 3 minutos em temperatura ambiente,
foram adicionados 0,25 mL de solugdo saturada de carbonato de sodio. As

amostras foram incubadas a 37° C durante o periodo de 30 minutos em banho-



53

maria (para o desenvolvimento da cor) e a absorbancia foi medida em

espectrofotometro (CELM) a 750 nm.

r 1
2 mL de agua destilada + 0,25mL
do reagente Folin-Ciocalteau.
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Figura 23. Determinagédo de compostos fenélicos totais.

Os resultados do teor de compostos fendlicos totais foram expressos
como equivalentes de acido galico (mg AG/g), calculados por meio de uma curva
padrao construida com concentragbes que variam de 5 a 100 pg/mL
(GENOVESE, 2003).

2.4 Analises fitoquimicas por espectrometria de massas

A fracdo aquosa de Bauhinia forficata foi seca em fluxo de nitrogénio,
ressuspensa em metanol 50% e logo apos purificada por uma combinacéo de
filtragens sucessivas em filtro 0,45um e 0,20 ym (Millipore) e centrifugacgéo (1800
r.p.m., 10 minutos).

Subsequentemente, 2uL do sobrenadante das amostras foram secas e
ressuspensas em 1 mL de substancia de metanol/formiato de amébnio
100mM/HO (1,6: 0,1: 0,3; v/vlv) e posteriormente analisadas pelo método
espectrometria de massa em equipamento Varian 310-MS.

Estas analises foram realizadas em modo positivo e negativo com tens&o
de agulha variavel dependente do composto de interesse. O intervalo de
varredura para aquisicdo das massas totais variou de 50-2000 m/z. Cada
fragmentacao de ions em MS2 foi otimizada em relagdo a energia do capilar e
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de colisdo com a finalidade de reduzir as variagdes na abundancia relativa de
ions devido a diferencas nas taxas de dissociagao, todos os experimentos de
dissociacao foram realizados usando 2mTorr de Argdnio.

Diversos componentes da fragdo aquosa foram identificados pelos seus
respectivos espectros de massas, através da identificacdo do ion precursor e
ions provenientes de fragmentagdo e comparados por paridade com dados de
espectrometria de massas ja existentes, e descritos através da literatura de
moléculas (FERRERES et al., 2012; FARIAS; MENDEZ, 2014).

2.5 Analises ecotoxicolégicas
Foram realizados testes de toxicidade para avaliagao de efeito crénico e
efeito agudo com Echinometra lucunter e Daphnia similis, respectivamente.
Considerando a utilizagdo etnofarmacolégica de Bauhinia forficata e
Cocos nucifera como antiulcerogénicos, foram realizadas analises
ecotoxicologicas comparativas dos extratos vegetais com os seguintes

farmacos: Amoxicilina, Omeprazol e Lanzoprazol.

2.5.1 Ensaio de toxicidade cronica

Os procedimentos foram realizados de acordo com a norma ABNT/NBR
15350/2012, que estabelece parametros para a execucdo dos testes de
toxicidade crénica em ourigo-do-mar.

Os exemplares de Echinometra lucunter utilizados nos testes deste
trabalho, foram coletados através de mergulho livre, na llha das Palmas, situada
no municipio do Guaruja, SP.

ApOs a coleta, os ourigos foram acondicionados em caixas térmicas,
cobertos com algas Ulvas sp. e transportados para o laboratorio. Em seguida, os
organismos foram colocados em um tanque com agua do mar coletada na
propria Ilha das Palmas e mantida sob aeracdo até a realizagdo dos testes
(FIGURA 24). Vale ressaltar que, antes de introduzir os ouricos no tanque, é
observado se ndo houve liberagdo de gametas no decorrer do transporte. Se
houver a liberacdo, o individuo deve ser colocado em um tanque a parte,

separado dos demais.
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Figura 24. Tanque onde ficam alojados os ourigos.

As manutengbes dos organismos e do tanque foram realizadas
diariamente com a verificacdo de parametros fisico-quimicos como temperatura,
salinidade, oxigénio dissolvido e pH, seguindo os critérios estabelecidos pela
norma ABNT NBR 15350/2012.

2.5.1.1 Preparo da agua de diluigao

O preparo da agua de diluicdo foi realizado de maneira que se
assemelhe as condi¢des naturais para E. lucunter. Esta foi preparada utilizando
sal marinho comercial da marca Red Sea Salt® diluido em agua processada e
submetida a homogeneizagdo com o auxilio do agitador magnético. A agua de
diluicdo deve possuir o pH entre 7,8 e 8,4, salinidade entre 30 e 37 e oxigénio
dissolvido acima de 4,0 mg.L'1. ApOs este procedimento, essa agua foi filtrada
em um sistema com porosidade de 0,45um e aerada por um periodo minimo de
24 horas para garantir a estabilizagdo do pH e solubilizagdo completa dos sais
e, assim, reproduzir as condigdes ideais do organismo-teste. Essa agua foi
utilizada para a dissolugdo dos farmacos, dos extratos a serem avaliados e
também para o controle. O controle e cada amostra (cada qual com suas
concentragdes respectivas) sdo acomodadas e identificadas na grade, em tubos
de ensaio em ordem crescente. O tubo-controle continha somente a agua
reconstituida e o organismo, enquanto os demais tubos continham suas

concentragdes respectivas com q.s.p. 10 mL dessa mesma agua.
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2.5.1.2 Estimulacgao e liberagao dos gametas

Os ourigos-do-mar foram lavados previamente com a propria agua de
diluigdo, a fim de retirar impurezas que poderiam vir a interferir nos testes.

Estes foram estimulados por injecdo de 2,5 mL de KCI (cloreto de
potassio) (0,5M) na parte perioral em dois pontos opostos. Foi necessario agitar
levemente o organismo para que o KClI se distribua por toda a cavidade celémica.
ApOs esta estimulagdo, os gametas foram liberados por meio dos gondporos,
situados na regiao aboral do ourigo.

Os gametas masculinos (espermatozoides) foram liberados e recolhidos
com uma Pipeta de Pasteur e colocados em um béquer, dentro de uma placa de
petri com gelo ao redor com a finalidade de evitar a desnaturag&o proteica. Os
espermatozoides possuem aspecto visco-elastico e esbranquicado (FIGURA
25).

Figura 25. Liberagao de gameta masculino.

Os gametas femininos (ovocitos) foram liberados e coletados em um
béquer com didmetro menor que o didmetro do ourigo, para que a regiao aboral
ficasse voltada para baixo e, assim, para que os gonodporos ficassem em contato
com a agua reconstituida (FIGURA 26).
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Figura 26. Coleta de gameta feminino.

Posteriormente, aguardou-se a sedimentagcédo dos ovécitos, desprezou o
sobrenadante e filtrou-se em uma malha de 350 um, com a finalidade de retirar
impurezas. O volume foi elevado para 600 mL, aguardado a sedimentagao e
repetiu-se o processo de lavagem totalizando trés vezes. Os ovocitos possuem
caracteristica viscosa e alaranjada (FIGURA 27).

Figura 27. Liberagao de gameta feminino.

Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, foi retirado uma aliquota dos
ovocitos e observado ao microscopio se estes estavam arrendondados, lisos e
de tamanho uniforme, para garantir que n&o estivessem envelhecidos e entdo

preservar a qualidade do ensaio.

2.5.1.3 Fecundacgao

Para realizar a fecundacéo, acrecentou-se de 1mL a 2mL de solugao
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espermatica ao recipiente preparado contendo 400mL de solucédo de ovdcitos,
aguardou 5 minutos sob leve agitagcédo para obter a solugdo contendo os ovos.

Com o objetivo de realizar o calculo da porcentagem de fertilizag&o, foi
necessario homogeneizar e coletar trés aliquotas de 10 yL para a contagem do
numero de ovos através da identificacdo da membrana de fecundagao ao seu
redor, devendo haver um minimo de 80% da taxa de fecundagdo. A partir da
meédia das trés aliquotas, foi possivel calcular a quantidade aproximada de 500
embrides em um volume maximo de 100 yL necessario para o experimento.

Caso ndo haja quantidade suficiente, acrecentar mais solugéo
espermatica e realizar novo procedimento de contagem apos 5 minutos. Se
mesmo assim ndo atingir a quantidade de 80%, o lote de gametas deve ser
descartado.

Agitou-se por 2 horas. Apos, inoculou-se os embrides nos tubos de ensaio
ja previamente preparados e aclimatados (FLUXOGRAMA 4), em suas
respectivas concentragdes:

- Omeprazol e Lansoprazol: 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78
mg.L";

- Amoxicilina: 2000; 1000; 500; 250; 125 mg.L™;

- Bauhinia forficata e Cocos nucifera (endosperma solido e mesocarpo):
100; 50; 25; 12,5; 6,25 mg.L'1 - a partir da fragcdo aquosa seca e do extrato
aquoso bruto seco, respectivamente.

