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RESUMO

L. alba, pertecente a familia Verbenaceae, ¢ encontrada em praticamente todas as
regides do Brasil. Seus nomes populares sdo erva-cidreira, falsa-melissa, com agao
calmante e ansiolitica. Existem no Nordeste trés quimiotipos. Quimiotipo I, rico nos
monoterpenos mirceno e citral (neral e geranial); quimiotipo II (limoneno e citral) e o
quimiotipo III (limoneno e carvona). L. alba, quimiotipo II, foi selecionada pelo Comité
Estadual de Fitoterapia para uso nas Farméacias Vivas do Estado do Ceara, fazendo parte
da REPLAME. Apresenta o0 mesmo marcador quimico ativo (citral) que o quimiotipo [ e
as espécies Melissa officinalis e Cymbopogon citratus, havendo a necessidade de
determinar um marcador quimico analitico para diferenciar essas espécies, com fins de
controle de qualidade, conforme RDC n° 26/2014. O presente trabalho tem como
objetivo realizar o estudo farmacéutico das folhas de L. alba, quimiotipo II, com
viabilizagdo de técnicas para preparacdo da droga vegetal com monitoramento do
marcador ativo (citral) e a identificagdo do marcador analitico. Para isso, foi realizada,
previamente uma abordagem fitoquimica, evidenciando a presenca de esterdides, fenodis
livres, flavondides, triterpendides, saponinas e taninos condensados, seguida da
caracterizacdo morfoanatomica das folhas, apresentando epidermes unicelulares,
parénquima palicadico e lacunoso e tricomas glandulares secretores de 6leo essencial,
com textura macia e aroma citrico. Posteriormente, precedeu-se aos ensaios
preliminares, onde foram obtidas as especificagdes de qualidade, como a determinagao
da perda por dessecacdo e do teor de cinzas. A composi¢ao quimica do dleo essencial foi
avaliada por CG/EM durante o periodo de maio/1988 a mar¢o/2016 em que foi
observado um aumento no teor do 6leo, influenciado, provavelmente, pelo nimero de
cortes sofridos, destacando como componentes majoritarios neral, geranial e limoneno.
Em seguida, o 6leo essencial das folhas frescas e dessecadas, a sombra em temperatura
ambiente, e em estufa a 40°C, extraido por coobagdo e arraste a vapor d’agua foi
analisado por CG/EM. O extrato etanodlico 20% e o dleo essencial foram comparados
por CCD, evidenciando manchas com Rfs e comportamentos semelhantes. O extrato
etandlico 20% foi separado por CCA, isolada uma substincia por CEM e analisada por
RMN 'H, sendo denominada ECII de marcador quimico analitico da espécie L. alba. A
técnica de arraste a vapor d’agua e a dessecacdo de folhas em temperatura ambiente por
5 dias, demonstrou ser o método de obtencdo do 6leo essencial com maior rendimento,

mais viavel e de menor custo. Palavras-chave: Lippia alba. citral. Marcador quimico.



ABSTRACT

Lippia alba, belongs to Verbenaceae family, is found in almost all regions of Brazil. Its
popular names are lemongrass, false-melissa, with calming and anxiolytic action. There
are three chemotypes in the Northeast. Chemotype I, rich in myrcene and citral (neral
and geranial) monoterpenes; chemotype II (limonene and citral), and chemotype III
(limonene and carvone). L. alba, chemotype II, was selected by Phytotherapy State
Committee for use in the “Farmdacias Vivas” in Ceara State, as part of REPLAME. It
features the same active chemical marker (citral) that chemotype I and the species
Melissa officinalis and Cymbopogon citratus, with the need to determine a analytical
chemical marker to distinguish these species, quality control purposes, according to
RDC N° 26/2014. This study aims to conduct the pharmaceutical study of the leaves of
L. alba, chemotype II, enabling techniques for preparation of plant drug monitoring
with active marker (citral) and the identification of analytical marker. For this, it was
made previously one phytochemical approach, showing the presence of steroids, free
phenols, flavonoids, triterpenoids, saponins and tannins, followed by morphoanatomical
leaves, with unicellular epidermis, palisade and spongy parenchyma, glandular
trichomes secreting oil essential, with soft texture and citrus scent. Later, it preceded the
preliminary tests where the quality specifications were obtained, such as determining
the loss on drying and the ash content. The essential oil chemical composition was
evaluated by GC / MS during the period from May /1988 to March / 2016 in which it
was seen an increase in oil content, influenced probably by the number of suffered cuts,
highlighting how neral, geranial and limonene major components. Then, essential oil of
fresh and dried leaves in the shade at room temperature and in an oven at 40 °C
extracted cohobation and drag to water vapor was analyzed by GC /MS. The alcoholic
extract 20% and the essential oil were compared by TLC, showing spots with Rf s and
similar behaviors. The 20% alcoholic extract was separated by CCS and isolated a
substance by CME and identified by NMR, being called analytical chemical marker of
the species L. alba. The technique drag to water vapor and drying the leaves at room
temperature for 5 days, proved to be the method of obtaining the essential oil with
increased yield, more viable and less expensive. Keywords: Lippia alba. citral.

chemical marker.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) reconhece que grande parte da populacdo
dos paises em desenvolvimento depende da fitoterapia para sua atencdo primdria, tendo em
vista que 80% desta populagdo recorrem as praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de
saude e 85% destes utilizam plantas medicinais (WHO, 2011). Entretanto, o aumento destas
praticas ndo € proporcional a qualidade dos fitoterapicos, no que se refere aos critérios
recomendados de eficdcia, de seguranca e de qualidade, estabelecidos pela Resolugdo da
Diretoria Colegiada - RDC n° 26/2014 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (BRASIL, 2014) que dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos.

O reconhecimento da importancia das plantas para o desenvolvimento de farmacos
modernos e eficazes foi oficializado pelo lancamento da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, aprovada pelo Decreto n® 5.813 em 22 de junho de 2006. Essa
Politica estabelece diretrizes voltadas a garantia do acesso seguro, ao uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos, ao fortalecimento dos arranjos produtivos e ao uso sustentavel da
biodiversidade brasileira (BRASIL, 2006).

A OMS considera as plantas medicinais como importante instrumento da assisténcia
farmacéutica. Assim, por meio de resolugdes, expressa sua posicao a respeito da necessidade
de valorizar a sua utilizagdo no ambito sanitério, e observa que 70% a 90% da populacio nos
paises em vias de desenvolvimento depende delas no que se refere & Atencdo Primaria a
Saude (WHO, 2011).

De forma semelhante no Brasil, cerca de 82% da populacdo brasileira utiliza
produtos a base de plantas medicinais nos seus cuidados com a saude, seja pelo conhecimento
tradicional ou pelos sistemas oficiais de satde, como pratica de cunho cientifico, orientada
pelos principios e diretrizes do Sistema Unico de Satde (SUS) (RODRIGUES; DE SIMONI,
2010). A utilizagao da fitoterapia nos programas de atencao primaria de saude pode constituir
alternativa terapéutica, por sua eficacia, seu baixo custo operacional e a compatibilidade
cultural com as praticas de saude da populacao atendida (MATOS, 2002).

Para tentar minimizar o problema, foi criado o Projeto Farmacias Vivas que ¢ um
programa de assisténcia social farmacéutica baseado no emprego cientifico de plantas
medicinais e fitoterapicos, idealizado pelo Professor Francisco Jos¢ de Abreu Matos e
organizado sob a influéncia da OMS. As plantas medicinais incluidas nas Farmacias Vivas
possuem eficacia e seguranca terapéuticas comprovadas e certificagcdo botanica expedida pelo

Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara (UFC).
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Através desse projeto, foi proposto o uso de uma metodologia que levasse as
comunidades dois niveis de atendimento na area de fitoterapia: preparagdo, prescri¢ao e
dispensagdo de fitoterdpicos na rede publica de satide, SUS, e orientagcdo sobre o uso correto
de plantas medicinais e preparagdes caseiras.

Com o apoio técnico-cientifico do Projeto Farmacias Vivas, a fitoterapia em Saude
Publica no Estado do Ceara foi institucionalizada em 1997, com a criagdo do Centro Estadual
de Fitoterapia, para o desenvolvimento do Programa Estadual de Fitoterapia. No ano de 2007,
esse Centro foi instituido como Nucleo de Fitoterapicos da Coordenadoria de Assisténcia
Farmacéutica da Secretaria de Saude do Estado do Ceara (NUFITO), que integrado ao Projeto
Farmacias Vivas/Horto de Plantas Medicinais Francisco José de Abreu Matos da UFC, tem
como objetivo instalar unidades Farmacias Vivas em Organizagdes Governamentais € nao-
Governamentais, com acesso seguro € uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos.

Por meio da portaria do Secretario de Saude do Estado do Ceard (Portaria n°
275/2012), em 30 de Dezembro de 2009, através do Decreto n° 30016, foi designada a
Relacdo Estadual de Plantas Medicinais (REPLAME-CE). Foram listadas 30 plantas
medicinais regionais selecionadas de modo a garantir a permanente disponibilidade para a
populacdo dando suporte a prevencao, diagndstico e tratamento das doengas prevalentes no
Ceara (BANDEIRA et al,, 2015).

Dentre as plantas da REPLAME-CE, consta a espécie vegetal Lippia alba (Mill.) N.
E. Brown, quimiotipo II. Matos (2007) realizou a identificacio de pelo menos trés
quimiotipos ou ragas quimicas nessa espécie, com base na composi¢do dos 6leos essenciais,
encontrada no Nordeste brasileiro.

A L. alba é conhecida como erva cidreira. E comum o seu uso na preparagdo caseira
de chas por infusdo com propriedades calmantes, sendo frequentemente utilizada como
sucedanea da cidreira verdadeira (Mellissa officinalis L.) e do capim-santo (Cymbopogon
citratus) que também apresentam Oleo essencial rico em citral, que ¢ a mistura dos isomeros
neral e geranial (ROCHA, 2011; ACEVEDO; NAVARRO; MONTEIRO, 2013). Assim sendo,
estudos comprovaram que a erva-cidreira possui acdo calmante e espasmolitica atribuidas ao
citral e uma menor atividade analgésica dada ao componente limoneno, sendo, portanto, o
quimiotipo II indicado nos casos de ansiedade e estados de intranquilidade (MATOS, 2007).

