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RESUMO:

Aspidosperma excelsum Benth. é uma espécie amazdnica conhecida tradicionalmente como
carapanalba, cujas cascas sdo frequentemente usadas no preparo de remédios caseiros para
combater doencas do figado, febres e, sobretudo, malaria. Apesar disso, grande parte dos estudos ja
realizados refere-se apenas aos componentes quimicos presentes nas cascas, com registros
incipientes sobre a existéncia e concentracdo destes em demais 6rgdos da planta. O objetivo deste
estudo foi caracterizar anatomicamente as folhas de A. excelsum, enfocando os sitios de producao
e/ou acumulo de compostos biologicamente ativos, bem como o perfil fitoquimico. Amostras
foliares foram coletadas no municipio de Santa Barbara-PA, fixadas e processadas segundo as
técnicas usuais em anatomia vegetal. Foram feitas analises fisico e fisico-quimicas, tais como a
granulometria e cinzas totais do pd, e fitoquimicas constituidas por Cromatografia de Camada
Delgada e de Alta Eficiéncia. O estudo anatdmico revelou que a superficie foliar apresenta a face
adaxial e abaxial constituidas por células heterodimensionais, revestidas por cuticula lisa e espessa
na face adaxial e ornamentacdo restrita a face abaxial. Foram encontrados dois tipos de tricomas
tectores unicelulares com ornamentacdo na parede, sendo um, afilado, localizado apenas sobre a
nervura central da face abaxial e o outro observado entre a nervura e a margem de ambas as faces.
A margem ¢é ligeiramente revoluta, o mesofilo é dorsiventral e apresenta esclereides colunares e
macroesclereides. A nervura central é plano-convexa, com feixes bicolaterais. O peciolo é plano-
convexo com braqui e macroesclereides exclusivos ao parénquima fundamental. Laticiferos e
idioblastos foram as estruturas secretoras observadas nas folhas. Os testes histoquimicos revelaram
uma composi¢do mista, constituida por compostos fendlicos, taninos, alcaloides e lipideos totais. A
prospecgdo fitoquimica confirmou a presenca destes compostos, além de heterosideos flavonicos e
esteroides. Alcaloides foram detectados apenas na extracdo seletiva, demonstrando que se
encontram em baixo teor na folha de A. excelsum. Estes dados poderiam justificar ouso das cascas
pelas populagOes locais em detrimento das folhas; no entanto, estas devem ser consideradas como

alvo de bioprospecgéo pela industria farmacéutica.

Palavras-chave: Carapanauba, laticiferos, alcaloides, Amazonia.



1. CONTEXTUALIZACAO

Desde as primeiras civilizagdes, os homens buscam na natureza recursos para melhorar suas
condigcdes de vida, aumentando assim, suas chances de sobrevivéncia. O uso de plantas no
tratamento de enfermidades é remoto (BALICK & COX, 1997). E o conhecimento e utilizacdo de
plantas medicinais representam, na maioria das vezes, o Unico recurso terapéutico de muitas
comunidades e grupos étnicos (MACIEL et al., 2002). Ainda hoje, em paises emergentes e até
mesmo nos de primeiro mundo, plantas medicinais sdo manejadas nas florestas, comercializadas em
feiras livres, mercados populares e cultivadas em quintais residenciais (MACIEL et al., 2002).

O Brasil tem a flora mais rica do mundo, com mais de 55.000 espécies de angiospermas,
quase 22% da flora mundial (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2002). Dentre as diversas
familias botanicas existentes na regido Amazonica, destaca-se a familia Apocynaceae, sendo
considerada uma das maiores das angiospermas (RAPINI, 2000). Inclui aproximadamente 250 a
550 géneros e 3.700 a 5.100 espécies, estando bem representada nos diferentes biomas (RAPINI,
2004). Com relacdo ao Brasil, existem cerca de 750 espécies subordinadas a 70 géneros (SOUZA &
LORENZI, 2012), que podem ser encontradas em diversos dominios fitogeograficos como:
Florestas Pluviais, Floresta Amazonica, Floresta Atlantica e de Tabuleiro, Florestas Secas,
Restingas, Cerrado e Caatinga (JOLY, 1993; BARROSO et al., 1991).

A familia é composta por espécies de suma relevancia econémica, algumas séo fornecedoras
de madeira e outras sdo consideradas importantes fonte vegetal, por apresentar constituintes
quimicos de utilidade para medicina (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002). Estes constituintes sao
secretados e/ou armazenados por estruturas secretoras ou glandulas, podendo ser compostos
primarios e secundarios, tais como: carboidratos, glicosidios cardiotonicos e alcaloides
(METCALFE & CHALK, 1950; RIZZINI & MORS, 1976).

Dos mais de 550 géneros dessa familia, Aspidosperma Mart. & Zucc. destaca-se, por ser de
incontestavel valor econbmico, como: madeireiro, farmacoldgico, medicinal e ecoldgico, muito
utilizado na regido Amazonica e de grande interesse para programas de reflorestamento (RIZZINI,
1971; LORENZI, 1998).

As aspidospermas amazonicas sdo conhecidas popularmente como carapanalbas e sao muito
semelhantes morfologicamente, a taxonomia do grupo ainda é confusa, sobretudo no que diz
respeito a diferenciacdo das espécies (REIS, 2008). Atualmente a revisao sistematica mais utilizada
para a determinacdo do género ¢é a de Woodson (1951) e Marcondes-Ferreira (1988).

Uma ferramenta muito valiosa para auxiliar na taxonomia do grupo sdo os estudos
anatdOmicos, que apesar de insuficientes tém se mostrado eficazes para tal objetivo
(ALBUQUERQUE, 1971; REIS, 2008). Santos et al. (2009) corroboram com esta ideia quando
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afirmam que conhecer aspectos anatémicos de plantas medicinais é extremamente relevante tanto
para a realizacdo de manejo adequado, quanto para amparar estudos sobre a efetividade das drogas
vegetais.

Neste sentido, a abordagem anatdémica pode contribuir com constatacbes mais refinadas a
partir das quais é possivel identificar compostos aspirantes ao desenvolvimento de fitofarmacos
e/ou fitoterapicos, porque permitem localizar as estruturas secretoras e 0 momento em que estdo em
pleno desenvolvimento (MING, 1994). Além do diagndstico das principais classes de metabo6litos
secundarios presentes no exsudado.

A investigacdo de compostos quimicos que sdo peculiares a espéecies vegetais, também
constituem bons marcadores quimiotaxondmicos para diferenciacdo dos taxons.

Na Amazonia as espécies de aspidospermas mais utilizadas sdo: A. excelsum Benth. ex Miill.
Arg., A. auriculatum Markgr., A. marcgravianum Woodson, A. carapanauba Pichon e A.
desmanthum Benth. ex Miill. Arg. (BRANDAO, et al. 1992; MILLIKEN, 1997). As cascas de A.
excelsum sdo indicadas para o tratamento de malaria por nativos de diferentes locais da Amazonia
(BRANDAO ET AL., 1992; MEJIA & RENGIFO, 2000; PEREZ, 2002; OLIVEIRA et al., 2003),
bem como para problemas estomacais e de indigestdo, diabetes, inflamacgdes do Utero, ovario e do
estdmago, contra cancer e como contraceptivo (CHEVALIER, 1996; RIBEIRO, et al. 1999).

