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Resumo

Cecropia pachystachya Trécul, conhecida popularmente como embauba ou torém, pertence a
familia Urticaceae. E utilizada em projetos de reflorestamento, tratamento de afecgbes
respiratorias agindo como expectorante e antitdssigeno na coqueluche e asma além de tratar
hepatopatias e adjuvante no tratamento do Diabete mellitus como hipoglicémico. Diante do
seu potencial farmacologico, objetivou-se identificar as atividades bioldgicas de C.
pachystachya, através da prospecgdo cientifica e tecnoldgica, determinar os constituintes
quimicos, grupos organicos funcionais, avaliar as atividades antibacteriana, citotdxica e
também toxicidade aguda, a partir de extrato etandlico e metandlico de folhas jovens de
amostras provenientes dos municipios de llha Grande-PI e Paulino Neves-MA. A prospec¢édo
cientifica foi realizada por meio de consultas as bases de artigos: Web of Science, Scopus e
Scielo, no periodo de 1991 a 2022, a prospeccao tecnoldgica nas bases: ESPACENET e
WIPO. Os descritores utilizados foram “Cecropia”, “Cecropia pachystachya”, “Cecropia
AND biotechnology”, “Cecropia AND pharmacology” e “Cecropia AND treatment”. OS
constituintes quimicos foram determinados por fitoquimica qualitativa, enquanto para 0s
grupos organicos funcionais foi utilizada Espectroscopia de Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR), pelo método ATR (Refletdncia Total Atenuada). Para a atividade
antibacteriana, os extratos foram testados frente a quatro cepas (Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228), no qual determinou-se as concentracdes
inibitérias e bactericidas minimas. A citotoxicidade foi analisada por teste colorimétrico por
conversdo do MTT em azul de formazan. A toxicidade aguda foi determinada pela
concentracdo letal média (CL50) apds 24h de exposicdo das larvas de Artemia. salina aos
extratos. O Brasil foi o pais que apresentou maior nimero de publicacBes tanto na base de
dados da Web of Science quanto da Scopus para todos os descritores. A base ESPACENET,
para patentes, se destacou com o maior nimero de publicagdes para o descritor “Cecropia
pachystachya”. Os constituintes identificados para a espécie foram acgucar redutor, taninos
condensados ou catéquicos, saponinas, flavonoides e alcaloides. A anéalise
espectrofotométrica indicou a presenca de compostos fenolicos, alcoois, hidrogénios
metilénicos, éteres arilicos e vinilicos, grupos metileno e alcenos simples. Em todos os
extratos testados, os testes antibacterianos evidenciaram potencial bactericida frente as cepas
de S. aureus e S. epidermidis, em destaque para o extrato metandlico oriundo de Ilha Grande-
Pl e bacteriostatico frente as quatros cepas analisadas. A atividade citotoxica que apresentou
melhor resultado foi o extrato metandlico de llha Grande-PI frente a linhagem PC3 (prostata)
com 70,69% de inibicdo do crescimento celular, com atividade considerada moderada. Os
testes de toxicidade para A. salina evidenciaram que 0s extratos e as concentragdes utilizadas
foram “ndo toxicos”. Portanto, o extrato metanolico de amostras provenientes do municipio de
IIha Grande-P1 foi o que mostrou melhor resultado nas andlises antibacteriana e citotoxica. Os
contituintes quimicos encontrados corroboram com as atividades bioldgicas citadas para a
espécie, assim como a sua aplicacdo etnobotanica. Os resultados apresentados evidenciam a
necessidade de mais investigagdo sobre as propriedades bioldgicas e fatores ambientais que
podem influenciar na atividade dos metabdlitos secundarios.

Palavras-chave: Atividade biologica, Metabolitos secundarios, Toxicidade.



Abstract

Cecropia pachystachya Trécul, popularly known as embauba or torém, belongs to the
Urticaceae family. It is used in reforestation projects, treatment of respiratory diseases acting
as expectorant and antitussive in whooping cough and asthma besides treating hepatopathies
and adjuvant in the treatment of Diabetes mellitus as hypoglycemic. Given its
pharmacological potential, the objective was to identify the biological activities of C.
pachystachya, through scientific and technological prospection, determine the chemical
constituents, functional organic groups, evaluate the antibacterial and cytotoxic activities and
also acute toxicity, from ethanolic and methanolic extract of young leaves of samples from the
municipalities of Ilha Grande-Pl and Paulino Neves-MA. The scientific prospection was
performed by consulting the article databases: Web of Science, Scopus and Scielo, from 1991
to 2022, and the technological prospection in the databases: ESPACENET and WIPO. The
descriptors used were "Cecropia”, "Cecropia pachystachya”, "Cecropia AND
biotechnology”, "Cecropia AND pharmacology” and "Cecropia AND treatment”. The
chemical constituents were determined by qualitative phytochemistry, while Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) was used for the organic functional groups, using
the ATR (Attenuated Total Reflectance) method. For antibacterial activity, the extracts were
tested against four strains (Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC
14028, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228), in
which the minimum inhibitory and bactericidal concentrations were determined. Cytotoxicity
was analyzed by colorimetric test by conversion of MTT to formazan blue. Acute toxicity was
determined by the mean lethal concentration (LC50) after 24h of exposure of Artemia salina
larvae to the extracts. Brazil was the country that presented the highest number of publications
in both Web of Science and Scopus databases for all descriptors. The ESPACENET database,
for patents, stood out with the largest number of publications for the descriptor "Cecropia
pachystachya"”. The constituents identified for the species were reducing sugar, condensed or
cationic tannins, saponins, flavonoids, and alkaloids. Spectrophotometric analysis indicated
the presence of phenolic compounds, alcohols, methyl hydrogens, aryl and vinyl ethers,
methylene groups, and simple alkenes. In all tested extracts, the antibacterial tests showed
bactericidal potential against strains of S. aureus and S. epidermidis, especially the methanolic
extract from llha Grande-PI and bacteriostatic against the four analyzed strains. The cytotoxic
activity that presented the best result was the methanolic extract from Ilha Grande-PI1 against
the PC3 lineage (prostate) with 70.69% of inhibition of cell growth, with activity considered
moderate. The toxicity tests for A. salina showed that the extracts and concentrations used
were "non-toxic". Therefore, the methanolic extract of samples from Ilha Grande-Pl was the
one that showed the best results in the antibacterial and cytotoxic analyses. The chemical
constituents found corroborate the biological activities cited for the species, as well as its
ethnobotanical application. The results presented show the need for further research on the
biological properties and environmental factors that can influence the activity of secondary
metabolites.

Keywords: Biological activity, Secondary metabolites, Toxicity.
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define planta medicinal como toda espécie
vegetal que detém em uma ou mais partes de sua estrutura, como folhas, raizes e gemas
apicais, substancias quimicas que desempenham atividades farmacoldgicas, assistindo a cura
e/ou tratamento de varias enfermidades (OMS, 1998). Dentro desse contexto a etnobotanica
observa como o homem se apodera das plantas no ambito cultural/tradicional, onde a
etnofarmacologia confirma cientificamente esse conhecimento, formando uma intrinsseca
estrutura de dados da medicina tradicional, comprovando sua eficicia para o tratamento de
diversas patologias (GONCALVES; GONCALVES; BUFFON, 2018).

Logo a pesquisa etnoboténica e etnofarmacoldgica possibilitam o desenvolvimento de
farmacos provenientes de produtos naturais, a partir do uso empirico no tratamento de
enfermidades na populacgdo, incitando a quimica de produtos naturais a buscar novos agentes
terapéuticos (HASENCLEVER et al., 2017; CLARK, 2002).

O Brasil é uma das nagdes que mais pesquisam os beneficios do uso de plantas
medicinais, analisando seus mecanismos de acéo, atividade bioldgica, toxicidade, descri¢do
boténica, ecologia e selecdo de exemplares de interesse para inddstria farmacéutica. Este fato
se explica pelo Brasil ser um pais megabiodiverso, bem como a tradicionalidade do uso de
plantas medicinais no processo de formacdo historico-cultural da populacdo (BRUNING;
MOSEGUI; VIANNA, 2012). A regido amazonica e o cerrado apresentam mais de 45.000
espécies com 20 a 22% do numero total de espécies vegetais do mundo, 0 que oportuniza a
descoberta e desenvolvimento de novos produtos com finalidade terapéutica e
desenvolvimento de pesquisas, almejando novos principios bioativos para a formulacdo de
medicamentos com diferentes aplicabilidades, seja ela, curativa ou promotora da salde
(RIBEIRO, 2018).

O uso de plantas medicinais, com finalidade terapéutica, vem ganhando crescentemente
consumidores em todo o mundo, devido a sua atividade curativa e/ou promotora da salde, como
também pelo baixo custo quando comparados aos medicamentos industrializados. As plantas
medicinais produzem uma enorme diversidade de metabdlitos secundarios que podem apresentar
variadas atividades bioldgicas, compdem um método terapéutico importante para uma parcela
consideravel da populacdo mundial que ndo tem poder aquisitivo para comprar medicamentos
industrializados (OLIVEIRA et al., 2020).

Dentro dessa perpectiva, pesquisas quantitativas e qualitativas a respeito dos

metabolitos secundarios e suas atividades biologicas em espécies vegetais € uma ferramenta
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util quando se almeja desenvolver um novo fitoterapico ou fitofarmaco, nos quais relata-se os
representantes do género Cecropia, falcilmente encontrados na flora brasileira, muito
utilizado na medicina popular, com grande potencial para fins terapéuticos. O género
Cecropia Loefl (Urticaceae) possui aproximadamente 75 espécies descritas, com vasta
distribuicdo na América Latina. S&o arvores de médio a grande porte, pioneiras de clareiras ou
beiras de mata e que ttm como habitat as regides Umidas ou semiumidas do neotropico
(BERG; ROSSELLI, 2005; ROMANIUC-NETO; GAGLIOTI; GUIDO, 2009).

Cecropia pachystachya Trécul uma espécie utilizada como planta medicinal para o
tratamento de desordens respiratérias. Caracterizada por apresentar troncos 0cos e
segmentados, conferindo o nome popular de embauba, oriunda do tupi “ambaiba” - “tronco
oco”. Sao conhecidas ainda por imbauba, umbatba, torém, pau de lixa ou arvore da preguica
(PIO CORREA, 1978; BERG; ROSSELLLI, 2005). A espécie se encontra distribuida nas
regides Norte (Floresta Amazonica), Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul (Mata Atlantica)
(P10 CORREA, 1978; BERG; ROSSELLI, 2005).

Cecropia pachystachya tem sido utilizada na medicina popular, com grande
potencial para o desenvolvimento de novos farmacos ou drogas sinérgicas. Os extratos
aquosos de suas folhas, detém em sua maioria compostos fendélicos, como acidos fendlicos e
flavonoides glicosilados, intimamente relacionados com as atividades farmacologicas
descritas para essa espécie (CONSOLINI et al., 2006; ARAGAO et al., 2010). Na medicina
tradicional, a espécie € utilizada por varias tribos Guaranis da América do Sul (SCHINELLA,
2008) onde o cha das folhas e/ou tronco oco sdo usados para o tratamento de afeccbes
respiratdrias, como expectorante, antitussigeno, tratamento da asma, adjuvante no tratamento
do Diabete mellitus como hipoglicémico (ARAGAO et al., 2013), diurético, anti-hemorréagica
(UCHOA, 2010), no tratamento de hepatopatias, coqueluche e como cardiotdnico (COSTA,
2009).

No estado do Ceard, a tintura das folhas de torém é utilizada pelo Programa
“Farmacias Vivas”, para o tratamento de hipertensos. Este programa foi criado pelo Prof.
Francisco José Abreu Matos, da Universidade Federal do Ceard - UFC. A espécie Cecropia
pachystachya também se encontra no horto de plantas medicinais da UFC, considerado um
dos unicos bancos de germoplasma de plantas medicinais do Brasil, com registro de estudos
cientificos sobre plantas medicinais regionais, compreendendo areas da botanica,
farmacologia, agronomia, farmacognosia e farmacotécnica (SILVA et al., 2006).

As atividades cientificamente comprovadas para Cecropia pachystachya séo anti-
inflamatdria (HIKAWCZUK et al., 1998; SCHINELLA et al., 2008), antioxidante (DUQUE
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et al., 2016; GAZAL et al, 2015, VELAZQUEZ et al., 2003), anti-hipertensiva
(CONSOLINI; MIGLIORI, 2005), cardiotbnica e sedativa (CONSOLINI et al., 2006),
hipoglicemiante (ARAGAO et al., 2010), antimalarica (UCHOA et al., 2009), leishmanicida
(CRUZ et al., 2013), anti-inflamatdria e antioxidante (PACHECO et al., 2014), antidepressiva
(GAZAL et al., 2014; ORTMANN et al., 2016), além da prevencédo de transtornos bipolares
(GAZAL et al., 2015) e na cicatrizacdo de feridas (DUQUE et al., 2016). Atua na inibi¢do
colinérgica no coracgéo, resultando no efeito hipotensor (RIVERA-MONDRAGON et al.,
2017), devido a reducdo da enzima conversora de angiostensina (ECA) (MAQUIAVELI et
al., 2014).

Em folhas de Cecropia pachystachya o metabdlito secundéario notorimente
identificado, o qual se atribui suas atividades bioldgicas pertence a classse dos compostos
fenolicos, onde foram identificados os flavonoides, taninos, flavonas e catequinas (COSTA et
al., 2011; SOUZA et al., 2014), além de epicatequina, isoquercetina, isovitexina, isoorientina,
orientina, apigenina (CRUZ et al., 2013), procianidina, sitosterol, trans-fitol e o— amirinae
acido pomdlico (SCHINELLA et al., 2008).

Observando sua grande aplicabilidade engquanto planta medicinal e sabendo de seu
potencial para o desenvolvimento de fitoterapicos e/ou fitofarmacos atuando em diferentes
sistemas do organismo humano, o taxon ndo se encontra na lista das 71 espécies de plantas
medicinais do RENISUS - Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS, o
gue ndo ocorre na Argentina, onde a espécie C. pachystachya esta listada como droga vegetal
inclusa no registro de medicamentos fitoterapicos tradicionais, pela ANMAT -
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (CHINEL-
ZANCHETT, 2016).

Constata-se, portanto, diante das informacfes ja apresentadas, a necessidade de
realizar um estudo prospectivo de natureza cientifica e tecnoldgica, objetivando conhecer o
perfil quantitativo de publicacdes e depositos de patentes com o género Cecropia e a espécie
Cecropia pachystachya; realizar uma trigaem fitoquimica dos extratos metanolicos e
etanolicos de amostras coletadas no municipio de Ilha Grande, Piaui, e Paulino Neves, no
Maranhdo, avaliar a atividade antibacteriana frente as cepas gram-negativas de Escherichia
coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 14028 e gram-positivas de Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; como também a atividade

citotoxica através do ensaio MTT e toxicidade aguda em Artemia salina.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Uso de Plantas Medicinais: um breve histérico

O uso terapéutico de plantas medicinais pelo homem é relatado desde os primordios
de sua evolucdo. Os indicios mostram que had cerca de 150 mil anos os hominideos ja
utilizavam as plantas para tratar problemas de saide. Nas sociedades antigas, as quais citam-
se: egipcia, chinesa, grega, indiana, africana e esquimo, existem transcri¢cdo dessa sabedoria.
O empirismo, baseado nas experiéncias de erros e acertos foi a forma de utilizacdo das plantas
nos povos antigos como fins curativos, além da observacdo do comportamento animal ao
utilizarem as plantas com finalidade alimenticia e curativa. Desta forma, a utilizacdo das
plantas com finalidade terapéutica foi aprimorada ao longo dos anos, fomentando a base da
farmacologia moderna, bem como o desenvolvimento da fitoterapia (BRANDAO, 2011).

O autor do livro Pen T’sao, o imperador Shen Nung, 3000 a.C considerado pai da
medicina herbaria chinesa, descreveu o uso de plantas aromaticas e suas benesses para a satde
humana, acreditava fielmente no poder das plantas, suponha-se que viveu por 123 anos devido
0 consumo regular de ginseng (MENEGUELLI et al.,, 2017). Hipocrates, o “Pai da
Medicina”, no ano de 400 a.C relatou em seu livro intitulado “Corpus Hipocratium”, que para
existéncia de cada enfermidade existiria um tratamento vegetal correspondente. J& Pedanios
Dioscorides, fundador da farmacognosia, publicou “De Matéria Médica” em 60 d.C, no qual
descreve a aplicabilidade das plantas aroméaticas como meio de tratamento médico. O médico
persa Avicenna, durante o século Xl, também utilizou as plantas aromaéticas e suas
propriedades medicinais de inimeras espécies vegetais produtoras de 6leos essenciais, como
por exemplo o dleo de rosas. Na India na medicina ayurvédica, desenvolvida ha mais de 5.000
anos, 0s poemas épicos chamados de Vedas sdo utilizados na atualidade associados a
fitoterapicos aromaticos em massagens e terapias alternativas (BOMBINI et al., 2018).

A grande eficacia da medicina indigena predominou na Ameérica Colonial, a exemplo
dos soldados das col6nias que optaram por utilizar as técnicas nativas as técnicas médicas
europeias, pois estas eram agressivas ao corpo, por conter substancias purgantes, vomificas ou
hemorragicas devido ao seu preparo, baseado na polifarmacia (CARNEIRO, 2011). Apesar de
conter uma boa terapéutica, a medicina indigena foi desprezada, ndo influenciando os
sistemas médicos europeus. Este cenario foi posteriormente revertido com a chegada de
médicos europeus a América, levando para a Europa as evidéncias do sucesso empirico de
terapias indigenas, contribuindo para o florescer de uma nova ciéncia experimental
(CARNEIRO, 2011).



16

No Brasil ndo foi diferente, mesmo antes de sua conquista pelos portugueses no
século XVI, a historia relata o uso das plantas medicinais pela populacdo indigena no
tratamento de agravos a saude da sua populacdo, que desde entdo vem sendo disseminado e
transmitido de forma empirica (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA et al., 2012).

As boticas chegaram ao Brasil por intermédio dos boticarios, jesuitas e cirurgifes
barbeiros. A partir de 1640 passaram a ser autorizadas como estabelecimento comercial, e no
final do século XIX representava 0 maior meio de producdo de medicamentos, quando foram
substituidas por farmacias e industrias farmacéuticas nacionais na manipulacdo de produtos
naturais de pequeno porte (FERNANDES, 2004). Ja no século XX, a fitoterapia apresentou
minima expressividade frente ao uso intenso dos medicamentos industrializados (BRUNING;
MOSEGUI; VIANNA et al., 2012). O uso em massa de medicamentos sintéticos foi uma
consequéncia do desenvolvimento da quimica, onde novas substancias foram isoladas em
laboratério, surgindo assim os farmacos sintetizados, que levou a baixa credibilidade das
plantas medicinais (YUNES; CECHINEL FILHO, 2001). Em contrapartida, a rapida absorcéo
dos conhecimentos fitoterapicos pela populacdo brasileira devido essencialmente ao custo
elevado e alta toxicidade dos medicamentos sintéticos, bem como dificil acesso aos servicos
de saude pelas comunidades, houve maior busca pelos medicamentos oriundos de plantas
medicinais (BATISTA; VALENCA, 2012).

Corroborando com este cendrio, verifica-se que o uso de plantas medicinais no Brasil
é favorecido e viabilizado por sua rica diversidade vegetal, pois o territorio brasileiro detém
20% do numero total de espécies vegetais da biosfera, e suas espécies vegetais apresentam
vasta extensdo em pesquisas, sendo registradas mais de 34.000 espécies para uso em
pesquisas (STEHMANN; SOBRAL, 2017). E importante salientar que a miscigenagio, por
assim também dizer dos conhecimentos indigenas, europeus e africanos no territorio
brasileiro, fez da fitoterapia uma pratica sociocultural, deste modo constitui o saber da cultura
popular brasileira (IBIAPINA et al., 2014).

