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RESUMO

A fitoterapia € uma terapéutica tradicional que se baseia na utilizacdo de
plantas medicinais para prevenir, atenuar ou curar um estado patolégico. O uso
dos recursos vegetais estd presente na cultura popular que é transmitida de
geracao a geracao no decorrer da existéncia humana. O objetivo desse estudo
foi avaliar o potencial terapéutico do “Alho Bravo” (Mansoa sp). Estudo de
analise de produto bioativo de uma planta conhecida popularmente como “Alho
Bravo”, realizou-se em Teresina-Pi, no periodo de junho a agosto 2018.
Consistiu em varias etapas, iniciou-se pela aquisicdo da planta “Alho Bravo”
(Mansoa sp), preparo da exsicata, obteve-se o extrato etandlico bruto (EEB) e
suas fracbes (hexanica, acetato de etila, diclorometano e hidroalcodlica),
screening fitoquimico, extraiu-se o 0leo essencial, realizou-se testes de inibicao
da enzima acetilcolinesterase (AChE) e testes bioldgicos. Com a exsicata foi
possivel identificar a familia e o género da planta em estudo. No teste de
inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) as amostras de EEB e oleo
essencial apresentaram atividade inibitéria da mesma, pois observou-se a
presenca de mancha branca na placa de Cromatografia em Camada Delgada-
CCD. A abordagem fitoquimica de “Alho Bravo” (Mansoa sp) revelou a
presenca de alcaldides, taninos, flavondides, saponinas e cumarinas. O extrato
etandlico bruto (EEB) de “Alho Bravo” (Mansoa sp) foi fracionado pela técnica
de dissolucao fracionada com solventes de polaridade crescentes (hexano,
diclorometano, acetato de etila). O 6leo essencial de Mansoa sp apresentou
coloracdo amarelo palido e com odor caracteristico de alho, foram identificados
compostos organosulfurados. Considerando os objetivos propostos e com base
nos resultados, concluiu-se que o conhecimento fitoquimico da espécie trara
grande contribuicdo cientifica e proporcionara a criacdo de novos produtos
naturais, tendo em vista o numero restrito de pesquisas sobre a planta
estudada.

Descritores: fitoterapia, extrato, anti-inflamataorio.
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ABSTRACT

Phytotherapy is a traditional therapy that is based on the use of medicinal
plants to prevent, mitigate or cure a disease state. The use of plant resources is
present in popular culture that is transmitted from generation to generation in
the course of human existence. The aim of this study was to evaluate the
therapeutic potential of "Garlic Bravo" (Mansoa sp). bioactive product analysis
study of a plant popularly known as "Garlic Bravo”, held in Teresina-Pi, in the
period from June to August 2018. It consisted of several stages, began the
acquisition of the plant "Garlic Bravo" (Mansoa sp), the voucher specimen
preparation, there was obtained the crude ethanolic extract (BSE) and its
fractions (hexane, ethyl acetate, dichloromethane and hydroalcoholic),
phytochemical screening, extracted essential oil, held inhibition assays the
enzyme acetylcholinesterase (AChE) and biological tests. With the voucher
specimen was identified family and the plant genus under study. In the inhibition
assay of the enzyme acetylcholinesterase (AChE) and the BSE samples
essential oil showed the same inhibitory activity, it was observed the presence
of white spot on the chromatography plate-CCD Ponta layer. The phytochemical
approach "Garlic Bravo" (Mansoa sp) revealed the presence of alkaloids,
tannins, flavonoids, saponins and coumarins. The crude ethanolic extract (BSE)
from "Garlic Bravo" (Mansoa sp) was fractionated by fractional dissolution
technique of increasing polarity solvents (hexane, dichloromethane, ethyl
acetate). The essential oil Mansoa sp showed pale yellow in color and
characteristic odor of garlic, organosulfur compounds were identified.
Considering the proposed objectives and based on the results, it was concluded
that the phytochemical knowledge of the species will bring great scientific
contribution and provide the creation of new natural products with a viewthe
limited number of researches on the study plan.

Keywords: phytotherapy, extract, anti-inflammatory.
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2000) define as plantas
medicinais como aquelas que tém uma histéria de uso tradicional como agente
terapéutico. O uso dos recursos vegetais esta presente na cultura popular que
€ transmitida de geracdo a geracdo no decorrer da existéncia humana. Este
conhecimento € encontrado, principalmente, junto as populagdes tradicionais.
No Brasil, os povos indigenas, antes mesmo do descobrimento, utilizavam
espécies medicinais na cura de variadas doencas. Os registros da utilizacdo de
plantas como remédios datam da era paleolitica, pela identificagdo do pélen de
plantas medicinais em sitios arqueologicos (SAAD, et al., 2016).

Antes de serem utilizadas pela populacdo é necesséario que as plantas
medicinais passem por varios processos que no final vao chegar a formulacdes
com indicacbes de uso seguro e adequado para assim fornecer resultados
desejados a quem for utiliza-la. Esses processos englobam a quimica organica,
fitoquimica (onde ocorre o isolamento, purificacéo e caracterizacdo de principio
ativo), a farmacologia (investigando farmacologicamente os extratos e o0s
constituintes quimicos isolados), a quimica organica sintética (fazendo as
transformacgbes quimicas de principios ativos) a quimica medicinal (estudando
a relacdo estrutura/atividade e os mecanismos de acéo dos principios ativos) e
por fim a preparacdo de formulacdes para a producéo do fitoterapico (MACIEL
et al., 2002)

O uso de plantas medicinais no cuidado a saude das pessoas, para fins
terapéuticos, tem sido amplamente divulgado em varios estudos como uma
alternativa complementar, de baixo custo e alta eficacia para diversas

patologias.

Estudos sobre a medicina popular vém merecendo atencdo cada vez
maior devido ao contingente de informacdes e esclarecimentos que vem sendo
oferecido a Ciéncia. Atualmente percebe-se o interesse governamental e
profissional em associar o avancgo tecnoldgico ao conhecimento popular e ao
desenvolvimento sustentavel visando a uma politica de assisténcia em saude

eficaz, abrangente, humanizada e independente da tecnologia farmacéutica.
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Nesse sentido, o Estado brasileiro instituiu a Portaria n® 22/1967 da ANVISA e
a Resolucao Diretoria Colegiada-RDC n° 17/2000 que classifica os fitoterapicos
como medicamentos (BRASIL, 2006; BALBINO, C. A.; PEREIRA, L. M.; CURI,
R., 2015).

A fitoterapia € uma terapéutica tradicional que se baseia na utilizacao de
plantas medicinais, tem sido revelada em diversos estudos com finalidades
terapéuticas. Trata-se de uma forma eficaz de atendimento priméario a saude,
podendo complementar o tratamento usualmente empregado (AGUIAR, L. C.
G. & BARROS, R. F. M., 2012).

Santos e colaboradores (2018) relatam que com a criacdo do Sistema
Unico de Salde (SUS) e a participacdo da sociedade na construgdo das
politicas de saude houve a elaboracdo de politicas especificas para atender a
incorporagdo da fitoterapia no SUS, como a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) e Politica Nacional de Praticas Integrativas
e Complementares (PNPIC) estimulando e possibilitando o dialogo entre os

saberes populares e cientificos.

De acordo com Macedo e Gemal (2009), o uso de fitoterapicos é
impulsionado pela Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) que entendendo a necessidade de reconhecer as terapias utilizadas
na medicina tradicional, estabeleceu diretrizes para a promog¢do e o0
desenvolvimento de pesquisas, tecnologias e inovag¢des em plantas medicinais
e fitoterapicos. Esta politica visa garantir a seguranca, a eficacia e a qualidade

dos fitoterapicos para que possam ser produzidos em escala industrial.

Na regido agreste do Piaui, municipio de Sdo Raimundo Nonato, no Sitio
do Moco, foi identificada uma planta que para populacédo tem elevado poder de
tratar infeccbes respiratorias e que 0s animais, ao ingeri-la, o gado, por
exemplo, ficam com a carne e o leite improprios para o consumo devido ao
forte odor e sabor de alho, porém pertencente a familia diferente da familia do
alho (Allium sativum L.), que é Amarylidaceae (Liliaceae) justificando, portanto,
0 interesse das pesquisadoras em estudar esta planta tdo consumida e

relatada pela populacéo.
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Com o intuito de ampliar os conhecimentos, foram realizados estudos
necessarios para esclarecer alguns aspectos da espécie, portanto, o presente
estudo tem o objetivo de avaliar o potencial terapéutico do “Alho Bravo”

(Mansoa sp).
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2. OBJETIVOS

GERAL:

» Avaliar o potencial terapéutico do “Alho Bravo” (Mansoa sp).

ESPECIFICOS:

> Apresentar a exsicata da espécie chamada popularmente de
“Alho Bravo”;

> Preparar o extrato etandlico bruto (EEB) e as fracdes do extrato
etandlico bruto (EEB);

> Extrair e identificar os constituintes quimicos do 6leo essencial de
Mansoa sp;

» Realizar o teste e avaliar a inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE).
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. O EMPREGO DAS PLANTAS MEDICINAIS E OS PRODUTOS
BIOATIVOS

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2002)
fitoterapia é a utilizacdo das plantas com atividade medicinal para prevenir,
aliviar e/ou tratar doencas sendo bastante difundida em todo o mundo.
Fontenele (2013) afirma que o Sistema Unico de Salde (SUS), através de seus
principios e diretrizes norteadores, abraga a fitoterapia como recurso
terapéutico integrativo e complementar a satde e dispde de politicas publicas e

normatizagdes especificas que buscam institucionalizar esta pratica.

Para a ANVISA (RDC n° 14/2010) medicamento fitoterapico & aquele
obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais, cuja
eficacia e seguranca séo validadas por levantamentos etnofarmacolégicos,
documentagées técnico-cientificas ou evidéncias clinicas. E caracterizado pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela

reprodutibilidade e constancia de sua qualidade.