Diante do exposto, e ainda sabendo que os produtos naturais ndo se apresentam com uma
composicdo definida e padronizada (LAPA et al. 2007), por serem vulneraveis as condicOes
ambientais e de desenvolvimento, uma abordagem de pesquisa multidisciplinar de A. excelsum
torna-se pertinente.

N&o obstante a casca do tronco seja a Unica parte utilizada na terapia tradicional, Afiez (2009)
encontrou metabdlitos secundarios similares e diferentes nas folhas, isto o levou a sugerir que as
folhas sejam consideradas nos futuros estudos de bioprospecc¢éo pela industria. Considerando ainda
que a ampla exploracdo das cascas de A. excelsum por comunidades tradicionais poderia por em
risco a conservacdo dessa espécie, e devido a escassez de conhecimento sobre caracteristicas
anatémicas e quimicas de suas folhas, o presente trabalho visa investigar aspectos farmacognosticos
e farmacoboténicos da folha de A. excelsum.

O presente trabalho esta inserido no projeto maior intitulado “Rede de produtos naturais para
a quimioterapia antimalarica”, coordenado pela UFMG em parceria com a UFPA e MPEG, entre
outras instituicdes (Processo: 555655/2009-1). Possui uma abordagem quimiotaxonémica
(ALBUQUERQUE & HANAZAKI, 2006), em que a espécie A. excelsum foi selecionada apoiando-
se em dados fitoquimicos para o género, disponiveis na literatura (ANEZ 2009; GOMES 2011;
MARTINS 2012).
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Os objetivos especificos desta pesquisa sdo: elucidar a morfoanatomia das folhas de
A.excelsum; localizar suas estruturas secretoras e/ou armazenadoras; averiguar a composicao
quimica in situ através da histoquimica; obter perfil quimico geral utilizando a fitoquimica e
verificar aspectos farmacogndsticos da droga vegetal.

1.1. REVISAO DE LITERATURA

1.1.1. A familia Apocynaceae Juss.

Apocynaceae Juss. constitui uma das dez maiores familias de angiospermas em termos de
espécies (THORNE, 1992). A mesma esta circunscrita na ordem Gentianales, clado Asteridae (APG
I11, 2009), apresenta distribuicdo pantropical e subtropical, com o centro de diversidade nos
neotropicos, porém com pouca representatividade em regides temperadas, estando ausente na
Antértica (Figura 1) (RAPINI, 2004).

Figura 1: Distribuicdo geogréfica da familia Apocynaceae. Fonte: (http://www.tropicos.org/
Name/42000278?tab=maps).

A familia foi descrita, pela primeira vez, por Jussieu em 1879 como “Apocinea”
(SENNBLAD & BREMER, 1996). Bartling (1830) foi o pioneiro a reunir as familias
tradicionalmente associadas a ordem Gentianales, constatando que o taxa possuia flores com
estivacdo contorcida, denominou-o de Contortae. Todavia foi Lindley (1833) quem atribuiu a

descri¢do formal para a ordem e o pioneiro a usar consistentemente o sufixo “ales”, que denota o
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grau de ordem, além disso, juntou Apocynaceae e Asclepiadaceae na mesma ordem. Em 1945,
Lindley alocou Apocynaceae em Gentianales e Asclepiadaceae em Solanales (ENDRESS, 2004).

Robert Brown foi um dos pesquisadores mais influentes na classificacdo de Apocynaceae
lato sensu (I.s.), pois descreveu mais de 40 géneros, a maioria, validos até hoje. Quando Brown
comecou a estudar a familia existiam apenas 53 géneros e 170 espécies em Apocynaceae e
Asclepiadaceae, conhecidas. Atualmente, passados 200 anos aproximadamente, Apocynaceae |.s €
constituida por 395 géneros e 5.100 espécies. Brown também reconheceu as subfamilias
Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae dentro de Asclepiadaceae (ENDRESS &
BRUYNS, 2000; MEVE, 2002; ENDRESS, 2004).

Na classificacdo de Cronquist (1981), Asclepiadaceae e Apocynaceae stricto senso (s.s)
foram facilmente distinguidas pela presenca ou ndo de polinarios, respectivamente. A ado¢do dos
principios da sistematica filogenética na taxonomia do grupo, no entanto, levou a fusdo dessas
familias em Apocynaceae I.s (RAPINI, 2000).

Nos anos 90 iniciaram-se investigacdes cladisticas baseados em dados morfoanatémicos,
embriologicos (JUDD et al., 1994; STRUWE et al., 1994) e do gene Ribulose-1, 5-Bifosfato
Carboxilase (rbcL) (SENNBLAD & BREMER, 1996; 2000), as quais mostraram a familia
Asclepiadaceae como um clado derivado, porém quando separada de Apocynaceae s.S, esta ultima
tornava-se um clado parafilético. Assim, 0s especialistas do grupo vincularam as duas familias em
uma unica, Apocynaceae |.s. Esta foi a maneira mais acessivel de alcangcar um clado monofilético.
Desta forma, Asclepiadaceae foi reconhecida como Asclepiadoideae, uma subfamilia dentro de
Apocynaceae |.s (QUINET & ANDREATA, 2005).

Portanto delimitadas, o clado passou a ser dividido em cinco subfamilias: Rauvolfioideae,
Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae (ENDRESS & BRUYNS, 2000;
ENDRESS et al.,, 2007). Trés delas sdo dominantes na regido neotropical, Asclepiadoideae,
Rauvolfioideae e Apocynoideae, as duas ultimas correspondendo as antiga familia Apocynaceae s.s.

As subfamilias Rauvolfioideae e Asclepiadoideae constituem o clado mais basal e derivado de
Apocynaceae respectivamente. Rauvolfioideae engloba a espécie do presente estudo e normalmente
apresenta os I6bulos da corola sinistrorsamente contorcidos em botdo, as anteras séo em sua maioria
ndo especializadas e livres a partir da cabeca do estilete, e ha uma grande variedade de tipos de
frutos e sementes, embora as sementes sejam quase sempre ndo comosas. Com a excecdo da
hipotese de Woodson (1930), Rauvolfioideae tem sido geralmente considerada basal e mais
heterogénea do que Apocynoideae. Esta premissa também é suportada por todas as analises
moleculares do grupo (ENDRESS & BRUYNS, 2000).
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Os integrantes da familia Apocynaceae |.s. apresentam habito variavel, que vai de arvores a
trepadeiras ou ervas pequenas, incluindo algumas suculentas (RAPINI, 2012). E composta por
5.100 espécies distribuidas praticamente no mundo todo, principalmente nas regides tropicais e
subtropicais (RAPINI, 2004).

A morfologia do aparelho polinizador de Apocynaceae € heterogénea, vao desde uma
organizacdo simples, com anteras totalmente férteis que se posicionam livres do estilete, a uma
complexa compartimentacdo de 6rgdos ndo fusionados, incluindo anteras estéreis que séo
basalmente conadas a um estilete alargado na regido apical, muitas vezes chamado de cabeca do
estilete (clavuncula) e anexos do tubo da corola. O gineceu consiste geralmente em dois carpelos e é
sincarpico ou secundariamente apocéarpico. Os tipos de frutos incluem bagas, drupas e foliculos e as
sementes podem ser aladas, comosas ou ariladas (SENNBLAD & BREMER, 1996).

As plantas da familia sdo caracteristicamente laticiferas e produzem vérios alcaldides e
cardenolideos, alguns dos quais possuem propriedades medicinais. Sendo assim considerada uma
das mais importantes fontes vegetais de constituintes quimicos de utilidade na medicina moderna
(DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002).