O uso de plantas medicinais é bastante comum em diversas culturas, seu uso comum
a elevou como formula farmacéutica, contribuindo para formacdo e desenvolvimento das
ciéncias médicas. Contudo, o enorme potencial terapéutico das plantas medicinais é
desconhecido, constatando evidente necessidade de investimento em pesquisas de
bioprospec¢édo, aspirando a descoberta de novas moléculas com potencial terapéutico. A
validagdo do uso medicinal de espécies vegetais através da pesquisa € de grande
prestabilidade para validar o conhecimento tradicional, proporcionando eficicia e seguranca

da utilizacdo desses vegetais enquanto agente terapéutico (ROCHA et al., 2021).
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2.2. Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos — PNPMF

A Anvisa e Ministério da Saude, seguindo as orientagdes da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), no decorrer da ultima década, implantou e atualizou as normativas, cuja
finalidade é ampliar a utilizacdo de plantas medicinais e fitoterapicos, inclusive no Sistema
unico de Saude (SUS) (OMS, 2011). O uso tradicional e seguro de uma planta medicinal pode
assistir o seu emprego clinico na contemporaneidade (OMS, 2013).

O Sistema Unico de Saude, associado a criagdo da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), bem como o advir de politicas publicas, como a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPICS) indiciam a construgdo de uma
politica nacional capaz de abracar as populacfes mais carentes, concomitantemente
assegurando a eficécia frente a validacédo cientifica do uso de plantas medicinais (FERREIRA
et al., 2020).

A insercdo da politica nacional para as praticas integrativas, uma das quais se
encontra presente a Fitoterapia, foi aprovada pelo Conselho Nacional de Saude (CNS), em
2004. A aprovacdo pelo CNS sofreu morosidade, devido aos conflitos sobre quais
profissionais da saude poderiam aplicar as praticas integrativas. Foi somente em fevereiro de
2006 que a aprovacdo foi definitiva com a denominacdo de Politica Nacional de Préticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no SUS (BRASIL, 2006a), com o intuito de
determinar objetivos e diretrizes quanto a fitoterapia (BRASIL, 2011).

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), regida por meio
do Decreto n° 5.813 de 22 de junho de 2006, criou o Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos visando a preservacdo da biodiversidade local, promoc¢do de
melhorias para a salde da populacdo, bem como manter a cultura e os saberes tradicionais a
posteridade (BRASIL, 2016). Assistir uma politica nacional para a fitoterapia no SUS
representa um impacto positivo para o pais, pois uma de suas diretrizes é o incentivo a
pesquisa de plantas medicinais e o desenvolvimento de fitoterapicos, superpondo a magnitude
da biodiversidade brasileira (BRASIL, 2006 a, b).

O uso popular das plantas medicinais para fins terapéuticos nem sempre ocorre de
forma satisfatoria. H4 falta de informagfes dos usuérios no que tange a indicacdo correta de
uma planta especifica para determinada enfermidade, bem como a qualidade da matéria-prima
vegetal e o preparo das formulagdes caseiras, comprometendo a eficacia do produto vegetal.

Portanto, é imperioso disseminar informacdes a respeito da correta aplicacdo das plantas
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medicinais, com especificidades para cada publico a que se destina, sejam eles gestores,
profissionais de saude ou usuérios (SILVEIRA; RAMIRES, 2014).

Desde ja é relevante saber diferenciar fitoterapia e uso de plantas medicinais. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define por medicamento fitoterapico
aquele que sua obtencdo € oriunda exclusivamente de matérias-primas de origem vegetal, com
qualidade permanente e reprodutivel, onde os estudos etnofarmacoldgicos, publicaces
cientificas e ensaios pré-clinicos e clinicos caracterizem tanto sua eficacia quanto os seus
riscos. Enquanto as plantas medicinais ndo apresentam os critérios ja citados, sendo apenas de
uso popular baseado no empirismo (NICOLETTI, 2007).

O intuito de inserir os fitoterapicos ao SUS é tentar mitigar a falta de medicamentos
na atencdo primaria a saude, tornando-se uma pratica integrativa util, onde os beneficios séo
efeito colateral minimo, em comparacdo a medicamentos sintéticos, acdo potencializada e
baixo custo aos programas de atencdo priméria a satde (BRANDAO, 2011; SANTOS et al.,
2011).

Para o pleno exercicio da PNPMF, foi aprovada a Portaria Interministerial n® 2960,
de 9 de dezembro de 2008, que objetiva: aprimorar e regular todas as etapas da cadeia
produtiva (boas praticas de cultivo, manipulagdo e producdo), incentivar a pesquisa e
desenvolvimento de novas tecnologias nas diversas fases da cadeia produtiva, expor
estratégias de comunicacdo, formacgdo técnico-cientifica e capacitacdo no setor de
fitoterapicos, inserir servi¢os relacionados ao SUS, evidenciando a seguranca, eficacia e
qualidade, conforme as diretrizes da PNPIC, promover e reconhecer as praticas populares e
tradicionais de seu uso como remédios caseiros, impulsionar o uso sustentavel da
biodiversidade e reparticdo dos beneficios decorrentes do acesso aos recursos genéticos de
plantas medicinais e ao conhecimento tradicional associado, fomentar a inclusdo da
agricultura familiar nos arranjos produtivos, bem como, firmar mecanismos de incentivo ao
desenvolvimento sustentavel das cadeias produtivas, visando o crescimento da inddstria
farmacéutica nacional e consequente aumento das exportacdes de fitoterapicos e insumos
relacionados (BRASIL, 2009).

A Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) 14/2010 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), disserta sobre o registro de medicamentos fitoterapicos,
estabelecendo trés meios de comprobabilidade da eficicia e seguranca dos medicamentos
fitoterapicos, a saber: estudos pré-clinicos e clinicos, amparo na literatura enumerada na
Instrucdo Normativa 05/2010 da ANVISA e tradicionalidade de uso, ou seja, o uso popular e

continuado por um tempo igual ou superior a 20 anos (FIGUEREDO et al., 2011).
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Objetivando estabelecer diferencas, em 2014 foi publicada a RDC 26/2014 da
ANVISA, na qual define que o medicamento fitoterapico deve apresentar seguranca e
eficacia, baseadas em evidéncias clinicas. Ja a seguranca e efetividade dos fitoterapicos
tradicionais € alicercada na tradicionalidade de uso por tempo minimo de 30 anos, com facil
utilizacdo e auséncia de supervisao méedica em situacdes clinicas agudas (BRASIL, 2014).

E notdrio e indispensavel o papel dos profissionais da satide no desenvolvimento da
PNPMF. Porém, hd muitas ddvidas no manuseio dessas terapias, nas quais necessitam de
acbes como: oficinas, encontros, seminarios, comemoracdes, rodas de conversa e
principalmente o desenvolvimento da “Farmacia Viva”, albergando a esses profissionais mais
seguranga ao uso dos fitoterapicos e plantas medicinais (COSTA et al., 2019).

O desenvolvimento de “Farmacias Vivas” ¢ de suma importancia para uso dos
fitoterapicos, por representar um modelo que incorpora e internaliza as etapas de producao e
dispensacdo de plantas medicinais e fitoterapicos. A criacdo ocorreu no Ceara em 1983, por
meio do projeto executado pelo Prof. Dr. Francisco José de Abreu Matos, que almejou
auxiliar no tratamento de doencas que assolavam as comunidades, pois 20 milhGes de
nordestinos ndo eram assistidos pelo sistema de atencdo primaria de salde, usando como
unico recurso disponivel as plantas medicinais, ocorrentes em seu meio. O projeto registrado
na OMS, cujo idealizador, Prof. Matos em comunhdo com o Botanico Afranio Fernandes
coletaram uma diversidade de espécies vegetais e registraram o conhecimento empirico, no
que cerne sua utilidade, fundamentando o conhecimento cientifico e entdo ministrando o uso
correto de plantas medicinais (SANTQOS, 2012).

Apesar das dificuldades apresentadas em manter a PNPMF, o bénus ainda é notavel,
pois a incorporacdo do uso da fitoterapia na atencdo primaria a salde representa uma soma
para o SUS, por reduzir o custo no tratamento do paciente, preservar o saber popular e
promover o uso racional das plantas medicinais (ANDRADE, 2017). Infere-se que as politicas
nacionais favorecam os programas de fitoterapicos, tais politicas se enquadram nas
recomendacdes da OMS, convertendo-se em uma opcdo de auxilio terapéutico ao
tratatamento de enfermidades (VALVERDE et al., 2018).

Diante do exposto, ha clara evidéncia que no ambito do sistema primario de salde, as
informagdes técnicas e cientificas sobre os fitoterapicos estdo cada vez mais crescentes e
discutidas, (Figura 1 e 2) demonstrando que a utilizagdo de plantas medicinais promova
beneficios aos usuérios do Sistema Unico de Salde, além da facil acessibilidade a esse
recurso terapéutico (BEZERRA et al., 2021).
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Figura 2. Estabelecimentos municipais brasileiros que utilizam fitoterpicos no SUS,
baseado em nas modalidades de producédo planta fresca, planta seca, fitoterapico manipulado

e fitoterapico industrializado, em 2012 (RIBEIRO, 2019).
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2.3. Familia Urticaceae Juss.

A familia Urticaceae esté classificada taxonomicamente no Reino Plantae, grupo das
Eudicotiledoneas Basais, dentro do clado Fabedae, pertencente a divisdo Rosales (APG 1V,
2016).

A sistematica das espécies enuncia dificuldades, pois desde a descricdo da Urticaceae
por Weddell (1856) até Cronquist (1981, 1988), a familia ndo deteve variagGes importantes.
Contudo, em novos estudos sobre a filogenia de Urticaceae, ocorreu ampliagdo, incluindo
nesta familia os géneros tradicionalmente reconhecidos em Cecropiaceae Berg., onde se
encontrava 0s seguintes géneros, Cecropia, Coussapoa e Pourouma (JUDD et al., 2009;
SYTSMA et al., 2002; MONRO, 2006; HADIAH et al., 2008; APG 1V, 2016).

A familia apresenta distribuicdo cosmopolita, abrangendo 54 géneros tanto em regido
tropical como em subtropical, casos isolados ocorre em regides temperadas, distribuida em
todo territorio nacional, a familia habita diferentes tipos de vegetacdo, regides de cerrado,
floresta ciliar, floresta ombrofila e restinga, composta por 4918 espécies (NETO; GAGLIOTI,
2015 Em terras brasileiras sdo relatados 13 géneros e 102 espécies, das quais 25 endémicas.
Os géneros presentes no Brasil sdo Boehmeria Jacg., Cecropia Loefl., Coussapoa Aubl.,
Hemistylus Benth., Laportea Gaudich., Myriocarpa Benth., Parietaria L., Phenax Wedd.,
Pilea Lindl., Pourouma Aubl., Pouzolzia Gaudich., Urera Gaudich. e Urtica L. (GAGLIOTI
etal., 2019).

Seus representantes apresentam diversidade morfoldgica, exibindo varias formas de
vida como lianas, ervas, arbustos ou arvores. As Urticaceae sensu stricto (exclui-se
Cecropiaceae, atual género Cecropia) apresenta como principal caracteristica um pistilo com
um Unico estigma e 6vulo em ortdtropo basal, filamentos flexionados no botdo, e alguns
representantes com pelos urticantes (FRIIS, 1989, 1993; CHEN et al., 2003).

A familia tem anatomia caracteristica, como xilema extremamente macio, pois seu
parénquima ndo € lignificado, entdo o caule de seus representantes pode ser fibroso ou
suculento, com presenca ou auséncia de pelos urticantes (AKBAR; RIAZ; MALIK , 2001). A
chave para identificacdo estd nas folhas alternadas ou opostas, inflorescéncias cimosas e
espiciformes e frutos que sdo geralmente aquénios (GAGLIOTI, 2015; FLORA DO BRASIL,
2020). Observa-se a prevaléncia nas pesquisas em descrever e diferenciar
morfoanatomicamente especies medicinais e seus adulterantes (DE BOER; ICHIM;
NEWMASTER, 2015; RAMAN et al., 2018).
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As espéecies de Urticaceae podem ser representadas por individuos monoicos ou
dioicos, terrestres ou hemiepifiticos, com folhas glabras ou tomentosas, com tricomas urentes
no indumento dos ramos e folhas. Porém, estes ndo se encontram presentes em todos 0s
géneros da familia, os representantes mais conhecidos sdo as urtigas e embalbas
(GAGLIOTI; ALMEIDA-SCABBIA; ROMANIUC-NETO, 2016).

As atividades bioldgicas de alguns géneros de Urticaceae sdo atribuidos a presenca
de constituintes quimicos como: triterpenos, esterois, flavonoides, lignanas, sesquiterpenos,

alcaloides e compostos fenolicos (ASSAF et al., 2020) (Figura 3).

B Genus Urtica (892 isolated compounds)

m Genus Boehmeria (35 isolated compounds)
Genus Cecropia (33 isolated compounds)

m Genus Pilea (31 isolated compounds)

m Genus Forsskaolea (8 isolated compounds)

Genus Debregeasia (8 isolated compounds)

B Genus Pouzolzia (7 isolated compounds)

Figura 3. Distribuicdo de compostos isolados em varios géneros da Familia Urticaceae
(ASSAF et. al., 2020).

Estudos etnofarmacoldgicos evidenciam que os representantes da familia Urticaceae
sdo utilizados pela populagdo para o tratamento de asma, bronquite, diabetes, reumatismo,
hemorrdidas, disenteria, infeccbes na pele, febre, dor de cabeca, diurético e no controle de
hemorragias (FEIJO, 2013; CORRADO, 2014; JIMENEZ, 2015)

As atividades bioldgicas elucidadas, citam-se atividade citotoxica, antimicrobiana
(antibacteriano, antifungica e antiviral), anti-inflamatdria, antidiabética, hepatoprotetora,
antioxidante e cicatrizante (ASSAF et al.,2020). Os dados apresentados indiciam a
necessidade de mais pesquisas para elucidar as acdes das atividades biologicas da familia

Urticaceae fomentando o desenvolvimento de novos farmacos.
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2.4. Cecropia Loefl.

Cecropia é encontrado em regides tropicais e subtropicais (Figura.4) nas regides
tropicais apresentam maior diversidade de espécies e por isto sdo consideradas pantropicais.

Figura 4. Distribuicdo Pantropical do Género Cecropia Loefl. (Fonte https://www.discoverlife.org/mp/20q).

As espécies sdo encontradas na América Central e do Sul, com ampla distribuicdo do
sul do México ao norte da Argentina, corroborando sua ocorréncia nos tropicos (BERG,
ROSELLI, 2005). Uma caracteristica tipica do género, é que suas espécies sdo pioneiras
tipicas de formacgdes florestais, facilmente disseminadas em &reas de clareiras, em vegetagédo
secundaria, 0 que ndo limita sua distribuicdo em vegetacGes primarias (ROMANIUC-NETO;
GAGLIOTI; GUIDO, 2009).

No Brasil, 0 género alberga 26 espécies: Cecropia albicans Trécul, C. angustifolia
Trécul, C. concolor Willd., C. distachya Huber, C. engleriana Snethl., C. ficifolia Warb. ex
Snethl., C. glaziovii Snethl., C. goudotiana Trécul, C. hololeuca Miq., C. kavanayensis
Cuatrec., C. latiloba Mig., C. membranacea Trécul, C. metensis Cuatrec., C. obtusa Trécul,
C. obtusifolia Bertol., C. pachystachya Trécul, C. palmata Willd., C. peltata L., C.
polystachya Trécul, C. purpurascens C. C. Berg, C. saxatilis Snethl., C. schreberiana Miquel,
C. sciadophylla Mart., C. silvae C. C. Berg, C. strigosa Trécul, C. ulei Snethl (GAGLIOTI;
AGUIAR, 2020).

O género é composto por arvores que podem atingir até 22 metros, ocorrendo como
terrestre ou rupicola (SPOSITO; SANTOS, 2001). Sdo dioicas, com tronco e ramos jovens

fistulosos (ocos), glabros, pubescentes, latex aquoso e transltcido, escuro em contato com o ar
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por ocorrer oxidacao, tricomas simples e ndo urentes (ndo ardente). As folhas tém filotaxia
alterna, em média 30 cm de comprimento.

O peciolo ¢ longo e circular, alargado na base, chegando até 40 cm de comprimento
em individuos adultos; estipula 1, terminal, inteiras no apice, abracando o amplexicaule de
coloragdo vinacea ou esverdeada (BERG; ROSSELLI, 2005; ROMANIUC-NETO;
GAGLIOTI; GUIDO, 2009). A base do peciolo apresenta triquilios, os quais contém o0s
“Corpusculos de Miiller”, cuja funcdo ¢ armazenar proteina, lipidios e carboidratos, que
servem de alimentos para formigas do género Azteca, ocasionando uma relacdo de
mirmecofilia (GONCALVES-SOUZA; PAIVA, 2016).

Jazen (1969) e Longino (1989) citaram que as formigas do género Azteca residem
nos caules ocos e ramos fistulosos e se nutrem dos corpusculos de Miller, que sdo tricomas
especializados, as formigas predam lagartas e realizam a herbivoria de trepadeiras (lianas) que
crescem sobre a arvore sendo assim competidoras por luz, além de fornecerem nitrogénio ao
vegetal atraves de seus excrementos.Os corpusculos de Miller equivalem aos nectérios
extraflorais, protegendo as inflorescéncias da predacdo das formigas e de outros artropodes,
considerada uma tatica de sobrevivéncia (ANDRADE; CARAUTA,1982).

As laminas foliares sdo peltadas, ou seja, presa ao peciolo, bordo liso e coloracdo
verde escura, obovados e de apice agudo, laminas foliares coriaceas, palmatilobada e radial
quando adulta e palminérvia quando jovem, nervacdo actinddroma suprabasal, com trés ou
mais nervuras centrais, cistolitos ausentes (BERG; ROSSELLI, 2005; GAGLIOTI; AGUIAR,
2020).

As inflorescéncias contém amentos péndulos, aos pares em forma de estipe, com
protecdo de uma espata caduca que as protegem durante a antese. As flores sdo sésseis ou
(sub) sésseis, unissexuais, aclamideas, actinomorfas, onde as estaminadas tém perigbnio
tubular, espesso no apice, glabro ou pubescente; tépalas 2-3; estames 2-(3), filetes retos no
botdo, desiguais, anteras extrorsas. J& as flores pistiladas tém perigdnio delgado, pubescente
na porcdo apical, indumento aracndideo, estigmas penicilados a peltados. As infrutescéncias
sdo do tipo aquénio com endosperma persistente e perigbnio acrescente e carnoso quando
maduro (GAGLIOTI; AGUIAR, 2020).

No Brasil, os representantes do género tém sido utilizados na medicina popular para
o0 tratamento de doencas do sistema respiratorio (asma, bronquite, tosse e pneumonia) e no
tratamento de doencas cronicas como o Diabetes mellitus, doenca de Parkinson, hipertenséo
arterial e doenca hepatica de carater cronico ou agudo (CONSOLINI et al., 2006; ARAGAO
etal., 2010; YAZBEK et al.2019.).
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2.5. Cecropia pachystachya Trécul

O Boténico francés Auguste Trécul em 1847 descreveu Cecropia pachystachya
adenopus (SIMOES, MINGUZZI, 2011). A espécie é uma arvore nativa do Brasil, com

distribuicdo geografica em todo territorio nacional, exceto os estados do Acre, Amapa,
Rond6nia e Roraima (Figura 5) (GAGLIOTI; AGUIAR, 2020), também é encontrada na
América Central e do Sul (PACHECO et al., 2014; LIU, HUANG, 2016). Conhecida na
medicina tradicional como embaulba, umbauba, arvore-da-preguica, pau-de-lixa, ambai ou
torém (LIMA, 2008; PACHECO et al.,, 2014). O nome popular origina-se do termo
“ambaiba”, que na lingua tupi significa arvore oca, pois seu caule € oco (LORENZI; SOUZA,
2001).

e ey
ps://www.discoverlife.org/mp/20q).
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Figura 5. Distribui¢do no Brasil d

O téxon é formado por arvores silvestres com tronco de cor esbranquigada, com
didmetro de 15 a 20cm, perenifélia, com ramificagdo apenas na regido superior (Figura.6.1)
(SIMOES, MINGUZZI, 2011).