O interesse populacional pelas varias terapias naturais tem aumentado
significativamente nos paises industrializados e esta em expansdo o uso de
plantas medicinais e fitoterapicos, pois estdo inseridos nas Préticas Integrativas
e Complementares (PICs) que objetiva a pratica profissional mais humanizada
com visdo holistica/integral do paciente, acfes de promocdo e prevencao da
saude, bem como do tratamento de doencas por meio de tecnologias eficazes
e seguras, com énfase na escuta acolhedora, contribuindo para o aumento da
resolubilidade do sistema e ampliacdo do acesso a essas praticas (ZANELLA
et al., 2018).

A Portaria do Ministério da Saude n° 971 de maio de 2006, visa o
provimento do acesso a medicamentos homeopaticos e fitoterapicos na
perspectiva da ampliacdo da producao publica, assegurando as especificidades
da assisténcia farmacéutica nesses ambitos, na regulamentacdo sanitaria. Ha
uma Relagdo Nacional de Plantas Medicinais e a Relagdo Nacional de
Fitoterapicos elaboradas em decorréncia da portaria supracitada, com o

objetivo de promover o uso racional de plantas medicinais e dos fitoterapicos
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no Sistema Unico de Satide (SUS) e o cumprimento dos critérios de qualidade,
eficacia, eficiéncia e seguranca no uso dos mesmos (MACEDO E GEMAL,
2009).

Posteriormente foi publicada a Portaria Interministerial n® 2960, de 09 de
dezembro de 2008, que aprova o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos e cria o Comité Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
gue, em conformidade com as diretrizes e linhas prioritarias da Politica
Nacional, estabelece acbes pelos diversos parceiros, em torno de objetivos
comuns promovendo o desenvolvimento de tecnologias e inovagdes, assim
como o fortalecimento das cadeias e dos arranjos produtivos, 0 uso sustentavel
da biodiversidade brasileira e o desenvolvimento do Complexo Produtivo da
Saude. O Programa propde inserir plantas medicinais, fitoterapicos e servicos
relacionados a Fitoterapia no SUS; promover e reconhecer as praticas
populares e tradicionais de uso de plantas medicinais e remédios caseiros;

promover a inclusao da agricultura familiar (BRASIL, 2008).

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos busca néo
apenas estimular o uso de plantas medicinais e fitoterapicos, bem como a sua
prescricdo por parte dos profissionais da area da saude. Com a fundamentacao
politica estruturada pelas Portarias ministeriais € possivel este uso nos
municipios brasileiros e no Piaui existe uma realidade deste processo. (SILVA,
2018).

Estudo sobre as comunidades rurais no municipio de Demerval Lobao
(Piaui) levantaram o potencial medicinal de 21 quintais de nove comunidades,
ratificando que o uso de plantas medicinais é em geral transmitido de pais para
filhos, fazendo parte da cultura popular, e que nas sociedades tradicionais a
transmissao oral € o principal modo pelo qual esse conhecimento se perpetua
(AGUIAR E BARROS, 2012).

De acordo com estudo realizado em Teresina (Piaui) sobre a percepc¢éo
de gestores e profissionais da estratégia saude da familia em relacéo a pratica
da fitoterapia, foi possivel observar que estava sempre relacionada ao
conhecimento popular e ao costume adquirido em familia, ou seja, passado de

geracao a geracao corroborando com os registros da literatura, porém ha uma
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deficiéncia na formacgéo técnica em fitoterapia dos profissionais de saude da
Estratégia de Saude Familiar, bem como do conhecimento das politicas que
envolvem o tema e o pouco interesse pela prescricdo dos fitoterapicos, por
parte de alguns profissionais (FONTENELE, et al, 2013; SILVA E FEITOSA
2018).

Silva e colaboradores (2018) realizaram uma pesquisa sobre auséncia
de estudos observacionais, objetivando a determinacdo do conhecimento de
gestores e/ou usuarios e/ou profissionais da saude a respeito da Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), revelando que essa
auséncia sinaliza para a necessidade de abordagens investigativas

envolvendo, principalmente, gestores e profissionais do SUS.

Para Saad e colaboradores (2016) as plantas desenvolveram um
sistema biossintético que gera uma mistura complexa de moléculas bioativas
provenientes do metabolismo secundario e o ser humano percebeu a
importancia desses constituintes na terapéutica ha milhares de anos com a
utilizacdo das plantas medicinais. Neste sentido, com o intuito de investigar e
controlar o processo biossintético das espécies vegetais a ciéncia desenvolveu
técnicas de extracdo e isolamento que culmina na identificacdo de importantes

substancias ativas.

3.2. APRESENTACAO DA FAMILIA BIGNONIACEAE

De acordo com Fischer, et al. (2004) Bignoniaceae esta representada
por cerca de 100 géneros e 860 espécies, distribuidas principalmente nas
regides tropicais e subtropicais do planeta, subdividida em oito tribos,
ocorrendo trés delas no Brasil: Bignonieae, Crescentieae e Tecomeae. Pode
apresentar habito arboéreo, arbustivo e lianescente, geralmente apresentam
folhas 2-3 folioladas com um dos foliolos frequentemente modificados em

gavinha.

De modo geral, as Bignoniaceae sao plantas lenhosas,
predominantemente lianas, apresentando também espécies arbdéreas e semi-

arbustivas. Seus ramos sao cilindricos ou angulosos com gemas axilares
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dispostas em séries, sendo as mais externas pseudoestipulas freqiientemente
foliaceas. As folhas das Bignoniaceae sdo opostas e sé raramente alternas.
Cipriani (2006) relata que as plantas sao reconhecidas pela sua capacidade em
produzir uma grande quantidade de metabdlitos secundarios e o homem usou,
durante séculos, muitas espécies para tratar uma variedade de doencas.
Estudos etnomédicos e farmacoldgicos citam o potencial medicinal e/ou

farmacolégico de imimeras espécies da familia Bignoniaceae.

Dentre as principais caracteristicas para a adaptacdo e 0 sucesso
reprodutivo destacam-se as defesas antiherbivoria, exemplificadas pelas
estruturas secretoras (nectérios e tricomas glandulares), peculiares as espécies
de Bignoniaceae, que foram relatadas tanto para 0rgdos vegetativos, quanto
reprodutivos. As diferencas anatémicas de distribuicdo e desenvolvimento das
estruturas secretoras podem constituir caracteres de importancia taxondémica.
(POTIGUARIA, et al., 2012).

A exuberancia durante o florescimento faz com que muitas espécies de
Bignoniaceae sejam utilizadas na arborizacdo de ruas, pragas, parques e
avenidas (LORENZI, 2008). Bignoniaceae € considerada uma familia com alto
potencial econbémico, com diversas espeécies relatadas para usos
principalmente na horticultura, culinaria, artesanato, corantes em rituais

religiosos, com recurso madeireiro e medicinal (GENTRY, 1992).

Espécies de alho sdo consumidas frescas ou em pratos em todo o
mundo, utilizadas como alimentos comuns e como agentes para o tratamento
de muitas doencas por conterem compostos volateis com enxofre e atividade
antioxidante (GITIN, et al., 2014).

Upadhyay (2016) relata que quando cortado ou esmagado, o alho libera
uma enzima chamada alinase, que catalisa a formacdo de alicina e seus
derivados, principais componentes ativos, que tem potente acao antioxidante,

cardio e neuroprotetores.
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3.3. GENERO MANSOA

A planta conhecida popularmente por “alho bravo” é do género Mansoa.
Este género € pertencente a familia Bignoniaceae e inclui onze espécies que
ocorrem principalmente nas florestas secas e Umidas do Brasil e da Argentina
(Zoghbi, 2009). Ainda de acordo com Zoghbi, essas espécies na Amazébnia
brasileira sdo conhecidas como “cipé-de-alho”, em referéncia ao cheiro forte de
alho das folhas quando esmagadas. O “cip6-de-alho” tem varios usos na
medicina tradicional entre eles, os mais citados sdo para tratamento de gripe,
febre, dor e inflamacgédo, artrite e reumatismo. As substancias responsaveis
pelo odor caracteristico de alho pertencem a classe dos sulfetos de alila (e de

alquila) que séo bastante volateis.

O cheiro de alho da espécie estudada pode comprovar a presenca de
substancia que estdo no alho (Allium sativum L.). A literatura relata que os
Sumeérios utilizavam o alho ha pelo menos 3.000 anos. O alho (Allium sativum
L.) € uma planta herbacea que contém principalmente aliina (precursora da
alicina, formada pela acdo da enzima alinase), possui acdo antiviral,
antifangica, antibidtica e com consideravel teor de selénio, que age como
antioxidante e alguns compostos organosulfurados presentes no alho possuem
atividade hipotensora, hipoglicemiante, hipocosleterolémica e anti-agregante
plaquetaria, reduzindo o risco de doencas cardiovasculares. (SAAD, et al.
2016).

No entanto, o alho (Allium sativum) pertence a familia Amarylidaceae
(Liliaceae) e a familia do “alho bravo” é Bignoniaceae, género Mansoa. De
acordo com Silva e colaboradores (2016) o Brasil € o centro de diversidade
para o grupo das Bignoniaceae, com cerca de 406 espécies em 33 géneros,
dos quais 22 géneros e 90 espécies ocorrem na Caatinga, bioma composto
por formacdo campestre de vegetacdo aberta e tipica de regides com baixos
indices de chuva, predominancia de arbustos com galhos retorcidos, que
perdem suas folhas durante a seca para evitar a perda de agua por

evaporacao.

