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RESUMO

O objetivo deste estudo foi realizar triagem fitoquimica qualitativa em extratos de trés
diferentes amostras de espinheira santa (Maytenus ilicifolia Mart.) comercializadas no
municipio de Bagé/RS, assim como avaliar o teor de polifenois totais e flavondides por
espectofotometria. A andlise fitoquimica foi realizada em triplicata através de reacOes
classicas de caracterizacdo por meio de reagfes de precipitacdo, coloracdo e formacdo de
espuma. Os resultados das andlises fitoquimicas foram semelhantes para cada grupo de
metabdlito secundario, admitindo assim um padrdo de qualidade entre as amostras avaliadas.
Nos testes quantitativos, a Amostra C evidenciou a maior média, tanto para polifiendis totais
(x=119,334; DP= 1,88) quanto para flavondides (x=395,878; DP=1,355), inclusive com
diferenca significativa neste Gltimo quando comparada as demais amostras avaliadas. Haja
vista a ampla difusdo do consumo de produtos naturais no Brasil, incluindo os de agéo
farmacoldgica comprovada através de estudos cientificos, verifica-se a necessidade de
intensificar o processo de controle de qualidade dos mesmos, considerando as distintas
variacdes no processo de cultivo, producdo e comercializacdo aos que 0s mesmos estdo
sujeitos. Os achados desse estudo inferem uma lacuna no controle de qualidade de produtos
naturais comercializados em estabelecimentos de saude.

Palavras-chave: Maytenus ilicifolia; plantas medicinais; fitoquimica
ABSTRACT

Phytochemical screening and determination of phenolic substances and flavonoids in diferent
Maytenus ilicifolia Mart samples. The purpose of this research was to make a qualitative
phytochemical screening in extracts of three diferents samples of Maytenus ilicifolia
comercialized in Bage/RS, also evaluete the concentration of phenolic substances and
flavanoids per spectrophotometry. The phytochemical analisis was made in triplicate by
classical characterization reactions by means of precipitation, colors and foan formation
reactions. The results of the phytochemicals analyses were similar in each group of secondary
metabolites group admitting, in this way, a quality standard between the samples evaluated. In
the quantitative tests, the sample C showed the bigger average for phenolic substances
(x=119,334; DP= 1,88) and also for the flavanoids (x=395,878; DP=1,355), incluiding with a
significative difference in this when compared with the other samples evaluated. Considering
the big consuption of natural products in Brazil, including those with farmaceutical action
comproved thru cientific studies, it is possible to verify the need to intensify the process of
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quality control of them, considering the differents variation in the cultivation process,
production and sales of these products. The results of this study infer a gap in the control of
the natural products quality sold in health shops.

Key Words: Maytenus ilicifolia; medicinal plants; phytochemistry.

1 INTRODUCAO

A espinheira santa (Maytenus ilicifolia Mart.)) ¢ uma das plantas medicinais
pertencentes ao elenco do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (Brasil,
2009), o que possibilita sua distribuicdo pelo Sistema Unico de Saude — SUS. Mais
recentemente, foi classificada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
através da publicacdo da Instrucdo Normativa n°02 de 13 de maio de 2014 (Brasil, 2014)
como um ‘“Produto Tradicional Fitoterapico”, tendo assim a permissdo de sua venda sem
prescricdo médica.

E uma planta que pertence a familia Celastraceae, também conhecida popularmente
como “cancorosa”, sendo nativa do sul do Brasil, Uruguai, Paraguai e norte da Argentina
(Mariot & Barbieri, 2007). A infusdo de suas folhas é comumente usada para tratamento de
gastrites e Ulceras, acdo esta possivelmente desencadeada pela presenca de metabdlitos
secundarios da classe dos triterpenos e polifendis, como flavondides e taninos (Pessuto, 2006;
Holnik et al., 2015).

A parte da planta utilizada para fins terapéuticos tanto pela industria farmacéutica
quanto pela populacdo sdo € as folhas, as quais podem ser encontradas em diversas formas
farmacéuticas como céapsulas (p6é ou extrato seco liofilizado), tinturas, extrato fluido, sachés
para infusdo de chas e a planta in natura para ser preparada por infusdo (Nascimento et al.,
2005).