Os géneros mais importantes dessa familia sdo Alstonia R. Br., Aspidosperma Mart. & Zucc.,
Rauwolfia Gled., Vinca L., Nerium L., Strophantus DC., Catharanthus G. Don, Allamanda L., e
Wrightia R. Br. (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002). No que diz respeito a espécie, a mais
conhecida é Catharanthus roseus (L.) G. Don, que contém vimblastina e vincristina, compostos
usados mundialmente para o tratamento infantil de leucemia (SENNBLAD & BREMER, 2002).

1.1.2. Aspectos taxondmicos do género Aspidosperma Mart. & Zucc.

O género Aspidosperma Mart. & Zucc. foi descrito pela primeira vez por Matieus (1824), tal
denominacdo provém do grego e significa “semente em forma de escudo”. Este género foi baseado
em cinco espécies: A. tomentosum, A. macrocarpon, A. refractum, A. bicolor e A. pyrifolium, sendo
a primeira a espécie Tipo (WODSON, 1951).

Aspidosperma foi publicado originalmente em Nova Genera at Species Plantarum
(MARTIUS, 1824). A primeira revisao foi realizada por De Candolle (1844) em um estudo sobre as
apocynaceaes, onde avaliou dezenove espécies até entdo conhecidas, descreveu nove espécies novas
e transferiu uma espécie de outra familia (Bignonia latisilique Poir) para Aspidosperma.

Atualmente a revisdo sistematica mais utilizada para a determinacdo das espécies € a de
Woodson (1951). Espécies distintas estavam sendo classificadas com 0 mesmo nome, entéo o autor
agrupou 52 espécies em 9 séries, Macrocarpa, Ramiflora, Pyricolla, Polyneura, Rigida, Nitida,
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Stegomeria, Quebrachines e Nobile, levando em consideracdo suas caracteristicas morfologicas.
Posteriormente, Bolzani et al. (1987) propds uma nova classificacdo baseada em aspectos
quimiotaxondmicos, agrupando 48 espécies em oito séries: Rigida, Nitida, Quebrachines,
Polyneura, Pricolla, Nobile, Macrocarpa e Tomentosa. Desde entdo mais dezoito espécies novas
foram descritas por outros autores. E sdo necessarios mais estudos dos integrantes do género,
devido a importancia destes para a quimica e farmacologia, bem como pelo seu valor na
composicéo floristica de diversas formagoes, tais como, cerrado, mata atlantica, chaco, caatinga,
floresta amazonica, etc (MARCONDES-FERREIRA NETO, 1988).

De acordo com Barroso et al., (1991), o género Aspidosperma esta submetido ao reino
Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, subclasse Asteridae, ordem Gentianales,
familia Apocynaceae, subfamilia Plumerioidea e a Tribo Plumerieae.

Apresenta entre 44 (MARCONDES-FERREIRA, 1988) e 55 espécies (ALLORGE &
POUPAT, 1991), com distribuicdo nos neotrépicos. Os representantes deste grupo sao arvores que
variam de 2-60 m de altura e crescem em grande variedade de habitats, constituindo areas secas do
centro-sul e sudeste do Brasil, Paraguai e Argentina, areas alagadas como as margens dos rios
amazOnicos e em altitudes de poucos metros acima do nivel do mar com até aproximadamente 2000
m, como o leste do Peru e da Bolivia (WOODSON, 1951).

Algumas destas sdo fornecedoras de madeira nobre, com larga aplicacdo na carpintaria e
outras sdo usadas popularmente para doencas do figado, resfriados, febre e como analgésicos
(JOLY, 1993; LORENZI, 1998; OBITZ,et al. 1997).

Os representantes do género possuem tronco cilindrico ou tabular, latex branco ou
avermelhado por oxidagdo. Folhas alternas ou espiraladas, excepcionalmente opostas.
Inflorescéncias terminais em corimbo, célice pentapartido sem glandulas na base, corola
hipocrateriforme com quatro a cinco lobulos sinistrorsos, frequentemente contorcidos, estames com
filetes curtos inseridos no tubo da corola, anteras inteiramente férteis, indumento infra estaminal,
dois ovarios glabros ou pubescentes superos ou semi-inferos, clavincula globulosa. Fruto com um a
dois foliculos comprimidos, lenhosos, com deiscéncia formando duas valvas. Sementes com asas
orbiculares membranosas, translicidas, cotilédones codiformes albuminados (ALLORGE &
POUPAT, 1991).

Na Amazonia brasileira as aspidospermas sdo conhecidas tradicionalmente como
"carapanalbas", palavra que significa "casa de carapand" em alusdo as cascas sulcadas do tronco
que servem como abrigo para a reproducdo destes insetos (VIEIRA, 2011). Em outras regides do
Brasil as especies de Aspidosperma sdo conhecidas como perobas, guatambus, pau-pereiro,
amargoso e quina (CORREA, 1931).
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As carapanalbas sdao muito semelhantes morfologicamente. A taxonomia do grupo ainda é
confusa, sobretudo no que diz respeito a diferenciacdo das espécies (REIS, 2008).

Estudos quimicos do género podem auxiliar na diferenciagdo das especies. Tais como o de
Gilbert (1966), que investigou o efeito do clima e solo sobre a producédo de alcaloides no género e
constatou que A. macrocarpon, que ocorre no dominio fitogeografico Amazonia e Cerrado e A.
tomentosum que ocorre tanto na Amazoénia quanto na Caatinga e Cerrado apesar de crescerem em
condicBes provavelmente idénticas apresentaram completa distincdo quanto ao contetdo de
alcaloides, por outro lado A. macrocarpon do Cerrado e A. duckei da Amazbnia mostraram
identidade completa, esta decorrendo devido ao parentesco botanico, concluindo entdo que o
conteudo alcaloidifero ndo é determinado pelo solo e clima. Contudo, informacdes fitoquimicas de
estudos realizados sugerem que as variagcbes sazonais, como temperatura, umidade e aspectos
edaficos podem influenciar na biossintese e acimulo de metabolitos secundarios (TAIZ & ZEIGER,
2009).

1.1.3. Aspectos fitoquimicos e farmacoldgicos de Aspidosperma Mart. & Zucc..

O género Aspidosperma é distinguido quimicamente pela ocorréncia de alcaloides indolicos,
caracteristica compartilhada com outros géneros de Apocynaceae e também com representantes de
outras familias, como Loganiaceae e Rubiaceae (BOLZANI et al., 1987). Diversos trabalhos
realizaram a isolamento e identificagdo de alcaloides de Aspidosperma e constataram que a classe
de inddlicos é comum na maioria das espécies (DASTOOR et al., 1967; SIMOES et al., 1976;
NUNES et al., 1992; PEREIRA et al., 2006). Totalizando cerca de 250 isolados até hoje
(BOLZANI et al., 1987; JACOME, 1998; PEREIRA et al., 2007).

Até 1956 eram conhecidos apenas 4 alcaloides indolicos isolados de espécies de
Aspidosperma (JACOME, 1998). Atualmente, pelo menos 157 ja foram extraidos, identificados e
isolados (SCHMUTZ, 1960; ROBERT, 1982). Estes compostos sdo empregados amplamente como
hipotensor arterial, simpatoltico, diurético, vasoconstrictor periférico, estimulante respiratorio,
anestésico, agente bloqueador adrenérgico, espasmogénico intestinal, sedativo e relaxante do
musculo esquelético (LYON, et al. 1973; BENOIT et al., 1889). Nativos de diferentes locais da
Amazodnia também empregam as cascas de A. album (Vahl) Benoist ex Pichon, A. discolor A. DC. e
A. polyneurum Mill. Arg. no tratamento da malaria (BRANDAO et al., 1992; OLIVEIRA et al.,
2003).