Mansoa € um género Neotropical. Em todas as classificacdes de

Bignoniaceae, 0 género tem se mantido
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na tribo Bignonieae, caracteriza-se pelo habito lianescente, folhas 2-3-
folioladas, foliolo terminal modificado em uma gavinha trifurcada no apice,
inflorescéncias racemosas ou tirsoides, corola roésea a roxa, raramente
amareloesbranquicada, estaminodio reduzido, disco nectarifero conspicuo,
capsulalinear a linear-oblonga, graos de pédlen dispersos em mbnades,
pericolpados, perissincolpado com exina areolada e reticulada. Muitas destas
caracteristicas também sdo encontradas em outros géneros de Bignonieae,
portanto, os principais caracteres usados para diagnosticar Mansoa sdo as
flores com corola lilas, gavinhas trifurcadas no &pice e o odor de alho.
(LOHMANN , 2006).

Para Castro (2010) o reconhecimento das espécies dentro de Mansoa
também €& um problema relevante e, ainda assim, a dificuldade taxonémica e a
imprecisdo nas delimitacdes existentes em torno de Mansoa e grupos
relacionados, n&o existe um trabalho de revisdo taxonGmica para o género. A
maioria das espécies ocorre na floresta tropical umida (Mesoamericana,
Amazonica e Atlantica), mas também sdo encontradas na floresta tropical seca

do Brasil, Caatinga, foram reconhecidas quatro espécies.
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4. METODOLOGIA

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Piaui-UFPI, no dia 28 de marco 2018, com o parecer
N° 2.567.137 e CAAE N° 8349218.8.0000.5214 (ANEXO B), bem como
autorizacdo para coleta do material vegetal com finalidade cientifica, do
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBio)/Sistema
de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade (SISBIO) N° 61773-1, em 06
de junho 2018 (ANEXO E).

Tratou-se de estudo de analise de produto bioativo de uma planta
medicinal encontrada na regido de S&o Raimundo Nonato. Foi realizado em
Teresina-Piaui, nos Laboratorios de Geoquimica Organica (LAGO), de Sintese
e Fitoquimica e Laboratorio de Produtos Naturais e Neuroquimica Experimental
(LAPNEX) da Universidade Federal do Piaui-UFPI, no periodo de junho a
agosto 2018, consistiu em varias etapas, iniciou-se pela aquisicdo da planta,
exsicata, conservacdo, armazenamento, preparo do extrato etandlico bruto
(EEB) e de suas fracdes (hexanica, diclorometano, acetato de etila e
hidroalcodlica), screening fitoquimico, extracdo do 6leo essencial, testes de

inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) e testes biologicos.

Para o levantamento bibliografico foram realizadas extensas buscas em
bases de dados indexadas eletrénicas: SciELO, PubMed, Medline, LILACS e
periddicos da CAPES, com pesquisa DeCS nos idiomas portugués, inglés e
espanhol, respectivamente, utilizando os Descritores: fitoterapia, extrato, anti-
inflamatorio/phytotherapy, extract, anti-inflamatory/fitoterapia, extracto, anti-

inflamatoria.

Os artigos estudados foram encontrados pelos descritores com a
seguinte estratégia de busca: ("tissue culture" and micropropagat* and
"medicinal plants" and (plantas and medicina*) and (biotechnolog* or
biotecnolog*)) or (fitoter* and extrat* and (alcaloid* or mh:D03.132%)), realizada
de acordo com o PICO (P=estudo quimico do “alho bravo”; |I=preparo do extrato
etandlico bruto e das fracdes do extrato etandlico bruto, extracdo do Oleo
essencial das folhas de Mansoa sp e screening fitoquimico; C=comparacéo

bibliografica; O=constituintes quimicos do “alho bravo”)
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4.1. LOCAL DE COLETA DA PLANTA

O material botanico em estudo foi coletado no municipio de S&o
Raimundo Nonato situado no estado do Piaui (FIGURA 01), distando 576 km
de Teresina, capital do Estado (IBGE, 2010). Este municipio é reconhecido
nacionalmente por abrigar o Parque Nacional da Serra da Capivara, sitio
arqueologico listado pela UNESCO (Organizacdo para as Nacdes Unidas para
a Educacéo, a Ciéncia e a Cultura) como patriménio da humanidade, unidade
de conservacdo brasileira e preservacdo ambiental, subordinado ao Instituto
Chico Mendes (ICM), que guarda vestigios da presenca dos primeiros
habitantes do continente americano (SIQUEIRA 2014).

FIGURA 01: Municipio de Sdo Raimundo Nonato-Piaui, Brasil. Sitio do Moco.

A planta em estudo é conhecida popularmente como “Alho Bravo” e foi
identificada pelo senso comum, por moradores da regido. E uma planta nativa,
gue foi encontrada no Sitio do Moc6, situado a 20 km de S&o Raimundo
Nonato-Pi, préximo ao municipio de Coronel José Dias-Pi, localizado no
semiarido nordestino onde se observa a predominancia da vegetacédo do tipo
caatinga. A vegetacdo € seca boa parte do ano, mudando a paisagem no
periodo chuvoso (‘inverno”), época em que ocorre a floracdo das plantas.
Relato de moradores e funcionarios do Parque Nacional da Serra da Capivara
(Sdo Raimundo Nonato-Pi, Brasil), essa planta foi muito utilizada pelos indios,
através de chas e “lambedores”, para tratamento de gripes e resfriados, bem
como para tratamento de feridas e eles deixaram essa cultura, que hoje é muito

difundida e seguida pelos moradores mais antigos da regiao.
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A planta chama a atencdo dos moradores pelo aroma e sabor
caracteristico e, mesmo estando envolvido por “cip6s”, o gado que é criado
solto na regido e que utiliza essa planta como alimento fica com o leite e a
carne improprios para o consumo pelo forte cheiro de alho, principalmente nas
folhas (segundo informagdes colhidas com os moradores da regido), que €
exalado durante todo o dia. A problemética de falta de flor dificultou a

identificac@o da espécie.

O material botanico foi coletado no dia 10 de junho 2018, na regido do
Sitio do Moc6 (FIGURA 02), situado a 20 km do municipio de Sdo Raimundo
Nonato-Pi, proximo ao municipio de Coronel José Dias-Pi, latitude 09°00°55” S,
longitude 42°41°58” W, consistiu de galhos e folhas, foi conservado para
preparo da exsicata (FIGURA 02).

FIGURA 02: Material vegetal coletado no Sitio do Moco.

4.2. PREPARO DA EXSICATA E IDENTIFICACAO CIENTIFICA DA
AMOSTRA

A amostra coletada da planta foi encaminhada ao Herbario Graziela
Barroso - UFPI para o preparo da exsicata (FIGURA 03), instrumento

obrigatoério para identificacdo da familia e género da planta e obtengcédo de
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diferentes informacgdes sobre espécies que possuem diversas caracteristicas e
particularidades individuais.

FIGURA 03: Material vegetal (folhas e galhos) sendo preparado para realizagao
da exsicata (HERBARIO GRAZIELA BARROSO/JUNHO 2018).

Galhos com folhas foram hidratados, prensados e desidratados, secos
sob presséo entre folhas de jornais, em pranchas de madeira, tecnicamente
chamadas de prensas e logo em seguida colocados em uma estufa da marca
TECNAL, com circulacdo e renovacédo de ar, a temperatura de 60 °C (sessenta
graus Celsius) durante 24 (vinte e quatro) horas, em seguida foi realizado o

estudo botanico.

4.3. PREPARO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO (EEB) DE ALHO BRAVO

(Mansoa sp)

O extrato foi obtido a partir das folhas de “alho bravo” (Mansoa sp), apos
a coleta dos galhos, estes foram higienizados com agua corrente, secos com
papel toalha e postos para secar a temperatura ambiente. Para a elaboracéo
do extrato etandlico bruto (EEB) foram utilizadas as folhas secas, separadas
dos galhos e moidas em moinho de facas da marca MARCONI (FIGURA 04),

no Nucleo de Plantas Medicinais da Universidade Federal do Piaui.



33

FIGURA 04: Folhas de “Alho Bravo” (Mansoa sp) sendo moidas no moinho de
facas (MARCONI).

O material seco e moido foi submetido a maceracao com alcool etilico
99,8% P.A. (NEON) — 2L, em frasco ambar, a temperatura ambiente por 8 (oito)
vezes consecutivas e tendo a duracdo de 3 (trés) dias cada extracao.
Procedeu-se a agitacao diaria do mesmo durante todos os dias até a filtragem.

Apés filtracdo (FIGURA 05), o solvente orgénico foi removido em
evaporador rotativo da marca Fisatom 801 (FIGURA 06) — refrigerador
acoplado ao rotaevaporador Banho Ultratermostatico da marca Logen Scientific
100% - com temperatura entre 40 °C e 60 °C, sob 60 rotacées por minuto,
controle de pressdo manual negativa 600 mmhg e o solvente residual recolhido

no baldo foi reutilizado.

FIGURAS 05 e 06: Extrato ap0s filtracdo e evaporador rotativo (FISATOM 801).
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O extrato concentrado passou por um processo de liofilizacdo por 96
horas, ficando em forma de pd, em seguida armazenado em dessecador até
ser utilizado para os testes de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE),
protocolo de screening fitoquimico e testes biolégicos. Em seguida foi pesado
para o célculo do rendimento.

A liofilizacdo consiste em retirar o solvente do extrato, o qual € seco por
sublimacdo de agua a pressao inferior a do ponto triplo, sem sofrer
desnaturacdo. As caracteristicas essenciais da amostra sdo mantidas e, a

simples adicdo de agua, é suficiente para sua reconstituicao.