A grade com teste pronto foi mantida em cédmara de germinagédo e
fotoperiodo por 36 horas e na temperatura entre 24°C a 28°C, apéds este periodo,
foi verificado se houve, no minimo, 80% de larvas em estagio pluteus nos tubos
controle. Isso ocorre realizando a leitura dos 100 primeiros organismos. Caso
ndo tenha atingido o desenvolvimento satisfatério, realiza-se nova analise apos
1 hora e assim por diante até atingir o prazo maximo de 42 horas. Estando
satisfatério, o ensaio € encerrado sendo fixado com 0,5 mL de formol tamponado.
Apos este procedimento, o teste esta liberado para a leitura.
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| Echinometra lucunter |
| Estimulacio |
Avaliaciodos | Coleta Coleta
ovécitos Gametas femininos Gametas masculino
Fecundacio
(sob agitacao-2h)
/ .
Contagem de embrides | Inoculagio :
(tubo de ensaio) | I

Fluxograma 4. Ensaio crénico ecotoxicolégico.

2.5.1.4 Leitura e interpretacao dos resultados

A analise dos resultados foi feita por microscopia em objetiva de 40x, em
microscopio Meiji®, com o auxilio da camara de Sedgwick-Rafter para a analise
do estagio larval dos 100 primeiros individuos contados em cada réplica. Os
estagios anormais sdo aqueles anteriores ao estagio de desenvolvimento da
larva pluteus (ovo, morula, blastula e gastrula) ou até mesmo larvas pluteus com
atraso em seu desenvolvimento com relagdo ao controle. A leitura se iniciou pelo
controle.

O ensaio € valido quando, ao término, 80% das larvas atingem o estagio
pluteus bem desenvolvidos nos tubos controle.

Os resultados apresentados em todas as réplicas dos testes foram
anotados, a fim de encontrar os valores de toxicidade seguindo o protocolo da
United States Environmental Protection Agency (USEPA, 2002) e para todos os
testes foram calculados a média, o desvio padrédo (DP) e o coeficiente de
variagéo (CV).

As concentragdes que causaram inibicdo no desenvolvimento embrio-
larval de E. lucunter em 50% dos organismos, Clso (concentragao inibitoria
média), e os intervalos de confianga foram obtidas através do método de
Interpolacéo Linear (USEPA, 1988), através do software The Inhibition
Concentration (ICp) (Verséo 2.0).
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2.5.2 Ensaio de toxicidade aguda

Os procedimentos foram realizados de acordo com a norma ABNT/NBR
12713/2016, que estabelece parametros para a execucdo dos testes de
toxicidade aguda em Daphnia sp.

O teste foi feito com a agua reconstituida em laboratério que se
assemelha as suas condigdes naturais de vida. A agua foi utilizada para o cultivo
dessas, bem como para a realizagao dos testes. Deve ter a dureza entre 40 e 48
mg.L'1 CaCOs; e opHentre 7,0 a 7,6. Isto se aplicou tanto para o controle quanto
para diluicdo dos farmacos e extratos a serem avaliados. O controle e cada
amostra (cada qual com suas concentragdes respectivas) foram:

- Omeprazol e Lansoprazol: 1000; 500; 250; 125; 62,5 mg.L'1;

- Amoxicilina: 2000; 1000; 500; 250; 125 mg.L™;

- Bauhinia forficata e Cocos nucifera (endosperma solido): 1600; 800;
400; 200 mg.L'1 - a partir do da fragao aquosa seca.

- Cocos nucifera (mesocarpo): 400; 200; 100; 50 mg.L”" — a partir do
extrato aquoso bruto seco.

As amostras foram acomodadas e identificadas na grade, em tubos de
ensaio e em ordem crescente. O tubo-controle continha somente a agua
preparada, enquanto os demais tubos continham suas concentracbes
respectivas com q.s.p. 10 mL. Logo apds o preparo dos tubos, a grade foi para
a camara para aclimatacdo, evitando assim, que as neonatas ficassem
estressadas com a diferenca de temperatura e que isto interferisse na qualidade
do ensaio.

Apo6s 15 minutos, foram inoculadas cinco neonatas em cada tubo com o
auxilio da pipeta de Pasteur e lampada fluorescente. As neonatas devem possuir
idade entre 6 e 24h. Apds este processo, transferiu-se as grades para a camara
de germinagao, que possui temperatura controlada em aproximadamente 20°C
+ 2°C (FLUXOGRAMA 5). Apos 48 horas, a grade foi retirada e contra a luz
fluorescente é avaliada a mortalidade ou imobilidade das neonatas submetidas
ao teste. Esta leitura se realiza a olho nu.
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Daphnia similis
(neonatas)

l

Coleta
(béquer 100mL)

|

Aclimatacio
(15 minutos — cimara de germinacio)

|

Inoculacio |,
(tubo de ensaio)

Leitura

Fluxograma 4. Ensaio agudo ecotoxicolégico.

Com a finalidade de calcular os valores de CEsp (concentragao efetiva mediana)
para os testes com D. similis, utilizou-se o método estatistico Trimmed Spearman
Karber (Hamilton et al., 1977), através da utilizagdo do Software Trimmed
Spearman-Karber (verséo 1.5), o qual tem capacidade de calcular o valor pontual
e preciso da CEsg e os intervalos de confianga.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises fitoquimicas preliminares
3.1.1 Analises de taninos

Os resultados dos testes para a identificagao de taninos, tanto da FrAq
de Bauhinia forficata, quanto do extrato aquoso bruto do mesocarpo e
endosperma sélido de Cocos nucifera, apresentaram o mesmo perfil fitoquimico
para esta classe, como se pode observar na tabela 4.



62

Tabela 4 - Resultado das reagdes para taninos presentes na FrAq de B. forficata e nos
extratos brutos do mesocarpo e endosperma soélido de C. nucifera.

Sais de chumbo Sais de ferro Acetato de chumbo
B. forficata (+) (+) )
C. nucifera (+) (+) )
(mesocarpo)
C. nucifera (+) (+) )

(endosperma soélido)

Legenda: (+) indica a presenga de taninos; (-) indica a auséncia de taninos.

Pela sua estrutura fendlica, a conformagao dos taninos garante grande
reatividade quimica devido a formac&o de pontes de hidrogénio intra e
intermolecular. Dessarte, apenas um mol de taninos interage com doze moles
de proteinas, 0 que assegura a possibilidade destes de serem identificados por
precipitacdo. E, por serem altamente oxidaveis, ocorre o escurecimento da
solugéo teste quando influenciado pela presenga de metais (MONTEIRO et al.,
2005). Observa-se este fendmeno nos testes realizados para a FrAqg de Bauhinia
forficata (FIGURA 28), para o extrato aquoso bruto do mesocarpo (FIGURA 29)
e do endosperma sélido (FIGURA 30) de Cocos nucifera.

Para os trés compostos, as reagbes com sais de chumbo apresentaram
um precipitado denso indicando a presencga de taninos. Em concordéncia, as
reacbes com sais de ferro também deram resultado positivo com coloragao
esverdeada, sendo indicativo da presenca de taninos do tipo condensados e
resultado negativo para a reagcdo de acetato de chumbo (e acido acético)
confirmando a auséncia de galhotaninos (COSTA, 2002).

Figura 28. Resultados das analises de sais de chumbo (A) e sais de ferro (B) (FrAq — B.
forficata) Painel A, tubo 1 — controle; tubo 2 — resultado positivo para o teste com sais de
chumbo (formacgéo de precipitado — presenca de tanino). Painel B, tubo 1 — controle; tubo 2 -
resultado positivo para o teste com sais de ferro (coloragéo esverdeada — tanino condensado).
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Figura 29. Resultados das analises de sais de chumbo (A) e sais de ferro (B) (mesocarpo
— C. nucifera) Painel A, tubo 1 — controle; tubo 2 — resultado positivo para o teste com sais de
chumbo (formacgao de precipitado - presenga de tanino). Painel B, tubo 1 — controle; tubo 2 -
resultado positivo para o teste com sais de ferro (coloragédo esverdeada — tanino condensado).

| .|
Figura 30. Resultados das analises de sais de chumbo (A) e sais de ferro (B)
(endosperma sélido — C. nucifera) Painel A, tubo 1 — controle; tubo 2 — resultado positivo
para o teste com sais de chumbo (formacgéo de precipitado - presenca de tanino). Painel B,
tubo 1 — controle; tubo 2 - resultado positivo para o teste com sais de ferro (coloragéo
esverdeada — tanino condensado).