A maioria dos fitoterapicos é utilizada no Brasil como tratamentos alternativos,
considerando critérios de custo e acessibilidade. Entretanto, muitas das plantas medicinais
comercializadas ndo atingem padrdo de qualidade, comprometendo o beneficio para o
consumidor (Yunes & Filho, 2014). Para Nascimento et al. (2005), a qualidade da matéria-
prima ndo garante a eficacia do produto, porém é fator determinante da mesma e envolve
todas as etapas de sua fabricacdo, desde a coleta até a rotulagem do produto a ser
comercializado.

Acredita-se que em média 40% das plantas comercializadas e consumidas pela
populacdo como M. ilicifolia sejam de outras espécies, fato este ocorrido pela semelhanca das

plantas e principalmente de suas folhas. Espécies como Sorocea bomplandii (Baill). Burger,
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conhecida popularmente como “mata olho”, Zollernia ilicifolia Vog. e Maytenus aquifolium,
ambas conhecidas como falsa espinheira-santa, sdo adicionadas como adulterantes. Nesse
sentido, isso pode ser um exemplo de condigdes que implicam na mé qualidade de plantas
medicinais obtidas comercialmente.

O objetivo deste estudo foi realizar triagem fitoquimica qualitativa em extratos de
preparacdes comerciais disponiveis de espinheira santa (Maytenus ilicifolia Mart.)
comercializadas no municipio de Bagé/RS, assim como avaliar o teor de polifendis totais e

flavonoides das mesmas.

2 MATERIAL E METODOS

Foram adquiridas trés amostras contendo espinheira santa (Maytenus ilicifolia Mart.)
ja secas no comeércio de Bagé/RS; uma adquirida em farmacia de manipulacdo (amostra A),
uma em loja de produtos naturais (amostra B) e outra obtida de um erveiro (amostra C) que
comercializa suas plantas no centro do municipio.

A anélise fitoquimica qualitativa dos extratos foi realizada atraves de reacdes classicas
de caracterizacdo para alcaldides, flavondides, glicosideos antraquinbnicos, saponinas e
taninos por meio de reac6es de precipitacdo, coloracdo e formacdo de espuma.

Os testes foram realizados em triplicata para cada amostra avaliada em diferentes dias.
Os resultados foram expressos pelo simbolo (+) como indicativo de presenca de cada
metabdlito avaliado e (-) como indicativo de auséncia.

Para pesquisar a presenca de alcaloides nas amostras testadas, foi realizada uma
decoccdo por 2 minutos utilizando-se 5g da droga vegetal e 30mL de &cido cloridrico 2N. Em
seguida, esta decoccdo foi filtrada por algoddo e dividida em tubos de ensaio para a adicao
dos Reagentes de Dragendorf e Wagner, seguidos da observacdo de precipitado especifico
para cada reagente (alaranjado e marrom respectivamente) comparando-os com 0 branco
(Simdes et al., 2010).

Para extracdo dos compostos flavonidicos foi realizado um decocto por 2 minutos com
2 g da droga vegetal acrescida de 15 ml de etanol a 75%. Esta solugéo foi filtrada em papel
filtro para realizacdo dos testes de Shinoda; Cloreto Féerrico e Hidroxido de Sodio, seguindo
metodologia de Mouco, Bernardino & Cornélio (2003). A formacdo respectivamente de
precipitados rosa avermelhado, amarelo e verde acastanhado ou violeta indica a presenca de

flavonoides nas amostras pesquisadas.
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Para identificacdo dos glicosideos antraquindnicos foi realizada a Reacdo de
Borntrdeger com solucdo de hidroxido de sodio, onde a formacdo de coloracdo rdsea,
vermelha ou violeta indica reacdo positiva (Simdes et al., 2010). Foi pesado 1 g da droga
vegetal e adicionado 20 ml de etanol a 75% seguido de aquecimento por 2 minutos em banho
maria e filtracdo em papel filtro, para posterior realizacéo do teste.

Para avaliacdo da presenca de saponinas nos extratos foi realizada uma decoccéo por 3
minutos com 20 mL de &gua e 2 g da droga vegetal, seguido de filtracdo em papel filtro. Em
sequida, foi realizado o Teste Qualitativo de Espuma de acordo com as indicagdes de Simdes
et al. (2010). A adicédo de gotas de solucdo de &cido cloridrico é utilizada como confirmatorio
da presenca deste metabdlito.