Com relacdo a atividade bioldgica dos extratos de espécies de Aspidosperma, sabe-se que 0S
extratos das folhas e cascas de A. ramiflorum se mostraram ativos contra Escherichia coli
(AGRIPINO et al., 2004). Mesquita et al. (2007) também obtiveram resultados satisfatorios com o
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extrato etanolico das raizes de A. macrocarpon em atividade contra Plasmodium falciparum. Ainda,
Dolabela et al. (2012) testaram in vitro 23 extratos de diferentes partes das espécies A.
cylindrocarpon Mull. Arg., A. parvifolium A.DC., A. olivaceum Mull. Arg., A. ramiflorum Muill.
Arg., A. spruceanum Benth. ex Mull. Arg. e A. tomentosum Mart., contra cepas de P. falciparum
sendo que todos foram ativos e os extratos alcaloidais de cascas e folhas de A. ramiflorum
apresentaram boa atividade contra a forma extracelular (promastigotas) de Leishmania amazonensis
(CUNHA et al., 2012).

Alcaloides indodlicos isolados de A. marcgravianum mostraram atividades antimicrobiana e
citotoxica (VERPOORTE et al., 1982), enquanto os isolados das cascas das raizes de A. excelsum
Benth apresentaram atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus
(VERPOORTE et al., 1983). Diante destes dados, extratos de aspidospermas tém se mostrado
promissores como potenciais antibacterianos e antiparasitarios, por isso € imprescindivel a
realizacdo de mais estudos de atividade biologica com estas plantas (OLIVEIRA et al., 2009).

As espécies amazonicas A. nitidum Benth. ex Mill. Arg. (1860) e A. excelsum Benth. (1841)
foram consideradas como distintas nas revisdes de Woodson (1951) e Bolzani (1987), esta autora
agrupou as duas espécies na série Nitida, a qual se diferencia das demais pelo tipo esqueletal do
alcaloide indolico constituinte. Recentemente as duas foram sinonimizadas, constituindo uma Unica
espécie, os autores da Flora do Brasil, Koch et al., (2012) e Tropicos- Home (2012) consideram A.
excelsum como nome aceito e A. nitidum como sindnimo. Assim no presente trabalho serd adotada a
classificacdo atual.

A. excelsum Benth., espécie de interesse neste estudo, tem suas cascas indicadas para
problemas estomacais e de indigestdo, diabetes, inflamacdes do Utero, ovério e do estbmago, contra
cancer e como contraceptivo (CHEVALIER, 1996; RIBEIRO et al., 1999). E também utilizada para
o tratamento de malaria por nativos de diferentes locais da regido (BRANDAO ET AL., 1992,
MEJIA & RENGIFO, 2000; PEREZ, 2002; OLIVEIRA et al., 2003). Um estudo etnofarmacoldgico
realizado em lIgarapé Mirim (PA, Brasil) revelou que a populacdo local utiliza cascas da espécie
para o tratamento de febre e maléria (PINTO & BARBOSA, 2009). No Peru € utilizada por indios
Shipibo-Conibo, para o tratamento da hepatite e malaria (MEJIA & RENGIFO, 2000; PEREZ,
2002).

A. excelsum Benth. (Figura 2) é uma arvore de tamanho médio com o tronco trangado e
canelado, que alcanga posicdo no dossel superior. Sua casca € fina, dura, muito amarga e nao
exsuda latex quando cortada. Possui folhas simples, que estao arranjadas em espiral e tem superficie
abaxial esbranquicada. Os frutos do tipo foliculo s&o deiscentes, duros e contém sementes com asas
circulares (PARROTA et al., 1995).
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Figura 2: A. Individuo de Aspidosperma excelsum Benth. A: Tronco sulcado; B: Ramos foliares

mostrando superficie adaxial e abaxial das folhas; C: Folha eliptica; D: Fruto do tipo foliculo.

Segundo a revisdo mais recente realizada por Pereira et al. (2007), sdo conhecidos 22
alcaloides indolicos (Figura 3).

De acordo com Perez (2002) apesar das varias indicacOes terapéuticas e de sua grande
aplicacdo como poderoso agente antimalarico, poucas pesquisas bioldgicas tém sido conduzidas
com esta espécie. Um dos unicos trabalhos realizados de cunho farmacologico foi o de Verpoorte et
al. (1983) e Gomes (2011), este ultimo mostrou atividade antiplasmédica boa a moderada dos
extratos e fragdes de A. excelsum e o extrato hidroetandlico apresentou atividade esquizonticida
rapida, ativo nas primeiras 24 horas.

Segundo Barbosa (2003), as técnicas de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) sdo adequadas para analises visando o controle
de qualidade de fragbes alcaloidica, como também para o isolamento dos alcaloides de A.
auriculatum, espécie conhecida no Para como carapanauba, que € indicada popularmente para tratar

febre e outras afeccdes, inclusive malaria.
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Estudos sobre screening fitoquimico de espécies utilizadas como fitoterapicos séo a principal
forma de realizar o controle de qualidade de drogas vegetais. Jacome et al. (2003) estudando a
tintura de "pau-pereira” verificou que a mesma poderia ser produzida a partir de A. parvifolium ou
Geissospemun vellosii. Porém as analises por CCD e CLAE mostraram que A. parvifolium, uma
entre varias Apocynaceae, ndo é ingrediente da tintura uma vez que o alcal6ide uleina, um marcador
quimico da espécie, ndo foi detectado no fitoterapico. Poderia se tratar de G. vellossii, que possui 0s
alcaloides gessospermina, pereirina e velosina, mas o perfil cromatografico da tintura obtido por
CLAE sugeriu possuir principalmente polifenois.

Investigacdes sobre a atividade bioldgica e toxicidade de plantas com constituintes quimicos
de importancia farmacoldgica sdo imprescindiveis para amparar 0 uso comprovadamente
terapéutico pelas populacbes tradicionais. Oliveira et al. (1988), identificaram uma complexa
mistura de alcaléides composta por: olivacina, guatambuina, 3,14 — diidroolivacina em A. nigricans,
porém sem relatos sobre atividades bioldgicas e nem toxicidade. A. subincanum Martius, conhecida
popularmente como guatambu e com amplo uso popular em Goias, foi investigada em termos de
sua toxicidade e os estudos demonstraram que as doses superiores a 5000 mg/kg por via intra-
peritoneal correspondentes ndo demonstraram dano fatal aos camundongos (GOLONI et al. 2005).

1.1.3. Metabolitos secundarios e estruturas secretoras.

O metabolismo constitui um conjunto de reagdes quimicas vitais, que tem como fim a
producdo de energia ou de compostos necessarios para o0 sucesso evolutivo dos organismos, desta
forma é comum a todos os seres vivos. E nas células vegetais pode ser de dois tipos: primario e
secundario (SANTOS, 2001).

As vias necessarias para a sobrevivéncia das células vegetais sdo chamadas basicas ou
metabolismo primario (WAKSMUNDZKA-HAJNOS et al., 2008). Todas as plantas sintetizam
compostos primarios para seu crescimento e desenvolvimento, que sdo indispensaveis em atividades
como fotossintese, respiracdo, diferenciacdo, transporte de solutos, translocacdo, assimilagdo de
nutrientes, sintese de carboidratos, proteinas e lipidios. J& os metabdlitos secundarios possuem
distribuicdo restrita no reino vegetal, ou seja, sdo compostos especificos limitados a grupo de
espécies relacionadas (TAIZ & ZEIGER, 2009).