Um estudo correlaciona atividades analgésicas e a eliminacdo de
radicais livres com o extrato aquoso da fibra do coco. Neste caso, os testes foram
in vivo e in vitro. O extrato aquoso de Cocos nucifera foi administrado via oral
nas dosagens de 200 e 400 mg/kg, reduzindo a resposta de contor¢éo que foi
promovida pela administracao de acido acético. No mesmo estudo, o ensaio de
"tail flick" e "hot plate" mostraram que 200 mg/kg do mesmo extrato induziu a
reducdo na resposta frente ao estimulo de calor. A analgesia central também foi
avaliada e revertida pela naloxona, sendo indicativo que a analgesia promovida
pelo extrato € mediada por receptores opidides. Ensaios fotométricos de 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil-hidrato (DPPH) também foram realizados e mostrou-se
que este extrato também possui agdo antioxidante (ALVIANO et al., 2004). Em

situagcédo de injuria gastrica, ocorre a formagédo do prostanoide do tipo PGE;
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responsavel por estimular os nociceptores aumentando a algesia presente em
processos inflamatorios. Assim nota-se a importéncia do extrato do coco no
tratamento de doengas gastricas, além de promover a agao antioxidante
largamente mencionada neste trabalho.

O coco possui acido graxo de cadeia média em abundéncia (65%) e
dentre eles pode-se destacar o acido laurico que é responsavel por 50% do teor
gorduroso do coco. Estes acidos graxos e suas derivagdes, possuem papel
importante na eliminagao das bactérias através da desintegragdo da membrana
lipidica bacteriana, assim, sendo eficaz contra ulceras ocasionadas pela
presenca da H. pylori (DEBMANDAL; MANDAL, 2011). Também justificando o
uso popular.

As atividades biologicas dos taninos est&o relacionadas, especialmente,
com suas caracteristicas adstringentes. Através do uso interno, possuem
atividades como antidiarréico e antisséptico por possuirem capacidade de
precipitacdo de proteinas, garantindo assim seu efeito bactericida e antifungico
e através do uso externo, protegem as camadas mais expostas da pele e
mucosas lesionadas, gragas a sua propriedade de se complexar tanino com
proteina ou com polissacarideos, auxiliando o processo de cura de forma natural
(MONTEIRO et al., 2005). Sendo assim, a presenc¢a de taninos poderia justificar
a indicacgao popular da planta no tratamento de ulceras.

Em outro estudo, o extrato aquoso bruto reduziu o tempo que os animais
levaram lambendo as patas com formalina e reduziu também a resposta
inflamatoria, inibindo a migracéo celular, extravazamento de proteinas e a
producao de TNF-a. Ja in vitro, o extrato foi um potente antioxidante e foi efetivo
contra S. Aureus e MRSA. O extrato atuou de forma sinérgica com a meticilina e
teve resultado indiferente quando combinado com vancomicina, abrindo espacgo

para nova terapéutica (SILVA et al., 2013).

3.1.2 Analises de flavonoides

Nos testes para a identificagdo de flavonoides, a FrAq de Bauhinia
forficata, o extrato aquoso bruto do mesocarpo e do endosperma sélido de Cocos
nucifera, apresentaram perfil fitoquimico distinto para esta classe, como se pode
observar na tabela 5.
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Tabela 5. Resultado das reagdes para flavonoides presentes na FrAq de B. forficata e
nos extratos brutos do mesocarpo e endosperma soélido de C. nucifera.

Shinoda Hidréxido de sédio Cloreto férrico
B. forficata ) ) (+)
C. nucifera (i) (+) (+)
(mesocarpo)
C. nucifera (-) (i) (+)
(endosperma
solido)

Legenda: (+) indica a presenca de flavonoide; (-) indica a auséncia de flavonoide; (i)
indica resultado inconclusivo.
Na investigacdo de flavonoides para Bauhinia forficata, somente a
reacao de cloreto férrico apresentou resultado positivo, evidenciando coloragao
esverdeada, como se pode observar na figura 31:

Figura 31. Resultados das analises de cloreto férrico (A) (FrAq — B. forficata) Painel A,
tubo 1 — controle; tubo 2 — resultado positivo para o teste com cloreto férrico (coloragéo
esverdeada).

A coloragédo esverdeada obtida através da reagdo com cloreto férrico,
associada aos resultados negativos para os testes de Shinoda e hidroxido de
sbédio, sao indicativos da presenca de isoflavona. Contudo, o cloreto férrico
também identifica taninos e levando em consideracdo a extragao fracionada,
realizada para as folhas Bauhinia forficata, torna-se dificil cravar o resultado
como isoflavona, sendo apenas um indicativo.

Ja na pesquisa de flavonoides da por¢do do mesocarpo, a reagdo com
hidroxido de sédio apresentou-se positiva, podendo-se observar o
desenvolvimento da coloracdo amarelada e na reagdo com cloreto férrico, se

verifica a coloragdo verde-castanho (FIGURA 32) também apresentando
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resultado positivo.

Figura 32. Resultados das analises de hidréxido de sédio (A) e cloreto férrico (B)
(mesocarpo - C. nucifera) Painel A, tubo 1 — controle; tubo 2 — resultado positivo para o teste
com hidroxido de sédio (cor amarela — presenga de chalconas). Painel B, tubo 1 — controle;
tubo 2 - resultado positivo para o teste com cloreto férrico (verde-castanho).

A coloracdo amarela € indicativa da presencga de flavonoide dos tipos

chalconas.
Na pesquisa também de flavonoides, porém do endosperma solido, a
unica reagao que apresentou resultado positivo foi a de cloreto férrico,

evidenciada pela coloragao verde-castanho (FIGURA 33).

Figura 33. Resultados das analises de cloreto férrico (endosperma sélido - C. nucifera)
Tubo 1 — controle; tubo 2 - resultado positivo para o teste com cloreto férrico (verde-castanho).

A coloracédo verde-castanho resultado das reacdes de cloreto férrico,
presente nas duas por¢des de Cocos nucifera, sugere a presenga de compostos
fendlicos gerais. Isto inclui a classe dos taninos, ja discutido anteriormente,
tornando dificil sua identificagdo através desta metodologia. Segundo Simdes
(2010), solventes com maior polaridade como a agua extraem de forma eficiente

agliconas poli-hidroxiladas, flavonas e flavondis mais polares, auronas e
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chalconas.

Os resultados inconclusivos para os testes de Shinoda (mesocarpo) e
hidroxido de sodio (endosperma solido) se deu pelo fato do préoprio composto a
ser testado ja apresentar forte coloragao, ficando dificil a identificagdo através
dos métodos colorimétricos.

Em estudo realizado com Bauhinia forficata coletadas em duas diferentes
cidades, com a fragdo metandlica e pelo método de cromatografia em camada
delgada, foram detectadas a presenga de flavonoides e de taninos condensados
(leucoantocianidinas), coincidindo com os dados obtidos no presente estudo
(MARQUES et al., 2012).

Ja no estudo de caracterizacdo de Bauhinia forficata também foram
encontrados compostos do tipo tanino e flavonoide (MIYAKE; AKISUE; AKISUE,
1986). Compostos fendlicos, flavonoides e taninos condensados também foram
encontrados em outro estudo com Bauhinia forficata (MICELI et al., 2015).
Esquenazi et al. (2002) analisaram o extrato da fibra do coco e identificaram os
compostos catequinas e epicatequinas, sendo estes considerados como taninos
condensados, consoante aos resultados obtidos neste trabalho.

No estudo realizado por Lima et al., (2015) foram realizadas analises
fitoquimicas do extrato etandlico do mesocarpo que apresentaram fendis,
taninos, leucoantocianidinas e flavonoides, também em acordo com este
trabalho. Obidoa et al., (2009) realizaram um estudo com a identificacdo de
compostos quimicos do endosperma de Cocos nucifera e encontraram a
presenca de taninos com a extracao realizada utilizando solvente polar e apolar.

Contudo, n&o encontraram flavonoides em nenhuma destas fragdes.

3.2 Dosagem de compostos fendlicos totais

Os resultados obtidos nas analises de compostos fendlicos totais para os
extratos e fracdo estdo demonstrados na tabela 6.
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Tabela 6 - Quantidade de fenodlicos totais presentes na FrAq de B. forficata e no extrato
bruto do mesocarpo e do endosperma sdlido de C. nucifera.
Compostos fendlicos totais

(mg/g)
B. forficata 9,39
C. nucifera 22,49
(mesocarpo)
C. nucifera 16,52

(endosperma sélido)

As quantidades de compostos fendlicos apresentaram determinada
discrepancia e isso pode ser atribuido, primordialmente, por se tratar de plantas
de espécies diferentes. Este fato por si s6 ja caracteriza um perfil quimico
diferenciado. Entretanto, o método de extragcdo distinto também pode ter
contribuido para isto. Enquanto as folhas de Bauhinia forficata foram submetidas
aos testes apds a extracao fracionada, as por¢cdes do mesocarpo e endosperma
sélido foram submetidas aos testes apds a obtencao do extrato bruto.