Os taninos foram avaliados pela Reacdo de Gelatina a 2,5% de acordo com a
metodologia descrita por Mouco, Bernardino & Cornélio (2003). Foram pesados 2 g da droga
vegetal e adicionado 40 ml de &gua destilada, deixando-a ferver por 10 minutos seguido de
filtracdo em papel filtro. A formacdo de precipitado branco quando acrescentada 2 gotas de
solucdo de gelatina 2,5% em cloreto de sodio 5% é indicativo da presenca de taninos na
amostra.

Para realizacdo do doseamento do teor de polifendis e flavonoides foi preparado um
extrato aquoso de cada amostra por infusdo segundo instrucbes de preparo do Memento
Fitoterapico (Brasil, 2016). Para cada 150 mL de agua néo fervida (80°C), foram adicionadas
3,0 g da amostra, deixada em repouso e abafada de 3 a 5 minutos, seguida de filtracéo.

Os resultados das andlises, as médias e os desvios padrGes foram avaliados pelo
programa estatistico GraphPrisma Pad 5.01. O nivel de significancia avaliado foi de p< 0.05.

O teor de polifendis totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteau adaptado
de Singleton & Rossi (1965). Em um tubo de ensaio foram adicionados 5 mL de &gua
destilada, 1000 pL de amostra e 500 pL do reativo de Folin-Ciocalteau. Ap0s trés minutos de
reacao foram adicionados 1,0 mL de carbonato de sddio 5% em cada tubo, que foram agitados
e depois de trinta minutos (conservados ao abrigo da luz) foi realizada a leitura da absorbancia
em espectrofotdometro (BioEspectro modelo SP-220) em ,725 nm, tendo como branco uma
solugéo contendo os reativos da analise.

As analises foram conduzidas em dois dias distintos e os resultados foram expressos
em pg de dcido galico por mL de amostra. Foi construida uma curva padrio com

concentragdes conhecidas de acido galico (0; 25; 50; 100 e 200 pg.mL™).
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O doseamento de flavondides totais foi realizado de acordo com a metodologia
descrita na Farmacopeia Brasileira IV (2002) para caléndula, com modificacdes. Fracdes de 5
mL dos chés foram adicionadas em bal6es volumétricos de 10 mL, adicionando-se 500 uL de
solucdo metanodlica de cloreto de aluminio a 2% e completando o volume com solucéo
metanolica de &cido acético a 5%. Os preparados foram colocados em vidro ambar sob
repouso de 30 minutos, para posterior leitura em espectrofotdmetro (BioEspectro modelo SP-
220), em 425 nm,

Para cada amostra foi preparado um branco, transportando-se uma fracdo de 5 mL da
amostra e ajustando-se o volume para 10 mL com solu¢do metandlica de acido acético a 5%
Os célculos dos teores de flavondides foram realizados através da construcdo de curva de
calibracdo submetida a regressao linear, utilizando concentragdes de 0, 50, 100, 200, 400 e

600pg.mL™" de quercitina.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
As analises fitoquimicas qualitativas apresentaram resultados semelhantes para cada
grupo de metabdlito secundario, admitindo assim um padrdo de qualidade entre as amostras
avaliadas (Tabela 1). Cechinel-Zanchett (2016) afirma que o conhecimento sobre os fatores
que influenciam a composicdo quimica de um fitoterapico e as partes da planta que possuem
tais compostos é fundamental e importante para a melhoria da qualidade dos produtos,
garantindo assim a eficacia terapéutica desejada quando utilizados pelos consumidores.

TABELA 1. Avaliacdo fitoquimica dos extratos das folhas de Maytenus ilicifolia (n=9)

Metabolitos Amostra A Amostra B Amostra C
Alcal6ides + + +
Flavondides & A e
Glicosideos - - -

Antraquinénicos
Saponinas + + +

Taninos + + +

Legenda: (+) indicativo de presenca; (-) indicativo de auséncia

Os dados aqui encontrados sdo reforcados pela literatura, onde consta apenas a

auséncia dos metabolitos secundarios da classe dos glicosideos antraquindnicos. Estudos
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realizados por diferentes autores (Negri, Possamai & Nakashima, 2009; Santos-Oliveira,
Coulaud-Cunha & Colaco, 2009), confirma que a espinheira santa apresenta inUmeras
substancias quimicas, dentre elas taninos e flavondides (representantes da classe dos
polifenais), triterpenos, alcaloides e saponinas.