No principio eram considerados como residuos, restos metabdlicos, excrementos ou mesmo
produtos sem funcdo (DIXON, 2001). As substancias que ja ndo participam do metabolismo de uma
ceélula vegetal sdo por vezes, referidas como excrecdo. Na planta, no entanto, nenhuma distingdo
nitida pode ser feita entre a excre¢do e secrecdo. Além disso, a funcdo exata de muitos compostos

secundarios para a planta, ainda é desconhecida (EVERT, 2006).
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Somente a partir do século XI1X passaram a ser investigados por sua importancia medicinal
como venenos, aromatizantes e materiais industriais por serem comercializados e/ou utilizados pelo
homem (GEISSMAN & CROUT, 1969; REYNOLDS, 2007). Sabe-se hoje, que tais compostos
possuem grande utilidade para as plantas, agindo contra herbivoros e infeccBes por
microorganismos patdgenos, protecdo contra raios utravioletas, como alelopaticos, além de atrairem
animais polinizadores e dispersores de sementes (WINK, 2003; TAIZ & ZEIGER, 2009).

Os compostos secundarios de plantas sdo usualmente classificados de acordo com a sua rota
biossintética. As trés classes principais sdo: compostos fenolicos, terpenos e esterdides, e 0s
alcaloides (HARBONE, 1999). Os flavondides atuam no crescimento, desenvolvimento e defesa
dos vegetais contra o ataque de patdgenos (DIXON & HARRISON, 1990), e sdo importantes na
dieta humana, atuando principalmente como anti-oxidantes (PIETA, 2000). Os alcaloides podem ser
definidos como compostos farmacologicamente ativos, contendo um nitrogénio e derivados de
aminoacidos (CORDELL, 1981). E os terpenos constituem o0 maior grupo de compostos
secundarios, sdo considerados tdxicos e deterrentes para insetos e mamiferos herbivoros (TAIZ &
ZEIGER, 2009).

Estes compostos séo produzidos e armazenados dentro de estruturas anatémicas de plantas, as
quais sdo formadas por células, que podem estar individualizadas, a exemplo, os idioblastos, ou
podem compor estruturas multicelulares de formas variadas, tais como: tricomas, emergéncias,
cavidades ou bolsas, ductos ou canais, etc. Nas cavidades ou bolsas, o material é secretado em um
espaco interno, o lume, o qual é isodiamétrico, enquanto nos ductos ou canais 0 espago é alongado
em um unico plano (CASTRO & MACHADO, 2006).

As estruturas secretoras sao divididas em duas categorias: externas e internas, nas primeiras o
exsudato ¢ liberado para fora das células, enquanto nas Ultimas o exsudato fica contido, mas pode
ser liberado para o ambiente externo, quando a célula é injuriada. A secrecdo compreende
complexos processos de formacdo, podendo incluir a sintese e isolamento de determinadas
substancias em compartimentos do protoplasto da célula secretora e posterior liberagdo para espacos
intercelulares ou para a superficie externa do corpo do vegetal (CASTRO & MACHADO, 2006).
As substancias secretadas podem ser ions (removidos sob a forma de sais); assimilados excedentes
(eliminados como acgucares) ou substancias de células (produtos do metabolismo secundario), este
Gltimo pode ndo ser util ou parcialmente util fisiologicamente (alcaloides, taninos, 6leos essenciais,
resinas, cristais), substancias que tem funcéo especial na fisiologia vegetal (enzimas, hormonios) ou
ainda, substancias, que sdo fundamentais na interagcdo planta-meio ambiente (EVERT, 2006).

O estudo das estruturas secretoras pode ser feito de trés formas, através de investigacao
anatdmica da estrutura vegetal, da analise histoquimica e fitoquimica do exsudato, que mostra a

presenca e/ou intensidade das principais classes de compostos in situ e identificam as substancias
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respectivamente. E importante relacionar a funcio destas estruturas e substancias com o contexto
ecologico/evolutivo, que a planta esta inserida.

Em Apocynaceae, as estruturas secretoras sdo encontradas tanto nos drgdos vegetativos
quanto nos reprodutivos e as mais relatadas sdo: coléteres, epiderme da cabeca dos estiletes,
nectarios, laticiferos, osmoforos, cavidades, idioblastos e tricomas (METCALFE & CHALK, 1950;
1979; ENDRESS & BRUYNS, 2000; SIMOES, 2004; DEMARCO, 2005; SIMOES et al., 2006).

Apocynaceae acumula muitos metabdlitos secundarios, sobretudo alcaloides. Do género
Aspidosperma ja foram isolados cerca de 250 alcaloides inddlicos (BOLZANI et al., 1987;
JACOME, 1998; PEREIRA et al., 2007). Tais alcaloides inddlicos apresentam consideravel
diversidade estrutural, a maioria contendo o esqueleto B-carbolinico simples, com sistemas
triciclicos de anéis pirido-inddlicos (ALLEN & HOLMSTEDT, 1980). A marcacao isotépica de
precursores indica que a parte indélica desses alcaloides é derivada biossinteticamente do triptofano

e a parte ndo indolica, provavelmente de carboidratos, pela via chiquimato (WENKERT, 1965).
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Abstract: Aspidosperma excelsum Benth. is an amazonic specie, traditionally known as

carapanauba, wich barks are frequently used for preparing domestic medicines to fight liver
diseases, fever and malaria. Nevertheless, a large part of the existing studies refers about the
chemical components present in barks, with incipient records about the existence and concentration
of these in other plant organs. The focus of this study was to characterize the leaf anatomy, focusing
on local production and / or accumulation of biologically active compounds, as well as the
phytochemical profile of A. excelsum leaves. Some leaves samples were collected from Santa
Barbara’s county, fixed and processed according to the usual techniques in plant anatomy. For
phytochemical research, previous analyzes were performed as particle size of the dust and total
ashes, followed by the techniques of Thin-Layer Chromatography and High-Efficiency. The
anatomical study showed that the adaxial and abaxial surface’s leaf exhibit heterodimensionais
cells, covered by a thick and striated cuticle, with ornaments restricted to the abaxial surface.
Unicellular tector trhicoms of two types occur on both sides, one is tapered with smooth wall,
located just on the midrib and the other with ornate wall observed between the midrib and the
margin. The margin is revolute, the mesophyll is dorsiventral and displays three types of sclereids:
osteo, astro and columnar. The midrib is plano-convex, with bicolaterais bundles. The petiole is
plano-convex with brachy and macrosclereids exclusive to the fundamental parenchyma. Laticifers
and idioblasts are major secretory structures found in leaves. Histochemical tests in the secreted
these structures revealed a mixed composition, consisting of phenolic compounds, tannins, alkaloids
and total lipids. The phytochemical screening confirmed the presence of these compounds, in
addition to flavonics glycosides and steroids. Alkaloids were detected only in the selective
extraction, demonstrating that find themselves in low content of in the A. excelsum leafs. These data
could justify the using of the barks by the local population, to the detriment of the leaves, however

it must be considered as a target for bioprospecting by pharmaceutical industry.