A extragao fracionada, como supracitada, foi feita na seguinte ordem:
hexano, cloroférmio, n-butanol e agua. A fragdo majoritaria para a extragéo de
flavonoides € a n-butandlica, contudo, a fracdo utilizada foi a aquosa,
subsequente a n-butandlica. Tal fato pode explicar a quantidade de compostos
fendlicos totais reduzidos de Bauhinia forficata em comparagao aos extratos

brutos com Cocos nucifera.

3.3 Analise em espectrometria de massas (MS)

Com o objetivo de compreender as atividades farmacoldgicas atribuidas
aos flavonoides da FrAq de Bauhinia forficata, aléem das analises fitoquimicas
preliminares, também foram realizadas analises por espectrometria de massas.
Assim, & possivel que haja maior lucidez na sugestdo de quais moléculas

possam exercer agao bioldgica e assim correlacionar com o uso tradicional.

3.3.1 Analises da FrAq de Bauhinia forficata por MS
Os componentes identificados na FrAq de Bauhinia forficata estao

listados na tabela 7.
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Tabela 7 - Compostos identificados na FrAq de B. forficata.

Componentes [M-H]", m/z
Quercetina-3-O-ramnosideo 449,0
Quercetina-3,7-O- diramnosideo 594,8

Em um estudo realizado com extrato hidroalcodlico de Bauhinia forficata
através do método de HPLC-DAD-ESI/MS, foram encontrados 13 compostos
pertencentes a classe dos flavonoides. O aparecimento no MS? e/ou no MS® na
forma desprotonada das agliconas em m/z 284/285 e 300/301 sao indicativos
que tais compostos sejam derivados do kaempferol-3-O- e quercetina-3-O-
(FIGURA 34) (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970 apud FERRERES, 2012).

OH @)

Figura 34. Nucleo quercetina (aglicona) (C4sH1007 - 302u).
Fonte: Chemspider (2018)

Estas analises revelaram a presenca de flavonoides na FrAq estudada,
em especial a quercetina como nucleos de agliconas, corroborando com os
resultados encontrados por Pizzolatti et al. (2003).

Os compostos encontrados nas analises de espectrometria de massas
foram a Quercetina-3-O-ramnosideo (quercitrina) (FIGURA 35) e Quercetina-
3,7-O- diramnosideo (FIGURA 36) apresentando o seguinte padrao de clivagem
(FIGURAS 37 e 38) nas energias aplicadas (5V e 15V) e analisadas por ESI-MS

em modo positivo.



70

Spectrum 1A, oct 11 2016 14-42.xms, 449.0>200.0:450.0 [-5.0V]
BP: 443,0 (622861=100%) 1.071 min, Scan: 302, lon: NA, RIC: 1,468e+6 |
- 449.0
100%— 623861
302.9
529731
75% ]
50% ]
286.9
1 174543
25% b
0% L \ . L 1l
T 200 250 300 350 abo 450
Acquired Range ~ m/z

Figura 35. Molécula identificada como Quercetina-3-O-ramnosideo apresentando o ion
pseudo-molecular de [M+H]" em 449,0 m/z. O fragmento de m/z 302,9 sugere a perda do
residuo de ramnosil (146u). O fragmento de m/z 302,9 indica a presenga da quercetina como
nucleo flavonoide (aglicona), conforme mencionado anteriormente por Ferreres et al. (2012), e
o fragmento de 286,9 surge a partir da perda de 16 u.m.a. (&nion do oxigénio atémico (O-) ) a
partir da molécula da quercetina, conforme Scigelova et al. (2011).

Spectrum 1A, oct 11 2016 15-20.xms, 594.9>200.0:595.0 [-15.0V] 1o]X]
BP: 286.9 (22582=100%) 1.844 min, Scan: 487, lon: -231979952217142750000000000000000000000000000000000
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Figura 36. Molécula identificada como Quercetina-3,7-O- diramnosideo apresentando o ion
pseudo-molecular de [M+H]" em 594,8 m/z. O fragmento de 449,2 sugere a perda de um
residuo ramnosil (146 u.m.a). O fragmento de m/z 302,9 sugere a perda do segundo residuo de
ramnosil (146u). O fragmento de m/z 302,9 indica a presenca da quercetina como nucleo
flavonoide (aglicona), conforme mencionado anteriormente por Ferreres et al. (2012), e 0
fragmento de 286,9 surge a partir da perda de 16 u.m.a. (anion do oxigénio atémico (O-) ) a
partir da molécula da quercetina, conforme Scigelova et al. (2011).

A identificagdo destas moléculas foi baseada no fragmento residual de
m/z 302,9 da quercetina (aglicona), como supracitado e também é evidenciado
o residuo ramnosil (146u).
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Miceli et al. (2015) realizaram um estudo com Bauhinia forficata com
acetato de etila, onde também encontrou Quercetina-3-O-ramnosideo nas
analises realizadas em HPLC-PDA-ESI-MS em modo negativo.

HO

OH
m/z 146

Figura 37. Quercetina-3-O-ramnosideo.
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Figura 38. Quercetina-3,7-diramnosideo.

Segundo a Embrapa (2010), Bauhinia forficata contém compostos como
os flavonoides (kaempferol, rutina e quercetina) e taninos, corroborando com os

resultados obtidos neste estudo.
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Pizzolatti et al., (2003), em um estudo realizado com as folhas de Bauhinia
forficata com a finalidade de descrever o isolamento e identificacdo de
kaempferol e de mais cinco compostos glicosilados, também encontrou
compostos que possuem kaempferol e quercetina como agliconas.

Outro estudo que atribui as caracteristicas quimicas a Bauhinia forficata,
identifica compostos glicosidicos contendo agliconas de quercetina também em
sintonia com os resultados aqui presentes (SALGUEIRO et al., 2013).

Flavonoides como a quercetina e o kaempferol sdo compostos
pertencentes a classe dos flavonoides tipo flavonodis. Esta tem grande peso
quanto a a¢ao anti-inflamataria, pois possui a capacidade de inibicao da enzima
PLAZ2, lipoxigenase, COX e reduz a sintese de oxido nitrico por modular a enzima
NO sintetase (iNOS). No que pertine acerca da a¢ao de redugéo da liberagao de
citocinas, encontra-se também os flavondis mircetina, quercetina, rutina e as
flavonas (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).

Como supramencionado, os radicais livres sao altamente reativos e
avidos por elétrons, pois se encontram instaveis e desemparelhados. A acgéo
antioxidante dos flavonoides se da pelo fato desta classe ser doadoras de
elétrons, estabilizando estes compostos. A composi¢cdo dos flavonoides € rica
em hidroxilas que reagem e inativam os &nions superdxidos e radicais de
peréxido de lipidios (MACHADO et al., 2008).

Inicialmente a quercetina foi classificada como vitamina P e foi
comprovada a sua agado na manutencao da resisténcia e integridade dos
capilares. (ALVES et al., 2010; SIMOES et al., 2010).

Porém, Lopez-Posadas et al. (2008) mostraram em seu trabalho que, em
condigbes normais, as enzimas INOS e COX-2 ndo foram alteradas quando
submetidas a exposi¢do com flavonoides. Quando estimuladas as células dos
esplendcitos de ratos com concavalina, houve aumento de ambas enzimas.
Quando testada, a quercetina impediu totalmente a indugao de iINOS e reduziu
a COX-2. Ja quando se compara isoramnetina com a quercetina, sobre as
atividades das mesmas enzimas, notou-se que a aglicona possui um efeito muito
maior de inibicdo do que a versao glicosilada. Isso se deve, provavelmente, as
caracteristicas mais lipofilicas das agliconas.

E de suma importancia salientar que, em condigdes fisiolégicas normais,

os prostandides possuem fungéo de prote¢ao gastrica e que é necessario avaliar



73

a especificidade enzimatica.

Ja Friesenecker, Tsai, Intagliatta, (1995) afirmam que flavonoides como a
quercetina também podem diminuir a ativagdo do sistema complemento,
reduzindo entdo a adesdo ao endotélio de células inflamatérias, diminuindo
assim esta resposta.