De acordo com Gonzales et al. (2001) os polifendis e triterpenos apresentam acao
antiulcerogénica e analgésica. Ainda destacam que os triterpenos apresentam habilidade na
estimulagdo da sintese de muco ou manutencdo do contetido de prostaglandina (componente
com atividade antiulcerogénica) da mucosa gastrica em altos niveis.Sugerem também, que
componentes antioxidantes como os taninos e os flavondides, podem ter acdo contra leses
gastricas, pelo seu potencial antiinflamatério e cicatrizante.

Para o doseamento de polifendis foi utilizado o método de Folin-Ciocalteau adaptado
de Singleton & Rossi (1965) em dois diferentes dias, resultando em cinco verificacGes. A
equacdo da reta (Y = 0,0012x + 0,042) foi obtida da curva analitica de acido galico (Figura 1),

permitindo o calculo do teor de polifendis nas trés amostras testadas expressos em pg.mL™

FIGURA 1. Curva analitica de acido galico (ug.mL™.)
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Observa-se que os resultados do doseamento de polifendis totais variaram entre as
amostras (Tabela 2); sendo a amostra C, a que apresentou maior concentragcdo de compostos
fenolicos (x=119,334; DP= 1,88) e a amostra A apresentou a menor média (x-53,472; DP=
2,205). Diversos autores confirmam a presenca de compostos fenolicos nas folhas da
Maytenus ilicifolia (Pessuto, 2006; Negri, 2007; Games, 2010; Jesus &Cunha, 2012; Simdes
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et al., 2017). Os polifendis possuem diferentes atividades como bactericida, fungicida,

antiviral, antitumoral, inibidores de enzimas de peroxidacdo lipidica e sequestradores de

radicais livres (Simdes et al., 2017).

TABELA 2. Resultados obtidos da avaliagio dos compostos fendlicos em pg.mL™* em

extratos das folhas de Maytenus ilicifolia (n=5)

Verificacoes Amostra A Amostra B Amostra C

1 51,23 93,23 116,57

2 51,90 93,98 119,40

3 52,65 94,98 119,40

4 55,48 96,07 119,40

5 56,15 97,82 121,90
Média (X) 53,472 95,216 119,334
Desvio Padréo 2,205 1,805 1,88
(DP)

A Figura 2 apresenta a comparagédo das trés amostras estudadas frente ao doseamento

de polifendis totais, sendo observada uma diferenca significativa (p< 0,001) entre elas,

inferindo uma maior concentracdo para a amostra obtida do erveiro.

FIGURA 2.Teor de polifenois nas amostras de M. ilicifolia em pg.mL™ (n=5)
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. Essa variacdo pode ser explicada devido os polifenois serem facilmente oxidaveis
por enzimas, metais, luz e calor. A composicdo fendlica é determinada genética e
ambientalmente, porém o processamento e 0 armazenamento podem alterar seus teores por
reacOes oxidativas (Simdes et al., 2010).

Em pesquisa realizada com outra espécie do género Maytenus, Yariwake et al. (2005),
observaram que a sazonalidade modifica os teores dos metabdlitos secundarios. Na primavera
o teor de flavondides e fenois totais foram maiores, enquanto que para os triterpenos 0 maior
teor ocorreu no inverno, sendo que a proporcao de friedelan-3-ol para a friedelina foi de 5:1.

O doseamento de flavonoides foi realizado com base na metodologia descrita na
Farmacopeia Brasileira IV (2002) para caléndula. De acordo com Woisky & Salantino (1998),
0 emprego do cloreto de aluminio em solucdo metandlica para fins quantitativos resulta em
uma técnica muito precisa, evitando-se a interferéncia de outras substancias fenolicas,
principalmente os acidos fenolicos que invariavelmente acompanham os flavonodides nos
tecidos vegetais.