Convém ressaltar que a ansiedade € o sintoma mais comum em psiquiatria € uma das
mais frequentes na clinica médica, podendo acometer at¢ 10% da populagdo mundial de
forma quase permanente (WHO, 2016). Concomitantemente, os medicamentos

benzodiazepinicos (BZD) tem sido um dos grupos farmacoldgicos mais prescritos nos casos
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de ansiedade na maioria dos paises desenvolvidos (LAGNAOUI et al., 2004;
HOLLINGWORTH; SISKIND, 2010).

O consumo desses BZDs a longo prazo estd associado a uma série de riscos para a
saude da populacdo. Embora sejam drogas relativamente seguras, restrigdes a sua utilizagdo
tém sido cada vez maiores, devido a incidéncia dos efeitos colaterais relacionados a depressao
do sistema nervoso central (ANDREATIN; BOERNGEN-LACERDA; ZORZETTO FILHO,
2001). Dentre eles, a diminui¢do da atividade psicomotora, o prejuizo na memoria, a
tolerancia e dependéncia (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012). Uma das
alternativas para tentar diminuir o elevado percentual de consumo e as conseqiiéncias do
tratamento a longo prazo dos BZDs seria a introducdo de um medicamento natural com
eficacia comprovada e que garantisse o mesmo efeito farmacoldgico dos medicamentos
ansioliticos.

Visando suprir essa necessidade, foi realizado um acompanhamento de pacientes em
uso do elixir de Lippia alba 8% em um Centro de Apoio Psicosocial (CAPS), sob prescricao
médica. Os resultados demonstraram que o uso deste fitoterdpico em pacientes com quadros
depressivos e de ansiedade, influenciou de maneira positiva na qualidade de vida destes
individuos (GOMES, 2014).

Assim, por meio da fitoterapia baseada em evidéncias, Gomes (2014) realizou um
estudo epidemiologico de natureza quase experimental, visando fundamentar uma politica de
cuidado na prevencdo da dependéncia farmacoldgica dos BZDs. Os resultados apontaram
influéncia positiva do uso do fitoterapico na qualidade de vida dos usudrios, podendo-se
afirmar que o elixir de Lippia alba 8% mostrou-se capaz de funcionar como tratamento
coadjuvante e alternativo em substituicdo aos ansioliticos. Através desse estudo foi possivel a
reducdo de danos gerados pelo massivo uso dos BZDs e o apoio a saida da dependéncia destes
(GOMES, 2014).

Importante ressaltar que a RDC n° 26 de 13 de maio de 2014, da ANVISA que dispoe
sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e o registro e a notificagdo de produtos
tradicionais fitoterapicos, define droga vegetal como planta medicinal, ou suas partes, que
contenham as substancias responsaveis pela acdo terapéutica, apos processos de
coleta/colheita, estabilizacao, quando aplicavel, e secagem, podendo estar na forma integra,
rasurada, triturada ou pulverizada (BRASIL, 2014).

Somado a isso, a RDC 26/2014 exige a determina¢do de marcadores quimicos para
as formulagdes, trazendo o conceito de marcador quimico e fazendo distingdo entre os dois

tipos (ativo e analitico). Um marcador quimico ativo ¢ aquele relacionado a atividade
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terapéutica, no caso da erva cidreira ¢ o citral, responsavel por sua acao calmante. Um
marcador quimico analitico ¢ aquele que ainda ndo foi demonstrada a relagao do constituinte
com a atividade terapéutica do fitocomplexo (BRASIL, 2014).

Através de um diagnostico situacional da fitoterapia em Satide Publica do Estado do
Ceard, especificamente das Farméacias Vivas, observou-se que uma das necessidades mais
apontadas pelos farmacéuticos ¢ a auséncia na realizacao de estudos de viabilizagdo e controle
de qualidade na produgao dos fitoterapicos (BARBOSA, 2007).

Com base no exposto, este trabalho objetivou o desenvolvimento de técnicas
farmacéuticas, visando a obten¢ao e garantia da qualidade da droga vegetal, sendo estruturado
em dois aspectos principais: preparagdo da droga vegetal com monitoramento do marcador
quimico ativo (citral) e da umidade, e a identificagdo do marcador quimico analitico da

espécie em estudo.

2. JUSTIFICATIVA

Existem no Nordeste trés quimiotipos de Lippia alba caracterizados cientificamente
pela composi¢do quimica dos seus 6leos essenciais. Quimiotipo I, 6leo rico nos monoterpenos
mirceno e citral (neral e geranial); quimiotipo II rico em limoneno e citral; e o quimiotipo III,
cujo Oleo apresenta limoneno e carvona como componentes majoritarios.

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown, quimiotipo II, ¢ referida popularmente como
cidreira carmelitana e foi selecionada pelo Comité Estadual de Fitoterapia para integrar o
elenco de plantas medicinais de uso nas Farmacias Vivas do Estado do Ceard, fazendo parte
da REPLAME (Portaria 275/2012) (MATOS, 2002; BANDEIRA et al., 2015).

A espécie L. alba quimiotipo II apresenta o0 mesmo marcador quimico ativo (citral)
que do quimiotipo I e outras espécies, tais como, a cidreira verdadeira (Melissa officinalis) e o
capim-santo (Cymbopogon citratus). Ha, pois, a necessidade de determinar o marcador
quimico analitico para diferenciar essas espécies, com fins de controle de qualidade, conforme
RDC 26/2014.

A composicdo e o teor do dleo essencial da erva-cidreira apresentam variagdes
qualitativas e quantitativas que dependem de fatores como a variacdo genética, ou seja, a
existéncia de mais de um quimiotipo e a quantidade de 4dgua circulante (CORREA, 1992;
MATOS, 1998; TAVARES et al., 2005). No caso deste trabalho com a L. alba quimiotipo II &
importante a avaliagdo dessas varidveis para a obten¢do da droga vegetal, necessitando

observar métodos de pos-colheita, como técnicas de preparacdo da droga, a fim de determinar
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meios que proporcionem maior concentracao de constituintes quimicos de interesse.

O elixir de erva-cidreira ¢ um fitoterdpico dispensado com prescrigdo médica,
existindo uma demanda importante para o CAPS por sua indica¢do nos quadros de ansiedade,
conforme estudo local realizado por Gomes (2014).

Por se tratar de uma formulac¢do farmacéutica pioneira no Ceard, em processo de
aprimoramento, a obten¢do da droga vegetal com qualidade sera fundamental para a
preparacdo do extrato fluido, o qual influenciard também na qualidade do elixir de cidreira,
contribuindo de forma efetiva para a saude e bem-estar da comunidade.

Além disso, este estudo gerara dados que irdo compor o quadro de informagdes
cientificas para as Farmacias Vivas, de acordo com a RDC n° 18/2013 que dispde sobre as
boas praticas de processamento e armazenamento de plantas medicinais, preparagdo e
dispensagdo de produtos magistrais e oficinais de plantas medicinais e fitoterdpicos em

farmécias vivas no ambito do SUS (BRASIL, 2013).

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo farmacéutico das folhas de cidreira (Lippia alba (Mill.) N. E.
Brown), quimiotipo II, com viabilizagdo de técnicas para preparagao da droga vegetal com
monitoramento do marcador quimico ativo (citral) e a identificagdo do marcador quimico

analitico.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a abordagem fitoquimica nas folhas dessecadas de L. alba, quimiotipo
IT;

- Estabelecer caracteristicas morfoanatomicas da droga vegetal de L. alba,
quimiotipo II;

- Avaliar a composi¢do quimica do dleo essencial de L. alba quimiotipo II no
banco de germoplasma do horto FJAM da UFC.

- Selecionar o método de extragao com melhor rendimento de 6leo essencial;

- Desenvolver técnicas de preparacdo da droga vegetal de L. alba, quimiotipo II
com monitoramento do marcador quimico ativo (citral);

- Determinar o marcador quimico analitico para o desenvolvimento de técnicas de

controle de qualidade quimico das folhas de L. alba, quimiotipo II.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 Lippia alba (Cidreira)

Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (Figura 1) pertence a familia Verbenaceae que
também inclui outras plantas medicinais importante como o cidrdo [Aloysia triphylla
(L Heérit.) Britt.], gervao (Verbena officinalis L.) (HENNEBELLE et al., 2008), e alecrim-
pimenta [Lippia sidoides Cham.](MATTOS et al., 2007). Esta familia compreende mais de
175 géneros e 2.800 espécies na Africa, América Latina (ARA et al., 2009) ¢ na India
(MESA-ARANGO et al., 2009; SHUKLA et al., 2009). A espécie tem ampla distribuicdo no
Centro e Sul das Américas, no sul dos Estados Unidos (Flérida), também presente na india e
na Australia (PASCUAL et al., 2001; HENNEBELLE et al., 2008). No Brasil, ela ¢
encontrada em praticamente todas as regides (JANNUZZI et al., 2011).

Figura 1 ‘a alba (Mill.) N.E. Brown.

Seus nomes mais comuns sdo: erva-cidreira, falsa-melissa, cha-de-tabuleiro, erva

cidreira-do-campo, salva-do-Brasil, salva-limdo e erva-cidreira-brava (MATOS, 2000), cha-
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da-febre, erva-cidreira-brasileira, alecrim do campo (HOLETZ et al., 2002), erva cidreira de
arbusto, alecrim, alecrim selvagem, camara, capitdo do mato, cidrdo, cidrd, cidreira, capim
cidreira, cidreira falsa, entre outras (SILVA; SALIMENA, 2002). O nome popular "cidreira",
usado no Brasil para designar espécies aromaticas de véarias familias botanicas, também ¢
usado para Lippia alba. Os aromas estdo relacionados com os constituintes quimicos
(terpenos) que prevalecem no seu o6leo essencial (mistura complexa de substancias volateis
lipofilicas (CASTRO et al., 2004).