Em um estudo que avaliou os efeitos da quercetina no estbmago, notou-
se que esta na dose de 200 mg/kg, teve atividade protetora e também reduziu o
indice de ulcera e tendo aumento dos niveis de muco e glicoproteina (LA
LASTRA; MARTIN; MOTILVA, 1994).

Neste mesmo estudo, o autor sugere que a quercetina possui fungéo de
citoprotecédo através da estimulacdo de prostaglandina, inibicdo da sintese de
leucotrienos (favorece o aumento da permeabilidade vascular), estimulagéo da
secregao de muco e que ainda possui atividades antioxidantes.

Modulando a prostaglandina e COX e reduzindo a lipoxigenase, ha uma
reducdo na formacido de prostandides e consequentemente da inflamacgao.
Inibindo a INOS ocorre menor permeabilidade capilar e com isso menor migragao
leucocitaria ao local inflamado. A reducdo das citocinas significa menor
recrutamento de células pré-inflamatérias. Com a agdo antioxidante e a
capacidade da quercetina de manter a integridade vascular, colabora e muito,
para a manutengao de um tecido gastrico saudavel.

A Kaempferitrina é considerada um bom marcador quimico para esta
espécie, uma vez que so é encontrada nas folhas de Bauhinia forficata (ENGEL
et al., 2008). Contudo, esta n&o foi encontrada neste estudo.

Tal fato pode ser atribuido pelo processo extrativo administrado, onde a
fracdo n-butanolica seria a mais eficiente para extrair flavonoides (REY, 2016).
Porém, neste estudo, foi realizada a extracédo fracionada e utilizada a fracao
aquosa, com isso € importante considerar que, no caso de métodos extrativos,
a extracao fracionada utilizando a fracdo aquosa nao seria a mais indicada para
a extragao de flavonoides, tendo quantidades significativamente reduzidas.

Se tratando de um estudo com o cha das folhas de Bauhinia forficata
(infusdo das folhas em agua quente) se atribuiu os beneficios oferecidos a esta
planta aos altos indices de polifendis e flavonoides. Também foi mostrado que o
cha resultou em atividade de quelacéo do Fe*? de forma bem significativa e, além
disso, o cha ainda mostrou atividade de eliminacdo de DPPH (SALGUEIRO et
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al., 2013).

O ferro desempenha uma funcdo crucial na formacido de ERO. O
mecanismo de quelacdo do Fe*™ possui papel fundamental, pois assim reduz a
sua disponibilidade para reagir com HO,, reduzindo entdo, a formagédo de
radicais hidroxilos, que sdo altamente reativos e induzem a sérios danos a nivel
molecular (FIGURA 39). A diminuicdo deste mecanismo pode ser entendida
como agao antioxidante (SALGUEIRO et al., 2013; SAKANAKA; TACHIBANA;
OKADA, 2005).

Fe* + H,0, — Fe* + "OH + OH'

Figura 39. Formagéao de radicais hidroxilos
Fonte: NOGUEIRA et al., 2007.

Ja em outro estudo com Bauhinia forficata, ndo houve relagao entre a
quelagao de metais com fendis e flavonoides encontrados. Dessarte supde-se
que os flavonoides ndo sejam os responsaveis pelas agdes antioxidantes do
extrato bruto e sim outras classes de metabdlitos que formam o fitocomplexo
(MICELI et al., 2015).

Em uma pesquisa feita com a fracdo n-butandlica de Bauhinia forficata,
a atividade antiulcerogénica foi evidenciada além da atividade antioxidante. Isso
se deu pelo aumento de enzimas antioxidantes, redu¢ao da peroxidagao lipidica
e dos niveis de mieloperoxidase (MPO) que sao naturalmente encontrados em
processos ulcerosos (REY, 2016).

A divergéncia quanto a agdo antioxidante dos dois estudos pode ser
atribuida aos meétodos extrativos. Embora os solventes utilizados por Miceli
(acetato de etila) e por Rey (n-butanol), sejam majoritarios para a obtencéo de
compostos da classe dos flavonoides, a metodologia tanto de extragdo quanto
do teste de antioxidante de ambos foi distinta.

Em outro trabalho, ratas fémeas foram induzidas a diabetes por
streptozotocin e tiveram a redugao da atividade de superdxido dismutase (SOD).
Tal fato pode ser atribuido pela hipoinsulinemia, que aumenta a oxidagao de
gordura com a finalidade de obtengao energética. Contudo, este processo gera
H>O, que é responsavel por inativar a SOD. Quando submetidas ao tratamento

com o extrato de Bauhinia forficata, houve uma equiparagdo dos niveis de
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glutationa na forma reduzida (GSH) para grupos diabéticos e nao-diabéticos,
mostrando assim, que o extrato possui acao efetiva para o aumento de GSH
(VOLPATO et al., 2008). Mesmo que seja uma patologia diversa, o extrato se
mostrou efetivo no aumento das enzimas antioxidantes em comum com o
sistema gastrico.

Consoante a estes estudos, pode-se dizer que Bauhinia forficata &
eficiente no tratamento de problemas gastricos, através de mecanismos

antioxidantes e de modulacéo da cascata inflamatéria.

3.4 Analises ecotoxicolégicas

Quando o xenobidtico alcangca o ambiente aquatico, este possui uma
distribuicdo complexa delimitada pela performance do composto no meio
ambiente. Assim, leva-se em consideragao as propriedades fisico-quimicas do
composto, bem como sua concentragdo, além das caracteristicas fisico-
quimicas dos ecossistemas, para assim avaliar de forma adequada os efeitos a
biota (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

Segundo os mesmos autores, a absor¢do e a retencdo de um
determinado composto toxico, podem levar a um aumento da concentragcao
deste no individuo exposto, elevando o risco de causar efeitos deletérios ao
organismo.

Neste ponto é necessario mencionar a importancia da bioacumulagao.
Este termo trata da absorgdo do contaminante pelo organismo e se relaciona de
forma direta com a natureza quimica e biodisponibilidade do composto
(OLIVEIRA; MARTINEZ, 2011).

O processo de bioacumulagdo é dependente da biodisponibilidade do
contaminante associado a processos cinéticos como a absorc¢ao e eliminacéo,
caracteristicos de cada espécie. A toxicidade é baseada na relacdo entre a
exposi¢cao de um organismo, levando em considerac¢ao sua sensibilidade, frente
a contaminantes biodisponiveis. Também pode estar relacionada a natureza
lipidica do organismo e a competéncia em metabolizar um composto (USEPA,
2000).

Tratando farmacos como contaminantes de ambientes aquaticos, varios
fatores devem ser considerados. Inicialmente deve-se levar em conta a

polaridade, pois substancias com polaridade elevada possuem maior facilidade
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de se dissipar no meio hidrolégico. Outro fator que deve ser levado em
consideragao é o coeficiente de particdo n-octanol-agua (Kow). Este dado traduz
que quanto maior o valor de Kow, menor € a polaridade do farmaco, ou seja,
mais lipossoluvel este é. Assim, se pode estimar a distribuicdo ambiental bem
como a bioconcentracdo desses farmacos (PEDROZO; KUNO, 2008).

No decorrer das ultimas décadas, se tem utilizado como parametro os
valores de Kow para estimar o destino, comportamento e os efeitos dos
compostos quimicos nos ambientes aquaticos. O octanol é um solvente
considerado modelo, pois € semelhante aos tecidos lipidicos dos organismos,
assim, esse solvente € largamente utilizado para a particdo de compostos
quimicos de meios aquosos para matrizes organicas (ECETOC, 2017).

Considerando os fatos apresentados sobre o Kow e sua influéncia sobre
a toxicidade, foi elaborada uma tabela (Tabela 8), apresentando uma relag&o
diretamente proporcional entre os valores de Kow e os dados de efeito sobre os

organismos E. lucunter e D. similis, respectivamente.

Tabela 8 - Valores de Clso, CEso € Kow para E. lucunter e D. similis.

Clso (mg.L™") CEso (mg.L™) Kow

Amoxicilina 744,37 > 2000 0,97

B. forficata (Quercetina) 62,38 822,1 1,48
Endosperma sélido (Quercetina) 27,82 1057 1,48
Mesocarpo (Proantocianidina) 20,1 158,55 2,67
Omeprazol 10,36 341,21 2,23
Lanzoprazol 8,06 173,35 3,68

> que 2000 mg.L™": N&o é possivel observar efeito.

Quanto maior valor de Kow, menor valor de Clsp, ou seja, mais téxico.
Dos compostos apresentados, o Lanzoprazol lidera o ranking, sendo o que
apresentou menor valor de Clsp € maior valor de Kow, o que remonta a
importancia deste parametro fisico-quimico para avaliar toxicidade ao meio
ambiente através de estudos em organismos-teste.