4.4. OBTENCAO DAS FRACOES DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO (EEB)
DAS FOLHAS DE “ALHO BRAVO” (Mansoa sp)

Parte do extrato EtOH foi reservado para testes biologicos e o restante
foi suspenso em 200 ml de MeOH/H20 (2:1, v/v) e submetido a uma particao
liquido-liquido com solventes de polaridade crescente, respectivamente,
hexano, diclorometano e acetato de etila, de acordo com o fluxograma da
FIGURA 07. A fase hidroalcodlica foi extraida exaustivamente com 2 x 100 ml
de hexano, 5 x 100 ml de diclorometano e 5 x 100 ml de acetato de etila.

FIGURA 07: Fluxograma procedimento para a obtencdo do extrato etandlico
bruto de Mansoa sp e de suas fracoes.

Material Vegetal

‘ Extracdo com EtOH, Evaporacdo e Liofilizagdo

’ Torta ‘l ’ Extrato EtOH ‘l .
Suspensdo em MeOH:H,0 (2:1, viv)

‘ Extragdo com Hexano

’ Fracdo Hexanica ‘l ’ Fase Hidroalcodlica ‘l

Extragéo com Diclorometano

| |

’ Fragdo Diclorometano ‘l ’ Fase Hidroalcodlica ‘l

Extragéo com Acetato de Etila

| |

Fracdo Acetato de Etila ‘l ’ Fracdo Aguosa ‘l




35

As fracdes obtidas foram concentradas a baixa pressdo em evaporador
rotativo, até a evaporagdo completa do solvente, sendo posteriormente
pesados, fornecendo as fracdes hexanica, diclorometano, acetato de etila e
aquosa (FIGURA 08).

FIGURA 08 Fracdes acetato de etila, diclorometano, hexanica e hidroalcodlica,
espectivamente, extraidas do EEB.

45. PROTOCOLO DO TESTE DE INIBICAO DA ENZIMA
ACETILCOLINESTERASE (AChE) — EXTRATO ETANOLICO BRUTO (EEB)
E HIDROLATO/VOLATEIS DAS FOLHAS DE “ALHO BRAVO” (Mansoa sp)

Para analise das amostras de extrato etandlico bruto (EEB) utilizou-se o
método de Ellman, et al., (1961) modificado por Rhee (2001) para determinar a

atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE).

Pesou-se 10 mg da amostra e cafeina (substancia padrao); dissolveu-se a
amostra e a substancia padrao (cafeina) em 1 mL de metanol; amostras foram

aplicadas em placa de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 6 cm x 6 cm;

A placa foi eluida com cloroférmio e metanol na proporcdo de 9:1,
esperou secar; pesou-se 2,9 mg de iodeto de acetilcolina (ATCI) e 4,0 mg de
acido 5,5-dithiobis (2-nitrobenzéico) — DTNB. Em seguida, dissolveu-se 0
iodeto de acetilcolina (ATCI) e o acido 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzdico) — DTNB
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em 10 mL da solucdo tampé&o pH 8 Tris-hidroxi-metilamina-metano e HCI (Tris-
HCI) e borrifou-se a placa que estava contida a amostra,

Esperou-se o tempo de secagem e borrifou-se novamente a placa com a
enzima AChE (Electrophoruselectricus tipo VI (Sigma®)) na concentracéo de 10
UmL™

4.6. PROTOCOLO SCREENING FITOQUIMICO - “Alho Bravo” (Mansoa sp)

Seguiu a metodologia descrita por Barbosa et al (2004), onde o extrato
etanodlico bruto (EEB) foi utilizado para testes de identificacdo de alcaloides,
taninos, flavonoides, triterpenos e/ou esteroides, saponinas, cumarinas e

guinonas.
4.6.1. Identificagdo de Alcaloides

Foi utilizado o método do reagente de Dragendorff.

Dissolveu-se 8 g de nitrato de bismuto em 20 mL de HNO;3; (30%). Em
seguida dissolveu-se, em separado, 22,8 g de KI num volume minimo de agua.
Posteriormente, misturou-se a primeira solucdo pouco a pouco sobre a
segunda. Deixou-se em repouso por 1 h e depois foi filtrada. O filtrado foi
diluido com agua destilada até 100 mL.

Para a identificacdo de alcaloides pesou-se 8 mg do extrato etandlico bruto
(EEB) e diluiu-se em 2 mL com metanol, adicionou-se 2 mL de solucdo de HCI
e em seguida agueceu-se a mistura por 10 min. Apés esfriamento, filtrou-se
colocando em 2 tubos de ensaios, adicionou-se algumas gotas do reagente de
Mayer.

Os alcaloides foram identificados a partir da aplicacdo do extrato etandlico
bruto em placa de cromatografia em camada delgada (CCD), usou-se o etanol
como eluente. Em seguida borrifou-se a placa com reagente de Dragendorf,
onde se esperou 0 aparecimento de coloracdo laranja indicativo da presenca

de alcaloides.
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4.6.2. ldentificacao de Taninos

Colocou-se aproximadamente 10 mg do extrato etandlico bruto (EEB)
em um tubo de ensaio e diluiu-se com metanol até 2 mL. Logo apdés, adicionou-
se 5 mL de agua destilada a esta mistura. Em seguida filtrou-se a solugéo e
adicionou-se 5 gotas de solucao de cloreto férrico (FeCl,) a 10% previamente
preparada. Apos um intervalo de tempo, observou-se a solugcdo e a coloragao
do precipitado para verificar se houve a coloracdo azul é indicativa de taninos
hidrossollveis e/ou coloracao esverdeada indicativo de taninos condensados.

4.6.3. Identificagdo de Flavonoides

Reacgédo com cloreto de aluminio: areas diferentes de uma tira de papel
de filtro foram umedecidas com o extrato etanolico bruto (EEB) e colocada
sobre uma das regides umedecidas 1 gota de solucdo de AIClz;a 5% e
realizada a comparacao da fluorescéncia sob luz ultravioleta (ondas longas).
Observou-se a intensificacdo de fluorescéncia com mudanca de cor para verde

amarelado, indicativo da presenca de flavonoides na amostra.

4.6.4. ldentificacado de Triterpenos e/ou Esterois

Transferiu-se 2 mL do extrato etandlico bruto (EEB) para um Becker de
100 mL apdés a evaporacdo do solvente em banho-maria até a secura,
adicionou-se 3 mL de cloroféormio com agitacéo leve. Em seguida, transferiu-se
a solucéo cloroférmica para um tubo de ensaio. Apés a filtracdo, adicionou-se
1mL de anidrido acético (C4HsO3) com agitacdo leve. Posteriormente,
adicionou-se 1 mL de acido sulfurico (H,SO,4) pelas paredes do tubo. A
presenca de esteroides sera identificada pela mudanca de coloracdo para

vermelho-escuro e a coloracdo marrom € indicativa da presenca de triterpenos.
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4.6.5. Identificagdo de Saponinas

Colocou-se aproximadamente 10 mg do extrato etandlico bruto (EEB)
em um tubo de ensaio e diluiu-se com etanol até 2 mL, em seguida adicionou-
se 5 mL de é&gua fervente. Apds esfriamento, agitou-se vigorosamente e
deixou-se em repouso por 20 minutos. A formacdo de espuma € indicativa da

presenca de saponinas.

4.6.6. Identificagcdo de Cumarinas

Pesou-se aproximadamente 10 mg do extrato etandlico bruto (EEB) em
um tubo de ensaio e diluiu-se com metanol até 4 mL. Posteriormente tampou-
se 0 tubo com papel-filtro molhado com uma solucdo de hidréxido de sodio
(NaOH) a 10% e levou-se ao banho-maria a 100 °C por 5 min. Em seguida,

retirou-se o papel-filtro e examinou-se sob a luz ultravioleta —UV.

4.6.7. Identificacdo de Quinonas

Pesou-se aproximadamente 10 mg do extrato etandlico bruto (EEB) em
um tubo de ensaio e adicionou-se 2 mL de metanol para dissolucdo. Em
seguida, adicionou-se 5 mL de cloroférmio com agitacdo. Deixou-se em
repouso por 15 minutos. Posteriormente recolheu-se em um tubo de ensaio a
fase cloroférmica e adicionou-se 1 mL de solucdo de NaOH a 5%. O

aparecimento de coloracdo roxa € indicativo de quinonas.

4.7. EXTRAGAO DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE “ALHO BRAVO?”
(Mansoa sp) E CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTOMETRIA DE MASSAS (CG-EM)

4.7.1 Obtencéo do Oleo Essencial

As folhas de Alho Bravo (Mansoa sp) 85,66 g (FIGURA 09) foram
submetidas a extracdo por hidrodestilacdo por um periodo de 3 h, em aparelho

de tipo Clevenger modificado acoplado a um baldo de 5 L (FIGURAS 10 e 11).
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FIGURA 09: Folhas de “Alho Bravo” (Mansoa sp) utilizadas para
hidrodestilacéo.

FIGURAS 10 e 11: Aparelho do tipo Clevenger utilizado para extracéo por
hidrodestilacdo com baldo de 5 L contendo as folhas de Mansoa sp.

A FIGURA 12 apresenta a extragdo do hidrolato com 3 x 50 ml de
diclorometano (CH,Cl;), em um funil de separacdo de 250 mL. A fase organica
foi seca com sulfato de sédio anidro e evaporou-se o0 solvente em
rotaevaporador, em seguida analisado em camara ultravioleta, apds placa de

cromatografia delgada (CCD).



40

FIGURA 12: Extrag&o do hidrolato com 3 x 50 mL de diclorometano utilizando
funil de separacgéo

4.7.2 Analise do 0leo essencial por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (CG - EM)

Os constituintes volateis foram analisados em um cromatografo a gas da
marca SHIMADZU modelo GC-17A (FIGURA 13) acoplado a um espectrémetro
de massas GCMS-QP5050A equipado com coluna capilar J&W Scientific DB-5
HT (95% metilpolisiloxano e 5% fenil, 30 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno e 0,1 um de espessura do filme da fase fixa). A programacao
de injecdo e corrida das amostras foram: injetor a 220 °C, interface a 240 °C e
coluna programada para operar a 60 °C, com elevacao de temperatura de 3 °C

1

min~ até 240 °C. Utilizou-se hélio como gas de arraste, mantido ao fluxo

constante de 1,0 mL min™>.