L. alba é um arbusto de morfologia variavel, alcancando at¢ um metro ¢ meio de
altura, raramente dois metros, nativa de quase todo territério brasileiro. Seus ramos sao finos,
esbranquicados, arqueados, longos e quebradigos. As folhas sdo inteiras, opostas de bordos
serrados e apice agudo, de 3-6 cm de comprimento. Flores azul-arroxeadas, reunidas em
inflorescéncias axilares capituliformes de eixo curto e tamanho variavel. Os frutos sdo drupas
globosas de cor réseo-arroxeada (LORENZI; MATOS, 2008).

Morfologicamente, a erva-cidreira quimiotipo I (citral e mirceno) tem folhas asperas,
grandes e inflorescéncia com até 8 flores linguladas externas em torno de um amplo conjunto
de flores ainda fechadas. Na erva-cidreira quimiotipo II (citral e limoneno) e III (carvona e
limoneno), as folhas s3o menores e macias, as inflorescéncias sdo menores que o tipo I, com
um pequeno disco central de flores ainda nao desenvolvidas rodeado por apenas trés a cinco
flores linguladas (MATOS, 1998). Aparentemente, ndo hé diferencas anatomicas relevantes
entre os quimiotipos desta espécie (SANTOS, 2003), inverso as suas caracteristicas
organolépticas e morfoldgicas, cujas variagdes sao muito evidentes, de acordo com o que foi
descrito por Matos (2000).

As folhas das plantas do quimiotipo III caracterizam-se por possuir epiderme
simples, revestida por cuticula relativamente espessa e estomatos com ampla camara sub-
estomatica, situados em ambas as faces; mesofilo formado por parénquima pali¢adico uni ou
biestratificado e trés ou quatro camadas de parénquima esponjoso. Nas folhas também estao
presentes quatro tipos de tricomas, um tector (com apice agudo e base elevada por células
epidérmicas) e trés glandulares. Os tricomas glandulares sésseis estdo presentes na face
abaxial formado por célula basal, intermediaria e por¢ao capitada bicelular. Os dois ultimos
tipos encontram-se distribuidos em ambas as faces foliares (SANTOS, 2003).

Testes histoquimicos realizados em folhas de L. alba, provenientes do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro indicaram que o Oleo essencial estd presente nos tricomas

glandulares e tectores em todo mesofilo no parénquima da nervura principal e ao redor do
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sistema vascular da nervura (VENTRELLA, 2000; SANTOS-MENDES, 2001; AMARAL;
SANTOS, 2014).

Os metabolitos secundarios descritos para L. alba incluem flavonoéides, taninos,
saponinas, iriddides triterpénicos, resinas, mucilagem e O6leo essencial. Terpendides,
especialmente mono e sesquiterpenos, t€ém diferentes fungdes, como protecdo contra danos

oxidativos (BARROS et al., 2009) e atividade antimicrobiana ( DONSI et al., 2011).

4.1.1 Oleo essencial e caracterizaciio de germoplasma de L. alba

Estudos afirmam que as condi¢des ambientais sdo capazes de causar variagdes
significativas, dando origem aos quimiotipos ou ragas quimicas frequentes em plantas ricas
em oOleos essenciais. Isto implica em variadas composi¢des dos diferentes quimiotipos da
espécie L. alba, ou seja, ndo constituem um produto sé da influéncia de fatores ambientais,
mas refletem também a variagdo genotipica destas plantas (TAVARES et al., 2005).

Os oleos essenciais sdo produzidos nas trés vias do metabolismo secundério:
chiquimato (compostos aromadticos), mevalonato (derivados dos terpenoides) e malonato
(4cidos graxos saturados e insaturados, os polifendis e os poliacetilenos), principalmente nas
duas ultimas (CORAZZA, 2002). Estes sdo constituidos principalmente de terpenos
(monoterpenos e sesquiterpenos) (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993; CASTRO et al., 2004;
AMARAL; SANTOS, 2014).

O rendimento do 6leo essencial ¢ afetado por varios fatores como clima, solo, regides
geograficas, duragdo do dia e noite, idade da planta, 6rgdo onde se localiza, condigdes de
estresse, numero de cortes por ano, etc (MATTOS et al., 2007; MARTINEZ; BERNAL;
CACERES, 2000). A composi¢do e concentragdo dos compostos quimicos no 6leo essencial
dependem do controle genético e dos estimulos em resposta aos diferentes fatores, mudando
continuamente com o tempo e o espago (MATTOS, 2000; SANTOS, 2003; EHLERT, 2003),
podendo ocorrer uma variabilidade genética na espécie (AMARAL; SANTOS, 2014).

No caso da L. alba apresentar grande variabilidade genética pode ser favoravel aos
programas de melhoramento, por outro lado, a variabilidade de tipos quimicos pode ser
considerada preocupante do ponto de vista de utilizagcdo da planta como fitoterapico, pois o
paciente podera utilizar um produto ndo adequado para atingir o objetivo terapéutico
(JANNUZZI et al., 2010).

Andlise por cromatografia gas-liquido acoplada a espectrometria de massa dos 6leos
essenciais das folhas de L. alba, obtidos por coobag¢do, em um estudo de sazonalidade,

permitiu validar a existéncia de tré€s quimiotipos: quimiotipo I, éleo rico nos monoterpenos
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mirceno e citral (mistura dos constituintes neral e geranial); quimiotipo II rico em limoneno e
citral (mistura dos constituintes neral e geranial) e o quimiotipo III, cujo dleo apresenta
limoneno e carvona como componentes majoritarios (BARBOSA, 2003). Tavares et al.
(2005), Shukla et al. (2009) e Mesa-Arango et al. (2009) afirmaram que os principais
constituintes do o6leo essencial de L. alba, foram os monoterpenos geranial variando de
22,21% a 33,98%, e neral variando de 14,20% a 25,82%.

Os terpenos sdao compostos biossinteticamente derivados de isopreno, unidades com
a formula molecular CsHg. A férmula basica de todos os terpenos ¢ (CsHg)n, onde n € o
nimero de unidades de isopreno ligados (GAO; SINGH, 1998). Unidades de isopreno podem
ser ligadas para formar cadeias lineares ou podem ser dispostas de modo a formarem anéis.
Os terpenos podem existir como hidrocarbonetos ou ter compostos contendo oxigénio, tais
como os grupos hidroxila, carbonila, cetona, aldeido. Depois da modificacdo quimica de
terpenos, os compostos resultantes sdo referidos como terpenoides. Os monoterpenos
consistem em duas unidades de isopreno (C10) e pode ser linear (mirceno, geraniol) ou pode
conter anéis (timol, mentol, a-pineno). Sesquiterpenos consistem em trés isopreno unidades
(C15) e pode ser aciclica (farnesol) ou conter anéis, bem como muitas outras modificagdes (0-
cadineno). Diterpenos consistem em quatro unidades de isopreno (C20). Triterpenos
consistem em seis unidades de isopreno (C30) (PADUCH et al., 2007).

No Nordeste do Brasil, foi verificada a ocorréncia de diferentes tipos quimicos
(quimiotipos) da espécie, cuja variabilidade foi identificada a partir da andlise dos terpenos
constituintes do 6leo essencial. Estes quimiotipos receberam as designa¢des de acordo com os
constituintes majoritarios encontrados: citral (55,1%), b-mirceno (10,5%), e limoneno (1,5%)
no quimiotipo I; citral (63,0%) e limoneno (23,2%) no quimiotipo II; carvona (54,7%) e
limoneno (12,1%) no quimiotipo IIT (MATOS et al., 1996; MATOS, 2000).

Barbosa (2003) obteve varios constituintes quimicos do quimiotipo II, tanto no 6leo
essencial (Figura 2), quanto metabolitos isolados da constituicdo quimica nao-volatil de L.
alba (Figura 3). No 6leo essencial foram verificados os monoterpenos: sabineno, mirceno, p-
cimeno, limoneno, y-terpineno, iso-dihidrocarveol, trans-carveol, neral e geranial, e os
sesquiterpenos: a-cubebeno, ciclosativeno, B-cubebeno, E-cariofileno, allo-aromadendreno e

(Z)-y-bisaboleno.
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Figura 2: Estruturas quimicas dos terpenos do 6leo essencial de L. alba quimiotipo II.
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Fonte: Barbosa (2003).

O citral ¢ o constituinte principal encontrado no 6leo essencial de L. alba no
quimiotipo II e ¢ uma mistura de dois isdmeros que sdo estruturalmente diferentes, mas tém a
mesma formula molecular: trans-geranial e cis-neral (DEVI; SIM; ISMAIL, 2011). Vérios
estudos tém relatado as agdes farmacoldgicas de citral, os quais incluem antiespasmodica,
antinflamatéria (PONCE-MONTER et al., 2010), sedativa (DO VALE et al., 2002), e efeitos
antinociceptivos (ORTIZ et al., 2010) com atividade analgésica (CUNHA et al., 2010;
SOUSA et al., 2015).

Barbosa (2003) determinou oito estruturas quimicas pertencentes a constituicdo
quimica nao-volatil de L. alba quimiotipo II sob a justificativa de que a produgdo de
metabolitos volateis ¢ mais sensivel aos fatores extrinsecos e edafoclimaticos do que a
producdo de metabolitos secundérios nao-volateis, evitando falhas na classificacdo da espécie.
As estruturas quimicas isoladas (Figura 3) possuem comportamento polar, presentes nas
fragdes polares. Sao elas: LAII-1, isoverbascosideo, mussaenosideo, derivado do acido

salicilico, LAII-5, y-lactona e monoterpeno (PERTILE, 2007).
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Figura 3: Estruturas gquimicas da constituicdo ndo-volatil de L. alba quimiotipo II.
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Fonte: Barbosa (2003).