Keywords: alkaloids, Amazoénia, carapanauba, laticifers.
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Introducéo

Apocynaceae s.| possui aproximadamente 5.100 espécies encontradas em todos os continentes
exceto na Antértica (Rapini, 2004). Apresenta ampla aplicacdo, sobretudo medicinal, devido a
presenca de metabdlitos bioativos no latex, e.g. glicosideos, borracha, triterpenos, acidos graxos,
fitoesterdis e alcaloides (Metcalfe & Chalk, 1950; Yoder & Mahlberg, 1976). Tal fato tem colocado
a familia em foco quanto aos estudos cientificos, visando a descoberta de novas drogas vegetais (Di
Stasi & Hiruma-Lima, 2002).

Aspidosperma Mart. & Zucc. é um dos géneros mais investigados em termos de alcaldides,
substancia encontrada geralmente nos laticiferos (Yoder & Mahlberg, 1976; Bolzani, 1987; Pereira,
2007). O tipo de laticifero mais descrito na literatura classica para Apocynaceae é o ndo-articulado
(Solereder, 1908; Metcalfe, 1967), porém Demarco et al., (2006) evidenciaram a ocorréncia de
laticiferos articulados anastomosados em A. australe Mull. Arg. e Blepharodon bicuspidatum
Fourn..

Aspidosperma excelsum Benth., (sinonimia Aspidosperma nitidum Benth.) espécie de
interesse nesta investigacéo, é conhecida tradicionalmente como carapanaiba na regido Amazonica,
onde suas cascas sdo frequentemente usadas no preparo de remédios caseiros para o tratamento de
doencas hepéticas, febre e especialmente malaria (Milliken, 1997). E importante ressaltar que a
coleta extensiva deste tecido poderia comprometer a conservacao da espécie.

Sabe-se que j& foram isolados 22 alcaloides indélicos de A. excelsum (Pereira, 2007) e que 0s
extratos etandlicos da planta apresentaram atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus e Plasmodium falciparum (Verpoorte et al., 1983; Gomes, 2011; Martins,
2012).

Afiez (2009) ressalta que apesar das folhas ndo serem mencionadas como medicinal, devem
ser investigadas, pois sdo abundantes e trazem consigo componentes ativos similares e distintos

daqueles encontrados na casca, sugerindo a bioprospeccao das folhas pela industria.
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Estudos anatémicos sdo imprescindiveis porque permitem localizar as estruturas secretoras in

situ, seu desenvolvimento e fornecem subsidios para o controle de qualidade de drogas vegetais

(Akisue & Oliveira, 1987; Ming, 1994). O screening fitoquimico, também, € um recurso

indispensavel no estudo de plantas medicinais, pois proporcionam verificar as principais classes de

metabolitos bioativos e auxiliam no controle de qualidade das drogas vegetais (Barbosa et al.,
2003).

Diante do exposto, 0s objetivos do presente trabalho foram caracterizar anatbmica e

fitoquimicamente as folhas de A. excelsum., realizar a histoquimica das estruturas secretoras/

armazenadoras e analisar fisica, fisico-quimica e fitoquimicamente o p6 de suas folhas, visando

contribuir com os parametros de autenticidade e qualidade das folhas desta espécie.

Material e métodos

Material botanico

O material botanico foi coletado em Genipalba, localidade de Santa Barbara do Para (S 01°
10’ 946> W 048° 11° 715”) em maio de 2013 (Figura 1). A area de coleta constitui um ambiente de
varzea, sendo periodicamente inundada. Uma amostra fértil de Aspidosperma excelsum Benth
(Apocynaceae) foi herborizada e incorporada ao Herbario MG do Museu Paraense Emilio Goeldi,
sob registro MG206608. A identificacdo da espécie foi confirmada pelo Dr. Washington Marcondes
Ferreira-Neto (Herbario UEC/Unicamp).
Para as andlises fisicas, fisico-quimicas, fitoquimicas, cerca 1 Kg de folhas foram
higienizadas, secas em estufa de ar quente a 40 °C e trituradas em moinho de facas de aco

inoxidavel. O p6 obtido foi armazenado em frascos hermeticamente fechados.
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Figura 1: Area de coleta de A. excelsum. Fonte: (http://www.google.com/earth/)

Analises anatbmica e histoquimica

Para as andlises anatdmica e histoquimica, foram utilizadas as regies medianas da lamina
foliar e peciolo, cortadas com uma lamina pré-aquecida para manter a integridade das estruturas
secretoras internas (Milanez, 1960). As amostras foram fixadas em FAA7, (Johansen, 1940) e FNT
(Lillie, 1948). O material foi desidratado em série butilica (Johansen, 1940) e incluido em parafina
histologica e 2-hidroxietil-metacrilato (Historesin Leica), segundo especificacbes do fabricante.
SeccOes transversais, longitudinais e paradérmicas (12-18 um de espessura) foram realizadas em
micrétomo de avanco automatico (Leica® RM 2245, Nussloch, Alemanha), coradas com
safranina/azul de astra (Gerlach, 1969), azul de toluidina (O Brien, 1964) e tripla coloracdo de
Flemming (Johansen, 1940) e montadas em resina sintética (Permount®, New Jersey, USA).

Para dissociacdo da epiderme da lamina foliar, amostras foram submetidas ao hipoclorito de
sodio em concentracdo de 2% (Johansen, 1940). A maceracéo foi feita segundo Franklin (1945).

Para a analise em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), amostras foram desidratadas
em série etandlica crescente (Johansen, 1940), secas em ponto critico de CO, (Bozzola & Russel,
1991), montadas em suportes metalicos (stubs) e metalizadas em ouro. As imagens foram obtidas

em microscopio eletronico LEO modelo 1450 VP.
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Os testes histoquimicos foram realizados em sec¢des da nervura central e peciolo. Amostras
fixadas em FAA foram destinadas aos testes para compostos hidrofilicos e em FNT para lipofilicos,
estas foram incluidas em paraplast (Kraus & Arduin, 1997). As classes de metabolitos secundarios
foram investigadas com o0s seguintes testes e respectivos controles realizados simultaneamente:
Sudam Black B (Pearse, 1985), Sulfato azul do Nilo (Cain, 1947), Acetato de cobre/Acido
rubeénico (Ganter & Jollés, 1969, 1970), Reagente de NADI (David & Carde, 1964), Cloreto
férrico (Johansen, 1940), Reagente de Dragendorff (Svedsen & Verpoorte, 1983), Acido
tanico/Cloreto férrico (Pizzolato & Lillie, 1973), Vanilina cloridrica (Mace e Howell, 1974), Lugol
(Johansen, 1940) e Ac. sulfarico (Kraus & Arduin, 1997) . As fotomicrografias foram obtidas em
camera digital Cannon modelo A65015, acoplada em microscopio Zeiss modelo 426126.
As nomenclaturas estruturais foram baseadas em Metcalfe & Chalk (1950) e Potiguara et al.

(2013).

Analises fisicas, fisico-quimicas e fitoquimicas

Determinacdo da distribuicdo granulométrica

Amostras de 25g do p6 foram submetidas a agitacdo em tamises com abertura de malha
decrescente. O procedimento foi realizado em triplicata durante 15min cada. A classificacdo e
tamanho das particulas foram avaliados pela quantificagdo percentual de retengdo do pd, segundo a

Farmacopeia Brasileira (2010) e pelo indice se Sauter, utilizando a formula:

dpS = [2 (Xi/dpi)]-l

onde: Xx;- fracdo de massa retida

dpi - didmetro de abertura da peneira n.
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Determinacéo do teor de cinzas totais

Trés gramas do p6 foram transferidos para cadinhos de porcelana previamente calcinados,
resfriados e tarados. As amostras foram carbonizadas em mufla em até 600°C por 3 h. Apds
resfriamento em dessecador sob vacuo, as mesmas foram pesadas em balanga analitica. Este
procedimento foi realizado em triplicata visando a obtencdo de peso constante. A percentagem de

cinzas foi calculada em relacdo a droga seca.