Os constituintes volateis foram, na sua maioria, identificados por
comparacao dos espectros de massas obtidos com os registros da biblioteca
computacional Wiley229®, em compara¢do com 0s espectros disponiveis na
literatura (ADAMS, 2007), aplicando-se uma série homdloga de n-alcanos de
cadeia linear, alifatica (Co . Cy), nas mesmas condi¢gfes usadas para a injecao

do 6leo essencial.
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FIGURA 13: Cromatografo a gas da marca SHIMADZU modelo GC-17A

4.8. ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

O presente estudo seguiu 0s principios éticos que constam na
Resolucdo N° 466 de 12 de dezembro 2012, do Conselho Nacional de Saude.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Piaui-UFPI, no dia 28 de marco 2018, com o parecer
N° 2.567.137 e CAAE N° 8349218.8.0000.5214 (ANEXO B), bem como
autorizacdo para coleta do material vegetal com finalidade cientifica, do
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio)/Sistema
de Autorizagéo e Informagao em Biodiversidade (SISBIO) N° 61773-1, em 06
de junho 2018 (ANEXO E).

Foram encontrados 3.162 artigos, desses foram excluidos 2.341 por
serem publicacbes antigas e 784 artigos por tratarem de temas diversificados
gue distanciavam do objeto de estudo dessa pesquisa. Efetivamente foram
incluidos 37 artigos, pois estavam diretamente relacionados com plantas
medicinais, levantamento etnobotanico, lista de fitoquimicos e produtos

naturais.

5.1. EXSICATA DE “ALHO BRAVO” (Mansoa sp)

A exsicata sem a flor foi estudada por varios bidlogos da UFPI e
especialistas em etnobotanica do Rio de Janeiro, tendo sido identificada a
familia e o género da planta. Como néo se obteve o galho com a flor, ndo foi
possivel a identificacdo da espécie e nao foi gerado numero de registro para o
depdsito da exsicata no Herbario, logo em seguida foi fixada em folhas de
cartolinas de tamanho padrdo, juntamente com a etiqueta (FIGURA 14)
contendo todas as informacfes pertinentes a respeito (dados da coleta, local

de ocorréncia, tipo de solo, temperatura, clima, nome do coletor).
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FIGURA 14: Exsicata fixada em cartolina, junto com etiqueta contendo
informacdes sobre a familia e o género.

5.2. EXTRATO ETANOLICO BRUTO (EEB) DAS FOLHAS DE “ALHO
BRAVO” (Mansoa sp)

O extrato etandlico bruto (EEB) seco 39,62 g foi obtido a partir de 471,65
g de folhas de Mansoa sp, com rendimento de aproximadamente 8,40%; teve
coloracéo escura e com odor caracteristico de alho (FIGURA 15), foi reservado
para a realizacdo de testes de inibicdo da enzima acetilcolinesterase e
screening fitogimico, tendo em vista a atividade medicinal do material em
estudo, com o objetivo de isolar o(s) principio(s) ativo(s).

FIGURA 15: Extrato etandlico bruto (EEB) seco apés passar pelo
rotaevaporador.
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A determinag&o do percentual de rendimento (%) do extrato bruto seco
foi realizada utilizando a equacéo 1:

_ Mes
%R = x 100
M,

Onde,
% R = Percentual de rendimento

M, = Massa do extrato sélido

M,. = Massa das folhas moidas de “Alho Bravo” (Mansoa sp)

Portanto,

Obteve-se o rendimento extrato que foi de 8,40%.

5.3. TESTE DE INIBICAO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE (AChE) —
EXTRATO ETANOLICO BRUTO (EEB) E HIDROLATO/VOLATEIS DO
“ALHO BRAVO” (Mansoa sp)

A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsavel por hidrolisar o
neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapse colinérgicas, onde atua
transmitindo a mensagem de um neurdnio a outro. Os neurotransmissores sao
substancias quimicas que se ligam a macromoléculas das células e assim

promovem os efeitos fisiolégicos (ARAUJO, et al., 2016)

Na fenda sindptica a AChE é responsavel por degradar a ACh, uma
molécula simples que possui um grupo éster e uma amina quaternaria. No

neurdnio pré-sinaptico, a ACh é sintetizada a partir da colina e acetilcoenzima
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A (Acetil-CoA), sob catélise da colina acetiltransferase. Esse mecanismo esta

representado na FIGURA 16.

FIGURA 16: Sintese e hidrélise da enzima acetilcolinesterase AChE.

0 | Coln _
} o Acetitrangferase 0
B —

Acetilcoenzima A Colina AChE ACh

FONTE: Adaptado Araujo (2016).

Araujo e colaboradores (2016) relatam que apdés a formacdo da

acetilcolina (ACh) ela € armazenada em vesiculas, onde fica depositada até

gue haja um estimulo que resulte em sua liberacdo na fenda sinaptica, ligando-

se ao receptor do neurbnio poés-sinaptico, intensificando a transmisséo

colinérgica (FIGURA 17).

FIGURA 17: Transmissao nervosa has sinapses

Neurdnio
Transmissor

Neurdnio Receptor

FONTE: Adaptado PETRONILHO (2009).
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As substancias ou farmacos que apresentam atividade inibitéria da
enzima acetilcolinesterase sdo denominados anticolinesterasicos (IAChE) e
sédo utilizados no tratamento de algumas patologias, como miastenia gravis,
bem como no tratamento dos sintomas da Doenca de Alzheimer, pois retardam
a degradacdo da acetilcolina, que permanece mais tempo na fenda sinaptica,
conforme FIGURA 18. A Doenca de Alzheimer € caracterizada por uma
deficiéncia na neurotransmissdo colinérgica central, principalmente pela
diminuicdo da acetilcolina. Um dos tratamentos para esta doenca € a utilizacao
de inibidores da acetilcolinesterase, que é atribuido a capacidade que esta
classe de farmacos possui de potencializar a fungéo colinérgica, induzindo
melhora no perfil cognitivo e também de alguns efeitos comportamentais
oriundos da doenca, aumentando a disponibilidade de acetilcolina atravées da

inibicdo da acetilcolinesterase (ARAUJO, et al., 2016).

FIGURA 18: Sinapse colinérgica na auséncia e na presenca de um IAChE.

ACh @ Neurdnio pré-sindptico ACh @ Neurdnio pré-sinaptico

Colina + Acetil-CoA Colina + Acetil-CoA

ACH @ e Coling + Acido Acético

<) w99 &

Neurdnio pos-sindptico Neurdnio pds-sindptico

FONTE: Adaptado ARAUJO, et al., (2016).
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5.3.1.Métodos de Avaliacdo da Atividade Enzimética da AChE

De acordo com AZEVEDO (2013), o teste com a enzima
acetilcolinesterase (AChE) é simples e de facil execucdo e jA& vem sendo
utilizado na literatura, de acordo com a metodologia de Ellman, et al desde
1961 para diversos propositos, tais como, biomarcador ambiental, testes de
toxicidade e teste de novas drogas para o combate do mal de Alzheimer.

Para Araljo e colaboradores (2016), quando a substancia apresenta
atividade inibitéria da AChE, forma-se um halo branco ao redor do local em que
a substancia foi aplicada apds aproximadamente cinco minutos da aplicacdo do
ultimo reagente, enquanto que o resto da placa torna-se amarela, resultado
encontrado nas FIGURAS 19 e 20, onde foi possivel observar a presenca de
mancha branca na placa de Cromatografia em Camada Delgada-CCD na
amostra, em comparacao a mancha branca do padrao, dessa forma, concluiu-
se que ocorreu inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), tanto para a
amostra do extrato etandlico bruto (EEB) quanto para o hidrolato/volateis do
“Alho Bravo” (Mansoa sp), sendo que, para a amostra do hidrolato/volateis a
mancha branca ficou bem mais intensa.

FIGURA 19: Inibicdo da AChE em placa de CCD para amostra de EEB de
Mansoa sp

LEGENDA: Concentra¢do=10 mg/mL; P=cafeina (padrédo positivo) e AB=alho bravo.
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FIGURA 20: Inibicio da AChE em placa de CCD para amostra de
hidrolato/voateis de Mansoa sp

R4

S

LEGENDA: Concentracdo=10 mg/mL; P=cafeina (padrdo positivo) e AB=alho bravo.

5.4. SCREENING FITOQUIMICO - “ALHO BRAVO” (Mansoa sp)

O extrato etandlico bruto (EEB) foi submetido a uma investigacdo dos
constituintes quimicos por classe metabdlica, tendo sido testados os seguintes
metabdlitos: alcalbéides, taninos, flavondides, triterpenos e/ou esterdides,

saponinas, cumarinas e quinonas.

As andlises fitoquimicas fornecem informacfes a respeito da presenca
de metabdlitos secundarios na planta, para que se possa chegar ao isolamento
de principios ativos importantes para o desenvolvimento de novos fitoterapicos
(SILVA et al.,, 2010). As substancias oriundas do metabolismo secundario
podem ser classificadas em grupos quimicos, existindo a possiblidade de
associagao entre caracteristicas biologicas e fotoquimicas. A concentracdo dos
compostos secundarios pode variar nos tecidos vegetais, dependendo da idade
e do tamanho da planta, da parte coletada, da época e ainda do local de coleta
(SAAD, et al. 2016).

Dados da TABELA 01 mostram que, nesse estudo a abordagem
fitoquimica de “Alho Bravo” (Mansoa sp) revelou a presenca de alcaldides,

taninos, flavondides, saponinas e cumarinas, confirmando o papel das lianas
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como uma fonte de bioprodutos farmacéuticos. Tendo sido negativo para

guinonas e inconclusivo para triterpenos e/ou esterdides.