Em consoante, a Amoxicilina apresenta menor valor de Kow, e com isso,
maior valor de Clsp, sendo a que, supostamente, causaria menor efeito ao meio
ambiente dentro dos compostos avaliados. Bauhinia forficata foi o composto
natural que apresentou menor toxicidade e isso pode ser atribuido ao tipo de

extracdo. Esta foi submetida a extracdo fracionada e assim, outros compostos
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ficaram retidos em fases anteriores. Diferentemente, com Cocos nucifera, foi
feito um extrato bruto, carreando maior parte de compostos como um todo.

Sendo largamente conceituada, a diretiva europeia 93/67 € utilizada para
notificar e classificar compostos com potencial risco ambiental. Com resultados
obtidos por pesquisas realizadas em laboratério, é possivel tragar o perfil
ecotoxicolégico do composto de interesse. Estes resultados sdo expressos
através da Clsp e CEsp, sendo assim, os compostos sao classificados como
extremamente téxicos (Clspe CEsp < 0,1 mg.L™); muito toxicos (Clso e CEsg entre 0,1
e1 mg.L™"); toxicos (Clsp € CEsp entre 1 e 10 mg.L™); nocivos (Clso e CEsg entre 10 e
100 mg.L™") e néo toxicos (Clso € CEsg maior que 100 mg.L™") (CEC, 1996).

De acordo com a diretiva europeia 93/67/CEE o Lanzoprazol pode ser
classificado como “téxico”. O Omeprazol, mesocarpo, endosperma solido e
Bauhinia forficata podem ser classificados como “nocivos” e a Amoxicilina pode
ser classificada como “ndo toxico”, considerando os dados dos testes com E.
lucunter.

Ja para os testes realizados com D. similis, nenhum composto foi
considerado “toxico”, de acordo com a diretiva europeia. Mas como mencionado,
a grande problematica sdo os valores de Kow mais altos e que possuem alta
eficiéncia em bioacumulagdo e assim, um suposto esgotamento do sistema de
metabolizagcdo do organismo, quando passivel deste.

Nestes testes também pbde se observar que os valores de Kow e CEsp
sdo inversamente proporcionais, mais uma vez justificadas pelo coeficiente de
particéo.

Outros estudos também apontam a importancia de testes de
ecotoxicidade com os mesmos farmacos aqui trabalhados, porém, com outras
especies (TABELAS 9 e 10).



Tabela 9 — Estudos de efeitos toxicos de Amoxicilina em outras espécies.
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Organismo-teste Efeito téxico Concentragao Referéncia
Microcystis Crescimento LUTZHOFT;
aeruginosa CEso 0,0037 mg.L™” HALLING-

(alga) SORENSEN;
JORGENSEN,
1999.
Microcystis Aumento Superdxido 50ng.L" a
aeruginosa dismutase, catalase e 1 mg.L'1 LIU et al., 2015
(alga) peroxidade.
Rhodomonas salina Crescimento LUTZHOFT;
(alga) CEso 3.108 mg.L™ HALLING-
SORENSEN;
JORGENSEN,
1999.
Synechococcus Crescimento ANDREOZZI et
leopolensis CEso 0,002 mg.L” al., 2004.
(alga)
Synechocystis sp. Comprometimento PAN et al., 2008.
(alga) das etapas da 50 mg.L'1
fotossintese
Danio rerio Ecloséo prematura OLIVEIRA et al.,
(peixe zebra) CEso 132,4 mg.L” 2013.
Danio rerio Edemas e 221 mg.L—1;
(peixe zebra) deformidades na 380 mg.L—1; OLIVEIRA et al.,
cauda 654 mg.L-"; 2013.
1,125 mg.L-".
Danio rerio Aumento de OLIVEIRA et al.,
(peixe zebra) Glutationa S- 1 mg.L—1 2013.
transferase
(branquias)
Perna perna Desenvolvimento
(mexilhao) embrio-larval BENTO, 2015.
Clso 835 mg.L-'
CEO 1000 mg.L-'

A toxicidade de algas frente a amoxicilina foi investigada, e esta mostrou
efeito tdxico sobre as espécies M. aeruginosa e R. salina, interferindo na taxa de
crescimento (LUTZH@FT; HALLING-S@RENSEN; JORGENSEN, 1999). Em
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outro estudo também realizado com algas e amoxicilina, concentra¢des na faixa
de 50 ng.L-1 a 50 mg.L-' nao foram téxicas para organismos de natureza
eucariodtica, porém, apresenta valores de toxicidade para Synechococcus
leopolensis. Métodos padronizados para avaliagcdo de efeito toxico de
xenobidticos em agua doce, se baseiam no estudo através de organismo-teste,
que geralmente acrescentam pelo menos uma espécie de microalga, uma vez
que estas fazem parte de um dos componentes mais vulneraveis do ecossistema
(ANDREOZZI et al., 2004).

Outro estudo com cianobactérias Microcystis aeruginosa, mostrou que
esta apresenta-se vulneravel a agdo da amoxicilina. O antibiético estimulou as
atividades de superédxido dismutase, catalase e peroxidade durante todo o
periodo de exposic¢ao (LIU et al., 2015). Estes dados mostram a importancia do
uso de mais de uma espécie para avaliar efeitos toxicos para que estes
resultados traduzam a realidade (ANDREOZZ| et al., 2004).

Mais uma pesquisa com amoxicilina, mostra que esta possui efeito toxico
na fotossintese de Synechocystis sp. Através de diversos testes de fluorescéncia
de clorofila in vivo, houve efeito inibitério no fotossistema Il e que tais efeitos sédo
dependentes da concentragao (PAN et al., 2008).

Ja em estudo com peixes e amoxicilina, esta afetou a taxa de eclosao e
também interferiu na atividade enzimatica tanto em embrides quanto adultos.
Também mostrou uma tendéncia de inibicdo da enzima catalase e inducéo de
glutationa-S-transferases em adultos. Tais alteragbes podem ter impactos

negativos para estes peixes expostos a contaminagéao (OLIVEIRA et al., 2013).
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Tabela 10 — Estudos de efeitos toxicos de Omeprazol em outras espécies.

Organismo-teste Efeito téxico Concentragao Referéncia
Tetraselmis suecica Crescimento
(micro-alga marinha) Hiperpolarizagdo de SEOANE;
membrana ESPERANZA;
plasmatica 114.05 mg.L™ CID, 2017
Aumento ERO
CE50
Sparus aurata Diminuicao da
atividade da
Glutationa S- Costa, 2018.
transferase 0,003 mg.L'1

(branquias)

Daphnia magna CEs 11,95 mg.L'1 GARCIA et al.,
2014.

Alga verde CEs 9,14 mg.L'1 GARCIA et al.,
2014.

Com relagdo ao Omeprazol, o estudo com Tetraselmis suecica mostrou
que o farmaco causou reducao no crescimento, hiperpolarizagdo de membranas
tanto citoplasmaticas quanto mitocondriais, além da formag&o grande
quantidade de ERO. Assim, o Omeprazol pode alterar as bombas de prétons em
organismo nao alvos, modificar a homeostase do pH e acumular ERO causando
efeitos deletérios no organismo (SEOANE; ESPERANZA; CID, 2017).

Segundo Costa (2018), o Omeprazol mostrou importante diminui¢do da
atividade da Glutationa S-transferase em branquias e figado de Sparus aurata.
Tal fato pode ser atribuido pela indugédo do stress oxidativo causado pelo
metabdlito omeprazol sulfito, superar a capacidade de enzimas antioxidantes
como catalase e Glutationa S-transferase. Em estudo com Daphnia magna e
alga verde, este farmaco também apresentou toxicidade CE50 (11,95 mg.L™ e
9,14 mg.L™) respectivamente (GARCIA et al., 2014).

Ainda tratando de compostos fitoterapicos, estes possuem o

fitocomplexo, ou seja, diversas substéncias presentes na mesma planta, que
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podem se comportar de forma mais toxica ou menos téxica quando apresentadas
na forma de “complexo”. Em contrapartida, a versao isolada também pode ter
um comportamento mais ou menos agressivo ao meio ambiente. De qualquer
forma, neste estudo foi avaliado o composto de maior prevaléncia em cada
espécie, e isso ndo significa que outros compostos pertencentes a mesma planta
nao apresentem comportamento diferente quanto a toxicidade ao meio aquatico.
E aqui que entra uma nova discussao e perspectiva quanto a diretriz europeia,
que trata dos compostos de forma isolada, sendo que a propria planta nao é
encontrada neste modelo.