Os individuos tém altura 2,5-12m, dependo do solo em que se encontram podem
desenvolver raizes adventicias escoras e ramos pubescentes. As laminas foliares adultas tém
20-40 cm de diametro com incisdes 3/4 a 9/10 do centro, 8-11 lobos com apice arredondado
ou acuminado, face adaxial pubérula, com presenca de tricomas simples e uncinados na
nervura principal e secundaria, enquanto a face abaxial é tomentosa em toda a extensdo do
limbo, ambas as faces tém indumento aracnodideo. O peciolo é tomentoso, 30-40 cm de
comprimento, presenca de triquilio na base do peciolo, as estipulas 8-20 x 3-10 cm, creme-

esverdeadas ou rosadas na face externa (Figura.6.2). Apresenta indumento aracnoéideo na face
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interna a coloragdo € ferrugineo-esverdeadas e pubérulas (GAGLIOTI, ROMANIUC NETO,
2012).

As inflorescéncias ocorrem aos pares, em forma de espata 6-12 x 2-4 cm, com
amentos tomentosos de coloracdo esverdeadas externamente, glabras e castanho-escuras
internamente, as flores estaminadas 1,2-2,8 x 0,6-1,2 mm, glabras, perigonio tubular, anteras
0,5-0,7 mm; amentos pistilados 4-9, 6-15cm, creme-esverdeados; flores pistiladas 1,2-2 x 0,5-
0,8 mm, suas tépalas 2-3, (sub) carnosas, indumento aracnoide circundando o apice do
perigonio, estigmas peltados (Figura 6.3). O fruto € do tipo aquénio 1,5-2,2 x 0,6-1 mm,
oblongo, castanho, semente 0,8-1,2 mm diametro, oblonga, castanha e rugosa (GAGLIOTI,
ROMANIUC NETO 2012).
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L Vi - N
Figura 6.1. Cecropia pachystachya Trécul. A. habito; B. habitat; C. Ramo com laminas foliares, adaxial e
abaxial; D. Peciolo: tomentoso (PT), estipula rosada ou creme esverdeada (ES) e triquilios (TR) (Fonte: autoria
prépria, 2022).
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Figura 6.2. Cecropia pachystachya Trécul. A. Indumento aracnoide na regido abaxial da lamina foliar; B.
Tricomas na nervura adaxial; C. Nervura abaxial tomentosa; D. Inflorescéncia fechada; E. Inflorescéncia
estaminada glabras, em antese, com grao de pélen disperso (Fonte: autoria propria, 2022).
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Figura 6.3. Cecropia pachystachya Trécul. A. Inflorescéncia estaminada glabras, em antese, com gréo de p6len
disperso; B - D. Inflorescéncia pistilada com indumento aracnoide e estigma peltado (Fonte: autoria prépria,
2022).

A ecologia de Cecropia pachystachya Trécul se caracteriza por sua facil
adaptabilidade em solos imidos ou em bancos de rios (Figura 6.1), podendo ser encontradas
em borda de matas, clareiras grandes e em ambiente ruderal. (HERNANDEZ-TERRONES et
al., 2007). Os individuos tém réapido crescimento, resistente a baixas temperaturas e a seca,
sdo helidfitas e higrdfilas seletivas, vegetam em qualquer altitude, representa uma espécie
pioneira, por isso sua utilidade em projetos de reflorestamento (NETO; GAGLIOTI, 2015).

J& foi evidenciado o potencial econdmico do td&xon, uma vez, que 0 mesmo tem

7

rpido crescimento, sua madeira é usada para a producdo de polpa celulésica e papel
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(PAULA;COSTA, 2011), também é matéria-prima de painéis de aglomerados e de cimento-
madeira , coixotes, fosforos l&pis, tamanco, salto para sapatos (IWAKIRI et al., 2012).

2.6. Metabolitos Secundarios

As especies vegetais apresentam mecanismos especificos e complexos que
permitem sua sobrevivéncia contra agentes bioticos e abioticos, embora sejam praticamente
sésseis excetuando 0os movimentos de tropismos, nastismos e tactismos. Estes mecanismos
estdo engajados na producdo de substdncias chamadas metabdlitos secundarios ou
especializados, que habilitam a planta resisténcia contra herbivoria, doencas, atracdo de
agentes polinizadores, interacdo com microrganismos simbidticos bem como a resisténcia a
agentes abidticos (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2015). Neste sentido, os metabdlitos
secundarios tém notéria funcdo na evolugdo dos vegetais, pois sua breve incapacidade de
locomocdo pressionou a espécies a desenvolverem mecanismos que favorecam seu
desenvolvimento sem comprometer a fisiologia das células e producdo dos metabdlitos
primarios (ISAH, 2019).

Os metabdlitos priméarios sdo o0s precursores dos metabolitos secundarios,
sintetizado por todas as plantas promovendo crescimento e desenvolvimento. Esses
compostos sdo representados por aclcares, aminoacidos, acidos graxos, lipideos e
nucleotideos, bem como, moléculas maiores, oriundas destes metabdlitos, como proteinas,
polissacarideos, membranas, acido desoxirribonucleico (DNA) e écido ribonucleico (RNA)
(GARCIA; CARRIL, 2009).

Os metabdlitos especializados apresentam algumas caracteristicas como: Actil-CoA
como metabdlito priméario percursor (Figura 7), baixo peso molecular, distribuicdo
taxondmica restrita, ou seja, encontra-se apenas em alguns grupos de vegetais, exibem uma
gama de variabilidade quimica estrutural, onde sua composicdo quimica variada é utilizada
na distincdo de taxons (quimiotaxonomia), sua sintese ndo ocorre durante todo o
desenvolvimento do vegetal, sendo produzidas em fases especificas, em plantas superiores,
0s metabolitos sdo armazenadas em vacuolos das células produtoras (VILADOMAT;
BASTIDA, 2015; SIMOES et al., 2017).
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Figura 7. Visdo simplificada das principais rotas de biossintese dos trés grupos de metabdlitos secundarios e
suas conexdes com o metabolismo primario (TAIZ et al. 2017).

As pesquisas em buscas de metabolitos secundarios ja elucidaram cerca de 100.000
metabdlitos, pondera-se que em média 4.000 novos vém sendo descobertos (BRANDAO et
al., 2017). De maneira generalista, os metabolitos especializados podem ser categorizados
em trés grupos: terpenos, compostos fenolicos e alcaloides, sdo benéficos para as plantas e
eficazes no tratamento de patologias que acomentem a espécie humana. Os metabolitos
secundarios apresentam atividade biolégicas como antioxidante, anti-inflamatoria,
antimutagénica, anticancerigena, gastroprotetora e antimicrobiana (KORTBEEK et al.,
2019).

Os terpenoides (terpenos ou isoprenoides) sdao 0 maior grupo de substancias
produzidas pelas espécies vegetais, albergando mais de 33% dos compostos conhecidos,
enquanto os alcaloides representam o segundo maior grupo (KHAN et al., 2018). A grande
maioria dos terpenoides detém atividade alelopatica, como meio protetor contra a herbivoria
e microorganismos patogenos (KARUNANITHI; ZERBE, 2019). Os terpenos podem se

apresentar como 06leos essenciais, triterpenos e esteroides como as saponinas, formando um
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extenso grupo estrutural com mais de 35 mil substancias conhecidas (BRITO-FILHO et al.,
2017).

Os terpenos sdo hidrocarbonetos naturais que alicercam muitas estruturas com

variadas fun¢des no metabolismo secundario e primario, se apresentando como moléculas
pequenas e Volateis (mono e sesquiterpenos) ou mesmos horménios (brassinosterdides,
acido abscisico e giberelinas) e componentes estruturais das células como os pigmentos
carotenoides (KORTBEEK et al., 2019). Sdo precursores dos pigmentos fotossintéticos
(carotenoides), carreadores de elétrons (ubiquinona e plastoquinona) e estruturas de
membrana (fitoesterois) (ALICANDRI et al., 2020).
O difosfato de isopentenila (IPP) e difosfato de dimetilalila (DMAPP) sdo os precursores da
formacdo dos terpenos e sua biossintese pode advir em duas vias metabodlicas e
espacialmente separadas (Figura 8): via do mevalonato (MEV) ou a via do metileritritol
fosfato (MEP) (ALICANDRI et al., 2020). Os isoprenos difosfato de isopentenila (IPP) e o
difosfato de dimetilalila (DMAPP), cuja estrutura quimica é pentacarbonada, se ligam para
formar terpenos maiores, como 0s monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos
(C20), triterpenos (C30) e os carotenoides (C40) (YAN et al., 2017).

Acetil CoA Piruvato+G3P
. P
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;2 <
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Figura 8. Vias do metabolismo dos terpenoides (YAN LIU et al. 2016).

A via do acido melavonico (MEV), presente no citosol, ocorre com trés moléculas

do Acetil-CoA sendo utilizadas para formar o acido melavénico. Estas sdo pirofosforilada,
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descarboxilada e desidratada com a finalidade de formar o IPP (isopentenil difosfato). Uma
outra via de formacdo de terpenos ocorre nos plastidios, conhecida como via do metileritritol
fosfato (MEP), onde o gliceraldeido-3- fosfato (G3P), associados a dois atomos de carbono
do piruvato, forma um intermediario de cinco carbonos, o 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato. Esta
é reduzida a molécula MEP (metileritritol fosfato), a qual é convertida em DMAPP
(dimetialil difosfato), um isdmero do IPP (HENRY et al., 2018).

O uso popular e terapéutico de plantas que apresentam derivados terpénicos ocorre
devido suas acOes sedativas, tranquilizantes e anticonvulsivantes. Os 6leos volateis que esses
derivados possuem apresentam acdo ansiolitica, anticonvulsivante e antinociceptiva, como
linalool, limoneno e citronelol (PERGENTINO et al., 2007; LEITE et al., 2008).

Os compostos fendlicos tém essa denominacdo por apresentarem em sua estrutura,
o grupamento organico fenol (hidroxila ligado a um anel aromatico. E comum ocorrer mais
de uma hidroxila - OH - por anel) que formam um grupo quimico heterogéneo, com
aproximadamente 10 mil compostos descritos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Os compostos fenolicos constituidos por acidos carboxilicos e glicosideos sédo
solGveis em &gua, enquanto os formados por polimeros séo insolUveis, por isso apresentam
variadas fun¢Ges como: defesa contra herbivoros e patdgenos, atrativo de polinizadores ou
dispersores de frutos, protecdo contra a radiagéo ultravioleta (TAIZ et al., 2017).

A biossintese dos compostos fendlicos tem como precursor a fenilalanina, através
da rota do &cido chiguimico como principal via, pois existe a rota do acido maldnico. A
fenilalanina é produzida a partir da eritrose 4-fosfato (rota das pentoses fosfatadas) e acido
fosfoenolpiravico (glicélise). A molécula de amdnia (NH3) é desassociada da fenilalanina
por meio da enzima fenilalanina aménia liase (PAL) originando o &cido cinamico (Figura 9)
(LIN et al., 2016).
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Figura 9. Os compostos fenolicos das plantas superiores. As formulas entre parénteses indicam um arranjo
béasico dos esqueletos de carbonos (TAIZ et al., 2017).

Os polifenois podem ser usados em formulagdes topicas por serem capazes de
absorver radiacdo ultravioleta e apresentarem atividade antioxidante, reduzindo os efeitos
nocivos do sol (NICHOLS; KATIYAR, 2010). Os derivados fendlicos inibem por exemplo
a atividade da colagenase e da elastase, enzimas que degradam o coladgeno e elastina,
respectivamente. A expressdo aumentada dessas enzimas estd comungada com formacéo
excessiva de EROs (espécies reativas ao oxigénio), os derivados fenolicos enquanto
antioxidantes minimizam a degradacdo do colageno e elastina da pele (ZILLICH et al.,
2015).

Os alcaloides, por sua vez, sdo compostos nitrogenados encontrados em
aproximadamente 20% das espécies de plantas vasculares, com maior prevaléncia em
eudicotiledéneas herbéaceas e em poucas monocotileddneas e gimnospermas (PAGARE et
al., 2015). Sua principal atividade € defender o vegetal contra ataque de patdgenos e
herbivoria, mediante sua atividade bioldgica,por isso muitos alcaloides sdo explorados para
producédo de estimulantes, narcoticos e venenos (ZIEGLER; FACCHINI, 2008).

Os compostos nitrogenados apresentam estrutura organica e ciclica contendo um
nitrogénio em estado de oxidacdo negativo. Esse metabdlito secundario contém um ou mais
atomos de nitrogénio, geralmente como aminas primarias, secundarias e terciarias, que Ihe
conferem alcalinidade (ANISZEWSKI, 2015).
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Os compostos nitrogenados sdo derivados do ciclo do acido tricarboxilico e do
acido chiquimico. Na rota do &cido tricarboxilico formam-se aminoacidos alifaticos que
originam produtos secundarios nitrogenados. Na rota do acido chiquimico sdo formados 0s
aminoacidos aromaticos que, por fim também formam os compostos nitrogenados (Figura
10). Os alcaloides mais conhecidos sédo, morfina e codeina (Papaver somniferum L.), cafeina
(Coffea L.) e nicotina (Nicotiana L.) (ROBERTS et al., 2010).

A atividade bioldgica dos alcaloides é determinada através da transformacédo por

protonacao de sua grupamento amina, em valores de pH fisiolégico (DEWICK, 2009).
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Figura 10. Rota simplificada da biossintese de compostos nitrogenados (ANULIKA et. al., 2016).

As atividades bioldgicas atribuidas as folhas de Cecropia pachystachya se devem a
presenca de acidos fendlicos e flavonoides (especialmente as flavonas C-glicosiladas, acido
clorogénico, orientina, isoorientina, vitexina, isovitexina, diglicosideos, luteolina,
apigenina), flavonois como isoquercitrina, rutina, catequina, epicatequina e taninos e
derivados da epicatequina como as procianidinas B2 e C1 (BRANGO-VANEGAS et al.,
2014; ORTMANN et al., 2017), procianidinas B2 e C1 (figural2) (BRANGO-VANEGAS
etal., 2014; ORTMANN et al., 2017).(Figura 11).

O composto fendlico marjoritario das folhas de C. pachystachya é o &cido
clorogénico um C-glicosilflavonoide (isooerientina), um marcador quimico da espécie
(COSTA et al., 2011). O éacido clorogénico tem ampla atividade antioxidante, podendo
passar pela barreira hematoencefalica como metabolito ou em sua forma pura agindo no
sistema nervoso central. Apresenta também efeito cardioprotetor, atividade antitumoral
(HEITMAN; INGRAM, 2017), antiobesidade, antiapoptose e antiosteoporose (ZHOU et al.,
2016).
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Figura 11. Estruturas das substancias identificadas nas folhas de Cecropia pachystachya Trécul: 1-6: flavonas;
7: &cido fenolico; 8-9: flavan-3-ois; 10-11: flavonois e 12: tanino condensado (BRANGO-VANEGAS et al.,
2014; ORTMANN et al., 2017).

Em relacdo aos terpenoides foram descritos em estudos farmacoldgicos para C.
pachystachya que os triterpenos presentesna espécie, denominados de acido pomdlico e -
sitosterol, apresentaram atividade antimalarica, com resultados promissores in Vivo,

reduzindo a parasitemia em camundongos (UCHOA et al., 2010).

2.7. Atividade Citotoxica

A carcinogénese é um processo de desenvolvimento do cancer, com seus variados
mecanismos de desenvolvimento, onde um agente cancerigeno inicia e promove 0 processo
que acontece de forma letargica, em uma célula normal. O processo culmina na formacéo de

células cancerosas onde as mesmas se proliferam desordenadamente formando o tumor e
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podem se distribuir para tecidos adjacentes, comprometendo a homeostase do organismo, e
por fim leva ao processo de metastase (INCA, 2018).

Considerado o principal problema de saude publica no mundo, o cancer se encontra
entre as quatro principais causas de morte prematura da humanidade, antes dos 70 anos. No
territdrio brasileiro, a estimativa para cada ano do triénio 2020-2022 indicia para 625 mil
novos casos de cancer, cabe ressaltar que na regido nordeste, aumentou a incidéncia do
cancer do colo do atero e de estdmago (INCA, 2019).

Os fatores de riscos para desencadear um processo carcinogénico, incluem habitos
alimentares com presenca de alimentos condimentados, tabagismo, hereditariedade,
infeccOes, obesidade, sedentarismo, atividade laboral, etilismo, radiacdo ultravioleta, uso de
medicamentos e poluicdo (Figura.12). Tais fatores causam lesées no DNA de células sadias,
levando a mutacGes em genes, como por exemplo, os que regulam o crescimento celular,
estabelecendo neoplasia maligna (INCA, 2017; BROWN, 2018).
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Medicamentos 2%

r— Raios UV 2%

Alcool 3%

Obesidade e falta de exercicio 5%
#———————— Exposi¢do profissional 5%

o————— Infecgao 5%

Figura 12. Fatores de riscos para o cancer (INCA,2017).

As caracteristicas comuns ao sucesso de crescimento e multiplicacdo de células
cancerosas residem nos mecanismos de sobrevivéncia as estratégias fisioldgicas de combate
do corpo humano. Cabe citar as seguintes caracteristicas: autossuficiéncia para os sinais de
crescimento, resisténcia aos sinais antiproliferativos, replicacdo ilimitada por inibir a
degradacdo do telémero, evasdo da apoptose, capacidade de invadir tecidos sadios,
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angiogénese, instabilidade gendmica, estresse metabolico, evasdo do sistema imune e
desenvolvimento tumoral por inflamacdo (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Conforme as informacg6es supracitadas em relacdo ao desenvolvimento de tumores
malignos ha formulacGes medicamentosas oriundas de plantas medicinais utilizadas na
clinica para o tratamento dessa patologia, como os alcaloides da vinca, a vincristina e
vimblastina, isoladas da Catharantus roseus (L.) Don (Apocynaceae), os lignanos como
etoposideos e tenoposideos, derivados semi-sintéticos da podofilotoxina, isoladas de
especies de Podophyllum (Berberidaceae), taxanos isolados de espécies de Taxus (Taxaceae)
e derivados semi-sintéticos da camptotecina, irinotecano e topotecano, isoladas de
Camptotheca acuminata Standl (Nyssaceae) (MESQUITA, 2009).

A capacidade antioxidante dos flavonoides encontrados em produtos naturais de
origem vegetal constitui uma das terapias antitumorais, por serem captadores de radicais
livres, levando a formacdo de espécies radicalares estaveis (CHOUDHARI et al., 2020).
Portanto, a atividade dos flavonoides ao inibirem o desenvolvimento de células tumorais,
consiste no controle da proliferacdo celular, ou seja, a apoptose, além da inibicdo de
oncogénese por meios que modulam enzimas da via metabolica carcinogénica (SILVA,
CARVALHO, 2014). A procianidina B2 (flavonoide) apresenta atividade anticancerigena
em células cancerosas humanas. No cancer gastrico, o metabdlito secundario exerce efeitos
antiproliferativos, apoptéticos e induz a autofagia (LI et al., 2021).

Em relacdo a acdo antitumoral de metabdlitos presentes em Cecropia pachystachya,
relatou-se que os terpenoides, em especial do grupo dos triterpenos apresentaram elevado
potencial terapéutico como agente anticancer (CHUDZIK; KORZONEK-SZLACHETA,;
KROL, 2015).

Na analise de citotoxicidade ou viabilidade celular, é um ensaio é grande
prestabilidade cujo intuito € avaliar a atividade antitumoral de compostos vegetais, pode ser
utilizado o método do MTT. O método é notadamente utilizado no programa de screening
do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), com mais de 10.000 amostras por
ano (SKEHAN et al., 1990). O ensaio in vitro permite analisar a viabilidade e o estado
metabolico da célula, através de andlise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a
partir de enzimas mitocondriais ocorrentes somente em células metabolicamente ativas
(MOSSMAN, 1983). O estudo citotéxico pelo método do MTT permite definir a

citotoxicidade, mas nédo o mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996).
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2.8. Atividade Antibacteriana

As doengas infecciosas ainda se destacam como causa de morbidade e mortalidade
no mundo, mesmos com 0s avangos cientificos no campo das ciéncias medicas, devido
principalmente aos mecanismos de resisténcia a antimicrobianos dos microrganismos
patogénicos e/ou oportunistas. Na tentativa de debelar essa resisténcia, ha necessidade
permanente de pesquisas e desenvolvimento de novas drogas utilizadas no combate e/ou
controle dos microrganismos (RATES, 2001; PACKER; LUZ, 2007). A resisténcia aos
antimicrobianos decorre do seu uso indiscriminado, selecionando cepas bacterianas
resistentes, onde limita a intervencdo terapéutica nos processos infecciosos (FERREIRA et
al., 2010).