Tabela 01: Screening Fitoquimico de Mansoa sp; Teresina, Pi, Brasil, 2018.

SUBSTANCIA QUIMICA POSITIVO NEGATIVO INCONCLUSIVO

Alcaloides +

Taninos +

Flavonoides +

Triterpenos e/ou Esteroides X
Saponinas +

Cumarinas +

Quinonas -

LEGENDA: (+) Presenca; (-) Auséncia; (x) Inconclusivo

5.4.1.Identificacdo de Alcaloides
Apés aplicagcdo do reagente de Dragendorf na placa, houve o
aparecimento de coloracdo laranja, indicativo da presenca de alcaloides,

conforme mostra a FIGURA 21.

FIGURA 21: Identificacdo de alcaloides EEB.

Foi Identificada
a presencga de
alcaloides

LEGENDA: A=amostra do EEB.
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Os alcaloides constituem um grupo heterogéneo de metabdlitos com
grande diversidade estrutural, representando cerca de 20% das substancias
naturais descritas, causando grande impacto, principalmente na economia e na
medicina. Para Saad e colaboradores (2016), os alcaloides sdo alcalinos
(basicos) apresentando anel heterociclico com o atomo de nitrogénio,
podendo ser classificados de acordo com o nucleo quimico em: inddlicos,
quinolinicos, quinolizidinicos, isoquinolinicos, imidazolicos, tropanicos e

pirrolizidinicos.

Na planta possuem varias funcbes, dentre as quais: protecao contra
insetos e herbivoros, bloqueio metabdlico de detoxificacdo, fator de regulacao
de crescimento, reserva de nitrogénio e outros elementos necessarios ao

crescimento da planta.

Foram as primeiras substancias isoladas de uma planta, frequentemente
apresentam importante atividade farmacologica, apresentando duas
propriedades que sdo determinantes para isso, a capacidade de atravessar a
barreira hematoencefalica e exibir atividade depressora ou estimulante do
Sistema Nervoso Central (SNC) ao interagir com 0S receptores neuronais.
(SAAD, et al., 2016). Tem acdes terapéuticas anestésicas e analgésicas, como
por exemplo, a morfina, atropina e cafeina, além disso, sdo substancias com

grande potencial antiiflamatorio.

5.4.2.Identificacdo de Taninos

Os taninos sao classificados em dois grupos: hidrolisaveis e
condensados, dependendo da constituicdo quimica de cada grupo e, como
consequéncia a coloracdo apresentada apoés teste de identificacdo. Esse
estudo mostrou a presenca de taninos condensados na amostra de extrato
etandlico bruto (EEB), por apresentar coloracdo verde, como mostra a FIGURA
22. (BARBOSA et al, 2004).
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FIGURA 22: Identificag&o de taninos EEB.

Foi Identificada a
presenca de taninos
condensdos, pois
apresentou coloracao
verde.

Sao responsaveis pelo processo de adstringéncia, que ocorre quando ao
entrarem em contato com a boca e reagirem, precipitam as proteinas, tornando
a boca mais densa e menos permeavel, aumentando a protecdo das camadas
subjacentes da mucosa contra microorganismos e substancias irritantes,

acarretando efeito antissecretdrio e antisséptico na mucosa.

De acordo com SAAD, et al. (2016) um dos principais efeitos dos taninos
no trato gastrointestinal é no tratamento da diarreia, uma vez que produzem
uma camada protetora sobre a mucosa, diminuindo as terminacdes nervosas e,

consequentemente o estimulo que provoca a atividade peristaltica.

5.4.3.Identificacdo de Flavonoides

Os flavonoides conferem protecédo contra os efeitos deletérios dos raios
ultravioletas nos tecidos vegetais, tendo, portanto, importancia na dieta humana
por causa desse efeito antioxidante. A atividade protetora € provavelmente
devido a sua capacidade de formar complexos com proteinas sollveis que se
ligam a parede celular bacteriana e alguns flavonoides lipofilicos podendo
também causar ruptura da membrana plasmatica de microrganismos. (SILVA,

et al., 2017).

Garcia e colaboradores (2002) relata que algumas plantas medicinais
séo utilizadas por conterem flavonoides e derivados pela atividade estrogénica,
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antioxidante, antineoplésica e anti-inflamatéria e para o tratamento de edema

associado a inflamacéo e estase sanguinea.

O resultado foi considerado positivo através da intensificacdo de
fluorescéncia com mudanga de cor para verde amarelado (FIGURA 23). Os
resultados desse estudo sdo consistentes com outros estudos fitoquimicos
envolvendo folhas de Mansoa revelando a presenca de flavonoides (RIBEIRO,
et al., 2009; PATEL, et al., 2013)

FIGURA 23: Identificacéo de flavonoides EEB.

Foi identificada a
presenca de flavonoides
devido a coloracao
verde amarelado
analisado na camara de
uv.

5.4.4.Identificacdo de Triterpenos e/ou Esteroides

Os triterpenos sdo um dos grupos de terpenos mais estruturalmente
diversificados. Os terpenos constituem uma ampla classe de produtos naturais,
gue possuem muitas funcdes no reino vegetal e na saude humana. Esta classe
de substancias defendem muitas espécies de plantas, animais e micro-
organismos contra predadores, patdgenos e competidores, e estdo envolvidas
na transmissdo de mensagens sobre a presenca de alimento e organismos
nocivos. Existem mais de 40 mil estruturas diferentes, com varios compostos
gue servem como importantes agentes farmacéuticos. Triterpenos sé&o
metabdlitos secundarios que apresentam numerosas atividades bioldgicas,
entre elas, inibicdo da proteina tubulina que pode ser o modo de acédo que

justifica a atividade citotoxica e antitumoral (SILVA, et al., 2013)
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Nesse estudo ndo foi possivel observar a mudanca de coloracdo para
vermelho escuro e marrom na amostra de extrato etandlico bruto (EEB) testada
para triterpenos e/ou esteroides, portanto, foi inconclusiva, por apresentar

coloracéo escura, como mostra a FIGURA 24.

FIGURA 24: Identificacéo de triterpenos e/ou esteroides EEB.

Analise
inconclusiva.
Pois nédo foi
possivel
caracterizar a
coloracao do
teste. Coloracéo
escuro - preto.

5.4.5.Identificacdo de Saponinas

As saponinas sao classificadas em glicosideos de esteroides ou de
terpenos policiclicos, de acordo com o nucleo fundamental da aglicona ou,
ainda, pelo seu carater acido, basico ou neutro. No grupo das saponinas
esteroidais podem ser considerados também os glicosideos nitrogenados
esteroidais, que sdo tratados por alguns autores como um grupo a parte
(alcaldides). O caréater acido pode ser devido a presenca de um grupamento
carboxila na aglicona ou na cadeia de agucares (por exemplo, &cidos
glicurénico e galacturénico), ou ambos. O carater basico decorre da presenca
de nitrogénio, em geral sob forma de uma amina secundaria ou terciaria, como

nos glicosideos nitrogenados esteroidais (SILVA, et al., 2013).

Esse estudo apresentou resultado positivo para a presenca de

saponinas, pois houve a formagdo de espuma, como € possivel observar na
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FIGURA 25, fato justificado porque as saponinas sdo moléculas grandes que
apresentam uma parte hidrofilica e outra lipofilica (formacdo de espuma),
determina a propriedade de reducdo da tensdo superficial da agua e suas
acOes detergentes e emulsificantes, por isso produzem espuma. A literatura
cita que algumas saponinas tem importante atividade expectorante devido aos
efeitos reflexos mediados pelo nervo vago, além das atividades anti-

inflamatoria, enddcrina e cicatrizante (SAAD, et al., 2016).

FIGURA 25: Identificag&o de saponinas EEB.

Formacé&o de espuma
podendo-se identificar a
presenca de saponinas.

5.4.6.Identificacdo de Cumarinas

A FIGURA 26 evidenciou ponto flourescente, caracterizando a presenca
de cumarinas na amostra de “Alho Bravo” (Mansoa sp). Para Saraiva e
colaboradores (2018) a funcdo das cumarinas como metabolito secundario
ainda ndo se encontra totalmente elucidada. No entanto, supde-se que
desempenham papéis basicos e centrais como reguladores do crescimento,
agentes bacteriostaticos e fungistaticos nas plantas. A cumarina e seus
derivados encontram-se abundantemente distribuidos no reino vegetal e tem
sido amplamente utilizados pela indastria farmacéutica, alimentar e da
cosmetica. Estes compostos apresentam varias potenciais aplicacbes

farmacoterapéuticas, devido ao seu poder antioxidante, atividade
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antiinflamatdria, antimicrobiana, anticoagulante e adjuvante na terapéutica do

cancro, entre outras.

FIGURA 26: Identificacdo de cumarinas EEB.

Foi identificada a
Presenca de cumarinas

5.4.7.ldentificacad de Quinonas

Sao utilizadas desde a antiguidade por suas propriedades bioldgicas e
como fontes de corantes naturais. As quinonas tém como nudcleo o antraceno —
trés anéis benzénicos conjugados sdo compostos organicos que podem ser

considerados como produtos da oxidacao de fendis.

Também séo encontradas na natureza quinonas terpénicas e policiclicas
de estrutura mais complexa, como as diterpeniquinonas e 0s pigmentos
policiclicos. As antraquinonas estdo em maior nimero na natureza e possuem
maior importancia farmacéutica. (SAAD, et al., 2016). Quinonas sdo agentes
fortemente oxidantes e as acdes de oxi-reducdo sdo responsaveis pelo papel
importante das quinonas como carreadores de elétrons nos processos
metabdlicos das células.Nos vegetais possui a funcdo de defesa contra insetos
e outros patdgenos. Extratos a base de antraquinonas sado utilizados como
laxantes. (SAAD, et al., 2016).
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A amostra de extrato eatandlico brutot estada para quinonas, nesse
estudo, foi negativa, ndo havendo a formacg&o da coloracdo roxa indicativa da

presenca desse metabdlito, conforma mostra a FIGURA 27.