A medicina popular tem relatado o tratamento de diversas doencas com preparados a
partir de L. alba - folhas ou raizes - entre eles problemas estomacais, cefaleia, gripes e
resfriados, calmante, combate a insOnia, além de tratar, dores de cabeca e até hipertensdo
arterial.  Acdo antiprotozoario, bactericida e antifingico (TAVARES; MOMENTE;
NASCIMENTO, 2011). Outras propriedades tém sido atribuidas, quando essa planta ¢
utilizada na forma de chds, macerada, em compressas e dissolvida na 4gua dos banhos, tais
como: antipirética, anti-inflamatoria, enemagoga, diaforética, analgésica atividade
antidepressiva (JULIAO et al., 2003; HENNEBELLE et al., 2008).

Pascual et al. (2001) identificaram uma poderosa atividade antiulcerogénica na
infusdo de folhas de erva-cidreira na ulcera gastrica de ratos Wistar induzidos pela
indometacina.

Um protocolo de coorte, longitudinal e prospectivo, com vinte e um pacientes,

revelou que o extrato alcoolico (um litro de alcool para 200 g da planta in natura) de L. alba é
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eficaz na reducdo, intensidade e frequéncia de episodios de cefaleia em pacientes com
enxaqueca. Cerca de 80% dos pacientes experimentaram uma redugdo de 50% ou mais em
intensidade e frequéncia de episodios de dor apds um tempo médio de 54 dias ou 7,7 semanas.
O estudo relatou que nao houve efeitos colaterais nos participantes da investigacdo (COSTA;
AGUIAR; NASCIMENTO, 2004) Um estudo realizado por Conde et al. (2011) demonstrou
que seu extrato alcodlico foi eficaz em reduzir a intensidade e a frequéncia de dor de cabeca
com poucos ou nenhum efeito colateral. O mesmo efeito constataram Carmona et al. (2013).
O extrato da erva-cidreira tem acdo anticonvulsivante, no modelo de convulsdes
induzidas pelo pentilenotetrazol, e na potencializagdo do efeito do diazepam, o que sugere
envolvimento do sistema gabaérgico (receptor GABA). Dentre os componentes quimicos dos
6leos essenciais, o citral, o mirceno e o limoneno parecem atuar de maneira sinérgica, sendo
seguramente os principais responsaveis pelos efeitos observados (BARBOSA, 2003).
Camundongos adultos foram previamente tratados por via oral (v.0.) com extrato
aquoso, extrato hidroalcoolico ou fragao butanolica, ou via intracerebroventricular (i.c.v.) com
verbascosideo (Figura 4); e 1 h (v.0.) ou 5 min. (i.c.v.) apos, submetidos aos modelos: sono
etéreo (SE), sono barbitirico (SB), temperatura retal (TR), convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol (CPTZ), labirinto em cruz elevado (LCE), rota-rod (RR), arame (AR) e
suspensao pela cauda (TST); a fim de avaliar possiveis atividades sedativa, ansiolitica,
anticonvulsivante e/ou antidepressiva. Sugeriu-se um efeito depressor central para a fragao
butandlica e o verbascosideo extraido de L. alba, sendo que este ultimo parece contribuir para
o efeito central do primeiro, embora mais estudos sejam necessarios para elucidar este efeito e
a possivel correlagdo entre os outros constituintes da fracao e esta substancia (CARVALHO,

2006).

Figura 4 — Estrutura quimica do verbascosideo.
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A substancia chamada verbascosideo ¢ um componente isolado de L. alba, o

fenilpropanoide verbascosideo [2-(3,4-dihidroxifeniletil)-1-O-a-L-ramnopiranosil-(1 — 3)-p-
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D-(4-O-cafeil)-glucopiranosideo], em que foram descritas atividades antioxidante, anti-
inflamatoéria e antinociceptiva (VERTUANI et al., 2011; BACKHOUSEA et al., 2008).

Andreghetti-Frohner et al. (2005) estudaram a fracdo butandlica e acetato de etila,
provenientes da extracdo liquido-liquido do macerado etandlico de L. alba e detectou
atividade antiviral, contra o virus Herpes simples tipo 1 resistente ao aciclovir e contra o virus
da polio tipo 2, respectivamente. O screening fitoquimico realizado com o macerado etanolico
detectou a presenca de compostos fendlicos e flavonoides (VALE et al., 2002).

O isoverbascosideo, isomero estrutural do verbascosideo, foi isolado das folhas dos
quimiotipos de L. alba existentes no Horto de Plantas Medicinais Prof. Francisco José de
Abreu Matos, da UFC, em Fortaleza (SILVEIRA; PESSOA, 2005) e das folhas do exemplar
de Guadalupe (HENNEBELLE et al. 2006).

Avaliagdo da atividade antinociceptiva dos extratos das folhas de L. alba quimiotipo
IT mostrou que a fragao acetato de etila do extrato aquoso era a mais ativa. O isoverbacosideo,
componente principal desta fracdo, apresentou atividade antimicrobiana frente as bactérias:
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus e Candida albicans (BARBOSA, 2003).

Um estudo feito por Blanco et al. (2013) demonstraram uma atividade
antiespasmodica do extrato alcoolico de L. alba, validando seu uso tradicional de tinturas e
infusdes para o alivio de dores.

Matos (1996) estudando a producdo da erva-cidreira no Estado do Ceara observou
que as plantas com alta concentragdo de limoneno-carvona (quimiotipo III), apresentaram
acdo mucolitica, enquanto plantas com alta concentragdo de limoneno-citral (quimiotipo II),
apresentaram agao sedativa, espasmolitica e ansiolitica. Folhas de erva cidreira do quimiotipo
mirceno-citral (quimiotipo I) sdo utilizados como chas, apresentando propriedades calmantes
e espasmoliticas suaves, em funcdo do citral e analgésica devido a acdo do mirceno (VALE et

al., 2002).

4.5 Melissa officinalis L.

A melissa (Melissa officinalis L.) pertence a familia Lamiaceae, ¢ conhecida em
nosso pais por seus nomes populares como melissa, toronjil (espanhol), erva cidreira
(portugués), "balm" ou "lemon balm" (inglés) (PETENATTI et al., 2014). Planta originaria da
regido que circunda o Mediterrineo e a Asia. E do tipo arbustiva que pode atingir 20 a 80 cm
de altura. Os caules, ramificados a partir da base, formam touceiras. As folhas sdo verde-
intensas na parte superior e verde-claras na parte inferior. As flores, quando surgem, sao

brancas ou amareladas, podendo tornar-se rosadas com o passar do tempo. Toda a planta



27

emana um odor semelhante ao do limdo, que se torna mais intenso depois que a planta seca
(LAUNERT, 1989; REIS et al., 2009).

Tem sido incorporada em muitas farmacopeias e suas folhas sdo usadas por infusdo
ou decoccao em chas aromaticos (BLUMENTHAL; GOLDBERG; BRINCKMANN, 2000).
E uma planta medicinal amplamente estudada para a qual sdo descritos compostos como
acidos hidroxicindmicos (rosmarinico, p-coumarico, clorogénico) e 6leos essenciais, em que
0s principais constituintes sio monoterpenos aromaticos, como o citral (mistura dos isomeros
neral e geranial), mirceno, citronelal, linalol, timol, canfora, além de mucilagem, taninos,
saponinas e resinas (BLANK et al., 2006; ESQUIVEL; VARGAS, 2007 ). Outros compostos
de interesse presentes nesta espécie sao os flavonoides, como acido rosmarinico (WHO, 2002;
FECKA; TUREK, 2007). Para melissa, o 6leo essencial apresenta em sua composi¢ao
quimica o citral (neral + geranial) e citronelal como componentes majoritarios (LUZ et al.,
2014).

Viarias atividades bioldgicas tem sido descritas para Melissa officinalis L. como
antioxidante (MIMICA-DUKIC et al., 2004), inibidora do crescimento de células do cancer
(ENCALADA et al., 2011), anti-obesidade (LEE et al., 2008), ansiolitica (KENNEDY et al.,
20006) e antidepressiva (SHIH et al., 2015), carminativa, atividade antibacteriana e antiviral e
indicada no tratamento de espasmos gastrointestinais (SIMON; KERRY., 2000; SORENSEN,
2000).

M. officinalis pode modular varias medidas de comportamento, como um moderado
efeito sedativo, no transtorno do sono, na atenuagdo de sintomas de desordens nervosas,
inclusive a reducdo de excitabilidade, ansiedade e tensdo. Pesquisas reportam a importancia
do citral no 6leo essencial, modulando estas atividades (KENNEDY et al., 2003; SADRAEI;
GHANNADI; MALEKSHAHI, 2003; TAIWO, 2007).

4.3 Cymbopogon citratus

O capim santo, espécie Cymbopogon citratus, pertence a familia Poaceae. Originario
da India e amplamente distribuido por todo o globo em zonas tropicais (NEGRELLE;
GOMES, 2007) entre eles o Brasil. E popularmente conhecido como capim-cidreira, erva-
cidreira, capim-santo, capim-de-cheiro, citronela, capim-catinga, patchuli, capim-marinho,
capim-membeca e capim-citronela (LORENZI; MATOS, 2008).

E uma graminea perene, ereta, medindo 0,6 até 3 m de altura, com caule rizomatico
muito ramificado. Sdo alternas, planas, eretas, dsperas e aromaticas com odor de limao. A

lamina foliar € glabra, com bainha larga e aberta. A nervacao ¢ paralela, sendo a nervura
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mediana evidente e estriada. A margem ¢ hispida, possuindo tricomas rigidos e cortantes
(DUARTE; ZANETI, 2004).

Entre as varias substancias isoladas e identificadas a partir das folhas e raizes de
capim-santo, encontram-se alcaloides, saponinas, sitosterol, terpenos, alcoois, cetona,
flavonoides, acido clorogénico, acido caféico, acido p-cumarico e agticares (BARBOSA et al.,
2008). O principal constituinte quimico do 6leo essencial do capim-santo ¢ o citral (40% -
80%), que ¢ grande de interesse para as industrias farmacéuticas e de cosméticos
(NASCIMENTO et al., 2003; LORENZI; MATOS, 2008).

O cha de suas folhas ¢ utilizado popularmente no Brasil como antiespasmodico,
analgésico, anti-inflamatorio, antipirético, diurético e sedativo (CARLINI et al., 1986;
ANDRADE; ZOGHBI; LIMA, 2009). Atualmente o 6leo essencial de capim-limdo tem sido
foco de estudos no combate ao cancer ¢ AIDS (PUATANACHOKCHAI et al., 2002;
WRIGHT; MAREE; SIBANYONI, 2009).