A prospecgdo de substancias com atividades antimicrobianas dirige a atencdo aos
produtos naturais, como 0s metabolitos secundarios presentes nas plantas superiores, logo
amplia a investigacdo do potencial da flora brasileira (SUFFREDINI et al., 2004,
MICHELIN et al., 2005; LIMA et al., 2006). Os antibi6ticos naturais usados na clinica
originaram-se de fungos pertencentes aos géneros Penicillium, Cephalosporium, e bactérias
dos géneros Bacillus, Micromonospora e Streptomyces, enquanto as drogas antibacterianas
semissintéticas sdo oriundas de compostos como penicilina, cefalosporina, tetraciclina e
eritromicina (WRIGHT et al., 2007). As plantas medicinais representam uma alternativa
para a sintese de novos farmacos antimicrobianos, ja que a variedade de substancias naturais
é superior a dos farmacos de origem sintética (SILVA et al., 2010).

As espécies vegetais com acdo antimicrobiana estdo presentes em diversas
pesquisas no mundo, sobretudo em paises biodiversos. Constata-se que a geometria quimica
dos antibioticos a base de produtos naturais, ndo é analoga ao dos demais antibioticos. Deste
modo, constitui-se como uma nova terapéutica ao combate de diversos microrganismos
resistentes, por apresentarem novas estratégias de inibi¢cdo do crescimento antibacteriano
(HO; LIAO; SU, 2012).

Os metabdlitos secundarios, dentro de suas funcionalidades apresentam acéo
antimicrobiana que protegem o0s vegetais contra microrganismos invasores, cOmo 0S
compostos com propriedades antibiéticas: flavonoides, polifendis, terpenoides, alcaloides,
polipeptideos, taninos e cumarinas (LANGEVELD et al., 2014; SWAMY et al., 2016).

A atividade antibacteriana dos flavonoides ocorre devido a afinidade dos grupos

fenolicos-hidroxilo com as proteinas bacterianas, nos organismos procariontes essa afinidade
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inibe a atividade das enzimas bacterianas (AVILA; SMANIA; MONACHE; JUNIOR,
2008).

Outro mecanismo relatado foi a troca do conjunto de anéis dos flavonoides com
grupos prenilo, aumentando a lipofilicidade das membranas das células procariontes. Deste
modo, sua atividade antibacteriana ocorre através da interacdo intima com as membranas
celulares, também foi relatada a inibicdo da enzima DNA topoisomerase, comprometendo a
replicacdo de DNA expressdo e recombinacdo de genes (MUKNE; VISWANATHAN;
PHADATARE, 2011).

A atividade antibacteriana dos terpenos é associada ao seu carater lipofilico,
modificando os constituintes da membrana externa do procarioto. A modificagdo proteica da
membrana causa a saida do conteddo interno e altera a cadeia respiratoria da bactéria
(TROMBETTA et al., 2005).

A classe do monoterpenos exibe atividade antibacteriana, majoritariamente, em
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas do trato respiratorio, pele e boca. Estudos tém
mostrado que Staphylococcus aureus apresenta grande sensibilidade aos terpenos dentre
eles, o linalol, farnesol, nerolidol, timol, plautonol, geraniol e nerol (TROMBETTA et al.,
2005).

Os extratos vegetais podem ter efeito sinérgico, potencializando a acdo de
antimicrobianos conhecidos, como o extrato e fracbes metanolicos oriundas do caule e
folhas de C. pachystachya, atuam como coadjuvante de aminoglicosideos exposto a S.
aureus multirresistente (SOUZA et al., 2014).

2.9. Atividade Antioxidante

O estresse oxidativo ocorre quando existe uma discrepancia entre a concentracéo de
espécies oxidantes geradas no organismo e a sua capacidade antioxidante (PISOSCHI; POP,
2015).

Os radicais livres sdo 4&tomos quimicamente ativos ou moléculas que sdo instaveis,
pelo fato de apresentam um numero impar de elétrons na sua Orbita externa, sequestrando
elétrons de outras moléculas, prejudicando as células, proteinas, carboidratos, lipideos e
DNA (F.1.B, 2009).

As espécies reativas de oxigénio (EROS) podem ser classificadas como radicais,
devido a existéncia de elétrons desemparelhados, como o radical aniénico superoxido (O2"),
radical hidroxil (HO"), radical hidroperoxila (HOO"), peroxido de hidrogénio (H20.),

oxigénio singleto (10?), 4cido hipocloroso (HOCI), peréxido nitrito (ONOQ"),6xido nitrico
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(NO), peroxido de hidrogénio (H202), oxigénio singleto (:0?), acido hipocloroso (HOCI) e
peréxido nitrito (ONOO), como também ndo formam radicais, e sdo reativos por serem
instaveis, como o perdxido de hidrogénio (H202) e o oxigénio singleto (:0%) (RIBEIRO et
al., 2006).

As formagOes de EROs processam-se através do metabolismo aerdbico celular ou
devido a infecgBes microbianas, exposi¢do a poluentes, toxinas, alcool, tabaco, pesticidas e
radiacdo UV (Figura.13) (POLISAK; SUPUT; MILISAV, 2012).

Durante a respiracdo celular ha formacdo de EROs, onde os elétrons ao passarem
pela cadeia transportadora de elétrons, ligam-se ao oxigénio molecular para formar agua.
Nesse decurso, intermediarios reativos entre o oxigénio e a molécula de agua séo formados
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Pesquisas evidenciam que entre 1 e 3% dos elétrons
que passam pela cadeia transportadora de elétrons escapam do oxigénio, formando anions
superoxidos (O27), ndo ocorrendo a reducdo do oxigénio a agua, formando assim os EROs
(VALKO et al.,, 2007). Outras organelas celulares como o reticulo endoplasmatico,
peroxissomos e as membranas plasmaticas e nucleares em suas atividades celulares também
formam EROs (RINNERTHALER et al., 2015).
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Figura 13. Causas do estresse oxidativo. Adaptacao de: (http://www.barrekailua.com).

O organismo, em resposta a acdo dos agentes oxidantes, tem em seu sistema
antioxidante a eliminagdo ou a reducdo dos efeitos nocivos dos oxidantes (LUSHCHAK,
2014). O sistema antioxidante do tipo enziméatico forma a superoxido dismutase,
convertendo superdxido em peréxido de hidrogénio; catalase e glutationa redutase, que
converte de peroxido de hidrogénio em agua (FINKEL; HOLBROOK, 2000). Ja o sistema
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antioxidante ndo enzimético é composto por elementos de reduzido peso molecular como o
acido ascorbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), carotenoides, antocianinas, polifendis,
ubiquinol, &cido urico e a glutationa (RAHAL et al., 2014).

A oxidacéo exacerbada das biomoléculas celulares causa danos como a apoptose ou
lesbes em tecidos, acarretando males como cancer, hepatopatias, diabetes e aterosclerose
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O estresse oxidativo esta intimamente relacionado
com doencas cronicas, como a doenca de Alzheimer e doencas pulmonares obstrutivas
crénicas, o que valida a importancia da pesquisa sobre o equilibrio redox para a formulacéo
de drogas antioxidantes (SUN et al., 2015; WEIDINGER; KOZLOQOV, 2015).

A peroxidacéo lipidica € um dos danos mais eminentes, causada pelo excesso de
radicais livres no meio celular. Ocorre em cascata de reacdes bioquimicas em lipidios
insaturados das membranas celulares, alterando sua estrutura, causando danos de
permeabilidade (Figura.14) alterando o fluxo i6nico, na gaul resulta na perda da seletividade
para entrada e/ou saidas de nutrientes e substancias toxicas das células, inativacdo dos
mecanismos de trocas metabdlicas, liberacdo dos contetidos das organelas, formacdo de
produtos citotoxicos, como o malondialdeido e dienos conjugados, e alteracdes no DNA
com consequente morte celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).
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Figura 14. Superprodugdo de ROS (1) ocasionando estresse oxidativo (2) devido a redugdo dos
compostos antioxidantes intracelulares (3) promovendo diversas alteragGes: peroxidacao lipidica (4),
fragmentagdo do DNA (5) e oxidacdo de diferentes moléculas, levando a célula a morte (AGARWAL et
al.,2005).
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Nos ultimos anos houve crescente nimero de pesquisas sobre as propriedades
antioxidantes dos vegetais, devido a necessidade de um estilo de vida mais saudavel e
confirmacdo de que certos alimentos apresentam compostos biologicamente ativos, trazendo
beneficios a saude ou efeitos fisiologicos desejaveis (SOUZA, 2014). A atividade
antioxidante atribuida aos vegetais esta associada a presenca de polifendis (MONTORO et
al., 2004). Sua atividade efetiva € reduzir substancias oxidantes através da doacdo de
elétrons ou hidrogénios (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997; PIETTA, 2000).

Dos varios ensaios in vitro para avaliar a atividade antioxinde de extratos vegetais,
citam-se 0 método ORAC (Capacidade de Absor¢cdo de Radicais de Oxigénio), FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power), Sequestro do radical ABTS e Sequestro de radicais
DPPH. O método mais utilizado é sequetro de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil),
fundamentado por Blois (1958), obtido por dissolucdo direta do reagente em meio organico,
seja ele metandlico ou etandlico (OLIVEIRA, 2015). O fundamento do teste é a reducdo do
radical DPPHe ao fixar um He, removido do antioxidante em analise, na qual ha diminui¢do
da absorbancia utilizando o comprimento de onda 515 nm (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995). Apo0s o estabelecimento do equilibrio da reacdo, considera-se
a efetiva atividade, quando a concentracdo minima necessaria de antioxidante para inibir
50% de uma determinada concentracdo do radical é calculada através do IC50 —
concentragdo inibitoria média (SAVATOVIC et al., 2012).

A atividade antioxidante para C. pachystachya é devido a presenca do &cido
clorogénico e compostos fenolicos, os quais foram identificados em estudo fitoquimico da
fracdo soluvel em etanol (MACHADO, 2020). Uma avaliacéo in vivo elucidou a atividade
antioxidante do extrato metandlico de folhas de C. paschystachya em modelo de
comportamento maniaco induzido por quetamina no cortex pré-frontal de ratas pré-tratadas
por 14 dias, na qual foi evidenciada a inibicdo da peroxidacdo lipidica provocada pela
quetamina (GAZAL et al., 2015). A atividade antioxidante de extratos foliares de C.
pachystachya, estd associada ao retardamento da senescéncia celular, devido aos seus

constituintes, com destaque para os flavonoides (SHIN et al., 2015).

2.10. Atividade Anti-inflamatoria

O processo inflamatorio € um evento fisiolégico complexo agindo como uma
resposta do tecido a lesdo celular, manifestada a partir da acdo de agentes lesivos fisico,
quimico ou bioldgico, levando a ocorréncia de calor, vermelhiddo, dor, inchaco e perda de

funcdo. Este evento ocorre em cascata, restringindo os danos no local da agressao, porém
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pode apresentar efeitos deletérios quando a resposta é exacerbada (SONNENBERG; ARTIS,
2015).

A resposta inflamatoria envolve trés etapas distintas: fase aguda, caracterizada por
vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade vascular; Fase tardia, com nitida migracao
celular, com infiltracdo de leucdcitos e células fagocitarias, a Fase cronica, caracterizada por
apresentar degeneracdo tecidual e fibrose (Figura.15). Geralmente, em todo 0 processo
inflamatdrio ocorre dor devido a ativagdo e sensibilizacdo de nociceptores (REVANKAR et
al., 2017).

INFLAMACAO AGUDA RESOLUCAO

* Alteragies vasculares * Remocéao dos estimulos nocivos
* Recrutamento de neutrofilos * Remogao dos mediadores e células
* Mediadores inflamatorias agudas

- « Substituicao das células lesadas

- a * Fungao normal

« Infarto
* Infecgdes bactenanas "
« Toxinas w & &

* Trauma

Formacéo de pus
(abscesso)

Progressao |

LESAO
Cura
* Infeccdes virais -
* Infecgdes cronicas - ~
» Lesao persistente FIBROSE
* Doengas autoimunes « Perda de fungao
INFLAMAQAO CRONICA
* Angiogenese

« Infiltrado celular mononuciear
* Fibrose (cicatriz)

Figura 15. Evolugdo da inflamacdo aguda (ROBBINS, 2013).

Em relacdo as etapas ja citadas do processo inflamatorio, a finalidade da fase aguda
é facilitar a distribuicdo local de mediadores inflamatdrios, como o éxido nitrico (NO),
cininas, histamina, serotonina, PAF-aceter (fator ativador de plaquetas), fracdo C5a do
sistema complemento e metabdlitos do &cido araquidénico, leucotrienos e prostaglandinas
(PGD2, PGE2, PGI2, PGF2a). Os mediadores controlam o curso da inflamagéo, essas
substancias podem ser oriundas de proteinas do plasma, do tecido agredido ou secretadas
pelas células do sistema imune. A a¢do em comum é aumentar a vasculatura do endotélio e
recrutar leucocitos (SHINOHARA et al., 2012).

Na fase tardia h& alteracdo e ativacdo das células endoteliais com presenca de
leucdcitos circulantes e grande expressdo de moléculas de adesdo, configurando em fluxo

transendotelial de leucocitos com extravasamento para o tecido lesado. Essas alteracGes sao
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causadas por citocinas produzidas pelos macréfagos ativados, além da forte quimiotaxia de
neutréfilos e outros leucdcitos cujo objetivo é facilitar a migracdo para o dano tecidual.
(GRANGER; SENCHENKOVA, 2010).

Na fase crénica do processo inflamatdrio, verifica-se 0 aumento da permeabilidade
vascular com exsudacéo de liquido para os tecidos, ocasionando a formacao de edema e dor,
resultando na ativacdo das proteases, componentes das cascatas enzimaticas proteoliticas. O
sistema complemento, de coagulacdo, fibrinolitico e sistema de cininas, desencadeiam a
formacéo de substancias quimiotaticas, seguida da liberacdo dos mediadores inflamatorios,
entre eles a histamina, bradicinina, serotonina, produtos da cascata do acido araquidénico e
ATP (NATHAN; DING, 2010).

Ao caracterizar as trés fases do processo inflamatério, observam-se alteracdes
teciduais e funcionais no local da injdria, configurando os cincos sinais cardinais da

inflamacéo: calor, rubor, inchago (edema), dor e perda de funcdo (Figura.16).

NFLA

Figura 16. Sinais cardinais da inflamacdo. Fonte: Adaptado de figura da internet. Acesso em:
(https://gramho.com/explore-hashtag/sinaiscardinais).

O calor e rubor ocorrem devido a vasodilatagdo, com aumento do volume
sanguineo na éarea inflamada (hiperemia). O aumento de temperatura ocorre tanto pelo
intenso fluxo sanguineo como pela presenca dos mediadores inflamatérios, enquanto o
aumento da permeabilidade vascular permite o extravasamento de liquidos, formando o

edema. A compressdo de terminacBes nervosas pelo edema e acdo dos mediadores
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inflamatorios como citocinas, quimiocinas e prostaglandinas causam a dor no tecido
injuriado. A perda de funcédo, total ou parcial, decorre da exacerbagédo do edema e dor,
limitando a rotina do individuo acometido por injaria quimica, fisica ou infecciosa
(BARNES; KUMAR; DAVIS, 2016).

Toda a expressdo do processo inflamatério é regulada por uma diversidade de
mediadores inflamatorios liberados por diferentes tipos celulares durante a injuria tecidual.
Entdo, compreender os efeitos, mecanismos de acéo e uso clinico de farmacos que afetam as
respostas inflamatdrias e imunoldgicas dependem da avaliagdo minuciosa de como essas
células e seus mediadores interagem (RANG et al., 2012).

Os mediadores inflamatdrios oriundos do exsudato e do infiltrado durante a leséo
celular, apresentam grande importancia terapéutica, podendo ser inibidos ou estimulados.
Desse modo, permitem o controle dos sinais e sintomas do processo inflamatério
(CHAMUSCA et al., 2012).

Os metabolitos secundarios como os flavonoides, aprestam acéo anti-inflamatoria
devido a capacidade moduladora da expressdo génica pro-inflamatéria das enzimas
ciclooxigenase (COX), lipooxigenase (LPO), ativacdo do fator nuclear (NF-xP) cuja
expressao génica induz a sintese de citocinas pro-inflamatérias: TNF-a, IL-1p, IL-6, e 1L-8,
além da COX-2. (BASTIANETTO; ZHENG; QUIRION, 2000). Foram descristas atividades
anti-inflamatorias e cardiotonicas para as espécies C. pachystachya e C. glaziovii. Esses
efeitos foram atribuidos a presenca de flavonoides como catequinas, proantocianidinas,
terpenos e compostos esteroidais (RIVERA-MONDRAGON et al., 2017).

Ao avaliar diferentes meios de tratamentos de doenga periodontal em pacientes com
Diabetes Mellitus tipo 2, observou-se as interacbes dos flavonoides com a enzima
fosfolipase A2, a mesma realiza a hidrélise de fosfolipideos das membranas celulares,
liberando &cido araquidénico, potente mediador inflamatério (TOYAMA et al., 2014). Foi
investigado que o extrato metanodlico de C. pachystachya apresenta atividade anti-
inflamatoria tépica, 0 mecanismo de acéo inibe a via do &cido araquidbnico,interronpendo a
cascata de inflamacdo via COX2, como foi elucidado na inibicdo do edema de orelha em
modelo murino induzido por TPA (12-0O tetradecanoilforbol acetato) (PACHECO, 2013).

Conforme as informagdes mencionada, fica evidente a necessidade de compreender
0s mecanismos de acdo dos constituintes fitoquimicos encontrados em C. pachystachya,
guanto sua atividade anti-inflamat6ria ou moduladora da resposta imune, tornando-se uma

alternativa terapéutica promissora no tratamento de inflamagdes agudas ou cronicas
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

o Identificar os constituintes quimicos de Cecropia pachystachya Trécul
ocorrentes em dois ambientes distintos da Area de Protecdo Ambiental do Delta do Parnaiba

- APA e correlacionar as atividades bioldgicas.
3.2. Objetivos Especificos

o Realizar prospeccdo cientifica e tecnologica de Cecropia pachystachya,
avaliando seu potencial biotecnol6gico com finalidade terapéutica;

o Determinar qualitativamente os constituintes quimicos dos extratos foliares
etanolico e metandlico de C. pachystachya;

o Analisar por espectroscopia a presenca de grupos organicos funcionais nos
extratos foliares etandlico e metandlico de C. pachystachya;

o Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos foliares etandlico e metandlico
de C. pachystachya frente as cepas gram-negativas de Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella typhimurium ATCC 14028 e gram-positivas de Staphylococcus aureus ATCC
29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

o Verificar citotoxicidade in vitro dos extratos foliares etandlicos e metanolicos
de C. pacystachya em trés linhagens de células tumorais: SNB19 (Glioblastoma), HCT116
(Carcinoma de célon - humano), PC3 (Prostata);

o Mensurar a toxicidade aguda dos extratos foliares etandlicos e metandlico de

C. pachystachya frente ao microcrustaceo Artemia salina;



4. METODOLOGIA

4.1. Organizacao do Estudo

Cecropia pachystachya

48

PROSPECCAO CIENTIFICA
E TECNOLOGICA

FITOQUIMICA

ANALISE POR FTIR

ATIVIDADE
ANTIBACTERINA

CITOTOXICIDADE

TOXICIDADE
AGUDA

Figura 17. Organizacao do Estudo (Fonte: autoria prorpria, 2022).
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4.2. Prospeccdo do potencial biotecnologico da utilizagdo de Cecropia

pachystachya com finalidade terapéutica

O propédsito com a prospeccdo cientifica e tecnoldgica foi realizar a anélise da
producdo de publicacdes cientificas e depdsitos de patentes em bancos internacionais
envolvendo as atividades bioldgicas do género Cecropia, com enfoque para a espécie C.
pachystachya, devido a sua ampla distribuicdo geografica no territorio brasileiro e grande
potencial farmacologico mediante seu uso empirico na medicina popular. Ainda que de
forma timida, hé& estudos cientificos de grande confiabilidade, quanto aos conhecimentos e

aplicacdo de suas atividades bioldgicas com finalidade terapéutica ou promotora da saude.
4.2.1. Metodologia para coleta de dados

Realizou-se pesquisa do tipo documental, exploratoria, de abordagem quantitativa
(GIL et al., 2008). Utilizou-se como descritores 0s termos: “Cecropia”, “Cecropia
pachystachya”, “Cecropia AND Biotechnology”, “Cecropia AND Pharmacology” e
“Cecropia AND Treatment”. Foram validados documentos que apresentassem esses termos
no titulo e/ou resumo, publicados entre os anos de 1991 e 2022. A busca dos dados foi
realizada nos meses de marco, julho e novembro de 2022, usando o operador booleano
“AND”. Em 1991 foi descrito a primeira publicacdo com enfoque na atividade bioldgica de
C. pachystachya.