Diante deste cenario, é viavel a elaboragdo de um novo documento,
capaz de traduzir de forma mais fidedigna a toxicidade de medicamentos
fitoterapicos como um complexo e nao somente na sua forma isolada, como este
€ encontrado na forma natural.

Os farmacos nos ambientes aquaticos tornam-se mais complexos a
medida que se tem a necessidade ndo s6 de avaliar o composto em si, mas
como ele se comporta em ambientes e organismos diferentes. Langando mao de
mais um desafio acerca do estudo de farmacos no meio aquatico, ha de se levar
em consideragdo ndo s6 a molécula em sua versdo integra, mas também os
metabalitos.

Como supracitado, os farmacos podem gerar metabalitos diversos. Para
serem eliminados, esses metabdlitos se tornam quimicamente mais
hidrossoluveis, contudo, estes ainda podem ser mais ativos, menos ativos ou
inativos.

Grande parte da literatura trata sobre a existéncia de drogas e os efeitos
causados em organismos aquaticos modelo, no entanto ha poucos dados sobre
seus respectivos metabdlitos (DELLAGRECA et al., 20006).

Por exemplo, tratando sobre o grau de metabolismo, este pode ser
variavel entre as classes quimicas ou até mesmo variar dentro de uma mesma
classe. Assim, € possivel citar as tetraciclinas e os macrolideos que possuem
menor taxa metabdlica, ja as lincosamidas, fluoroquinolonas e as sulfonamidas
possuem moderada a elevada taxa de metabolismo (BOXALL, 2004).

Para delimitar processos gerenciais de monitoramento ambiental de
produtos farmacéuticos, € necessario conhecer o comportamento ambiental nao

s6 da molécula de origem, mas também dos seus metabdlitos em ambientes
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aquaticos.

4. Conclusao

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, observou-se a
presenca de taninos condensados e flavonoides nos extratos avaliados e maior
concentracdo de compostos fendlicos para o mesocarpo de C. nucifera, fato que
possivelmente resultou em maior toxicidade para este extrato em relagdo ao
endosperma solido de C. nucifera. Para analise de espectrometria de massas da
fragdo aquosa de Bauhinia forficata, foram encontrados os compostos
Quercetina-3-O-ramnosideo e Quercetina-3,7-O- diramnosideo. No que se
refere aos testes de toxicidade, embora ndo tenham sido observados efeitos
agudos, foi possivel observar efeitos crénicos tanto dos compostos sintéticos
quanto dos compostos naturais. O composto que apresentou maior toxicidade
cronica foi o Lanzoprazol, seguido do Omeprazol e do Mesocarpo (20,1 mg.L™),
enquanto a Amoxicilina apresentou menor toxicidade (744,37 mg.L™"). Além
disso, foi possivel aplicar uma classificagdo com relagdo a toxicidade dos
compostos de acordo com a diretiva europeia 93/67/CEE. O Lanzoprazol foi o
composto que apresentou maior toxicidade e foi classificado como “toxico”. O
Omeprazol, mesocarpo, endosperma solido e B. forficata foram classificados
como “nocivos” enquanto a Amoxicilina foi classificada como “ndo toxica” nos
testes com E. lucunter. Ja para os testes realizados com D. similis todos os
compostos foram classificados como “ndo toxicos”, de acordo com a diretiva
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Resumo: Atualmente, diversos estudos em &ambito mundial tém relatado
problemas ambientais causados pela presenca de farmacos sintéticos,
entretanto, pouco se conhece sobre os possiveis efeitos ambientais ocasionados
por substancias naturais utilizadas na medicina farmacéutica. Diante deste
contexto, o presente estudo teve como objetivo realizar estudos
etnofarmacologicos e ecotoxicologicos das espécies vegetais Bauhinia forficata
e Cocos nucifera e comparar os problemas ambientais com farmacos utilizados
para o tratamento de ulcera gastica. Para identificar os compostos, foram
realizados ensaios fitoquimicos e tanto a fragcdo aquosa de Bauhinia forficata
quanto os extratos aquosos brutos de Cocos nucifera (mesocarpo e endosperma
sélido) foram submetidos as analises, por meio de ensaios cromaticos e/ou
precipitacdo. Para a espectrofotometria, a absorbancia foi medida em
espectrofotometro (CELM) a 750 nm. Posteriormente, também foi realizada para
a fracdo aquosa de Bauhinia forficata, analise em espectrometria de massa
através da identificacdo do ion precursor e ions provenientes da fragmentacgéo,
e comparados por paridade com dados de espectrometria de massas ja
existentes e descritos através da literatura de moléculas. Por fim, foram
realizadas analises de toxicidade para avaliagdo de efeitos crdénicos e agudos
com Echinometra lucunter e Daphnia similis, respectivamente. Nos ensaios
fitoquimicos foram detectadas a presenca de flavonoides e taninos do tipo
condensado. Na dosagem de compostos fendlicos, o endosperma sodlido
apresentou maior quantidade de fendlicos totais. Na analise de espectrometria
de massas de Bauhinia forficata, foram encontrados os compostos Quercetina-
3-O-ramnosideo e Quercetina-3,7-O- diramnosideo. No que se refere aos testes
de toxicidade, embora ndo tenham sido observados efeitos agudos, foi possivel
observar efeitos cronicos tanto dos compostos sintéticos quanto dos compostos
naturais. O farmaco que apresentou maior toxicidade crénica foi o Lanzoprazol
(8,06 mg.L™), seguido do Omeprazol (10,36 mg.L™"), e do Mesocarpo (20,1 mg.L"
), enquanto a Amoxicilina apresentou menor toxicidade (744,37 mg.L™"). Além
disso, foi possivel aplicar uma classificagdo com relagdo a toxicidade dos
compostos de acordo com a diretiva europeia 93/67/CEE. O Lanzoprazol foi o
composto que apresentou maior toxicidade e foi classificado como “toxico”. O
Omeprazol, mesocarpo, endosperma solido e B. forficata foram classificados
como “nocivos” enquanto a Amoxicilina foi classificada como “ndo toxica” nos
testes com E. lucunter. Ja para os testes realizados com D. similis todos os
compostos foram classificados como “ndo toxicos”, de acordo com a diretiva
europeia.

Palavras Chave: Bauhinia forficata. Cocos nucifera. Ecotoxicologia.

PHYTOCHEMICAL AND ECOTOXICOLOGICAL EVALUATION OF
NATURAL COMPOUNDS USED FOR TREATMENT OF GASTRIC ULCERA

Abstract: Currently, several studies worldwide have reported environmental
problems caused by the presence of synthetic drugs, however, little is known
about the possible environmental effects caused by natural substances used in
pharmaceutical medicine. Given this context, the present study aimed to carry
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out ethnopharmacological and ecotoxicological studies of the plant species
Bauhinia forficata and Cocos nucifera and to compare the environmental
problems with drugs used for the treatment of gastric ulcer. To identify the
compounds, phytochemical assays were performed and both the aqueous
fraction of Bauhinia forficata and the crude aqueous extracts of Cocos nucifera
(mesocarp and solid endosperm) were subjected to analysis by chromatic assays
and / or precipitation. For spectrophotometry, absorbance was measured by
spectrophotometer (CELM) at 750 nm. Subsequently, for the aqueous fraction of
Bauhinia forficata, mass spectrometric analysis was performed through the
identification of the precursor ion and fragmentation ions, and compared by parity
with existing mass spectrometry data described by the molecular literature.
Finally, toxicity analyzes were performed to evaluate chronic and acute effects
with Echinometra lucunter and Daphnia similis, respectively. The phytochemical
assays detected the presence of flavonoids and condensed tannins. In the
dosage of phenolic compounds, solid endosperm presented higher amount of
total phenolics. In Bauhinia forficata mass spectrometric analysis, Quercetin-3-
O-ramnoside and Quercetin-3,7-O-diramnoside were found. Regarding toxicity
tests, although no acute effects were observed, it was possible to observe chronic
effects of both synthetic and natural compounds. The drug with the highest
chronic toxicity was Lanzoprazole (8.06 mg.L-1), followed by Omeprazole (10.36
mg.L-1), and Mesocarp (20.1 mg.L-1). Amoxicillin had lower toxicity (744.37
mg.L-1). In addition, a classification on the toxicity of compounds could be applied
according to European Directive 93/67 / EEC. Lanzoprazole was the compound
with the highest toxicity and was classified as “toxic”. Omeprazole, mesocarp,
solid endosperm and B. forficata were classified as “harmful” while Amoxicillin
was classified as “non-toxic” in E. lucunter tests. For tests performed with D.
similis all compounds were classified as “non-toxic” according to the European
directive

Keywords: Bauhinia forficata. Cocos nucifera. Ecotoxicology.