A equacdo da reta Y = 0,0012x + 0,0492 foi obtida da curva analitica de quercitina
(Figura 3), permitindo o célculo do teor de flavonoides nas trés amostras testadas expressos

em pg.mL™.

FIGURA 3. Curva analitica de quercitina (ug.mL™.)
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Assim como os resultados obtidos para os polifendis, observa-se que os teores de

flavonoides também apresentaram variancia entre as amostras. Destas, a amostra C foi a que
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igualmente apresentou maior concentracdo de flavondides (x=395,878; DP=1,355), quando
comparada as demais. A planta obtida em estabelecimento farmacéutico de manipulacao

apresentou a menor média (x=64,384; DP=0,661).

TABELA 3.Resultados obtidos da avaliagdo flavondides em pg.mL?* em extratos das

folhas de Maytenus ilicifolia (n=5)

Verificagoes Amostra A Amostra B Amostra C

1 64,00 64,00 394,77

2 64,00 71,70 394,77

3 65,54 79,39 397,85

4 64,34 68,78 395,3

5 64,04 75,44 396,7
Média 64,384 71,862 395,878
Desvio 0,661 5,933 1,355
Padréo

Os flavonoides presentes na espinheira santa sdo responsaveis pela reducdo da
secrecdo acida na mucosa gastrica, por efeito antagbnico de receptores Hp, inclusive do
mesmo modo que a cimetidina e a ranitidina (Jesus & Cunha, 2012; Almeida et al., 2015).

A Figura 4 mostra a analise estatistica da comparacdo entre as trés amostras.
Analisando-se os dados pode-se verificar uma diferenca significativa (p< 0,001) quando se
compara as amostras A e B a amostra C. Entretanto, ndo foi verificada significancia quando

comparadas as amostras A e B.

FIGURA 4.Teor de flavondides nas amostras de M. ilicifolia em pg.mL™(n=5)
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Essa variacdo estatistica indica a melhor qualidade do produto vegetal adquirido com
0 erveiro, visto que 0 mesmo apresentou maiores teores de polifendis e flavonoides.

Santos-Oliveira, Coulaud-Cunha & Colago (2009) citam que como tendéncia geral,
tanto os flavonoides totais como os fendis totais sdo produzidos em concentragcbes menores
em estacGes com fotoperiodos bem definidos, como o inverno (dias curtos e noites longas) e
verdo (dias longos e noites curtas), enquanto que a maior producdo destes metabolitos ocorre
na primavera o outono, onde a diferenca de dias e noites € menos nitida. Esse fator é coerente
com o papel fotoprotetor dos fenois, inclusive os flavondides, na defesa das plantas.

Um dos fatores de maior importancia é a época de colheita da planta, visto que a
quantidade e a natureza dos constituintes ativos ndo sdo constantes durante o ano. Ocorrem
varia¢Bes sazonais no contetdo de praticamente todas as classes de metabdlitos secundarios,
como oOleos essenciais, lactonas sesquiterpénicas, acidos fenolicos, flavondides, cumarinas,

saponinas, alcaloides, taninos e glicosideos cianogénicos (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

4 CONCLUSAO

A espinheira-santa (M. ilicifolia) é uma planta que possui atividades farmacoldgicas
comprovadas, entre elas, a atividade antiulcerogénica. Essa atividade esta ligada a substancias
quimicas, principalmente os polifenois (flavonoides e taninos) e os triterpenos. Esta pesquisa
avaliou trés amostras comerciais da espinheira-santa, estando as mesmas secas.

A partir dos testes realizados, verificou-se um mesmo padrédo de qualidade das trés
amostras quando avaliadas  qualitativamente.  Entretanto, quando pesquisados
guantitativamente, houve uma variacdo no doseamento de flavondides, o que podera nao
refletir nos beneficios desejados quando de sua administracao.

Haja vista a ampla difusdo do consumo de produtos naturais no Brasil, incluindo os de
acdo farmacoldgica comprovada através de estudos cientificos, verifica-se a necessidade de
intensificar o processo de controle de qualidade dos mesmos, considerando as distintas
variagcoes no processo de cultivo, producdo e comercializagdo aos que 0s mesmos estdo
sujeitos. Os achados desse estudo inferem uma lacuna no controle de qualidade de produtos

naturais comercializados em estabelecimentos de salde.
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