E empregado como anti-séptico, aromatizante de ambiente e, principalmente, como
material de partida para sintese da Vitamina A (LORENZI; MATOS, 2008). Outras atividades
do oleo essencial de C. citratus constatadas foram antimicrobiana, antifingica, repelente de
insetos e antioxidativa (VELLUTI et al., 2004; KHADRI et al., 2010; SINGH et al., 2010;
SHAH et al., 2011).

4.4 Benzodiazepinicos

Os benzodiazepinicos (BZDs), introduzidos na terapéutica na década de 1960, sdo
farmacos depressores do Sistema Nervoso Central (SNC), utilizados como hipnoticos,
ansioliticos, anticonvulsivantes e miorrelaxantes (SWEETMAN, 2005). Sao utilizados
principalmente como ansioliticos hipnoticos e para o tratamento do transtorno de panico, das
fobias e dos quadros de agitagcdo associados a outras condigdes psicoticas. Sdo as substancias
de escolha para o manejo da ansiedade e da agitacio aguda (CARVALHO; COSTA;
FAGUNDES, 2006).

Possuem receptores especificos no SNC, ligados a receptores gabaérgicos tipo A
(GABA-A), com os quais regula a abertura e o fechamento dos canais de ions cloreto,
responsaveis pela propagacao dos estimulos para os neurénios pos-sinapticos. A agao deles e
do GABA inibe diversos sistemas de neurotransmissdo, funcionando como um depressor do
SNC (BRASIL, 2007). Os BZDs seriam, assim, agonistas deste sistema agindo nos receptores

gabaminérgicos.
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Quando, devido as tensdes do dia-a-dia ou por causas mais sérias, determinadas areas
do cérebro funcionam exageradamente, resultando num estado de ansiedade, os BZDs
exercem um efeito contrario, isto ¢, inibem os mecanismos que estavam hiperfuncionando e o
paciente fica mais tranquilo menos responsivo aos estimulos externos, como consequéncia
desta acdo, os ansioliticos produzem uma depressao da atividade do cérebro que se caracteriza
por diminuicao da ansiedade, inducao do sono, relaxamento muscular e redug¢ao do estado de

alerta (FORSAN, 2010).

4.4.1 Efeito colateral e uso abusivo dos BZDs

Os principais efeitos colaterais dos BZDs, em relacdo a outras classes de
pscotropicos, como os barbitlricos, tem menor potencialidade aos acidentes fatais ¢ menos
tendéncia a produzir tolerancia farmacoldgica (CARVALHO; DIMENSTEIN, 2004). Sao
considerados sintomas moderados e transitorios, surgindo em decorréncia da dose didria
elevada ou da sensibilidade individual.

No entanto, ndo exclui a possibilidade da ocorréncia de sintomas como sonoléncia,
hipotonia muscular, amnésia, sensacdo de embriagamento, diminui¢do de cognicdo, fadiga,
cefaleia, vertigens, aumento do risco de acidentes e constipagdo. Tem sido descritas reagdes
paradoxais como excitagdo aguda, ansiedade, distirbios do sono e alucinagdes (SOUSA;
OPALEYE; NOTO, 2013). O fenomeno de dependéncia aos benzodiazepinicos esta
relacionado com a farmacocinética, como a alta lipossolubilidade e capacidade de se distribuir
pelo tecido cerebral, a meia-vida bioldgica e os seus efeitos cumulativos (OGA, 2008).

Uma problematica encontrada na terapia com BZDs ¢ o tratamento prolongado, diga-
se, de 4 a 36 meses em uso dessa classe de medicamentos. Existe uma média em que cada
clinico teria por volta de 50 pacientes dependentes de benzodiazepinicos, e que destes, 50%
desejam descontinuar o uso (NASTASY; RIBEIRO; MARQUES, 2008). Esse uso excessivo €
observado em diversos paises, independentemente do grau de desenvolvimento econdmico,
tanto em centros urbanos como em populagdes rurais (FIRMINO et al., 2011). O primeiro
levantamento domiciliar realizado no Brasil referiu o uso dos benzodiazepinicos sem receita

médica por 3,3% dos entrevistados (FIRMINO et al., 2012)

5. MATERIAIS E METODOS
5.1 MATERIAL
5.1.1 Colheita do material botianico

As folhas da planta adulta de Lippia alba, quimiotipo II, foram coletadas no horto de
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plantas medicinais Francisco José de Abreu Matos. A exsicata foi registrada no Herbario
Prisco Bezerra da UFC com o numero 38.174. As folhas foram coletadas em novembro de
2015 e marco de 2016, as 9h, conforme horario estabelecido por Barbosa (2003).
5.1.2 Solventes e reagentes

FAA (folmaldeido acido acético 70%; Solugdo de alcool etilico 70%), hipoclorito
de sodio 20%, Reagente azul de toluidina, diclorometano, hexano, acetato de etila, etanol
vanilina sulfurica, éter etilico, acetona, Revelador universal ( 4acido sulfurico:etanol 10:90),
metanol.
5.1.3 Equipamentos

Aparelho de estufa de dessecacdao com circulacao de ar Olidef CZ; Espectrometros
Bruker modelos Avance DPX-300 e Avance DRX-500; Micrétomo Leica 2065; Microscopio
equipado com polarizador modelo Leica DM4000 B LED; Analisador de umidade por
infravermelho — IV 2500 marca GEHAKA; Cromatografo Gasoso Shimadzu GCMS
QP2010s; Balanga analitica Shimadzu AUY?220, Forno mufla Linn Elektro Therm modelo
06567 Bad Frankenhausen Kyfth.

5.2 METODOS

A parte experimental deste trabalho estd estruturada em quatro etapas: Etapa I:
estudos preliminares; Etapa II: caracterizagdo morfoanatomica das folhas; Etapa III: avaliagao
da composi¢ao quimica do dleo essencial do banco de germoplasma do horto Francisco José
de Abreu Matos; Etapa IV: desenvolvimento de técnicas de preparacdo da droga vegetal;
Etapa V: obtencao do marcador quimico analitico.

As atividades foram desenvolvidas no Laboratorio de Produtos Naturais da UFC,
com o apoio do Projeto Farmacias Vivas, do Nucleo de Fitoterapicos (NUFITO), do
Departamento de Botanica e do Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia

Magnética Nuclear (CENAUREMN).

ETAPA I: ESTUDOS PRELIMINARES
5.2.1 Abordagem fitoquimica: prospeccio preliminar dos constituintes quimicos

Esta prospec¢ao quimica preliminar foi realizada nas amostras constituidas por
folhas dessecadas, de acordo com as técnicas descritas por Matos (2009). Foram pesquisados
os seguintes constituintes quimicos: alcaloides, antocianidinas, antocianinas, antrandis,
auronas, bases quaternarias, catequinas, chalconas, cumarinas, esteroides, fenodis livres,

flavonoides, heterosideos cianogenéticos, leucoantocianidinas, resinas, heterosideos
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saponinicos, taninos condensados, taninos pirogalicos, triterpenodides e xantonas. Para detectar

a presenga de 6leo essencial foi utilizada a técnica de arraste a vapor descrita no item 5.2.9.2.

5.2.2 Determinacao da perda por dessecacio da droga

A determinagdo de substancia volatil na droga vegetal, obtida por meio de
dessecacdo a sombra conforme item 5.2.8, foi realizada através do método de balanga por
infravermelho, utilizando um analisador de umidade por infravermelho a 105°C, como
descrito na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). As analises foram realizadas em
triplicata.
5.2.3 Determinaciao do teor de cinzas

A determinagdo de cinzas totais foi realizada conforme as técnicas descritas na
Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010). As andlises foram realizadas em triplicatas na droga

obtida por dessecacao a sombra conforme item 5.2.8.

ETAPA II: CARACTERIZACAO MORFOANATOMICA DAS FOLHAS E DA
DROGA VEGETAL DE L. ALBA

5.2.4 Analise morfologica

Foi realizada na droga vegetal, constituida de folhas inteiras, com vista desarmada
e com auxilio de lupa, incluindo caracteres organolépticos (OLIVEIRA; AKISSUE, 1993).
Foi utilizado como suporte bibliografico para a caracterizagdo morfologica, Vidal e Vidal

(2006).

5.2.5 Analise anatomica

Foram realizados cortes histologicos transversais das folhas, os quais foram
fixados em formaldeido acido acético (FAA) 70% por 48 horas e posteriormente,
armazenadas em alcool 70%. Foram confeccionadas ld&minas semipermanentes. As ldminas
semi-permanentes foram montadas mediante sec¢des de cinco micrometros (um), obtidas em
microtomo Leica 2065, montadas em laminas histoldgicas, clarificadas em hipoclorito de
sodio 20%, apos lavadas em agua destilada, banhadas em 4gua acidulada e novamente em
agua destilada. Foram realizados dois tipos de reacdes histoquimicas: coloragdo com azul de
toluidina 0,12% e SUDAN III. O meio de montagem utilizado foi gelatina glicerinada 40% e
na vedagdo, esmalte sintético incolor. As ilustracdes foram feitas através de fotomicrografias,
utilizando microscopio Optico Leica DM 4000B Led com sistema de captura de imagem

(OLIVEIRA; AKISSUE, 1993; SANTOS; INNECO; SOARES, 2004).
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5.2.6 Anailise anatémica da droga pulverizada
Obteve-se a droga por dessecacdo a sombra, conforme item 5.2.8. Esta foi
pulverizada com auxilio de moinho de facas e tamisada. O p6 teve granulometria de 500 pm,

em torno de 30%, sendo tratado com SUDAN III (OLIVEIRA; AKISSUE, 1993).

ETAPA III: AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE
L. ALBA QUIMIOTIPO II DO BANCO DE GERMOPLASMA DO HORTO
FRANCISCO JOSE DE ABREU MATOS (UFC).