A prospeccdo cientifica ocorreu através da consulta as bases de resumos e artigos,
Web of Science, Scopus e Scielo, enquanto a prospeccdo tecnoldgica ocorreu através da
consulta nas bases de patentes, European Patent Office (ESPACENET) e World Intellectual
Property Organization (WIPO).

Para a realizacdo da prospeccdo tecnoldgica, foi utilizada a Classificacdo
Internacional de Patentes (CIP) que distribui as patentes em classificacBes de acordo com
suas finalidades e aplicabilidades. Sua estrutura de classificacdo segue uma ordem
hierarquica, sendo divididas em oito se¢des, 21 subsecdes, 120 classes, 628 subclasses e
69.000 grupos (SERAFINI et al., 2012). Consecutivamente, foram quantificados o0s
principais campos de “Classificagcdo Internacional de Patentes” (CIP), identificando c6digos
referentes as principais finalidades do uso do género e da espécie.

Os resultados foram tabulados individualmente e organizados em tabelas e graficos
no Microsoft Excel. As patentes foram analisadas pelo resumo, quando necessario, sendo
lidas na integra, apesar de que algumas ndo puderam ser investigadas, pois sua integra estava

em lingua patria de seu depositante, nesses casos nao sendo disponiveis na lingua inglesa.
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A primazia pela consulta nas respectivas bases de artigos e patentes recorre a
confiabilidade e versatilidade dos dados indexados, tanto para artigos cientificos, dado o seu
elevado volume de publicacbes disponiveis, quanto para as descricbes detalhadas das
patentes.

A partir dos dados coletados, realizou-se o tratamento bibliométrico pela
construcdo e andlise de redes baseadas na bibliografia selecionada a partir do Software
VOSview versdo 1.6.15 (VAN ECK; WALTMAN, 2010), cuja énfase esta na analise e na
visualizacdo de agrupamentos de dados bibliograficos utilizando a abordagem distance-
based. A base selecionada para anélise foi a Scopus, por apresentar uma melhor afinidade
com o Software para gerenciar o tratamento bibliométrico.

De critério generalizado, os nodos da rede bibliogréfica sdo analisados de maneira
que a distancia entre eles indica aproximadamente sua relacdo, obedecendo aos critérios que
determine a agregacgdo, conformando em um mapa (PALLUDETO; FILIPINI, 2019). A
presente pesquisa recorreu ao critério de co-ocorréncia (de termos significativos), que
examina a identificacdo de elementos comuns aos textos da base de dados e termos

significativos que estejam concatenados.
4.3. Area de Estudo, Preparacéio e Obtencéo dos Extratos Foliares

Amostras de folhas jovens de Cecropia pachystachya para a obtencdo dos extratos
etandlicos e metandlicos, foram coletadas nos municipios de Ilha Grande (Povoado Ilha das
Batatas), estado do Piaui e Paulino Neves (Povoado Tingidor), estado do Maranhdo, Brasil,
ambos na Area de Protecdo Ambiental do Delta do Parnaiba, no més de agosto de 2021, a
espécie encontrava-se fora do periodo de florag&o e frutificacdo (Figura. 18).

A selecdo dos locais de coleta, teve por finalidade analisar se as condi¢Oes
ambientias influenciariam na qualidade dos metabdlitos secundarios de C. pachystachya e
consequente alteracdo das atividades bioldgicas do taxon. O material coletado em llha
Grande, é oriundo das margens do rio Parnaiba, regido inundavel, influéncia da maré, onde o
tdxon se encontra em constante estresse hidrico, o material coletado em Paulino Neves é
advindo de solo brejoso, com alto teor de matéria organica.

No més de setembro de 2021, no mesmo ponto de coleta, com as referidas
coordenadas, foram coletadas amostras de C. pachystachya com partes aéreas em floracao e
outras em frutificagdo, para montagem de exsicatas e suas duplicatas com registro no
Herbario Delta do Parnaiba - HDELTA, da Universidade Federal do Delta do Parnaiba -

UFDPAR. No decorrer das coletas, foram obtidos dados gerais como aspecto do tronco,
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coloragéo das flores e frutos, fotografias das plantas em seu ambiente natural, o material foi
herborizado conforme a metodologia de Fidalgo e Bononi (1989) (Figura 19).

A identificacdo foi realizada através de estudos morfoldgicos usuais, bibliografia
especifica, chave de identificacdo de acordo com Gaglioti (2010), além da comparacdo com
exsicatas depositadas em herbérios virtuais do Brasil. A confirmacdo taxondmica, foi dada
pela curadora do Herbario HDELTA, Profa. Dra. Ivanilza Moreira de Andrade
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Figura 18. Area de Protecido Ambiental Delta do Parnaiba - APA
(Fonte: http://www.icmbio.gov.br/portal/visitacdol/unidades-abertas-a-visitacao/9411-area-de-protecao-
ambiental-delta-do-parnaiba)

Figura 19. Coleta e prensagem de Cecropia. pachystachya (Fonte: autoria prépria, 2022).
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O material coletado se encontra sob 0o nimero de tombo (7615, 7616 e 7617) com
liberacdo do voucher e referido depdsito no herbéario. A pesquisa se encontra cadastrada no
Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen), sob 0 numero AD5A8B2.

O SisGen é uma plataforma eletrdnica que objetiva o cadastro obrigatdrio de
pesquisas experimentais ou tedricas, que utilizam o patrimdnio genético brasileiro. A
plataforma foi criada conforme a Lei n® 13.123/2015, que dispbe sobre o patrimdnio
genético do Pais, uso comum do povo encontrado em condi¢des in situ, sobre o
conhecimento tradicional que seja relevante a conservacdo da diversidade bioldgica, a
integridade do patriménio genético do Pais bem como a utilizagdo de seus componentes. A
lei imprime protecdo e acesso aos recursos genéticos e aos conhecimentos tradicionais a ele
associados, constituindo a reparticdo de beneficios para conservacdo e uso sustentavel da
biodiversidade. (SISGEN, 2022).

Com a pesquisa ja cadastrada no SisGen, o estudo foi iniciado com a obtencdo dos
extratos de folhas jovens, advindas dos pontos especificos de coleta, foram lavadas em agua
corrente e desidratadas em estufa a 40 °C, posteriormente trituradas em moinho de cereais
para a obtencdo do pé conforme metodologia de Araudjo et al. (2014). Os extratos foram
obtidos através das metodologias de Carvalho et al. (2019) e Pravallika et al. (2019),
metanol e etanol foram utilizados como solventes extratores.

A obtencdo dos extratos vegetais e suas referidas metodologias estdo em ascenso
aos conceitos firmados pela Farmacopeia Brasileira, nos quias 0s extratos vegetais sao
preparacOes de aspecto liquido, semissélido ou sélido, cuja qualidade esta intimamente
relacionada aos métodos extrativos e uso de solventes apropriados. A extracdo é satisfatoria
guando a droga vegetal (plantas inteiras ou partes secas, ndo processadas, integras ou
fragmentadas) passa por tratamentos preliminares, como inativacdo de enzimas, moagem ou
desengorduramento (BRASIL, 2019).

PorgBes de 10g de p6 foram pesadas para cada 100 mL de solvente. As misturas
foram mantidas na auséncia da luz por 24 horas, em lenta agitacdo sem aquecimento.
Posteriormente filtradas, usando filtro de papel, e postas em placas de Petri para serem
desidratadas em cabine sob ventilagcdo constante por cerca de 72 horas, na qual obteve-se
extratos de textura solida e cristalina na cor verde escuro, acondicionado em eppendorf
estéril. Em seguida, armazenado em freezer -30°C com finalidade de uso em testes de

atividade bioldgica (Figura 20).
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O calculo do rendimento para cada extrato deu-se a partir da

MFinal
Mlnicial

formula: Rendimento (%) =( )x100, onde Mrina € a massa do extrato seco e

Minicial € amostra utilizada para a preparacdo do extrato (10 g). Os extratos metandlicos de
folhas de C. pachystachya foram denominados como IG.MET referente ao material coletado
no municipio de llha Grande-Pl, enquanto o material coleatado no municipio de Paulino
Neves-MA foi denominado de PN.MET, j& os extratos etandlicos para o municipio de llha
Grande foi IG.ET e Paulino Neves PN.ET, cuja finalidade dessa indentificagdo é para um

melhor manejo das amastras durantes testes realizados.
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Figura 20. Obtenc¢do dos extratos metandlico e etanélico de C. pachystaéhya (Fonte: autoria prdpria, 2022).

4.4. Determinacdo Qualitativa dos Constituintes Quimicos - Fitoquimica

Para a analise fitoquimica qualitativa foram utilizadas 0,30 mg dos extratos
metanolico e etanolico. Esses extratos foram diluidos em &gua ultrapura do tipo |
(adapatacdo), posteriormente homogeneizados. As principais classes de metabdlitos
secundarios presentes nos extratos foram determinadas utilizando o protocolo de Barbosa et
al. (2004), realizados em triplicata, nos quais foram determinados os seguintes constituintes:
acucares redutores, acidos organicos, fendis, taninos, tanino usando acetato de cobre,
saponinas, polissacarideos, flavonoides e alcaloides. A presenca dos grupos de metabo6litos
secundarios foi analisada a partir da observacdo da mudanca de cor e/ou formagédo de

precipitado ou espuma como resultado das rea¢Bes quimicas.
4.4.1. Determinagéo de Acucar Redutor

Foram utilizados 2 mg do extrato seco (metandlico e etandlico), diluidos em 5 mL
de &gua ultrapura tipo 1, filtrado quando necessario em filtro de porosidade PTFE 0,45 pum,
no qual adicionou-se 2 mL do reativo de FEHLING A e 2 mL do reativo de FEHLING B.
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Foi aquecido em banho-maria em ebulicdo durante 5 min. O resultado é dado como positivo
caso apareca um precipitado vermelho tijolo.

4.4.2. Determinacéo de Acidos Organicos

Foram utilizados 2 mg do extrato seco (metanolico e etandlico), diluidos em 5 mL
de &gua ultrapura tipo 1, filtrados quando necessario em filtro de porosidade PTFE 0,45 pm.
Ocorreu a transferéncia de 2 mL para um tubo de ensaio e adicionados gotas do reativo de
Pascova. O resultado é dado como positivo para presenca de acidos organicos, caso ocorra a
descoloracdo do reativo de Pascova (cor azul), também sera considerado positivo qualquer

alteracdo que mude a cor do reativo.
4.4.3. Determinacéo de Fenois e Taninos

Foram utilizados 2 mg do extrato seco (metanolico e etandlico), diluidos em 5 mL
de agua ultrapura tipo 1, filtrados quando necessario em filtro de porosidade PTFE 0,45um,
foi adicionado uma a duas gotas de solucao alcodlica de FeClz a 1%. O resultado serd dado
como positivo a qualquer mudanca na coloracdo ou formacdo de precipitado, quando
comparado com o teste em branco (dgua + Solucdo de FeCls). Na mudanca de coloracao
entre o azul e o vermelho, € indicativo da presenca de fendis, ja a formacéo de precipitado
escuro de tonalidade azul, indica presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e
verde, presenca de taninos catéquicos. Para determinacdo de taninos em acetato de cobre,
foram adicionadas gotas de acetato de cobre 3% ao extrato com agua ultrapura tipo 1, na

qual o resultado é dado como positivo por meio da formacéo de precipitado escuro.
4.4.4. Determinacdo de Saponinas Espumidicas

Foram utilizados 3 mg do extrato seco (metandlico e etandlico), diluidos em 5 mL
de agua ultrapura tipo 1, seguida da diluicdo em 15 mL, vigorosamente durante 2min em
tubo tipo falcon fechado. O resultado é dado como positivo mediante a presenca da camada

de espuma e se a mesma permanecer estavel por mais de meia hora.
4.4.5. Determinacéao de Polissacarideos

Foram utilizados 2 mg o extrato seco (metanolico e etanolico), diluidos em 5mL de

agua ultrapura tipo 1, filtrados quando necessario em filtro de porosidade PTFE 0,45um. Foi
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adicionado duas gotas de lugol. O resultado é dado como positivo mediante a mudanca de

coloragéo para a cor azul.
4.4.6. Determinacéo de Flavonoides

Foram utilizados 2 mg do extrato seco (etanolico e metanolico), diluidos em 10 mL
de metanol, filtrados quando necessario em filtro de porosidade PTFE 0,45um, foram
adicionadas cinco gotas de HCI concentrado e raspas de magneésio, resultando em
efervescéncia. O resultado é dado como positivo mediante a mudanca de coloracdo para cor

rosea na solucéo.
4.4.7. Determinacéo de Alcaloides

Foram utilizados 2 mg do extrato seco (etandlico e metanolico), diluidos em 5 mL
de solucédo de HCI a 5%, filtrados quando necessario em filtro de porosidade PTFE 0,45 um.
Foram separadas quatro por¢fes de 1mL em tubos de ensaio, adicionado gotas dos seguintes
reativos:

. Reativo de Bouchardat, resultado é dado como positivo mediante a formacao
do precipitado laranja avermelhado.

. Reativo de Dragendorff, o resultado é dado como positivo mediante a

formagé&o do precipitado vermelho tijolo.

4.5. Analise por Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR - ATR)

Para a identificacdo dos grupos organicos funcionais foram realizadas andlises por
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) em um espectrometro
Shimadzu IRAffinity - 1S, com faixa espectral de 4000 - 500 cm de resolucéo, pelo método
ATR (Refletancia Total Atenuada). Em todas as amostras, 45 scans foram feitos em cristal
de seleneto de zinco (Se-Zn). Para detectar possiveis modificacGes causadas pela extracao,
foram comparadas a composicdo dos extratos etandlicos e metandlicos de C. pachystachya

coletadas nos municipios de llha Grande - P1 e Paulino Neves - MA.
4.6. Atividade Antibacteriana

Para os ensaios antibacterianos foram utilizadas quatro linhagens de bactérias, duas
Gram - negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 14028) e
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duas Gram - positivas (Staphylococccus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228) oriundas da colegédo de cultura estoque, armazenada em geladeira a - 10°C,
do Laboratério de Sanidade Animal - LASAN, do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Piaui, cedida ao Laboratorio de Moléculas Vegetais - LAMOVE da
Universidade Federal do Delta do Parnaiba. Inicialmente, pesou-se 16 mg de cada um dos
extratos para diluicdo em 1 mL de &gua ultrapura tipo I, resultando em uma solugdo de 10
mg/mL, onde foram filtrados em filtro de porosidade PTFE 0.45um, para entdo iniciar os

testes.

4.6.1. Semeadura de bactérias em Agar Mueller Hinton

A semeadura em meio de cultura se torna necessario para manter as cepas em
condicdes viaveis, sendo importante utilizar colénias recém-semeadas para a fidedignidade
do teste. O meio de cultura foi semeado conforme a instrugdo do fabricante (Agar Mueller
Hinton ®KASVI), na qual se preconiza 36 g de &gar para cada 1000 mL de agua destilada,
logo se utilizou a regra de trés simples para obter solucdo de 0,36 g em 100 mL de agua
destilada. O agar foi dissolvido em agua na chapa aquecedora, em seguida autoclavada por
20 min, junto com as placas de Petri. O meio de cultura foi esfriado, quando em temperatura
amena, seguido para o fluxo laminar na presenca de lamparina, o meio foi distribuido nas
placas de Petri na média de 30 mL. A semeadura foi realizada por esgotamento, dentro de
fluxo laminar, em seguida acondicionadas em estufa a 37°C no periodo de 24h, em

condicGes aerdbicas para crescimento da coldnia.
4.6.2. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada conforme a metodologia
de Parekh et al. (2005) e CLSI (2008). As colbnias isoladas (recém-semeadas) foram
coletadas com auxilio de al¢a de platina e transferidas para tubos de ensaio com solugédo
salina estéril (NaCl 0,85 %) com turbidez correspondente a escala de McFarland 0,5
(absorbancia variando de 0,08 a 0,10 no comprimento de onda de 625 nm, em leitura Uv-
Via-espectrofotométrica) com valor aproximado em 1x108 UFC/ mL.

Realizou-se a pipetagem de 9967 uL de caldo Mueller-Hinton e 37 pL de solucéo
salina com bactérias em turbidez aceitavel na escala de McFarland. Em seguida, foram
depositados 168uL do meio de cultura e mais 32 pL da solucdo contendo o extrato na linha

A em triplicata (colunas 1, 2 e 3) seguido de 100 puL do meio de cultura nas demais linhas,
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totalizando 200 uL em cada pogo da coluna A, ocorreu a microdiluicdo para os demais
pocos (Figura. 21).

A diluicdo foi realizada na razdo 2, ou seja, a concentracdo na linha A foi de
16pg/mL seguindo o seguinte padrdo (16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25 e 0,125ug/mL). Depois do
processo de microdiluicdo, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apés 24 horas,
foram adicionados 20 uL de corante CTT (2,3,5 - Cloreto de Trifeniltetrazolio) diluido a
1%, em cada poco da placa, a utilizacdo do corante facilita a visualizacdo do crescimento

bacteriano, como também a inibicao do crescimento pelo extrato.

12 345 67 8 9111012
A QOO0 O000C0O0
B QOO0 00CC0O0
C OO0 OC0O0000O0
D olejelololelolelele
= CoO00C0O0000O0
F olelelololololelele
Gl OCOOOO0O00OOO0O0
HOCOOOOOCOOOOO

Figura 21. Esquema da Microdilui¢do (Fonte:www.biometrix.com.br).

Quando a CIM registrada for menor que 100 pg/mL, a mesma é considerada como
moderada para atividade antibacteriana, entre 100 e 500 pg/mL como moderadamente ativa
e entre 500 a 1000 pg/mL como pouco ativa, e quando a CIM for maior que 1000 pg/mL, é
considerado inativo (HOLETZ et al., 2002).

. Preparacéo de salina 0,85%

A solucdo salina foi obtida através da diluicdo de 0,85¢g de cloreto de sodio (NaCl),
em 100 ml de &gua ultrapura tipo 1.

. Preparacdo da Solucéo contendo o extrato

A solucdo contendo o extrato para 0 ensaio antibacteriano foi obtida usando10 mg
de cada um dos extratos (metanolico e etandlico), os mesmos foram diluidos em &gua
ultrapura tipo 1, sequido de filtragem usando filtro de porosidade PTFE 0,45um.

o Preparacao do meio Caldo Muller Hinton

O protocolo determina que para cada 2,1g de Agar Mueller Hinton (soluto) sera
diluido em 100 mL de agua ultrapura tipo 1 (solvente)., que foi dissolvida em chapa
aquecedora em agitagdo com a barra magnética (bailarina), em seguida foi protegida com

papel craft, autoclavada por 20 min.


http://www.biometrix.com.br/
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o Preparacado do corante CTT (2,3,5 - Cloreto de Trifeniltetrazolio) a 1%
Obtido por diluicdo de 1 g de CTT, em 100 mL de agua ultrapura tipo 1.