FIGURA 27: Resultado da identificacdo de quinonas EEB.

N&o apresentou coloracéo
roxa. Podendo-se aferir que
nessa por¢ao da amostra ndo
ha presenca de quinonas.

5.5. EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE “ALHO BRAVO?”
(Mansoa sp) E CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTOMETRIA DE MASSAS (GC - EM)

O Oleo essencial das folhas de Mansoa sp apresentou coloracéo
amarela palida com forte odor de alho, ou seja, um odor caracteristico de
compostos organosulfurados. Os 06leos essenciais sdo misturas de compostos
volateis, obtidos a partir das plantas, sendo utilizados para diversos fins, desde
aromatizantes a farmacos (ASBAHANI et al., 2015; NATAJAN et al., 2015).

Os constituintes quimicos do 6leo essencial obtidos das folhas de
Mansoa sp, secas a temperatura ambiente estdo apresentados na TABELA 2,

em ordem decrescente de abundancia relativa (%).
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TABELA 02: Constituintes volateis do hidrolato “Alho Bravo” (Mansoa sp).

Tempo de Abundancia
Retencgéo Constituinte Estrutura .
(min) Relativa (%)
OH
2,67 Oct-1-en-3-ol W 26,2
OH
3.32 Alcool 13,9
Benzilico
3.48 Butil propenil P N N 10,3
sulfeto
Dissulfeto de N S
3,90 dialila TN 17,2
OH o|
6.43 Sahcﬂqto de o 13.9
metila
Trissulfeto de \ S _
9,13 \/\S/ \S/\/ 14,8

dialila

Total Identificado

96,3
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Dos compostos identificados trés (03) sdo organossulfurados; oct-1-en-
3-ol, dissulfeto de dialila e trissulfeto de dialila foram os principais constituintes
identificados na amostra de 6leo essencial analisada, sendo o oct-1-en-3-ol o
de maior abundéancia relativa, corroborando com resultados encontrados por
Figueiredo e colaboradores (2016) em estudo sobre composi¢cao quimica dos
volateis das folhas de cip6-de-alho (Mansoa standleyi).

Outro artigo de revisédo sobre o potencial do alho relata que trissulfeto de
dialila, um de seus principais compostos quimicos, poderia inibir a proliferacao
celular, desencadeando, quer a parada do ciclo celular ou apoptose numa
variedade de células cancerosas. Upadhyay, (2016) menciona que o aroma e
sabor caracteristico e seus potenciais beneficios para a saude, sdo devido a
presenca de compostos organosulfurados, como dissulfeto e trissulfeto de
dialila, bem como a composicéo quimica dos extratos, ratificando os resultados
encontrados nesse estudo, onde foram identificados os constituintes quimicos
em volateis/hidrolato do “Alho Bravo” (Mansoa sp), entre eles, dissulfeto de

dialila e trissulfeto de dialila.

De acordo com Upadhyay (2016) alho selvagem (Allium ursinum) tem
sido reconhecido por conter quantidades semelhantes de compostos contendo
enxofre, assim como o alho (Allium sativum), e por exercer efeitos semelhantes
sobre a ciclo-oxigenase, 5-lipoxigenase, enzima conversora da angiotensina, e

agregacao de plaquetas e aumento da fibrindlise.

A FIGURA 28 mostra a composi¢do dos principais constituintes do 6leo

essencial analisado no CG — EM.
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FIGURA 28: Cromatograma de ions totais (TIC) do extrato diclorometano
do hidrolato de Mansoa sp.
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5.6. FRA(;GES DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO (EEB) DAS FOLHAS DE
“ALHO BRAVO” (Mansoa sp)

A obtencéo das fracdes (FIGURA 29), o fracionamento, € uma estratégia
gue visa “descomplicar” o extrato bruto, possibilitando a identificacdo de
manchas que estavam mascaradas por possiveis corantes naturais ou

encobertas por substancias majoritarias.

O extrato etandlico bruto (EEB) de “Alho Bravo” (Mansoa sp) foi
fracionado pela técnica de dissolucdo fracionada com solventes de polaridade
crescentes (hexano, diclorometano, acetato de etila), neste caso, 0s solventes
retiram da mistura grupos de substancias de solubilidade semelhante. Porém,
ndo foram isoladas as substancias das fracbes hexanica, diclorometano e

acetato de etila.

FIGURA 29: Fracdes acetato de etila, hexanica diclorometano do EEB Mansoa
Sp
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6. PERSPECTIVAS

O material obtido das folhas de Mansoa sp (extrato etandlico bruto-EEB,
0leo essencial e as fragBes do extrato etandlico bruto - hexanica, diclorometano
e acetato de etila) foi encaminhado a Sdo Paulo para submissdo a ensaios
bioldgicos, entre eles: teste de toxicidade, estabilidade e ensaio clinico
microbiolégico.

De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizacdo (International
Standard Organization), 1ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro é o
primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso
em dispositivos biomédicos, sendo uma pratica comum na avaliagdo biolégica
de produtos para a saude e fundamental para a analise inicial dos mesmos.
Nesse caso, ha exposicdo de uma cultura celular ao extrato etandlico bruto e
suas fracOes e ao 6leo essencial, sendo possivel caracterizar reacdes adversas

de citotoxicidade resultantes.

O teste de estabilidade tem o objetivo de assegurar a atividade durante
toda sua vida util, fornecendo indicacbes sobre o comportamento do produto,
em determinado intervalo de tempo, frente a condi¢des ambientais a que possa
ser submetido, desde a fabricacdo até o término da validade. (Guideline on
Stability Testing: Stability Testing of New Drug Substances And Products,
2008). As analises realizadas em tempos zero, 24 horas, 7 dias, 15 dias, 30
dias e 60 dias, bem como avaliacbes organolépticas: coloracdo, odor e

aspectos e avaliacoes fisico-quimicas: pH, densidade e viscosidade.

A avaliacdo microbiolégica identificara microorganismos, como por
exemplo, coliformes totais, coliformes fecais (Escherichia coli, bolores e
leveduras, Staphylococus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida

albicans)

Aguardando os resultados para prosseguimento do estudo com a
identificacdo dos constituintes quimicos das fracdes do EEB e da espécie da

planta.
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7. CONCLUSAO

Considerando 0s objetivos propostos nesse trabalho, foi possivel
identificar a presenca de classes de metabdlitos secundarios no extrato
etanolico bruto das folhas de Mansoa sp como alcaloides, taninos, flavonoides,
saponinas e cumarinas. Os constituintes quimicos, a maioria compostos
organosulfurados, do 6leo essencial das folhas de “Alho bravo” (Mansoa sp)
sdo responsaveis pelo aroma e sabor caracteristico do alho, bem como pelas
propriedades benéficas & saude. O extrato etandlico bruto (EEB) e o dleo
essencial das folhas de Mansoa sp inibiram a enzima acetilcolinesterase
(AChE).

Com base nos resultados, o conhecimento fitoquimico da espécie trara
grande contribuicdo cientifica e proporcionara a criacdo de novos produtos
naturais, tendo em vista o numero restrito de pesquisas sobre a planta
estudada, contudo sugere-se a realizagdo de estudos complementares para

identificacdo da espécie estudada.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Tituio da Pesquisa: A FITOTERAPIA COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA : O ALHO BRAVO E SEUS
EFEITOS PARA SAUDE DA POPULACAOD

Pesquisador: LIS CARDOSO MARINHO MEDEIROS

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 83494218.8.0000.5214

Instituicdo Proponente: Universidade Federal do Piaui - UFPI
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.567.137

Apresentacdo do Projeto:

O objetivo deste estudo propde apresentar uma alternativa fitoterapica para regeneracao celular com Extrato
Etanclico Bruto (EEB) de “alho bravo’. Sera realizado um estudo quantitativo, longitudinal, prospectivo, do
tipo ensaio clinico, intervencionista, em Teresina-Pi, nos laboratorios da Universidade Federal do Piaui
(UFPI), no pericdo de setembro 2017 a julho 2018 em parceria com a UNIFESP (Universidade Federai de
Sao Paulo). O método fuzzy C-means sera aplicado em trés culturas de células. com o chjetivo de verificar a
eficacia clinica do Extrato Etanolicc Bruto (EEB) de “alho bravo” na regeneragao celular, obtendo-se trés
Classes de clusters para cada imagem. A coleta dos dados consistira em varias etapas, iniciando pela
acuisicao da planta, exsicata, conservagao, armazenamento, screening fitoquimico, isolamento de fragées
tolais, preparo do extrato etandlico bruto de “alho bravo” e teste desse extrato em células para observar o
seu efeito na regeneragéo das mesmas.

Objetivo da Pesquisa:
1. Objetivo Primario:
Apresentar uma alternativa terapéutica fitoterapica.

2. Objetivos Szcundarios:
- Identificar a espécie chamada popularmente de “alho brava”;
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- Rezlizar lavantamento bibliografico sobre a espécie “alho bravo”;

- Realizar screening fitoquimico do Extrato Etanolico Bruto (EEB);

- Realizar isolamento de fragdes totais do Extrato Etanolico Bruto (EEB);

- Verficar a eficacia cl'nica do Extrato Etandlico Bruto (EEB] de “alho bravo" na regeneragao celular;
- Elaborar um produto terapautico de uso clinico a base de Extrato Etandlico Bruto (EEB).

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
A pesquisa proposta esta isenta de riscos aos individuos participantes.

Beneficios:
Apresentar uma alternativa terapética fitoterapica para regeneragao celular com Extrato Etanoélico Bruto
(EEB) de ‘alho bravo".