5.2.7 Avaliacio do banco de germoplasma

O Horto de plantas medicinais prof. FJAM ¢ considerado um dos unicos bancos de
germoplasma do Brasil cujos caracteres genéticos das plantas vem sendo conservado ao longo
dos anos por meio de propagacdo vegetativa. Entre estas plantas podemos destacar a L. alba,
quimiotipo II.

Para comparar a conservacdo desse banco de germoplasma referente a citada espécie,
buscou-se no acervo cientifico do prof. FJAM, no banco de dados de 6leos essenciais, 0s
cromatogramas obtidos por CG/EM registrados nas seguintes datas: maio de 1988, setembro
de 1995, janeiro de 1996 e margo de 2002. Estes cromatogramas foram comparados aos
obtidos no presente trabalho, em novembro de 2015 e marco de 2016, tendo em vista os teores

de citral (neral e geranial) e limoneno.

ETAPA IV: DESENVOLVIMENTO DE TECNICAS DE PREPARACAO DA DROGA
DE VEGETAL COM MONITORAMENTO DO TEOR DE UMIDADE E DO
MARCADOR QUIMICO ATIVO (CITRAL).
5.2.8 Desenvolvimento de técnicas de dessecacio das folhas de Lippia alba com
determinacao dos teores de umidade e de 6leo essencial

Logo apos a colheita das folhas, conforme descrito no item 5.1.1, foi realizado um
estudo comparativo para selecionar a melhor técnica de dessecagdo, objetivando eleger a mais
viavel técnica de dessecacdo para obtencdo da droga com o maior rendimento de 6leo
essencial (citral). Para atingir este objetivo, as folhas frescas foram colocadas para dessecar a
sombra com auxilio de desumidificador, em temperatura ambiente por um periodo de cinco

dias, e em estufa de dessecacgdo a temperatura de 40°C por um periodo de 12 horas.
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5.2.9 Selecao do método de extracao do dleo essencial

A extracao do o0leo essencial de Lippia alba, quimiotipo II, foi realizada por meio
de duas técnicas: coobagdo e arraste a vapor. Entre estas técnicas foi selecionada a que
conduziu a um maior rendimento de 6leo essencial.

Os O6leos essenciais obtidos foram analisados por cromatografia em camada
delgada (CCD) e cromatografia gasosa (CG/EM) como parametros de qualidade para esses

marcadores quimicos ativos, citral e limoneno.

5.2.9.1 Coobagio

As folhas frescas, dessecadas a sombra e em estufa foram trituradas (1 Kg) e
colocadas separadamente em um extrator de dleo essencial, aparelho de Clevenger, durante
duas horas. O 6leo essencial foi separado do destilado, logo apos tratado com sulfato de sodio
anidro e analisado por CG/EM, conforme descrito no item 5.2.11. Em seguida, foi analisado o

peso do 6leo essencial em balanga analitica para o calculo do rendimento.

5.2.9.2 Arraste direto por vapor d’agua

As folhas frescas, dessecadas a sombra e em estufa foram trituradas (1 Kg), e
colocadas separadamente em frasco acoplado a um condensador e a uma fonte geradora de
vapor d’agua para extracdo do 6leo essencial por arraste de vapor. Finalizada a operagdo, o
6leo essencial foi tratado com sulfato de sddio anidro e analisado por CG/EM, conforme

descrito no item 5.2.11.

5.2.10 Determinacido do perfil cromatografico por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) do dleo essencial

Foi determinado o perfil cromatografico dos 6leos essenciais obtidos por meio das
técnicas de coobacdo, arraste a vapor e do extrato etandlico 20%, a partir das folhas frescas
utilizando o seguinte sistema cromatografico: placa de silica; eluente diclorometano : hexano
(7:3); revelador vanilina sulfirica. O extrato etanolico 20% foi obtido a partir das folhas

dessecadas a sombra por meio de maceragao a frio em etanol durante sete dias.

5.2.11 Analise do 6leo essencial por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro de
Massas (CG-EM)
A analise dos 06leos essenciais foi realizada por CG-EM acoplado a um analisador

de dados informatizado. Os constituintes foram identificados utilizando-se Indices Kowats
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como pré-selecdo e interpretacdo dos respectivos espectros de massas. As confirmagdes foram
feitas através de comparacao visual dos registros das fragmentagdes (m/z) com padroes da

literatura (ALENCAR; CRAVEIRO; MATOS, 1984; BARBOSA, 2003).

ETAPA V: OBTENCAO DE MARCADOR QUIMICO ANALITICO NAO -VOLATIL
DE Lippia alba, QUIMIOTIPO II.

5.2.12 Purificac¢ao e isolamento dos constituintes quimicos do extrato etandlico

5.2.12.1 Cromatografia em Coluna de Amido (CCA)

Para preparacdo da coluna foram suspensos 2 g do extrato etandlico seco a
temperatura ambiente em 3 mL de éter etilico. Para a preparagdo da amostra, em um gral
contendo aproximadamente 3 g de amido, foi acrescentada essa suspensdo e com ajuda do
pistilo a mistura foi homogeneizada para adsor¢do no amido, sendo o solvente eliminado a
temperatura ambiente. Em seguida, 40 g de amido foram colocados em uma coluna

cromatografica de 5 cm de didmetro com hexano (Figura 5).

Figura 5 - Coluna cromatografica de amido.

Fonte: Flahorado nelo antor.

A eluigcdo foi realizada com crescentes gradientes de polaridades de solventes, a
saber, hexano, diclorometano e acetato de etila. As 35 fragdes obtidas (50 mL cada) foram
analisadas através de CCD de silica, eluente diclorometano: acetona 7:3 v/v; revelagdo em
camera de radiagdo UV-visivel para identificagdo de faixas fluorescentes e em seguida, com
revelador universal (acido sulftrico/etanol a 10%), seguida de aquecimento em estufa. Foram
reunidas, codificadas e pesadas aquelas que apresentaram o mesmo comportamento

cromatografico (BANDEIRA, 2002)
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5.2.12.2 Isolamento por Cromatografia de Exclusdo Molecular (CEM)

As fragdes obtidas da se¢do anterior foram purificadas por cromatografia de exclusao
molecular realizada em coluna de pequeno diametro com sephadex. Metanol foi utilizado
como eluente. As fragdes obtidas foram reunidas, codificadas e pesadas as que apresentaram o

mesmo comportamento cromatografico (BANDEIRA, 2002).

5.2.12.3 Obtenciao do marcador quimico analitico

Obteve-se o espectro de ressondncia magnética nuclear de 'H (RMN 'H) da fragio
isolada e purificada na secdo anterior em espectrofotdmetro (Brucker), operando na
frequéncia de hidrogénio a 500 MHz, sendo essa substancia denominada de marcador quimico

analitico.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
ETAPA I: ESTUDOS PRELIMINARES
6.1 Abordagem fitoquimica: prospecc¢iao preliminar dos constituintes quimicos

A abordagem fitoquimica demonstrou a presenca de esteroides, fenois livres,
flavonoides, saponinas, taninos condensados e triterpenoides em que Félix-Silva et al (2012) e
Gomes et al (2016) também avaliaram a presenca destes compostos. Os resultados estdao
apresentados na Tabela 1. A presenca de 6leo essencial foi detectada através da extragdo com

arraste a vapor.

Tabela 1 - Prospeccdao dos constituintes quimicos presentes nas
folhas de Lippia alba quimiotipo II.

Testes \ Resultados | Testes \ Resultados
Alcaloides 0 Chalconas 0
Antocianidinas 0 Cumarinas 0
Antocianinas 0 Esteroides I
Antranois 0 Fenois livres +
Auronas 0 Flavonoides I
Bases 0 Heterosideos 0
quaternarias cianogenéticos
Catequinas 0 Leucoantocianidinas 0
chmln,og 0 Resinas 0
pirogalicos
Triterpenoides + Saponinas +
Xantonas 0 Taninos +

condensados
Oleo essencial +

Fonte: elaborado pelo autor. (0) negativo; (+) positivo.
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6.2. Determinacio da perda por dessecacio das folhas

De acordo com a analise realizada, obteve-se o teor médio de 12,2% de perda por
dessecacdo em relagcdo a droga vegetal (Tabela 2). O teor médio obtido na folha fresca foi de
71,8% + 1,85 (DP), na Droga 1 (folhas dessecadas a sombra) de 12,2% + 0,65 (DP) e na
Droga 2 (folhas dessecadas em estufa) de 9,8% =+ 0,40 (DP).

Tabela 2 - Resultados para a determinagao de perda por dessecacao
com seus respectivos desvios-padrio.

Amostras Folhas frescas Droga 1 Droga 2
1 70,1 12,2 10,3
2 71,7 11,6 9.8
3 73,8 12,9 9,5

Teor médio (%) 71,8 £1,85 12,2+ 0,65 9,8+0,40

Fonte: elaborado pelo autor. Droga 1: folhas dessecadas a sombra;
Droga 2: folhas dessecadas em estufa. DP:Desvio-padrao.

Segundo Oliveira e Akissue (1993), a porcentagem de umidade na folha fresca ¢ de
60 a 98%, sendo que a umidade permitida na droga ¢ de 8 a 14%. Nesse contexto, pode-se
observar do ponto de vista de umidade que tanto a Droga 1, obtida por dessecacdo a sombra,
como a Droga 2, obtida por dessecacdo em estufa com circulacdo de ar, estdo dentro das
especificagdes de qualidade. Conforme a Farmacopeia Brasileira (2010), o parametro perda
por dessecacdo determina a perda de substincias volateis. Portanto, esses valores
demonstrados na Tabela 2 podem ser considerados tanto a perda de dgua circulante quanto a
de oleo essencial.

O teor de agua na droga ¢ importante para a sua conservagao. Quanto maior for este

teor, mais sujeita aos agentes deletérios a droga fica (OLIVEIRA; AKISSUE, 1993).

6.3 Determinacio do teor de cinzas

A incineracao de drogas leva a formagao de residuo cujo peso percentual deve ficar
entre determinados limites. O teor médio obtido foi de 3,7% + 0,52 (DP). Quando uma droga
¢ adulterada, a porcentagem de cinzas varia. Esta determinagdo ¢ muito mais importante na
identificacdo de drogas pulverizadas, que podem ser adulteradas pela adicao de areia. Neste

caso, o teor de cinzas vai aparecer aumentado (OLIVEIRA; AKISSUE, 1993).