4.6.3. Determinacao da Concentracéo Bactericida Minima - CBM

Para determinar a Concentracdo Bactericida Minima - CBM foi retirada uma
aliquota de 10 pL de cada poco do teste de Concentracdo Inibitéria Minima - CIM, que
apresentaram auséncia de crescimento bacteriano. Em seguida, essas aliquotas foram
semeadas em placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton e incubadas a 37 °C por 24 horas
(SANTURIO et al., 2007). Foi considerada a menor concentragdo de CBM quando o extrato
causou a morte de 99,9% das células bacterianas em relacdo ao indculo inicial na superficie
do meio de cultura, ou seja, sem crescimento visivel sobre o agar, o teste foi realizado em

triplicata.
4.7. Teste de Viabilidade Celular - MTT

As linhagens celulares utilizadas para o teste foram SNB-19 (Glioblastoma), HCT-
116 (Carcinoma de colon - humano), PC3 (Préstata) cedidas pelo Instituto Nacional do
Céncer (EUA). As células tumorais foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C, atmosfera
contendo 5% de CO». A amostra foi solubilizada em DMSO (Dimetilsulféxido), os testes
foram realizados na concentracdo de 100 pg/mL.

As células foram plaqueadas nas concentragdes de 0,7 x 10° céls/mL (HCT116) e
0,1 x 10° céls/mL (SNB19 e PC3). As placas passaram por uma incubacio de 72 horas ap0s
0 tratamento com os extratos etandlico e metandlico de C. pachystachya em estufa a 5% de
CO2 a 37 °C. As placas foram centrifugadas e o sobrenadante foi removido. Na proxima
etapa, foram adicionados 100 pL da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), outra vez
incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apds dissolu¢do do precipitado com 100 pL de
DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595 nm. Para a analise estatistica 0s
experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da media (DPM) da
porcentagem de inibi¢ao do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism 8.02.

4.8. Teste de Toxicidade Aguda em Artemia salina Leach

Para o teste de toxicidade foi utilizada a metodologia de Meyer et al. (1982), nos

quais os cistos do microcrustaceo Artemia salina Leach, cedidos pelo LACA - Laboratorio
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de Analises Clinicas Animal da Embrapa Meio-Norte, cuja finalidade foi avaliar a
toxicidade dos extratos metanolico e etanolico de folhas de Cecropia pachystachya. Os
cistos foram eclodidos em agua do mar filtrada em filtro de porosidade PTFE 0.45um
(salinidade 35g/L; oxigénio 5,3 mg/L; pH 8,2; temperatura 27,5 °C) com aeracdo e
iluminag&o constantes por 24 horas. Os extratos testados (0,002g) foram diluidos em 5 mL
de 4gua do mar filtrada em filtro PTFE de porosidade 0,45 pm.

Foram utilizados 200ul de solucdo (extrato + a4gua do mar) e 10 nauplios de A.
salina. A concentracdo final pug/ml nas colunas da microplaca de 96 pocos foram as
sequintes: 2ug/ml; 1 pg/ml; 0,8 pg/ml; 0,6 pg/ml; 0,4 pg/ml; 0,2 pg/ml; 0,1 pg/ml e
0,05ug/ml (Tabelal). O experimento foi realizado em triplicata, onde cada linha vertical da
microplaca correspondia a repeticdo do experimento.

Tabela 1. Porcentagem das concentragdes da dgua do mar e de solugdo estoque dos extratos metandlico,
etandlico de Cecropia pachystachya Trécul em teste de toxicidade frente Artemia salina

A B C D E F G H
Agua salgada pl 0 50 60 70 80 90 95 97,5
Solucé&o estoque pl 100 50 40 30 20 10 5 2,5

(Fonte: autoria prdpira, 2022)

Apb6s 24h de exposicdo, as larvas vivas e mortas foram contadas, sendo
consideradas vivas as que apresentaram qualquer tipo de movimento proximo a
luminosidade. A morte do microcrustaceo € evidenciada pela sua sedimentacdo, por ser um
crustaceo ativo em agua salina, a falta de movimento e sedimentacdo sdo os indicadores de
morte. O teste foi realizado com as adaptagcdes necessarias para atingir os resultados
esperados, sempre principiando as vias metodoldgicas preconizadas (PARAGINSKI et al.,
2014).

A Concentracdo Letal Média - CLso foi estimada usando o meétodo estatistico
PROBIT, com o uso do programa IBM SPSS Statics 20, com limite de confianga de 95%. A
classificacdo de toxicidade foi estabelecida seguindo os critérios de Meyer et al. (1982),

onde CLso< 1 mg/ml “toxico” e CLsp> 1 mg/ml “ndo toxico”.
5. RESULTADOS

5.1. Prospeccdo do potencial biotecnoldgico da utilizacdo de Cecropia
pachystachya com finalidade terapéutica
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A andlise nas bases de dados de artigos cientificos utilizando os descritores
“Cecropia” ¢ “Cecropia pachystachya” resultou em 13.454 e 767 artigos, respectivamente,
na Scopus enquanto na Web of Science foi de 1.819 e 135, respectivamente. Com o
refinamento da pesquisa, para os descritores “Cecropia AND biotechnology” (Scopus =
2.363), “Cecropia AND pharmacology” (Scopus = 2.760) e “Cecropia AND treatment”
(Scopus = 2.956). Nas bases de dados tecnoldgicas WIPO e Espacenet foram registradas
patentes para o género e para a espécie Cecropia pachystachya. Para “Cecropia and
biotechnology”, “Cecropia and pharmacology” ¢ “Cecropia and treatment” foram
registradas 179, 42 e 636 patentes na Espacenet, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de artigos e patentes registrados nas bases de dados cientificos e tecnoldgicos com os

descritores “Cecropia”, “Cecropia pachystachya”, “Cecropia and biotechnology”, “Cecropia and
pharmacology” e “Cecropia and treatment”.

Descritores Scielo Scopus  Web of Science ESPACENET WIPO
Cecropia 178 13.454 1.819 998 30
Cecropia pachystachya 41 767 135 95 6
Cecropia and biotechnology 0 2.363 26 179 0
Cecropia and pharmacology 0 2.760 10 42 0
Cecropia and treatment 10 2.956 174 636 5

(Fonte: autoria propria, 2022).

5.1.1. Mapeamento Cientifico

As publicacdes com a espécie Cecropia pachystachya voltadas para suas atividades
biolégicas e promoc¢do da saude surgiram em 1991. Logo, o periodo de busca por
publicacGes nas bases selecionadas foram de 1991 a 2022, na qual o maior niumero de
publicacGes ocorreu nos anos de 2017, 2018 e 2021, na base da Scopus. Esses picos

mostraram significativos avangos na pesquisa dos principios ativos (Figura. 22).
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Figura 22. Evolugdo de publicagdes com o descritor “Cecropia pachystachya” no periodo de 1991 a 2022 nas
bases de dados Scielo, Scopus e Web of Science. (Fonte: autoria propria, 2022).

O Brasil apresentou o maior numero de publicacdes tanto na base da Scopus (274)
quanto na Web of Science (114), Argentina e Estados Unidos seguem na segunda e terceira

colocagéo no ranking de publicagdes sobre C. pachystachya (Figura. 23).

274

Scielo Scopus m \Web of Science
114
57
29
13

2-952 2 52 222 3 63 4 2 2 32 2 4 63

& > NS @ & > > & > & S S @ - > 20 <@
FFF T T FTF T TSI ST IS
$ & S % ESEIEN 4 ¥ QO N &
?3 S ¢o > <& < & & A R ~ %\Q

O Q ‘bb “D\% %’2}
@a‘ R

Figura 23. Paises que publicaram sobre descritor “Cecropia pachystachya” nas bases de dados Scielo, Scopus
e Web of Science (Fonte: autoria prdpria, 2022). (Fonte: autoria propria, 2022).
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5.1.2. Mapeamento Tecnologico

Considerando os descritores utilizados e suas associacoes, foi realizada a analise do
numero de pedidos de patentes depositados por base de dados em correspondéncia com 0s
termos aplicados. A maioria das patentes encontradas na base da Espacenet estdo
relacionadas a subclasse A61K (Tabela 3).

Tabela 3. Perfil das patentes na base WIPO e Espacenet com o termo Cecropia pachystachya

N° de Patentes

Cadigo CIP Descrigéo ESPACENET WIPO

PreparacOes para fins médicos, odontoldgicos ou
higiénicas
Atividade terapéutica especifica de compostos quimicos
ou preparacdes medicinais
Requisitos para fumadores; caixas de fosforo;

A24F dispositivos de fumo simulados ) 1

A61K 92 6

AG1P 27 6

BO1D Processos fisicos ou quimicos ou aparelhos em geral 1 -

C07J Quimica orgénica — esteroides - 1

(Fonte: autoria propria, 2022)

A partir da analise da CIP, verificou-se que a maioria corresponde a Sec¢do A
(Necessidades Humanas). Entre os pedidos de depésitos de patentes nas bases pesquisadas
obteve-se 92 e 06 para Espacenet e WIPO, respectivamente. Estes estdo alocados na
subclasse A61K, que trata de preparacGes medicinais, odontoldgicas ou higiénicas. Na
subclasse A61P foram encontrados: 27 e 06 depdsitos para Espacenet e WIPO,
respectivamente. Esta subclasse trata de produtos para atividade terapéutica especifica ou
preparacdes medicinais.

Ao verificar as principais areas nas quais foram publicados os artigos sobre C.
pachystachya constatou-se que as principais aplicacdes se enquadram nas areas de
Biologia/Agrarias com 416 publicacdes, seguida de Farmacologia com 305, na base de
dados Scopus (Figura 24).
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Figura 24. Namero de publicagcdes com Cecropia pachystachya por area de aplicagdo na base de dados Scielo,
Scopus e Web of Science. (Biodiversidade e Conservacdo - BC; Biologia/Agrérias - BA,; Ciéncias Vegetais -
CV; Ecologia - ECO; Farmacologia - FAR; Imunologia e Microbiologia - IMU/MIC; Medicina Complementar
Integrativa - MCI; Quimica - QUI e Zoologia - ZOO) (Fonte: autoria propria, 2022).

Quanto ao mapeamento dos termos relevantes a partir dos descritores “Cecropia
pachystachya” (Figura 25) verificou-se que o cluster verde agrupa palavras-chave que se
relacionam a estudos para o Brasil (“Brazil”), com a familia (“Urticaceae”), género
(“Cecropia”) e espécie (“Cecropia pachystachya”). Constatou-se que o cluster vermelho
agrupa os termos relacionados as atividades bioldgicas de C. pachystachya como: estudos
com extratos de plantas (“Plant extract”), Quimica (“Chemistry”), extratos de Cecropia

pachystachya (Cecropia pachystachya extract) e drogas ndo classificadas (“unclassified

drug”).
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Figura 25. Mapeamento dos termos relevantes com os descritores “Cecropia pachystachya”. (Fonte: elaborada

pelo autor com dados da Base Scopus com o aporte do software VOSviewer para a geragéo do mapa, 2022).

5.2. Determinacédo Qualitativa dos Constituintes Quimicos - Fitoquimica

A andlise qualitativa dos extratos foliares de Cecropia pachystachya coletadas nos

municipios de llha Grande e Paulino Neves, apresentaram as mesmas constituicdes

fitoquimicas, apesar de estarem em ambientes diferentes. O material coletado em llha

Grande se encontrava em bancos de rio, sofrendo forte influéncia das marés passando por

inundacdes, resultando em estresse hidrico. O material coletado em Paulino Neves

encontrava-se em solo brejoso sem influéncia da maré. Os constituintes da fitoquimica

preliminar determinaram: acuUcar redutor, taninos condensados ou catéquicos, saponinas,

flavonoides e alcaloides (Tabela 4).
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Tabela 4. Analise fitoquimica qualitativa dos extratos foliares de Cecropia pachystachya, coletados em llha
Grande - Pl e Paulino Neves - MA.

3 ; Extratos - Ilha Grande Extratos - Paulino Neves
METABOLITOS SECUNDARIOS . . o .
Metandlico Etandlico  Metandlico Etandlico

Acucar redutor + + + +
Acidos organicos - - - -
Fenois - - - -
Taninos condensados ou catéquicos + + + +
Taninos hidrolisaveis ou pirogalicos - - - -
Tanino Acetato de Cobre - - - -
Saponinas + + + +
Polissacarideos - - - -
Flavonoides + + + +

Alcaloides + + + +

(Fonte: autoria propria, 2022)

5.3. Anédlise por Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR - ATR)

As analises por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR - ATR) néo apresentaram diferencas significativas entre os espectros de absorcao dos
extratos etanodlicos e metandlicos das folhas de C. pachystachya, quando comparados ao
tamanho da absorcdo das bandas.

O extrato etandlico de llha Grande - IG.ET (Figura 26) obteve bandas de absorcao
com picos de 3218, 2921, 1603, 1439 e 1053 cm™, enquanto Paulino Neves - PN.ET
(Figura. 28) obteve bandas com 3260, 2919, 1603, 1442 e 1052 cm™. J4 o extrato
metanolico de Ilha Grande - IG.MET (Figura 27) obteve bandas de 3226, 2919, 1603, 1442
e 1052 cm™*. Enquanto o extrato metanolico de Paulino Neves - PN.MET (Figura 29) obteve
bandas de 3253, 2919, 1607, 1436 e 1042 cm™.

Para os extratos etanolicos, as bandas de 3218 cm™ (IG.ET), 3226 cm™ (1G.MET),
3260 cm™ (PN.ET) e 3253 cm™ (PN.MET) indicam a presenca de vibragdes de deformacéo
axial de O-H e C-O que caracterizam os compostos fenolicos e os alcoois. As bandas de
absorcdo na regido 2919 cm™ (IG.MET, PN.ET e PN.MET) e 2921 cm™ (IG.ET) indicam a
presenca de estiramento simétrico e estiramento assimétrico das ligagdes C-H caracterizando
os hidrogénios metilénicos.

As bandas de absor¢do 1053 cm™ (1G.ET), 1052 cm™ (IG.MET e PN.ET) e 1042
cm? (PN.MET) indicam a presenca de uma vibracdo de estiramento simétrico C-O-C,
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caracterizando os éteres arilicos e vinilicos. As bandas de absor¢do 1439 cm™ (IG.ET), 1442
cm? (IG.MET e PN.ET) e 1436 cm™ (PN.MET) indicam a presenca de picos de dobramento
CH> que séo caracteristicos dos grupos metileno.

As bandas de absor¢io 1603 cm? (IG.ET, IG.MET e PN.ET) e 1607 cm
(PN.MET) indicam a presenca de liga¢des duplas internas (endo) em compostos ciclicos que
sofrem variacdo de acordo com o tamanho do anel. A tenséo ocasionada por vibragdes de
estiramento C=C movem o pico de absorcdo, aumentando ou diminuindo o angulo do anel,

caracterizando os alcenos simples.
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Figura 26. Espectro de absorcdo no infravermelho (FTIR - ATR) do extrato etandlico de folhas de Cecropia
pachystachya do municipio de Ilha Grande - PI. (Fonte: autoria prépria, 2022)
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Figura 27. Espectro de absorcdo no infravermelho (FTIR - ATR) do extrato metandlico de folhas de Cecropia
pachystachyal do municipio de llha Grande - PI. (Fonte: autoria prépria, 2022)
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Figura 28. Espectro de absorcdo no infravermelho (FTIR - ATR) do extrato etandlico de folhas de Cecropia
pachystachya do municipio de Paulino Neves - MA. (Fonte: Autoria prépria, 2022)
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Figura 29. Espectro de absorcdo no infravermelho (FTIR - ATR) do extrato metandlico de folhas de Cecropia
pachystachya do municipio de Paulino Neves - MA. (Fonte: autoria propria, 2022)

5.4. Atividade Antibacteriana

5.4.1. Analise da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo

Bactericida Minima (CBM)

Os resultados foram revelados usando o corante indicador CTT (cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio), através da reacdo de oxirreducdo foi verificado a viabilidade celular

(GABRIELSON et al., 2002) (Tabela 5).

Tabela 5 Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), Concentragdo Bactericida Minima (CBM) dos extratos
metandlico e etandlico (EM e EE, respectivamente) das folhas de Cecropia pachystachya, coletadas em Ilha
Grande do Piaui - Pl e Paulino Neves - MA.

Ilha Grande - Pl Paulino Neves - MA
MICRORGANISMOS CIM pg/mL CBM pg/mL CIM pg/mL CBM pg/mL
EM EE EM EE EM EE EM EE
Staphylococcus aureus
ATCC 292013 50 50 100 200 50 100 100 200
Staphylococcus
epidermidis 50 100 200 400 50 50 400 400
ATCC 12228
Escherichiacoli 200 400 i ) 400 400 ) i
ATCC 25922
Salmonella typhimurium
ATCC 14028 200 200 400 400 200 200 400 800

(-) auséncia de inibigcdo

(Fonte: autoria prdpria,2022)
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O extrato metandlico (EM) mostrou melhor desempenho frente as cepas
bacterianas, com minima diferenca de atividade quando comparado ao estrato etandlico
(EE). Estes extratos desempenharam funcdo tanto inibitéria quanto bactericida, com
semelhancas fisicas e caracteristicas proprias, na forma de cristal cor verde musgo, com féacil
diluigdo em &gua ultrapura tipo |.

O extrato metanolico de llha Grande - PI apresentou atividade bactericida na menor
concentracdo testada (100 pg/mL) para Staphylococcus aureus e bacteriostatica em uma
baixa concentracdo (50 pg/mL) para Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis.
N&o foi evidenciada atividade bactericida para Escherichia coli (tabela 5). O solvente
metandlico foi 0 mais eficaz para a obtencdo do extrato bruto de Cecropia pachystachya.

O extrato metandlico do material coletado em Paulino Neves - MA apresentou
atividade bactericida na menor concentracdo testada (100 pg/mL) para S. aureus e
bacteriostadtica em baixa concentracdo (50 pg/mL) para S. aureus e Staphylococcus
epidermidis. Ndo foi evidenciada atividade bactericida para E. coli (tabela 5).

5.5. Teste de Viabilidade Celular - MTT

Os dados detalhados da atividade citotoxica das amostras testadas estdo representados
na Tabela 6 e Figura. 30, onde os cddigos das amostras correspondem aos extratos foliares
de Cecropia pachystachya, IG.ET: llha Grande - Etandlico, PN.ET: Paulino Neves -
Etanolico, PN.MET: Paulino Neves - Metanolico, IG.MET: Ilha Grande - Metandlico.

Tabela 6. Avaliagdo da inibicdo do crescimento celular (IC%) de amostra frente as linhagens tumorais na
concentragdo de 250 pg/mL. Lengenda: IC - Inibi¢do de crescimento; DP - Desvio padréo.

HCT116 PC3 SNB19
AMOSTRAS
IC (%) DP IC (%) DP IC (%) DP
IGET 11,33 3,73 40,55 3,42 32,71 2,79
PN.ET 24,13 4,47 49,88 0,40 60,79 0,93
PN.MET 2,16 3,74 53,14 2,41 11,12 0,97
IG.MET 51,05 4,29 70,69 0,65 41,43 2,28

(Fonte: autoria prépria, 2022)

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das
amostras testadas, como SA: sem atividade; BA: baixa atividade (inibigdo do crescimento
celular variando de 1 a 50%); AM: atividade moderada (inibicdo do crescimento celular

variando de 50,1 a 75%); AA: alta atividade (inibicdo do crescimento celular superior a
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75%), escala relatada na literatura por Almeida et al. (2014) e Comité Técnico ISO/ TC 194
(2009).

Pode-se verificar que as amostras apresentaram atividade variando de moderada
com percentual de inibicdo de 51,05% (linhagem HCT116) e 70,69% (linhagem PC3), com
a amostra IG.MET; 53,14 % (linhagem PC3) com a amostra PN.MET e 60,79% com
amostra PN.ET, na linhagem SNB19 (Figura 30). Pode-se verificar que o extrato IG.MET
apresentou atividade moderada frente a linhagem de prostata, 70,69% de inibicdo do

crescimento celular.
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Figura 30. Avaliacdo da inibicdo do crescimento celular frente linhagens tumorais na concentracdo de 250
pg/mL. (Fonte: autoria propria, 2022)

5.6. Teste de Toxicidade Aguda em Artemia salina Leach

A partir da analise de concentracdo letal apds 24 horas, os testes de toxicidade
evidenciaram que os extratos etanolico e metandélico de C. pachystachya de ambos 0s pontos
de coletas demonstraram ser Nao Toxicos frente aos organismos testados (Artemia salina),
pois a concentragéo letal nos referidos testes foi > 1. (Tabela 7).