Obtencao dos extratos e fracoes

A extracdo de metabdlitos secundarios da folha foi realizada segundo a Farmacopeia
Brasileira (2010), através de percolacdo exaustiva, utilizando 1Kg de p6 para 1L de alcool etilico
92,8°GL. O extrato etandlico foi concentrado até residuo em Evaporador Rotativo (modelo Q344B1
QUIMIS®) equipado com bomba Hidro Vacuo (modelo Q355A2 QUIMIS®) em temperatura
média de 60° C. O material foi armazenado em frascos, mantidos ao abrigo da luz e a temperatura
ambiente. A partir do extrato etanolico obtido das folhas de A. excelsum foram preparadas fracdes
com solventes de polaridades crescentes: Diclorometano (DCM), Acetato de Etila (AcOEt) e
Metanol (MeOH). Para confirmar a presenca de alcaloides, foram feitas extracdes seletivas acido-
basicas com DCM, sendo o po tratado previamente com HCl 37% e NH,OH 100%, ao final os

extratos foram concentrados até residuo.

Prospeccao fitoquimica por Cromatografia de Camada Delgada (CCD).

Na prospeccao fitoquimica por CCD utilizaram-se extratos brutos (1 mg/mL, em MeOH) e
cromatoplacas de aluminio recobertas por silica gel 60G F254 Merck, visando detectar a presenca
dos seguintes grupos de metabolitos: cumarinas, geninas antracénicas e naftoquinonicas,
heterosideos antracénicos, triterpenos/esteroides, saponinas, geninas flavonicas, heterosideos

flavonicos, alcaloides, glicosideos cardioténicos, taninos e polifendis. Para cada grupo foi utilizado
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um sistema eluente adequado, reveladores especificos e amostras de referéncia (Wagner & Bladt,

1984).

Obtencao dos perfis cromatogréaficos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Esta técnica foi realizada no Laboratdrio de Fitoquimica da UFMG. O extrato bruto foi
solubilizado em MeOH grau (10 mg/mL) e centrifugado (10.000 rpm, 10 min.), sendo o
sobrenadante utilizado. As analises foram realizadas em cromatégrafo | Waters Alliance 2695
Separations Module (equipado com bomba quaternéaria e autoinjetores). Foi Empregado e coluna
C18 LiChorospher 100 (12,5 x 4 mm, 5 um), fluxo de 1,5 mL/min, deteccdo UV 220-400 nm e
eluicdo linear com (H.O 0,1% H3PO, - Acetonitrila), mantendo-se, em seguida, um curto periodo de

eluicdo isocrética.

Resultados

Analises anatbmica e histoquimica

A epiderme das faces adaxial e abaxial da lamina foliar, em vista frontal, possui células com
paredes anticlinais retas a ligeiramente sinuosas, cobertas por cuticula estriada e ornamentada
respectivamente, com cera epicuticular em placas na face adaxial e em projecdes na face abaxial
(Figura 2A, B, C, D, E). As folhas s&o hipoestomaticas, com estdmatos anomociticos envoltos pela
cuticula em projec@es (Figura 2D, F). Dois morfotipos de tricomas tectores simples com indumento
granuloso foram observados em ambas as faces da Iamina foliar. Um longo com o apice afilado, que
ocorre apenas sobre a nervura central da face abaxial e outro curto com apice obtuso, que ocorre
disperso por sobre a lamina foliar de ambas as faces (Figura 2G, H). As células epidérmicas que

cerceiam as bases dos tricomas séo alongadas radialmente e dispostas em roseta (Figura 2D).
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Figura 2: Vista superficial da lamina foliar de Aspidosperma excelsum Benth (Apocynaceae). A; C; G
e H: Eletromicrografias. B; D; E e F: Fotomicrografias. A; B. Superficie adaxial. C; D; E; F; G e H.
Superficie abaxial. A: Detalhe da cuticula lisa e cera epicuticular em placa B: Detalhe da epiderme
adaxial, notar base de tricoma (seta). C: Cera epicuticular em projecdes, notar tricomas e estdmatos
(setas). D: Detalhe da epiderme, evidenciando estdmatos anomociticos e base de tricoma cerceado por
células dispostas em roseta (seta). E: Ornamentacdo cuticular. F: Estbmato cercado por cuticula. G e

H. Tricomas tectores longo de apice afilado (G) e curto de &pice obtuso (H).



30

A lamina foliar em seccao transversal apresenta epiderme uniestratificada em ambas as faces,
com células heterodimensionais de aspecto variado (Figura 3A). O mesofilo é dorsiventral, com
parénquima palicadico constituido por uma camada e 0 esponjoso por seis a oito. A vascularizacdo
consiste de feixes colaterais envoltos por endoderme com cristais prismaticos, ocorrendo fibras no
polo xilematico. Esclereides colunares e macroesclereides sdo abundantes e atravessam o mesofilo
(Figura 3A, B, C, D).

A nervura central, em secdo transversal, apresenta formato plano-convexo. A epiderme
possui as mesmas caracteristicas descritas para a lamina foliar (Figura 3E). Adjacente a epiderme
abaxial sdo observadas camadas de colénquima (Figura 3F). O preenchimento € parenquimatico, no
qual ocorrem dispersos braquiesclereides de tamanho notavel. A vascularizagdo consiste de feixes
bicolaterais que seguem o formato da nervura (Figuras 3E, F).

A margem foliar, em secdo transversal, é revoluta. As células epidérmicas sdo
heterodimencionais, alongadas radialmente e cobertas por cuticula lisa e espessa assemelhando-se a
papilas. O mesofilo dorsiventral gradativamente torna-se indiferenciado. A vascularizagédo € feita
por feixes colaterais semelhantes aos descritos para o0 mesofilo (Figura 3G).

O peciolo possui formato plano-convexo com proeminéncias discretas latero-laterais voltadas
para a face adaxial. Macro e braquiesclereides ocorrem isolados ou agrupados no cortex
parenquimatico e células com contetdo denso dispem-se préximo a epiderme. A vascularizacdo é

feita por feixes bicolaterais que seguem o formato do peciolo (Figura 3H, 1, J).
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Figura 3: Secgdes transversais e macerado das folhas Aspidosperma excelsum. A, B, C, D: Mesofilo. E, F:
Nervura central. G: Margem. H, I, J: Peciolo. A: Vista geral. B: Vista geral sob luz polarizada. C: Feixe
vascular, notar cristal prisméatico (cabeca de seta) e bainha parenquimatica (asterisco). D: Esclereides
colunares e macroesclereides. E: vista geral. F: Detalhe, notar laticifero (seta), esclereide e cristal prismatico
(cabeca de seta) e colénquima (chave). G: Margem com feixe colateral. H e I: Esclereides do peciolo. J:

Vista geral peciolo. Parénquima paligadico (PP), esponjoso (PE); xilema (XL) e floema (FL).
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Estruturas secretoras

Os idioblastos secretores estdo dispersos principalmente no parénquima fundamental da
nervura central e no peciolo, neste encontram-se adjacente aos feixes vasculares e abaixo da
epiderme, dispdem-se em camadas e apresentam conteudo acidofilo, corando intensamente com
safranina (Figura 4A, C). Os idioblastos cristaliferos possuem cristais prismaticos de oxalato de
calcio e cristais mistos, localizam-se no cértex parenquimatico da nervura central e peciolo (Figura
4A).