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pasquisa relevante.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:
Todos os iermos foram anexados na plataforma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacades:
Projeto de pesquisa apto para ser desenvolvide.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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ANEXO C: Autorizagéao Institucional UFPI

MINISTERIO DA EDUCAGAO :
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Bairro ininga, Teresina, Piaui, CEP 64049-550

AUTORIZACAO INSTITUCIONAL

A Universidade Federal do Piaui— UFPI autoriza a realizagdo da
pesquisa “A FITOTERAPIA COMO ALTERNATIVA
TERAPEUTICA: O ALHO BRAVO E SEUS EFEITOS NA SAUDE
DA POPULACAO”, o mesmo serd realizado no periodo de fevereiro a julho
2018 nos Laboratérios de Biofisica, Fisiologia, Quimica ¢ de Produtos
Naturais-LPN da Universidade Federal do Piaui-UFP, tendo como
pesquisadora responsavel Lis Cardoso Marinho Medeiros, com o objetivo
apresentar uma alternativa terapéutica fitoterapica para a populag¢ao.

Os dados serdo coletados em vérias etapas, iniciando pela aquisi¢do
da planta, exsicata, conservagdo, armazenamento, screening fitoquimico,
isolamento de fracdes totais, preparo do extrato etandlico bruto (EEB) de
“alho bravo”.

‘ Teresina, 0! fevereiros de 2018.
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ANEXO D: Autorizacéo Institucional UNIFESP (PARCERIA)

N Universidade Federal de Sdo Paulo Disciplina de Cirurgia Plastica
gageagienn @ Escola Paulista de Medicina Departamento de Cirurgia

ILEENFENEEL Titular: Prof Dr Lydia Masako Ferreira

UNIVERSIDADF FEDERAL DFE SAO PAULO

1933

S3o0 Paulo,13 de Margo de 2018.

A
Profa. Dra. Lis Cardoso Marinho Monteiro
Coordenadora MP Saude da Mulher UFPI

Prezada Professora,

Ao cumprimenté-la confirmo parceria entre o MP que V.Sa. coordena, com o PPG
Cirurgia Translacional (nota 6 Capgs) por meio do projeto “A Fitoterapia como alternativa
terapéutica: o Alho Bravo e seus efeitos para a Saide da Populagdo” orientado por V. Saeco
orientado por mim.

Parte deste estudo (Cultura de células) sera realizado no Laboratério da Cirurgia
Translacional localizado no 112 andar do Edificio de Pesquisa | da Unifesp-EPM.

Cordialmente,

A

Profa. Dra. Lydia Masako Ferreira
Titular da Disciplina de Cirurgia Plastica
Coordenadora do PPG Cirurgia Translacional Unifesp-EPM

Rua Botucatu, 740 — Vila Clementino - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (55) (011) 5576.4848 voip 3052/3053/3054
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ANEXO E: Autorizagao ICMBio/SISBio

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 61773-1 l Data da Emisséo: 06/06/2018 17:34 I Data para Revalidagéao*: 06/07/2019

“De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas dever4 ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular
Nome: CLAUDIA CARDINALLE LIMA TEIXEIRA CPF: 892.711.303-91

Titulo do Projeto: A FITOTERAPIA COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA: O ALHO BRAVO E SEUS EFEITOS PARA A SAUDE DA POPULAGAO

Nome da Instituigao : FUNDAGAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI CNPJ: 06.517.387/0001-34

Cronograma de atividades

Descriggo da atividade T Tnicio (m@s/ano) | Fim (més/ano) |
[T _[Aquisicac da planta, exsicata, conservagao, armazenamento, screening fitoquimico, isolamento fracoes 0272018 10372019

Observagdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,

obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou & pesquisa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizacao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuencias previstas em outros instrumentos legais, bem

2 como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgao gestor de terra indigena (FUNAI), da

unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacao

federal cujo processo de reguiarizagao fundiaria enconlra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Ir céo | iva ICMBio n° 10/2010, no que

3 | especifica esta Autorizagao, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades

cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

O titular de licenga ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

4 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que n&o comprometa a viabilidade

de populagdes do grupo taxonémico de interesse em condicéo in situ.

O titular de autorizagao ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagdo vigente, ou quando da inadequacao,

5 |omissao ou falsa descricao de informagoes relevantes que subsidiaram a expedicao do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagéo ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislagdo i em vigor.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagao que dispbe sobre acesso a componente do patriménio g ico exi no territério nacional, na

6 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,

bioprospeccao e desenvolvimento tecnologico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

7 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador fitular desta autorizacéo devera contactar a administragao da unidade a fim de CONFIRMAR

AS DATAS das expedicdes, as condicdes para realizagéo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

-

ocais onde as atividades de campo serao executadas
# Municipio UF [Descri¢ao do local Tipo
1 | SAO RAIMUNDO NONATO Pl ['SITIO DO MOCO Fora de UC Federal
2 Pl PARQUE NACIONAL DA SERRA DA CAPIVARA UC Federal

Este documento (Autorizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddc podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagao: 27924487
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagdo e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagio para atividades com finalidade cientifica

Numero: 61773-1 I Data da Emisséo: 06/06/2018 17:34 I Data para Revalidagao*: 06/07/2019

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagéio tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: CLAUDIA CARDINALLE LIMA TEIXEIRA CPF: 892.711.303-91

Titulo do Projeto: A FITOTERAPIA COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA: O ALHO BRAVO E SEUS EFEITOS PARA A SAUDE DA POPULAGAO

Nome da Instituigao : FUNDAGAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI ICNPJ: 06.517.387/0001-34

Registro de coleta imprevista de material biol6gico
De acordo com a Instrugdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenga permaneﬁte devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasigo da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagéo ou da licenga permanente com a devida
anotagio. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colego biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Bioldgicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

de autenticagao abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidads ou regularidads deste documento, por meio da pagina do Sisbic/ICMBio na
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Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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APENDICE

Termo Consentimento Livre e Esclarecido

1/2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Resolucao n® 466/12 — Conselho Nacional de Saude

O Sr. esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar do estudo “A
FITOTRERAPIA COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA: O ALHO BRAVO E SEUS
EFEITOS PARA A SAUDE DA POPULACAO”, desenvolvido pela pesquisadora
Ciaudia Cardinalle Lima Teixeira, fisioterapeuta e discente do Programa de Mestrado
Profissional em Satde da Mulher que tem como objetivo apresentar uma alternativa
terapéutica fitoterapica para a satde da populagio.

Os estudos com plantas medicinais podem nao sé contribuir para o melhor uso
desses recursos pela populacdo, mas também oferecer conhecimento do uso do
Extratc Etandlico Bruto (EEB) dessa planta na regeneracao celular, além disso, o
numero restrito de pesquisas sobre a planta estudada contribui para estudos
ccmplementarss e criacao de novos extratos medicinais.

Trata-se de um estudo descritivo, longitudinal, intervencionista, onde a coleta
dos dados consistira em vérias etapas, iniciando pela aquisicdo da planta, exsicata
conservacdo, armazenamento, screening fitoquimico, isclamento de fragcbes totais,
preparo do Extrato Etandlico Bruto (EEB) de “alho bravo’ e testes terapéuticos
preliminares em culturas de células para observar o seu efeito na regeneracao das
mesmas. O estudo da planta sera realizado em Teresina-Pi, nos laboratérios da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), no periodo de janeiro a junho 2018; os testes
terapéuticos preliminares serao realizados em parceria com um centro de pesquisas
da UNIFESP (Universidade Federal de Sao Paulo), com destaque internacionalmente
€ que gjudara o programa de Mestrado Profissional em Saude da Mulher a avancar
nesta linha de pesquisa

A sua participacéo ocorrera de forma andnima, confidencial e voluntaria, isto &,
em momento algum sera divulgado seu nome em qualquer fase do estudo e em
qualquer momento vocé pode recusar-se a oarticipar da pesquisa e retirar seu tearmo
de consentimento sem que haja nenhuma implicacdo. Sua recusa nio trard nenhum
prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a instituicdo que forneceu os seus
dados, como também na que trabalha.

N&o havera nenhum custo ou quaisquer compensacées financeiras. A pesquisa
proposta esta isenta de riscos aos individuos participantes. Os resultados da pesquisa
serao tornados publicos, pois podem contribuir para o emprego mais acessivel da
populagcao a método que colaboram com a regeneracéo celular.

O Sr (a) recebera uma via deste termo onde consta o celular/e-mail do
pesquisador responsavel, bem como endereco e telefone do Comité de Etica em
Pesquisa, podendo tirar as suas duvidas sobre o projeto e sua participagéo, agora ou

a qualquer momento.
Portanto, venho através deste termo de consentimento convidar vocé a

participar ceste estudo que sera realizado sob a orientagio da Prof2 Dr2. Lis Cardéso
Marinho Medeiros, enfermeira, odontdloga, professcra da disciplina de Biofisica,



orientadora e Coordenadora do Programa de Pés-Graduagso em Satide da Mulher da
Universidade Federal do Piaui.

Em caso de duvidas, favor manter contato com a pesquisadora Claudia
Cardinalle  Lima Teixeira  através do telefone  (86)  99450-0882 ou
claudiaisio@notmail.com oy ainda ao Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal do Piaui, localizado Campus Universitario Ministro Portela, S/N, Pré Reitoria
ae Pesquisa - PROPESQ. Bairro Ininga. CEP: 64.049-550. Teresina- Piaui, Telefone
(86) 3237-2332.

Eu, apos ter lido este termo ter sido devidamente esclarecida pelos
pesquisadores, concordo em participar da presente pesquisa.

(Assinatura do sujeito da pesquisa)

(Pesquisador responsavel)

(Testemunhas)

(Testemunhas)
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