Tabela 7. Analise de Toxicidade em Artemia salina dos extratos foliares etandlico e metanélico de Cecropia
pachystachya coletado em Ilha Grande - Pl e Paulino Neves - MA

EXTRATO CLso(mg/ml)  Desvio Padrdo  Classificagdo Meyer
etanodlico 3,41 1,24 Nao Toxico
Ilha Grande - PI
metanélico 3,83 0,34 N&o Toxico
etandlico 3,43 1,25 Nao Téxico

Paulino Neves - MA
metandlico 3,83 0,34 Nao Téxico

(Fonte: autoria prépria, 2022)
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6. DISCUSSAO

O uso de plantas medicinais é recomendado pela Organizacdo Mundial da Salde
(OMS), o que justifica ter no territorio brasileiro politicas de incentivo e garantia de sua
eficacia. Em 2006, a criacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) trouxe de volta o conhecimento popular, agora embasado em evidéncias
cientificas para o uso correto e racional de plantas medicinais (TORRES, 2013).

Foi entdo descrito no Relatorio Global da OMS referente a medicina tradicional e
complementar, o interesse por plantas medicinais e fitoterapicos para o tratamento de
agravos a saude humana, onde obteve-se reconhecimento e impacto positivo, devido ao
elevado nimero de paises que instituem em seus programas nacionais e agéncias
regulatérias o uso da medicina tradicional e complementar em seus sistemas de satude (OMS,
2019).

Também se constatou um aumento na prescricdo e orientacdo por meio dos
profissionais de salde, quanto ao uso de plantas medicinais, seja através do incentivo das
politicas governamentais, tendéncias de midias sociais ou uso estético, como o
emagrecimento ou antioxidante de pele (LIMA CAVALCANTE; REIS, 2018; ZAGO;
MOURA, 2018). Em conformidade com Global Industry Analysis, Global Herbal
Supplements and Medicines Market, o crescimento de mercado de produtos naturais, se deve
a conscientizacdo sobre a saude preventiva e aumento dos gastos com salde e bem-estar
(GMR, 2020).

Mediante os dados citados alguns estudos foram pontuados como importantes para
corroborar o uso dos fitoterapicos, para tratatamento de doencas, em destaque para Cecropia
pachystachya, planta medicinal com tradicionalidade de uso, nos anos, em gque pontuaram o
maior nimero de publicacdes nas bases de dados citadas.

Foi constatado o efeito antiedematoso tdpico do extrato metandlico de C.
pachystachya no edema de orelha de camundongo induzido por diferentes agentes (6leo de
croton, &cido araquiddnico, capsaicina), consequéncia do efeito antioxidante e anti-
inflamatorio combinado, incluindo a inibi¢do da COX, deferindo seu uso potencial como um
fitoterapico de uso topico em doencas inflamatdrias da pele. A mesma pesquisa elucidou o
efeito antiproliferativo sobre as células do epitélio, observado histopatologicamente em
modelo de inflamag&o crénica, visando sua aplicagdo em dermatoses cronicas associadas a

acantose, como a psoriase, porém os autores da pesquisa inferem a necessidade do
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isolamento e caracterizacdo para uma avaliagdo mais precisa da atividade bioldgica do
extrato metandlico de C. pachystachya (PACHECO et al., 2014).

C. pachystachya apresentou potencial antidepressivo resultante da acdo de seus
flavonoides, a padronizacdo quimica de uma fracdo enriquecida em flavonoides C-
heterosideos (FEF-Cp), foi avaliado quanto ao seu potencial tipo-antidepressivo in vivo,
através de microparticulas contendo a FEF-Cp com liberacdo modificada dos flavonoides. A
encapsulacdo apresentou eficiéncia por aumentar a biodisponibilidade de substancias
bioativas, reduzindo as limitacdes tecnoldgicas de extratos vegetais secos. O emprego de
formulacdes de liberacdo modificada, em especial de microparticulas, pode aperfeicoar a
efetividade terapéutica de extratos vegetais e seus derivados ativos (CHATUVERDI M,;
KUMAR, M.; SINHAL, A.; SAIFI, 2011).

Através da CLAE/DAD constatou-se que a FEF-Cp apresentou teor de flavonoides
totais cerca de trés vezes maior quando comparado ao extrato hidroetandlico. O qual se
mostrou vantajoso por diminuir a dose terapéutica, com resultado satisfatorio como efeito
antidepressivo in vivo no tratamento agudo nas doses de 100 e 50 mg.kg™. Seu mecanismo
de acdo se deteve na atividade da enzima mieloperoxidase, concentracdo de nitrito/nitrato e
no metabolismo energético cerebral. A pesquisa apresentou bons resultados no modelo do
estresse cronico moderado (50 mg.kg™), elucidando sua atuagdo no balanco oxidativo, sendo
um neuroprotetor em diferentes regides cerebrais (ORTMANN et al., 2017).

A caracterizacdo do perfil de flavonoides em uma fracdo de flavonoide enriquecida
de C. pachystachya demonstrou seu efeito antidepressivo, onde avaliou-se 0s niveis de
citocinas, estresse oxidativo e parametros do metabolismo energético pelo teste de natacdo
forcada, teste de respingo e teste de campo aberto. A caracterizacdo realizada por
HPLC/DAD e LC/QTOF revelou 15 flavonoides, incluindo os principais flavonoides: C-
glicosil quantificados, isoorientina (43,46 mg/g), orientina (23,42 mg/g) e isovitexina (17,45
mg/g) (ORTMANN et al., 2017).

A formulacdo farmacéutica contendo extratos de C. pachystachya apresentou efeito
preventivo no desenvolvimento de disturbios metabolicos causados por dieta hipercaldrica,
como a hiperglicemia e doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica. Demonstrou ser util no
controle do ganho de peso, efeito hepatoprotetor e significativa atividade antioxidante in
vivo. O &cido clorogénico, os flavondides orientina e isoorientina, presentes no extrato estao
diretamente relacionados ao tratamento dos distarbios metabélicos (CAMPOS et al., 2021).

O grande numero de publicacBes para o Brasil pode estar relacionado ao fato dos

representantes do género apresentarem grande potencial terapéutico oriundos de compostos
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presentes em suas folhas e casca, como por exemplo, atividade hipoglicémica em modelos
animais de diabetes. Estudos farmacoldgicos realizados com Cecropia glaziovii, indicaram
que o extrato aquoso apresentou efeito broncodilatador, anti-hipertensivo e antidepressivo.
Atividade hipoglicemiante aguda também foi relatada para Cecropia pachystachya
(ARAGAO et al., 2013), além de apresentarem efeitos antitussigeno, expectorante e
antiasmatico por meio do uso de folhas e cascas (ARAGAO et al., 2010). Os flavonoides
enquanto compostos fendlicos estdo presentes em quantidades significativas como um dos
metabolitos secundarios presentes no género, no qual se atribui atividades antioxidantes,
anticarcinogénicos, antiaterogénicos e antivirais, atuando na prevengdo e tratamento de
diversas patologias (DUQUE et al., 2016).

A lei da biodiversidade, Lei n® 13.123, de novembro de 2015, e Decreto n° 8.772,
de 11 de maio de 2016, na qual condiciona a exploracdo do patrimoénio genético brasileiro
sob qualquer forma, desde que se cumpra o prazo de regularizacdo a data de
disponibilizagdo do Sistema Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen), sob controle do Conselho de Gestdo do Patriménio
Genético (CGen). Tem por objetivo atenuar a burocracia antes requerida a qual
desencorajava os pesquisadores a oficializarem suas pesquisas, a referida lei possibilitou o
incremento de publicagdes para o género no Brasil (EMILIANO; BALLIANO, 2019).

A exemplo de depdsitos de patentes para Cecropia pachystachya, tem-se o depésito
de titulo: Formulacdo Fitoterapica contendo extrato de embauba com atividade cicatrizante,
com numero de deposito BR 102015010848-6, classificacdo internacional: A61K 36/185;
AG61P 17/02, que trata da invencdo de uma formulagdo liquida em gel de carbopol contendo
extrato em acetato de etila a 2% e 5% a ser explorada pela indlstria farmacéutica (INPI,
2021). Outros depdsitos de patentes usando substancias isoladas dos metabolitos secundarios
de C. pachystachya (fitofarmacos) se diferem dos fitoterapicos por serem substancias
purificadas e isoladas, com estrutura quimica definida e atividade farmacolégica
comprovada. Apresentam atividade antibacteriana contra a cepa H37Rv de Mycrobacterium
tuberculosis, auxiliam no tratamento da tuberculose, por meio da acdo dos flavonoides
orieentina  (patente CN107837259), isovetexina (CN107837255) e apigenina
(CN107865849) (FERREIRA NETO; TELLIS; PIMENTA, 2022).

Apesar da utilizacdo pelas comunidades, avangos na caracterizacao e avaliacdo das
atividades bioldgicas e farmacoldgicas do género, ainda sdo encontrados poucos pedidos de
patentes depositadas no Brasil, enquanto fitoterapico. Esse fato é confirmado ao analisar

1.982 pedidos de patentes depositados no Brasil, publicados a partir de 1995 até 2017 nas
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classificacbes A61K36/... ou A61K35/78. No campo tecnoldgico dos fitoterapicos, apenas
876 pedidos tinham prioridade e publicagdo BR contra 1.106 pedidos de patentes de
inventores de outros paises, ou seja, 55,9% do total de pedidos publicados no INPI, os
Estados Unidos (US) com 432 pedidos, Franca (102), Alemanha (78), Reino Unido (49),
Italia (46), Japdo (45) e Republica da Coreia (32). Salienta-se que os citados paises detém
protecdo para fitoterapicos em seus territorios (DE FRANCA; VASCONCELLOQOS, 2019).

A Associacgdo Brasileira das Empresas do Setor Fitoterapico, Suplemento Alimentar
e Promocéo de Saude (ABIFISA), estimou que as industrias farmacéuticas investiram pelo
menos R$ 332 milhGes em pesquisa e desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos até
2016, em 2015, representou 2% do faturamento global, movimentando R$ 1,6 bilh&o de
délares. (FOLHA DE SAO PAULO, 2015). J& o mercado global de medicamentos e
comercializacdo de fitofarmacos em 2020 variou em torno de 115 bilhdes de ddlares anuais
(ICHIM; HASER; NICK ,2020).

Uma listagem dos medicamentos mais comercializados no Brasil organizada pela
IMS Health (Intercontinental Medical Statistics), atual IQVIA, abordou os agravos que mais
acometem os brasileiros (insbnia, ansiedade, falta de disposicdo, problemas de digestdo, e
em criangas, tosse) (FIRPO, 2016). Mesmo o Brasil sendo um pais megabiodiverso e o
interesse da populacéo no uso de plantas medicinais o0 mercado ainda é imaturo, 0 consumo
de fitoterapicos representa cerca de 261 milhdes de dolares, menos de 5% de todas os
insumos farmacéuticos comercializados (DUTRA et al., 2016).

Pesquisas com C. pachystachya sdo necessarias, uma vez que a investigacao de sua
constituicdo quimica é fundamental para a associa¢do entre 0s compostos bioativos e suas
respectivas propriedades farmacoldgicas (COSTA et al., 2011). Mesmo assim, vale ressaltar
que héa avancos em pesquisas com a espécie, por exemplo, o0s testes com o extrato etanolico
de folhas de C. pachystachya, elucidou a reducdo da lesdo gastrica induzida por naproxeno
em modelo murinho, com significativa reducao do edema e infiltrado inflamatorio, alteragao
positiva da arquitetura da mucosa gastrica. Este foi o primeiro trabalho que mostrou a agéo
gastroprotetora desta espécie vegetal, pois o efeito antiulcerogénico do extrato etandlico, se
deve a sua acdo antioxidante, anti-inflamatoria e capacidade de aumentar as concentragoes
de 6xido nitrico no tecido gastrico. O extrato ndo apresentou citotoxicidade para as células
epiteliais do extrato digestivo (MARTINS, 2017).

Na revisdo de literatura sobre aplicacfes das atividades bioldgicas da familia
Urticaceae, foram coletados dados de 1957 a 2019 usando o0s seguintes bancos de

informagdes: Dictionary of Natural Products (DNP), PubMed, Science Direct, ChemWeb e
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Google Scholar. Nesta revisdo constatou-se que as plantas da familia apresentaram como
constituintes quimicos os triterpenos, esterois, flavondides, lignanas, sesquiterpenos,
alcaloides, compostos fenolicos simples, com inimeros beneficios medicinais comprovados,
como atividades citotoxicas, antimicrobianas, anti-inflamatérias, antidiabética, anti-
hiperplasia prostética benigna, hepatoprotetora, antioxidante e cicatrizante (ASSAF et.al.,
2020).

De acordo com a revisdo citada, muitos géneros da familia Urticaceae (Urtica,
Boehmeria e Cecropia) apresentam grande potencial para desenvolver estudos que
confirmem os mecanismos de agdo de suas atividades bioldgicas auxiliando no
desenvolvimento e exploragdo de novos farmacos de origem natural. Isso garante aos
pesquisadores um vasto campo de pesquisa para novos estudos com a referida familia, no
intuito de desenvolver novos medicamentos de fontes naturais com ampla margem de
seguranca e compreensdo de seus efeitos e possivel mecanismo de acdo (ASSAF et al.,
2020).

A compatibilidade entre os termos dos clusters (verde e vermelhos) do tratamento
bibliométrico, é validada através de estudos quimicos que confirmam a presenca de
flavonoides, flavonas C glicosiladas, proantocianidinas, &cidos organicos e fenilpropanoides,
onde esses compostos em estudos farmacoldgicos mostraram atividades diuréticas e efeitos
antioxidantes notérios, oriundos do extrato alcodlico das folhas de C. pachystachya,
indicando uma possivel validacdo de seu uso popular (MACHADO; KLIDER; TIRLONI,
2021).

A conformidade entre os termos do cluster vermelho também é evidenciada em
estudo com extratos de C. pachystachya, no qual observou-se um efeito preventivo no
desenvolvimento de alguns distdrbios metabolicos causados por dieta hipercaldrica como a
hiperglicemia e doenca hepatica gordurosa nédo alcoolica (CAMPOS et al., 2021). Como ja
citado neste trabalho, a espécie em questdo é muito utilizada por comunidades tradicionais
na medicina popular para tratamentos de problemas no trato respiratorio, cardiovascular,
urinario, dentre outras utilizagdes. Dessa forma, fazem-se necessarios estudos que visem
elucidar as propriedades biologicas desta espécie. Nesse Optica, a seguranca do uso de
plantas medicinais € fundamentada pelo estudo farmacogndstico, toxicologico e atividade
bioldgica (ALVES et al., 2022).

A presente pesquisa mostrou que 0s solventes alcéolicos (metanol e etanol)
apresentaram bom desempenho, tal fato pode ser explicado por serem os melhores solventes

para extracdo de substancias bioativas das plantas, conforme evidenciado por Alo et al.
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(2012). Metanol e etanol, enquanto solventes extratores tém a capacidade de retirar grande
quantidade de constituintes de interesse, por terem ponto de ebulicdo 64,7 e 78,3°C
respectivamente, favoravel a formacao do extrato solido e tém carater anfifilico, permitindo
a extracdo de substancias com caracteristicas apolares e polares. Neste caso, favorecem uma
maior extracdo de compostos fendlicos enquanto estrutura polar (OLIVEIRA et al., 2016).

Os resultados obtidos corroboram com a anélise fitoquimica do extrato etandlico de
folhas de C. paschystachya e sua fracdo metanolica, na qual revelou a presenca dos
seguintes compostos: taninos e flavonoides em estudo realizado por Oliveira et al. (2014). A
prospeccdo fitoquimica do extrato metandlico de suas folhas indicaram a presenga de
compostos fendlicos, como flavonoides e taninos. Estes resultados corroboram com outros
estudos, nos quais verificou-se a presenca de flavonoides e taninos (SILVA; AQUILA,
2006), flavonas (LACAILLE-DUBOIS; FRANCK; WAGNER, 2001) e catequinas (COSTA
etal., 2011).

A fitoquimica preliminar realizada por Simdes e Minguzzi (2011) evidenciou a
presenca de acuUcares redutores, que por deterem grupos aldeidos ou cetonas livres ou
potencialmente livres, sdo capazes de reduzir os agentes oxidantes, ou seja, apresentam
atividade antioxidante, na mesma triagem foi encontrado taninos, ambos presentes em C.
pachystachya, fato também elucidado na referida pesquisa.

Os resultados da triagem fitoquimica do presente estudo estdo em conformidade
com o0s metabolitos secundarios encontrados nos estudos de Cruz et al. (2013) e Costa et al.
(2011). Quanto a presenca de flavonoides, taninos, alcaloides e saponinas, esta em assenso
com analise fitoquimica realizada para o género Cecropia por Tanae et al. (2007). O estudo
de Costa e Hoscheid (2018) revelou a presenca de acUcares redutores, taninos, alcaloides,
flavonoides e saponinas no extrato etanélico de C. pachystachya.

A presenca de acgucares redutores, também chamados de glicidios redutores, sdo a
frutose, lactose, maltose e glicose, sua capacidade de reduzir outras substancias esta ligada
ao fato de possuirem uma hidroxila (OH) livre em suas composi¢oes, esta consegue se unir a
outras substancias para reduzi-la, esta reacdo de oxirreducdo libera energia para 0s
organismos que os detém em sua composi¢do bioquimica (CALDAS et al., 2015). Os
acucares redutores podem ser utilizados como agregantes de sabor, na forma de cristais, na
industria alimenticia e sdo uteis na confeccdo de bebidas atraves da fermentacdo fungica da
sacarose e doces, proporcionando sabor, odor e coloragdo diferentes aos mesmos
(OETTERER, 2006).
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Os taninos sdo classificados como polifendis hidrossoliveis e seu esqueleto
quimico pode ter duas classifica¢fes: taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Plantas
medicinais que apresentam taninos em sua composicao fitoquimica tém atividade terapéutica
para o tratamento de diarreia, queimaduras, feridas, afeccdes gastricas, renais, processos
inflamatérios, atividade antimicrobiana e adstringente (SIMOES et al., 2017).

As saponinas apresentam atividades bioldgicas Uteis para o tratamento de algumas
patologias, sdo glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos com carater anfifilico,
pois parte da estrutura com caracteristica lipofilica pertencem ao grupo dos triterpenos ou
esteroides e outra hidrofilica ao grupo dos agUcares, tal caracteristica propicia a reducao da
tenséo superficial da &gua e intensa atividade detergente e emulsificante (SCHENKEL et al.,
2001). As saponinas com carater anfifilico formam complexos com esteroides, proteinas e
fosfolipidios de membranas evidenciando inumeras agdes biologicas (SCHENKEL et al.,
2001). A intrinseca caracteristica de ligacdo a ester6is como o colesterol tém sido
investigados, pois sua atividade hipocolesterolemiante ocorre pelo aumento da excre¢do do
colesterol por formacdo de complexo com as saponinas administradas por via oral, ou pelo
aumento da eliminacdo fecal de &cidos biliares com maior utilizacdo do colesterol para
sintese dos produtos biliares (FERREIRA et al., 1997).

Tradicionalmente utilizadas como expectorantes e diuréticas, 0 mecanismo de acao
das saponinas, possivelmente devido a irritagdo no trato respiratorio, aumentaria o volume
do fluido respiratorio e reduziria sua viscosidade. Outro mecanismo seria tensdo superficial
exacerbada, causando menor viscosidade e maior facilidade de expulsdo do muco
(SIEDENTOPP, 2008). A atividade diurética desse fitoconstituinte estd no aumento da
reabsorcdo de agua nos tubulos renais, com intensa atividade das ATPases renais (DINIZ,
2006). Atribui-se também a acdo citotoxica das saponinas contra células tumorais (CUNHA
etal., 2016).

Um dos mais importantes fitocompostos, os flavonoides, metabdlito amplamente
disseminado no reino vegetal, sua abundancia nas angiospermas, confere grande diversidade
estrutural a citar os flavonois, flavonas, flavanonas, flavanas, isoflavonoides e antocianinas
(SIMOES et al., 2000). Sua sintese ndo ocorre na espécie humana, as atividades bioldgicas
relatadas in vitro e in vivo, sdo antioxidante, antiproliferativa, antimicrobiana e modulagéo
enzimatica (LOPES et al., 2010). Esses polifenois apresentam uma estrutura quimica C6-
C3-C6 (MARIN et al., 2017). Podem reduzir o estresse oxidativo causado por drogas usada
no tratamento do cancer (REDONDO-BLANCO et al., 2017; HOSSAIN, et al.,2022), como
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também apresentam propriedades que neutralizam alguns efeitos colaterais da quimioterapia
(BASU; BASU,2020), (SIDDIQUI, et al., 2021).