Introducgao

E no estudo constante de plantas medicinais, que a etnofarmacologia
associa as informacdes sobre utilizagao dos fitoterapicos pela comunidade com
pesquisas fitoquimicas e farmacologicas !

Cocos nucifera Linn € comumente encontrado na costa Atlantica, mais
na regiéo do Nordeste brasileiro. E largamente utilizado para diversas indicagdes
terapéuticas 2°. Ha Bauhinia forficata Link, que se destaca como uma planta
amplamente empregada em tratamentos medicinais *. Dada a ampla variedade
de finalidades etnofarmacoldgica tanto de Cocos quanto de Bauhinia, escolheu-
se a patologia da ulcera péptica para este estudo.

Embora estes compostos sejam de suma importancia farmacolégica, até
o momento ndo foram reportados na literatura dados sobre o comportamento e

0s riscos associados a presenga dessas substancias, e de seus componentes,
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no ambiente. Por outro lado, ja existe certo conhecimento sobre a toxicidade dos
compostos sintéticos empregados para o tratamento da ulcera como por
exemplo, os efeitos toxicos da amoxicilina frente a cianobactérias (GONZALEZ-
PLEITER et al., 2013)°.

Diante deste contexto, o presente estudo teve como objetivo realizar
estudos fitoquimicos e ecotoxicologicos das espécies vegetais Bauhinia forficata
e Cocos nucifera e comparar os problemas ambientais com farmacos utilizados

para o tratamento de ulcera gastrica.

Materiais e métodos

Coleta e extragao: Bauhinia forficata - A coleta de exemplares de Bauhinia
forficata Link foi realizada no municipio de Peruibe, SP-Brasil (24° 26' 79.48"S
46° 95' 92.76"0). ApOs a coleta, as folhas foram submetidas a secagem e
trituradas °. Para obtencdo da fragdo aquosa de B. forficata (FrAq) a extracao foi
realizada pelo método de extragao fracionada. Cocos nucifera - A coleta de
exemplares de Cocos nucifera Linn realizou-se no municipio de Praia Grande,
SP-Brasil (24° 00' 53.76"S 46° 24' 14.34"0). O mesocarpo e o endosperma solido
foram retirados in natura e triturados e, em seguida, submetidos a extragao bruta.
Analises fitoquimicas preliminares: A pesquisa de Flavondides foi realizada
através do emprego das reagdes: Shinoda; reacdo com hidroxido de sodio;
reacdo com cloreto férrico ’. A pesquisa de Taninos foi realizada através da
realizagdo dos ensaios: reagdo com sais de chumbo (e acido acético); reacéo
com sais de ferro (cloreto férrico); reagcdo com acetato de chumbo ’. Dosagem
de compostos fendlicos totais: Para a determinagdo do teor de fendlicos
totais, os extratos secos foram ressupensos em metanol, agua destilada e Folin-
Ciocalteau. Apos aguardar 3 minutos, foram adicionados 0,25 mL de solug&o
saturada de carbonato de sédio. As amostras foram incubadas a 37° C durante
o periodo de 30 minutos em banho-maria e a absorbancia foi medida em
espectrofotdbmetro (CELM) a 750 nm 2 Analises fitoquimicas por
espectrometria de massas: A fracdo aquosa de B. forficata foi seca em fluxo
de nitrogénio, ressupensos em metanol 50% e logo apds purificados e
centrifugados. Subsequentemente, 2uL do sobrenadante das amostras foram
secas e ressuspensas em 1 mL de substancia de metanol/formiato de amdnio

100mM/H0 e posteriormente analisadas pelo método espectrometria de massa
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em equipamento Varian 310-MS. Ensaio de toxicidade crénica: Os
procedimentos foram realizados de acordo com a norma ABNT/NBR 15350/2012
°. As concentracdes estabelecidas foram: Omeprazol e Lansoprazol (mg.L™):
100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78; Amoxicilina (mg.L™"): 2000; 1000; 500;
250; 125; Bauhinia forficata e Cocos nucifera (endosperma sélido e mesocarpo)
(mg.L™"): 100; 50; 25; 12,5; 6,25; Ensaio de toxicidade aguda: Os
procedimentos foram realizados de acordo com a norma ABNT/NBR 12713/2016
' As concentracdes estabelecidas foram: Omeprazol e Lansoprazol (mg.L™):
1000; 500; 250; 125; 62,5; Amoxicilina (mg.L™): 2000; 1000; 500; 250; 125;
Bauhinia forficata e Cocos nucifera (endosperma soélido) (mg.L™): 1600; 800;
400; 200; Cocos nucifera (mesocarpo) (mg.L™): 400; 200; 100; 50;
Resultado e Discussao

Analises fitoquimicas preliminares: Para os trés compostos, as
reacdes com sais de chumbo apresentaram um precipitado denso indicando a
presenca de taninos. Em concordancia, as reagdes com sais de ferro também
deram resultado positivo com coloracdo esverdeada, sendo indicativo da
presenca de taninos do tipo condensados ”. Na investigagdo de flavonoides para
B. forficata, somente a reacao de cloreto férrico apresentou resultado positivo.
Ja na pesquisa de flavonoides da por¢ao do mesocarpo, a reagao com hidréxido
de sodio apresentou-se positiva, podendo observar o desenvolvimento da
coloragdo amarelada e na reagdo com cloreto férrico, se pode observar a
coloragdo verde-castanho também apresentando resultado positivo. Na
pesquisa também de flavonoides, porém do endosperma sélido, a unica reagao
que apresentou resultado positivo foi a de cloreto férrico. A coloragao verde-
castanho resultado das reacgdes de cloreto férrico, presente nas duas por¢des de
C. nucifera, sugere a presenca de compostos fendlicos gerais. Dosagem de
compostos fendlicos totais (mg/g): As quantidades de compostos fendlicos
apresentaram determinada discrepancia: B. forficata (9,39), mesocarpo (22,49)
e endosperma solido (16,52) e isso pode ser atribuido, primordialmente, por se
tratar de plantas de espécies diferentes. Analise em espectrometria de
massas (MS): Estas analises revelaram a presenca de flavonoides na FrAq
estudada, em especial a quercetina como nucleos de agliconas, corroborando
com os resultados encontrados por Pizzolatti et al * Os compostos encontrados

nas analises de espectrometria de massas foram a Quercetina-3-O-ramnosideo
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(quercitrina) e Quercetina-3,7-O- diramnosideo analisadas por ESI-MS em modo
positivo. Um estudo que atribui as caracteristicas quimicas a B. forficata,
identifica compostos glicosidicos contendo agliconas de quercetina também em
sintonia com os resultados aqui presentes ''. Ensaio de toxicidade cronica:
Dos compostos apresentados, o Lansoprazol lidera o ranking, sendo o que
apresentou menor Clsy (8,06 mg.L™") e maior valor de Kow, o que remonta a
importancia deste parametro fisico-quimico para avaliar toxicidade. Ensaio de
toxicidade cronica: Ja para os testes realizados com D. similis nenhum
composto apresentou toxicidade, de acordo com a diretiva europeia. Mas como
mencionado, a grande problematica sdo os valores de Kow mais altos e que
possuem alta eficiéncia em bioacumulagao.
Conclusao

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, observou-se a
presenca de taninos condensados e flavonoides nos extratos avaliados e maior
concentracdo de compostos fendlicos para o mesocarpo de C. nucifera, fato que
possivelmente resultou em maior toxicidade para este extrato em relagdo ao
endosperma solido de C. nucifera. Para analise de espectrometria de massas da
fragdo aquosa de Bauhinia forficata, foram encontrados os compostos
Quercetina-3-O-ramnosideo e Quercetina-3,7-O- diramnosideo. No que se
refere aos testes de toxicidade, embora ndo tenham sido observados efeitos
agudos, foi possivel observar efeitos crénicos tanto dos compostos sintéticos
quanto dos compostos naturais. O composto que apresentou maior toxicidade
cronica foi o Lanzoprazol, seguido do Omeprazol e do Mesocarpo (20,1 mg.L™),
enquanto a Amoxicilina apresentou menor toxicidade (744,37 mg.L™"). Além
disso, foi possivel aplicar uma classificagdo com relagdo a toxicidade dos
compostos de acordo com a diretiva europeia 93/67/CEE. O Lanzoprazol foi o
composto que apresentou maior toxicidade e foi classificado como “toxico”. O
Omeprazol, mesocarpo, endosperma solido e B. forficata foram classificados
como “nocivos” enquanto a Amoxicilina foi classificada como “ndo toxica” nos
testes com E. lucunter. Ja para os testes realizados com D. similis todos os
compostos foram classificados como “ndo toxicos”, de acordo com a diretiva

europeia.
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