37

ETAPA II: ANALISE MORFOANATOMICA

6.4 Caracteriza¢ao morfoanatomica

As folhas de Lippia alba (Mill) N. E. Brown, quimiotipo II, possuem as
seguintes caracteristicas macroscopicas: oval com bordos serrados, peninérvea,
completa, com base foliar atenuada e simétrica, curtamente peciolada com apice agudo
(VIDAL; VIDAL, 2006). Estao dispostas de maneira oposta sobre o caule, com
composi¢ao do tipo compostas — parimpenadas. A insercao do peciolo foliar apresenta-
se de forma lateral e reta. Possuem como caracteristicas organolépticas aroma citrico,
sabor adocicado. A folha fresca apresenta textura macia. No entanto, a droga vegetal

apresenta superficie aspera, levemente rugosa e consisténcia papiracea.

Figura 6 — Morfologia da folha fresca e da droga vegetal de L. alba quimiotipo II.

1260

i

Fonte: elaborado pelo autor. Aumento de 1x.

As folhas caracterizam-se por apresentarem epidermes superior e inferior
unicelulares, revestidas por cuticulas relativamente espessas, mesofilo heterogéneo e
assimétrico formado por parénquima palicadico uni ou biestratificado, trés ou quatro camadas
de parénquima lacunoso (Figura 7). O azul de toluidina cora as fibras de lignina da parede de
celulose em azul. As paredes da cuticula, contetdos celulares de 6leo fixo, 6leo essencial,
resinas, e outras substancias de natureza lipofilica coram-se amarelo-alaranjado ou vermelho-
alaranjado com SUDAN III (OLIVEIRA; AKISSUE, 1993).

Os tricomas (pélos) glandulares sdo secretores de 6leo essencial, evidenciados
por SUDAN III, como podem ser observados na Figura 7. Observam-se também tricomas
tectores longos unicelulares. Os tricomas glandulares e tectores unicelulares longos estiao
presentes na epiderme inferior, enquanto na epiderme superior existem apenas tricomas

tectores unicelulares longos (Figura 7), conforme Félix-Silva et al (2012). Essas



caracteristicas também foram encontradas por Tavares, Momenté e Nascimento (2011).

Figura 7 - Fotomicrografia de corte
transversal da anatomia das folhas de L. alba

quimiotipo IT (LAII).

Fonte: éiéborado pelo autor. Estruturas fo.li.ares.de LAII
em aumento de 20x coradas com azul de toluidina.

38
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Figura 8 — Fotomicrografias de corte transversal das folhas de L. alba, quimiotipo II,
tratado com SUDAN II1.

Fonte: elaborado pelo autor. A: Tricomas tectores(PT) e glandulares(PG); B: Tricoma
glandular; C: Epiderme com tricoma tectores longos unicelulares e glandulares.

O po possui odor forte ligeiramente citrico de sabor adocicado e de cor verde. A
analise microscopica da droga pulverizada, demonstrou presenca de tricomas glandulares e
tectores na epiderma foliar, evidenciado por SUDAN III (Figura 9).

O p6 das folhas dessecadas mantém as caracteristicas estruturais microscopicas
originais da planta em estudo, demonstrando que mesmo com a moagem das folhas secas,

conseguiu-se observar as estruturas secretoras de 6leo essencial, tricomas glandulares.

Figura 9 — Fotomicrografia da droga pulverizada corada com
SUDAN III.

Fonte: elaborado pelo autor. PT: tricomas tectores. PG: tricoma glandular.

ETAPA III: AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE
L. ALBA, QUIMIOTIPO II, DO BANCO DE GERMOPLASMA DO HORTOF. J. A. M.

6.5 Avaliacao do banco de germoplasma

A andlise por CG/EM do oleo essencial das folhas de L. alba, coletadas em
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marco/2016, as 9 h, permitiu a identificagdo de vinte constituintes quimicos apresentados na

Tabela 3, com seus respectivos tempos de retengdo (Tr) e porcentagens (%).

Tabela 3 — Composi¢ao quimica do 6leo essencial
de folhas de L. alba, quimiotipo II, coletadas em
mar¢o/2016, as 9 h.

N°  Componentes TR (min) %
1  Sabineno 14.556 0.66
2 6-metil-5-hepten-2-ona 15.166 0.73
3 p-cimeno 17.517 2.85
4  Limoneno 17.835 10.05
5 y-Terpineno 19.555 2.19
6 Linalol 21.908 0.90
7  PB- copaeno 25.831 1.46
8  Oxido de linalol 26.923 1.99
9 a-Copaeno 29.724 0.88
10 Neral (cis-citral) 30.751 28.79
11 Naftaleno 30.949 2.48
12 Geranial (trans-citral) 32.511 39.60
13 Nerol 33.426 0.54
14 Germacreno 44.902 2.18
15 y- muuroleno 46.391 0.49
16 Elemol 47.187 1.31
17 Nerolidol 47.320 0.79
18  Oxido de cariofileno 47.929 0.56
19  Guaiol 48.067 0.56
20 B-Eudesmol 48.847 0.98

Fonte: elaborado pelo autor. Tr: Tempo de retengdo em minutos; Porcentagem (%).

O cromatograma do o6leo essencial obtido em mar¢o de 2016 (Figura 13),
correspondente a ultima coleta juntamente com os espectros de massa de neral, geranial e
limoneno (Figuras 10, 11 e 12), respectivamente, serviram como parametros de comparagao

do perfil cromatografico e de fragmentacao dos constituintes neral, geranial e limoneno.



41

Figura 10 — Espectro de massa do neral no 6leo essencial coletado em marg¢o/2016, as Sh.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 11 — Espectro de massa do geranial no 6leo essencial coletado em margo/2016, as
9h
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Figura 12 — Espectro de massa do limoneno no 6leo essencial coletado em marco/2016, as
9h.
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Assim, observou-se que os cromatogramas dos 6leos essenciais de L. alba do

banco de germoplasma de anos anteriores apresentaram as mesmas caracteristicas quanto ao

perfil cromatografico (Figuras 13, 14, 15, 16, 17 e 18) e perfil de fragmentacao de neral,

geranial e limoneno.
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Figura 13 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de L. alba analisado em mar¢o/2016.
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Figura 14 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de L. alba analisado em
novembro/2015.
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Figura 15 - Cromatograma do 0leo essencial das folhas de L. alba analisado em marco/2002.
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Figura 16 - Cromatograma do oleo essencial das folhas de L. alba analisado em janeiro/1996.
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Figura 17 - Cromatograma do o6leo essencial das folhas de L. alba analisado em
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Figura 18 - Cromatograma_ do oleo essencial das folhas de L. alba analisado em maio/1988.
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A Tabela 4 demonstra os teores de neral e geranial (citral) e limoneno ao longo
dos anos: 1988, 1995, 1996, 2002, 2015 ¢ 2016. Observou-se um aumento significativo de

citral.
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Tabela 4 - Teores de neral, geranial e limoneno nos dleos essenciais
extraidos por arraste a vapor nos periodos de margo/ 2016, novembro/
2015, margo/ 2002, janeiro/ 1996, setembro/ 1995 e maio/ 1988, obtidos
a nartir das folhas coletadas no horto FJAM.

Data da coleta %Neral % Geranial % Limoneno
Mar/2016 28,79 39,60 10,05
Nov/2015 28,40 40,37 10,74
Mar/2002 29,25 37,95 6,94
Jan/1996 21,27 29,60 9,73

Set/1995 22,81 28,50 15,21
Mai/1988 9,81 15,45 491

Fonte: elaborado pelo autor.

A adubacido ndo ¢ fator influenciador na mudanca da producdo do 6leo essencial de
L. alba, variavel ja verificada por Santos, Fernandes e Inneco (2006) afirmam que a adubagao
nao influencia significativamente nas produgdes de matéria seca foliar e de 6leo essencial. No
entanto, conforme Martinez, Bernal e Céceres (2000), o nimero de cortes por ano influencia
na composi¢cdo de 6leo essencial, ocorréncia que pode observada na Tabela 4 em que os
valores de neral (9,81), geranial (15,45) e limoneno (4,91) analisados no ano de 1988
passaram para 28,79; 39,60; 10,05 analisadas em 2016, respectivamente, mostrando um

aumento no teor de 6leo essencial.

ETAPA IV: DESENVOLVIMENTO DE TECNICAS DE PREPARACAO DA DROGA
DE ORIGEM VEGETAL COM MONITORAMENTO DO TEOR DE UMIDADE E DO
OLEO ESSENCIAL, UTILIZANDO O MARCADOR QUIMICO ATIVO (CITRAL).

6.6 Determinacao do perfil cromatografico dos dleos essenciais e do extrato etanoélico

20% por CCD

A andlise por CCD demonstrou que os 0leos essenciais obtidos por arraste a vapor,
coobagdo e do extrato etandlico 20% possuem o mesmo perfil cromatografico (Figura 18).
Pode-se destacar, principalmente, trés manchas azul-violaceas de fatores de retencdo 0,47,
0,59, e 0,71. Ressalta-se que as condi¢des de obtencdo de extrato etandlico 20% por meio de

maceragdo a frio conduziu a extragdo dos mesmos constituintes presentes no 6leo essencial.
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Figura 19 - Perfil cromatografico dos 6leos essenciais obtidos por arraste a vapor,
coobacao e do extrato etanolico 20%.

Rf=0,71

Rf=0,59
Rf=0,47

Fonte: elaborado pelo autor. OEAr: 6leo essencial obtido por arraste a vapor; OECo: 6leo essencial obtido
por coobagdo; EA: extrato etanolico 20%.