Os alcaloides também descritos na fitoquimica preliminar tém sua utilizagdo como
venenos e alucindgenos, entdo seu mecanismo de acao atua sobre o sistema nervoso central
(OLIVEIRA et al., 2009). A presenca de alcaloides define sua atividade bioldgica nos
sistemas de neurotransmissores, GABAérgicos, colinérgicos muscarinicos, serotoninérgicos
e dopaminérgicos, por isso sua aplicacdo como hipotensores, simpatoliticos, diuréticos,
vasoconstritores periféricos, estimulantes respiratorios, anestésicos, agentes bloqueadores
adrenérgicos, espasmogénicos intestinais, sedativos, relaxantes musculares e
antimicrobianos (OLIVEIRA; ALMEIDA, 2016).

A andlise da presenca de grupo organicos funcionais por FTIR - ATR evidenciou
bandas que estdo na faixa de 2919 cm™ e 2921 cm™, que indicam a presenca de estiramento
simétrico e assimétrico, corroborando com os resultados encontrados por Pereira (2015) para
os extratos de C. pachystachya, que apresentou bandas de absor¢io na regido de 2900 cm™
como caracteristicas de estiramento simétrico (vs) e estiramento assimétrico (vas) de
ligacOes C-H.

Para as bandas de absorcdo na faixa espectral entre 1300-900 cm-, Pereira (2015)
cita a mesma como caracteristica de estiramento de C-O, ndo elucidando o grupamento
funcional deste tipo de ligacdo, porém infere que resultados encontrados sugerem
estiramento simétrico C-O-C caracteristicos de éteres arilicos e vinilicos, resultados
semelhantes também foram descritos na corrente pesquisa.

A partir de analises dos espectros obtidos por IV (Infravermelho) e RMN
(Ressonancia Magnética Nuclear) dos extratos etandlicos de C. pachystachya, ao final do
processo de constituicdo quimica, foi possivel identificar a presenca de compostos fendlicos,
como flavondides, xantonas e taninos (PEREIRA, 2015).

Machado et al. (2021) ao realizarem analises de FTIR em extratos de C. hololeuca,
observaram bandas na faixa espectral de 3300 cm™, indicando a presenca de hidroxilas
fendlicas e ligagdes duplas aromaticas na faixa de 1600 cm™, confirmando a presenca de
compostos fenodlicos como componentes majoritarios. As bandas mais intensas foram
encontradas em 1630 e 1601 cm™ que pode estar relacionado ao anel benzénico, enquanto as
bandas em 1185 e 965 cm™ resultantes das vibrages C-O-C e C-O-H.

Em andlises de FTIR foram observadas bandas na faixa espectral em torno de 1200

cm?t, também confirmam a presenca de acidos fendlicos e taninos, ja que os fendis podem
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ser bem reconhecidos onde a intensa banda IR devido ao modo de estiramento C-C-O
(SCHULS; BARANSKA,2007)

Como ja evidenciado o extrato metandlico oriundo do material coletado em Ilha
Grande apresentou melhor atividade antibacteriana, isso pode estar intimamente ligado a
producdo e qualidade dos metabdlitos secundarios sintetizados e efetividade da solugédo
extratora. Fato este, esta acordado em estudos que indiciam que a maior proximidade dos
tropicos influencia diretamente na producdo desses metabdlitos, pois ha maior incidéncia de
luz solar. Outro fato observado, porém, sem estudo efetivo no decorrer da pesquisa foi
estresse hidrico no vegetal. O estresse hidrico altera o teor de metabodlitos, durante o
alagamento as plantas ficam sujeitas ao déficit hidrico, em virtude da menor absorcéo de
agua causada por modificacdes na permeabilidade das membranas das células das raizes, em
consequéncia do ambiente hipdxico, leva a uma menor condutividade hidraulica das raizes
para as folhas ocasionando modificacBes na estrutura foliar, tornando-a mais coriacea,
alterando a resposta do metabdlito ao meio que se encontra (ELSE et al., 2001).

Em relacdo a atividade antibacteriana, resultados semelhantes aos registradados
neste estudo corroboram aos obtidos por Lucon Junior (2013) na qual a concentracdo
inibitéria minima para os extratos brutos e fracGes foi igual a 2,5 mg/mL, concentracdes
acima desta diluicdo sdo caracterizadas como bactericidas para extratos etanolicos de folhas
de embauba, utilizando a cepa Staphylococcus aureus ATCC 29231 durante o tratamento de
mastite bovina.

Através da metodologia de difusdo em disco, observou-se a formacao de halos de
inibicdo de 10 mm e 12 mm mediante teste utilizando extrato metandlico de Cecropia
pachystachya em Staphylococcus aureus, apresentando atividade antibacteriana, (PAULA,
2010), resultado igualmente evidenciado na corrente pesquisa. O extrato etanodlico de C.
pachystachya apresentou efeito inibitorio nas diluicBes 1:1, 1:2 e 1:4, formando halos de
inibicdo de 16,1 mm, 13,4 mm e 13,8 mm, respectivamente, frente a Staphylococcus aureus,
0 que consolida com os resultados até entdo apresentados (SOUSA et al., 2015).

A atividade antibacteriana deveu-se a presenca de taninos, que inibiram o
crescimento por meio da interferéncia na fosforilacdo oxidativa e inibicdo de enzimas
extracelulares, (SCHOFIELD; MBUGUA; PELL, 2001), a presenga de flavonoides foram
citadas como causadores de maior inibicdo das fungdes da membrana celular bacteriana
(SCAZZOCCHIO et al.,2006). A presenca desses metabolitos esta relacionada a grande

parte da acdo antibacteriana abordado na pesquisa.



80

Foi descrito que o uso de extratos oriundos de C. pachystachya na defesa a
microrganismos patogénicos configura uma alternativa importante, mediante a resisténcia
aos antibioticos ja usados na clinica. Pois observou-se a dificuldade que bactérias possuem
em tornar-se resistentes aos extratos, porque estes sdo constituidos de misturas complexas
que dificultam a adaptacdo de microrganismo (DAFERERA et al., 2003). Quando 0s
extratos vegetais estdo em associacdo com antibioticos podem ter atividade sinérgica direta
contra muitos grupos de bactérias patogénicas e/ou oportunistas, modulando ou aumentando
a atividade de um antibidtico especifico, intervindo de forma positiva a diminuir a
resisténcia natural das bactérias a antibidticos de uso comum na clinica (COUTINHO,
2009).

Os resultados obtidos quanto a citotoxicidade estdo em assenso com a pesquisa que
utilizou &cido pomdlico um triterpeno isolado de C pachystachya, com atividade
imunomoduladora causando a diminuicdo da expressdo da interleucina-1p, além da indugao
de apoptose em células polimorfonucleares (PMN), especialmente os neutréfilos. A
apoptose nesse estudo foi avaliada mediante a exposicdo da fosfatidilserina na membrana
plasmatica e pela fragmentacéo nuclear, aumentando a porcentagem de PMN apoptoticos em
42% e 71% a 100 uM e 200 uM, respectivamente do triperno isolado (SCHINELLA et al.,
2008). A triagem citotoxica de extrato apolar de C. pachystachya que apresentavam
triterpenos, mostrou potencialidade quanto a atividade citotoxica frente a diferentes
linhagens de células tumorais (KRATZ et al., 2013), reforcando os resultados aqui
elucidados.

Foi observada a ativacdo de senescéncia em parte da populacdo de células PC3
(linhagem tumoral da préstata) tratadas com a fragdo enriquecida de triterpenos derivada da
fracdo organica de C. pachystachya. Tal condi¢cdo consiste no aparecimento de células com
nucleos grandes e regulares, aumento da atividade da enzima [-galactosidase, diminuicdo de
clones viaveis e reducdo da duplicacdo de células tratadas em longo prazo. Os eventos
citados condicionam o aparecimento de células senescentes, que atuam inibindo a
multiplicacdo de células cancerosas (ROSA et al., 2016). Esses eventos corroboram com
resultados aqui apresentados, que demonstraram atividade citotoxica moderada para
linhagem de células PC3 no ensaio de MTT, utilizando os extratos etandlicos e metanolicos
de C. pachystachya.

Outros trabalhos publicados reforcam o potencial citotoxico do extrato metanolico
das folhas de C. pachystachya. Testes contra quatro linhagens de células tumorais tiveram

resultados satisfatdrios: 1C50 > 125 ug.mL™* para B16 (células de melanoma murino), MCF-
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7 (células de adenocarcinoma de mama humano) e HCT-8 (células de adenocarcinoma
ileocecal humano) e IC50 = 95 pg.mL? a HL-60 (células de leucemia promielocitica
humana) (DOS SANTOS JUNIOR et al., 2010). O extrato metanélico de C. pachystachya
apresentou atividade citotoxica a glutationa S-transferase (GST) em hepatocitos L37 e
células Jurkat a 10 pg.mL?, se mostrou Util como adjuvante no tratamento de tumores, a
super expressdo de GST em células tumorais estd comungada a resisténcia a quimioterapicos
(PRINCIPE; SPIRA, 2009).

O efeito citotoxico do extrato metandlico foliar de C. pachystachya foi elucidado
em linhagens celulares de tumores humanos, no caso HT-29 (intestino), MCF-7 (mama),
OVCAR-3 (ovario), U251 (glioma) e H460 (pulmé&o). As células tumorais foram expostas a
concentracdes seriadas do extrato foliar durante 72 h. O efeito citotoxico foi mensurado
utilizando o ensaio colorimétrico de sulforodamina B, resultando em efeito citotoxico em
todas as linhagens celulares avaliadas com valores de IC50 variando entre 4,0 a 40,0 pg/mL
(LEOTE et al., 2013). O mesmo se assemelha a pesquisa em questdo, pois os resultados
mostraram ser promissores quanto a atividade citotoxica do extrato metanolico foliar de C.
pachystachya.

O teste toxicoldgico mais utilizado em compostos de origem vegetal é do tipo
agudo-letal, onde a analise ocorre apds uma exposicdo de 24h a 48h do composto com o
organismo bioindicador (BAROSA et al., 2003). A toxicidade aguda frente as larvas de
Artemia salina € considerada um ensaio biologico Util para avaliacdo preliminar de
toxicidade, se configura em teste rapido, barato e aplicavel em avaliacdo toxicologica pre-
clinica (CARVALHO et al. 2009). As larvas sdo utilizadas como alvo para detectar
substancias biologicamente ativas em extratos de plantas (ALVES et al., 2000), como por
exemplo, atividade citotoxica contra tumores humanos (MCLAUGHLIN et al., 1991) e
parasiticida a Trypanosoma cruzi (ALVES et al., 2000).

Mediante os registros favoraveis ao uso de A. salina para avaliacdo de toxicidade
aguda, verificou-se resultado semelhante de ndo toxicidade com A. salina para Cecropia
pachystachya proposto por Simdes e Minguzzi (2011) indicam a inexisténcia de compostos
com propriedades citotdxicas, no extratos metanolico, diclorometanico e hexanico, devido a
ndo ou a baixa mortalidade do crustaceo, porém observou-se que a fragdo hexanica
apresentou alguma letalidade, mas abaixo de 50%, ndo sendo um resultado significativo.
Fica evidente que as propriedades farmacoldgicas desses extratos ndo apresentam efeitos

toxicos significativos. Resultado também semelhante foi elucidado em extrato metandlico de
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C. hololeuca, cujo resultado do CL50 >1000 ppm, apontou auséncia de toxicidade (GOMES
etal., 2016).

Pode-se inferir que a utilizacdo das plantas medicinais tem estimulado o interesse
em entender melhor sua composi¢éo quimica e acdo farmacoldgica (KUPPUSSAMY et al.,
2015). Dentro dessa percepc¢do os produtos naturais de origem vegetal tém papel importante
para as industrias farmacéuticas, por apresentarem uma diversidade de atividades bioldgicas
como antioxidante, antimicrobiana, antitumoral e entre outras. Neste contexto uma parcela
das industrias farmacéuticas tem investido em pesquisas para 0 uso de novos agentes
terapéuticos, advindos das plantas medicinais (ARGENTA et al., 2011).

O uso de plantas medicinais esta inserido nos objetivos e metas para 0
desenvolvimento sustentavel da Agenda 2030, compromisso global assumido em 2015 por
193 paises, incluindo o Brasil, coordenada pela Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU),
cujo incentivo de seu uso estd dentro do eixo salde e bem-estar. Dentro desse cenario
observa-se que industria de fitoterapicos estd em desenvolvimento em nivel mundial e
representa a oportunidade para fortalecimento do setor farmacéutico brasileiro, relacionando
sua megabiodiversidade com o conhecimento adquirido sobre as atividades bioldgicas das
plantas medicinais através das instituicGes de ciéncia e tecnologia e também pela sociedade
civil (SILVA et al., 2020).
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7. CONCLUSAO

O estudo de prospeccdo utilizando Cecropia pachystachya através da analise de
artigos publicados e patentes concedidas, tanto no Brasil como em outros paises, destaca a
importancia da espécie como promissora para producdo de farmacos para a terapéutica de
patologias cronicas e infecciosas. Nos Ultimos anos intensificou-se a produgéo de trabalhos
que buscam elucidar as propriedades hipoglicemiantes. Porém, as perspectivas futuras com a
espéecie residem no fato de novas aplicacdes e de aprimoramento em outras areas de
pesquisa, a farmacologia de antioxidantes e antimicrobianos. Vale ressaltar que por motivos
de manutencéo da base de patentes do Brasil (INPI), ndo foram realizadas buscas no mesmo.

Diante dos artigos e depdsitos de patentes analisados e levando em consideracédo a
ampla utilizacdo da espécie, foi observado crescimento consideravel nos trabalhos
envolvendo este tdxon. O uso popular para tratamento de patologias metabodlicas e
respiratdrias, associado ao pensamento de que por ser natural ndo traz efeitos colaterais e/ou
nocivos, além do facil acesso a esta planta resultou no aumento de estudos pré-clinicos nos
ultimos anos objetivando comprovar sua seguranca, eficacia e valor de mercado.

Ressaltamos ainda, a importancia do incentivo por parte do governo federal para
apoiar pesquisas a fim de agregar valor a espécie como também estimular o
desenvolvimento econémico, uma vez que a espécie é amplamente distribuida no pais.
Quanto a sua potencialidade na inddstria nacional de fitoterapicos associada aos pedidos de
patentes, ha fragilidades, apesar de seus incentivos como: Estratégia Nacional de Ciéncia,
Tecnologia e Inovacdo, Lei da Propriedade Industrial, Lei de Inovacdo, Parceria para o
Desenvolvimento de Produtos, Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos.
Observa-se que nao ha uma politica de estado que valorize a matéria-prima vegetal e o saber
cultural agregado, bem como o0 extenso distanciamento académico das empresas de
fitoterapicos que gerem parceria cientifica-econdmica.

A prospeccdo fitoquimica é o principio da pesquisa béasica da investigacdo de
fitoterapico e/ou fitofarmacos por indicar quais compostos estdo presentes na planta de
interesse, no caso 0s metabolitos encontrados foram acgucar redutor, taninos, saponinas,
flavonoides e alcaloides, correlacionando seus fitoconstituintes com suas respectivas
atividades biologicas, o que foi demonstrado nesse estudo e corporificado com resultados
semelhantes a outras pesquisas com espécie C. pachystachya.

Contudo, uma andlise por métodos cromatograficos oferece resultados mais

robustos na deteccdo de fitocompostos. Ainda assim, os resultados apresentados na



84

fitoquimica dar créditos as evidéncias de seu uso na medicina popular e principia os estudos
in vivo e/ou in vitro de suas atividades bioldgicas, agregando valor de mercado enquanto
produto fitoterapico e/ou biotecnologico.

A partir das analises dos espectros de infravermelho dos extratos etandlicos e
metandlicos de C. pachystachya, foi possivel observar que ndo houve grande diferenca na
correlagdo de tamanho das bandas absorvidas em cada extrato. As mesmas ficaram dentro da
faixa espectral que indicaram a presenca dos seguintes grupamentos: compostos fenolicos,
alcoois, hidrogénios metilénicos, éteres arilicos e vinilicos, grupos metileno e alcenos
simples. Portanto, diante da escassez de trabalhos a respeito da constituicdo quimica de C.
pachystachya, por andlise espectrofotomértrica, os resultados aqui apresentados elucidam
que os extratos da planta apresentam potencial para o desenvolvimento de produtos
farmacéuticos. Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar os mecanismos de acao,
possiveis efeitos toxicos e constituicdo quimica da planta.

As cepas testadas no presente estudo sdo vistas como bactérias associadas a
endocardites, infeccBes cutaneas, no trato digestorio, urinario e respiratorio. Muitas das
vezes, a exposicdo a esses agentes esta comungada a imunodepressdo do hospedeiro,
principalmente nas populages de paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, onde
uma parcela da populacdo ndo possui sistema de salde e saneamento basico acessivel ou o
sistema de saude € ineficaz. Os resultados até entdo apresentados mostram que 0s extratos
metanolicos e etandlicos de Cecropia pachystachya tém grande potencial antibacteriano,
podendo ser aplicado como fitofarmaco ou droga sinérgica frente a determinadas infeccdes
bacterianas. Para isso, ha necessidade de mais pesquisa no campo da bacteriologia médica
comungada a fitocompostos.

Os resultados para atividade citotoxica frente as linhagens tumorais testadas
mostraram ser promissores, em destaque para o extrato metanolico oriundo de llha Grande,
0 que evidencia a presenga notéria de compostos triterpénicos, 0 que incita a caracterizar e
isolar esses compostos e realizacdo de testes para futuras formula¢Ges farmacéuticas para o
tratamento de tumores, pois se observa na literatura que boa parte dos medicamentos
anticancer foi desenvolvido a partir de fontes naturais, com destaque para 0s compostos
triterpénicos, que apresentam elevado potencial antitumoral.

Em relacdo aos estudos de toxicologia do tipo letal-agudo ha poucos dados acerca
de testes de toxicidade aguda com extratos etandlico e metandlico de Cecropia
pachystachya, utilizando o microcrustdceo Artemia salina como bioindicador. Desse fato,

pondera-se a necessidade de estudos posteriores a fim de suplementar os resultados
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encontrados nesta pesquisa. Contudo, os resultados aqui apresentados permitem um melhor
direcionamento para testes in vivo das atividades bioldgicas atribuidas ao taxon, como
antifangica, antimicrobiana, parasiticida e antioxidante, uma vez que os extratos se mostram
atoxicos.

O trabalho desenvolvido com extratos etandlico e metandlico de folhas de Cecropia
pachystachya, ocorrentes em pontos da APA do Delta do Parnaiba apresentou resultados
bastante promissores, no que tange suas atividades biologicas, como antibacteriana,
citotoxicidade e baixa toxicidade em ensaio utilizando microcrustaceos, atividades essas
correlatas aos seus fitoconstituintes, consolidando, o que ja foi descrito em estudos pretéritos
como também a valoracdo do saber popular a respeito dessa espécie enquanto planta
medicinal.

A espéecie em estudo fomenta a inovacdo, a partir do conhecimento
etnofarmacoldgico e cientifico, estando em conformidade com o Decreto n° 6.041 de
08/02/2007, o qual designou a Politica de Desenvolvimento da Biotecnologia. Contudo, ha
necessidade de complementar a pesquisa realizando o fracionamento, isolamento e
caracterizacdo dos metabdlitos secundarios, como também testes in vivo que oferecam
resultados mais robustos de suas atividades bioldgicas contra patologias que acometem a
espécie humana, além de estudos dos fatores ambientais que podem influenciar na atividade
dos metabdlitos secundarios presentes no taxon. Infere-se que o0s resultados obtidos
corroboram com estudos farmacobotanicos, mostrando que a espécie apresenta potencial

para fins terapéuticos e farmacolégicos.
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