6.7 Analise dos Oleos essenciais por CG/EM: dessecacio x extracio

Verificou-se que através da extracdo do 6leo essencial pela técnica de coobagao, o
rendimento do 6leo essencial das folhas dessecadas ¢ maior do que das folhas frescas, sendo
que a dessecacdo a sombra conduziu a um maior rendimento do 6leo essencial, apresentando
um valor de 0,68%, conforme demonstra a Tabela 5. A coleta das folhas para amostras obtidas

foram realizadas no mesmo dia e na mesma hora (9 h).

Tabela 5 — Rendimento de Oleo essencial e teor dos constituintes quimicos
majoritarios do 6leo essencial de L. alba, quimiotipo II, extraido por coobagio,
comparando com folhas frescas, dessecadas a sombra e em estufa.

. Folha Dessecacao a Dessecacao
Condicoes
fresca sombra em estufa
Hora da colheita 9h 9h 9h
Oleo essencial% 0,28 0,68 0,51
Neral%/TR (min) 28,51/19.200 31,11/ 19.194 27,42/ 19.227

Geranial%/TR (min) 33,78/20.263 43,72/ 20.265 34,26/ 20.308

Limoneno%/TR (min) 6,71/11.451 9,45/ 11.447 14,54/ 11.453

Fonte: elaborado pelo autor. TR (min): tempo de retengdo em minutos.

Observou-se pela analise por CG/EM que o 6leo essencial obtido por coobagdo, a

partir das folhas dessecadas a sombra, demonstrou maior teor do marcador ativo citral
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(mistura de neral e geranial), do que as folhas dessecadas em estufa (Tabela 5).

Através da extragdo do oOleo essencial pela técnica de arraste a vapor d’agua, o
rendimento do 6leo essencial das folhas dessecadas ¢ maior do que das folhas frescas, sendo
que a dessecacdo a sombra conduziu & um maior rendimento do 6leo essencial (1,2%),

conforme a Tabela 6. A coleta das folhas para amostras obtidas foram realizadas no mesmo

dia e na mesma hora (9 h).

Tabela 6 — Rendimento de 6leo essencial e teor dos constituintes quimicos
majoritarios do 6leo essencial de L. alba, quimiotipo II, extraido por arraste
a vanor. comnarando com folhas frescas. dessecadas a sombra e em estufa.

.. Folha Dessecacio a Dessecacio
Condicoes
fresca sombra em estufa
Hora da colheita 9h 9h 9h
Oleo essencial% 0,12 1,2 0,60
Neral%/TR (min) 17,42/ 30.256 28,79/ 30.751 28,12/ 30.550
Geranial%/TR (min) 22,28/ 32.491 39,60/ 32.511 34,63/ 32.509
Limoneno%/TR (min) 18,95/ 17.490 10,05/ 17.835 9,58/ 17.798

Fonte: elaborado pelo autor. TR (min): tempo de retengdo em minutos.

A analise dos 6leos essenciais obtidos por arraste a vapor a partir das folhas
dessecadas a sombra e em estufa, demonstrou teores semelhantes de seu marcador quimico
ativo citral (Tabela 6).

O efeito da secagem sobre os constituintes quimicos volateis de varias plantas
medicinais a aromaticas tem sido objeto de estudo, os quais relacionam mudangas na
concentracdo dos componentes com as caracteristicas do método de secagem e os parametros
ligados a droga vegetal. Observou-se que as técnicas de dessecacdo (sombra e estufa) e as
técnicas de extragdo do dleo essencial (coobagdo e arraste a vapor d’agua) podem influenciar
nos teores do constituinte quimico citral (neral e geranial) e limoneno.

A temperatura de secagem da droga vegetal também influencia sobre o teor e a
qualidade do 6leo essencial. Nagao et al. (2005) verificaram que a temperatura de secagem de
70°C apresentou resultados tanto no tempo de secagem como no rendimento do dleo. De
alguma forma essa temperatura (70°C) interferiu na permeabilidade e/ou na resisténcia

fisico/mecanica dos tecidos foliares, proporcionando a retencdo dos compostos volateis nas
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estruturas de origem. Neste trabalho, as folhas dessecadas a sombra conduziu a um maior

rendimento do 6leo essencial (1,2%), conforme a Tabela 6.

ETAPA V: DETERMINACAO DE MARCADOR QUIMICO ANALITICO DE LIPPIA
ALBA, QUIMIOTIPO II.
6.8 Purificaciio e isolamento dos constituintes quimicos do extrato etandlico

A purificagdo do extrato etandlico 20% por meio da coluna cromatografica de
amido forneceu 11 fragdes com polaridades distintas, demonstrando que o amido ¢ um bom
adsorvente para auxiliar na pré-purificagdo deste extrato.

Apos analisadas, as fra¢des reunidas e codificadas da seguinte maneira: F (1 e 2),
F (3a6)eF (7all). Esta fracdo, F (7 a 11), foi purificada em cromatografia de exclusao
molecular por sephadex, a qual conduziu a obtencdo de um solido fluorescente e

esbranquigado codificado com ECII.

Figura 19 - Placas cromatograficas de silica das fragdes
isoladas em coluna de sephadex. Revelagdo em camara
de luz ultravioleta (A) e revelagdo em solvente
revelador universal (B).

Rf=0,3

A

Fonte: elaborado pelo autor.

A andlise de ECII por CCD demonstrou uma mancha principal com Rf 0,3, a qual

se apresentou violacea apos revelacao com revelador universal (Figura 19).
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A titulo de discussdo, foi obtido o espectro de RMN 'H e comparou-se o seu perfil

espectral com os dados de Barbosa (2003, p.132) para o iridéide, assim descritos:

O espectro de RMN 'H de LAII-3 revelou um sinal duplo centrado em & 7,42 (d,
J=1,0 Hz) referente 2 um proétio ligado a carbono sp’, possivelmente conjugado, e
um dupleto centrado em & 5,48 (d, J=4,24 Hz) correspondente a um protio
provavelmente ligado a carbono cetélico. A presenca de um dupleto centrado em 6
4,69 (d, J=7,90 Hz) associado a protio oxigenado possivelmente ligado a carbono
anomérico, bem como a existéncia de sinais multiplos na regido de & 3,92 a 3,20
reforgou a existéncia de uma unidade osidica ligada ao composto. A presenca de um
grupamento metoxila foi confirmada através de um singleto em & 3,71 referente a
trés protios. Sinais miltiplos associados a hidrogénios ligados a carbonos sp® do tipo
metilénico e metinico foram observados em ¢ 2,28 (m); 2,24 (dd, J=4,20 Hz); 1,73
(m) e 1,45 (m). Observou- se ainda, um singleto em & 1,34 referente a protios
metilicos, ligado a carbono sp® oxigenado.

Seguindo essa descri¢do, verificou-se em ECII vdarias faixas de absorcao
semelhantes ao iridéide: sinais multiplos entre 6 1,42 a & 2,36 referentes aos hidrogénios
ligados ao carbono sp” do tipo metilénico e metinico; singleto em & 1,33 indicativo de proton
metilico; e picos de pequena intensidade entre 6 3,21 a & 4,6, possivelmente referente a
unidade osidica, destacando-se um singleto em o 7,28. Além disso, observou-se uma faixa de
absor¢do entre 6 0,71 a 6 1,12 compativeis com impurezas de substancias graxas. A Figura 21
mostra a estrutura quimica do iridéide mussaenosideo isolada e determinada por Barbosa

(2003) em L. alba quimiotipo II.

Figura 21 - Estrutra quimica do iriddide mussaenosideo.

Fonte: Barbosa (2003).

A ECII pode pertencer a classe quimica iridéide, mas para uma determinagdo
estrutural precisa e inequivoca, necessitaria obter ECII com maior grau de pureza e maior

rendimento, além da obtencdo de outros tipos de espectros, como por exemplo, RMN "*C.
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Diante desse contexto de discussdo, a substancia isolada ECII, com perfil
cromatografico por CCD definido, permite ser indicada como um marcador quimico analitico

segundo a RDC 26/2014.

7. CONCLUSOES

As caracteristicas morfoanatomicas das folhas de L. alba quimiotipo II ndo as
diferenciam precisamente de outros quimiotipos, pois apresenta 0s mesmos parametros
anatdmicos, porém os caracteres organolépticos auxiliam na diferenciagdo entre os
quimiotipos existentes, conforme ja concluido por estudos anteriores. Ainda, foi possivel
concluir que o conhecimento das estruturas foliares ¢ importante na compreensdo da
permeabilidade do o6leo essencial frente a diferenca na temperatura de secagem da droga
vegetal.

Através da andlise dos cromatogramas constantes no banco de germoplasma do
horto FJAM, pode-se supor que houve um melhoramento genético da espécie L. alba no que
diz respeito a composi¢do do Oleo essencial com aumento dos teores de citral (neral e
geranial) e limoneno nas analises realizadas ao longo de quase trinta anos (1988 a 2016).

A técnica de extracdo de oleo essencial por arraste a vapor d’agua conduz a um
maior rendimento de 6leo essencial do que a técnica de coobagao.

A dessecacdo das folhas frescas a sombra demonstra ser o0 método de obtencdo de
oleo essencial com maior rendimento, mais viavel e de menor custo, sendo a técnica eleita
para obtengao da droga vegetal para a preparagao de extrato fluido de cidreira nas Farmacias
Vivas.

A partir deste trabalho, € possivel cumprir o que dispde a RDC 26/2014 de acordo
com a determinagdo dos dois tipos de marcadores quimicos (ativo e analitico). O marcador
quimico ativo da espécie L. alba ¢ o monoterpeno citral, pois € o responsavel pelas atividades
terapéuticas da cidreira (calmante e ansiolitica); e o marcador analitico desta espécie ¢ o ECII,
pois pode diferenciar a espécie L. alba de outras que contenham o constituinte citral, como
capim santo e melissa, uma vez que ndo ha registros na literatura desse composto nestas
espécies.

A obtencdo da droga vegetal pela determinagdo das técnicas farmacéuticas deste
estudo ¢ importante para garantir que o extrato fluido de cidreira tenha a mesma quantidade

de substancias ativas, auxiliando na identificacdo e controle de qualidade da mesma, sendo
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portanto, essencial para que se obtenha um produto fitoterapico que apresente

reprodutibilidade e constancia dos efeitos biologicos.
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