A injaria das folhas ocasionou extravasamento de latex com coloracdo esbranquigada e
aspecto leitoso, que coagula em poucos segundos (observacdes em campo). Laticiferos simples
foram observados adjacentes aos feixes vasculares do mesofilo, nervura central e peciolo (Figura
4B, D). No mesofilo, a partir de seccBes paradérmica, foram encontrados laticiferos articulados
ramificados (Figura 4E, F). Ambos os tipos de laticiferos possuem ductos alongados, séo
constituidos por parede primaria e apresentam crescimento intrusivo entre as células

parenquimaticas e esclereides.
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Figura 4: Estruturas secretoras das folhas de Aspidosperma excelsum. A, C, D: Seccdo transversal;
B: Seccdo longitudinal; E, F: Seccdo paradérmica. A, C: Idioblastos no cortex da nervura central e
peciolo (seta) e idioblastos cristaliferos na nervura central (seta); B: Laticiferos proximos aos feixes
vasculares do peciolo. D, E, F: Laticifero no mesofilo notar conteddo, ramificagdo e articulacéo
(seta).
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Quanto a histoquimica foi possivel detectar varios metabolitos, sobretudo nos idioblastos;
entretanto, ndo foi possivel observar tais substancias nos laticiferos (Tabela 1).

Tabela 1: Testes histoquimicos das folhas de A. excelsum.

Metabdlitos _ Testes Idioblastos

Polissacarideos Mucilagem Acido tanico/Cloreto férrico -
Amido Lugol -
Alcaloides Dragendorff 4
Compostos fendlicos totais Cloreto férrico 10% +
Taninos Vanilina cloridrica -

Flavonoides Cloreto de aluminio ND
Proteinas totais Azul brilhante de Comassie -
Lipideos Lipideos totais Sudam Black +
Lipideos acidos Sulfato azul de Nilo + H,SO, +
Ac. graxos Acetato de cobre + Ac. rubeénico + Na,EDTA +

Terpenos Nadi ND
Oxalato de Calcio Acido sulfarico +

+: positivo; -: negativo; ND: N&o detectado na histoquimica.

Analises fisicas, fisico-quimicas e fitoquimicas

A granulometria do pé das folhas de A. excelsum demonstrou que, de acordo com a

Farmacopeia Brasileira (2010), o p6 € classificado como grosso (Figura 5) e, segundo o indice de

Sauter, 0 p0 apresenta didmetro médio de 936 pum.
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Figura 5: Determinacéo da distribuicdo granulométrica do pd das folhas de A. excelsum.

O teor de cinzas totais foi de 17,24%=0,32. Este percentual constitui a matéria inorgénica
ndo volatil que pode estar como contaminante no p6 da planta.

Com relacdo aos rendimentos extrativos, o extrato etanélico apresentou um rendimento de
38,82%, este foi submetido ao fracionamento, do qual se obteve trés fragOes, sendo o maior
rendimento observado para a fragdo de Diclorometano (FDCM/EEAE), como demostra a Tabela 2.
A extracdo seletiva para alcaloides também foi realizada, sendo observado melhor rendimento para

0 extrato de alcaloides neutros com 18,22%.

Tabela 2: Rendimentos extrativos obtidos a partir das folhas de A. excelsum.

Extrato Etandlico/ EEAE | FDCM/EEAE | FACOEt/EEAE | FMeOH/EEAE | AAE | AAAE | ANAE
Fracbes/ Extracao
seletiva
Peso (9) 1000 10 10 10 333 236 -
Rendimentos (%) 38,82 52,9 18 14,8 0,021 | 0,004 | 18,22

AAE: Alcaloides de A. excelsum; AAAE: Alcaloides acidos de A. excelsum e ANAE: Alcaloides neutros de A. excelsum.
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Na prospeccdo fitoquimica realizada por CCD constatou-se a presenca de taninos e

polifenois, heterosideos flavonicos, triterpenos e esteroides e alcaloides (Tabela 3, Figura 6).

Tabela 3. Prospeccéo fitoquimica por CCD do extrato etandlico das folhas de A. excelsum.
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etanodlico de A. excelsum; CMS: Classe de metabdlitos secundarios.

Em todas as deteccbes por CCD, as bandas reveladas apresentaram RF distintos,

evidenciando tratar-se de varias substancias, como exibido na Figura 5.

Os melhores cromatogramas obtidos por CLAE foram na faixa de comprimento de onda de
220nm. A avaliacdo do EEAE evidenciou a predominancia de compostos polares e alguns de baixa
polaridade. Os espectros UV com TR 1,2 e 1,8 do extrato etanolico sdo sugestivos para alcaloides, a
percentagem de area maior que 29% demonstra que sdo majoritarios na amostra (Figura 7A). O
cromatograma da FACOEt/EEAE (Figura 7B) exibi picos com TR até 2 minutos, correspondentes a

percentagem de area maior que 13,47%. Estes constituintes sdo 0s mesmos encontrados no EEAE,
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isto sugere que estdo em maior quantidade na fracdo de AcOEt, sendo esta indicada para 0 processo

de purificacao e isolamento.
O perfil da FDCM/EEAE (Figura 7C) apresentou constituintes de alta e média polaridade. A
presenca de proantocianidinas é deduzida a partir dos espectros no UV do pico 1 (TR=0,5 min) com

comprimento de onda em 375,6 nm, pico 9 (TR=11,3 min) com comprimento de onda em 376,8

nm e pico 10 (TR=48,4) com comprimento de onda em 376,8 nm.
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Figura 6: CCD do Extrato etandlico de A.excelsum (EEAE). A, E, H, J: EEAE. 1. Taninos e polifendis. Eluente:
acetato de etila; cloroférmio; &c. acético e agua (100:11:11:27). Revelador: Ferricianeto de potassio 1% e cloreto férrico
2%. B, C, D: Amostras de referéncia Ac. tanico, Proantocianidina B2 e Pirrogalol respectivamente. 2. Triterpenos e
esteroides. Eluente: hexano; acetato de etila (1:1). Revelador: reagente de Liebermann-Burchard. F, G: Amostra
referéncia, Ac. betulinico e Lupeol respectivamente. 3. Heterosideos flavonicos. Eluente: Acetato de etila; Ac.
formico; Ac. acético e agua (100:11:11:27). Revelador: Cloreto de aluminio. I: Amostra de referéncia Rutina. 4.
Alcaloides. Eluente: acetato de etila; &c. formico; &c. acético e agua (50:7:3:10:30). Revelador: Reagente de
Dragendorff. K: Amostra de referéncia Quinina. 5. Extracgdo seletiva para alcaloides. L, M, N: alcaloides; alcaloides

acidos e alcaloides neutros respectivamente. O: Amostra de referéncia Quinina; (DE): Distancia percorrida pelo

eluente.
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Figura 7: Perfil Cromatografico em CLAE-DAD. A: EEAE, B: FACOEt/EEAE, C: FDCM/EEAE. Sistema de Eluicéo:
gradiente H,0 (0,1% H3PO,4) e Acetonitrila em um periodo de elui¢éo linear (5 — 95% ACN de 0 a 60 min), (95% ACN
de 60 a 65 min) e um curto periodo de eluigdo isocratica (5% ACN de 65 a 70 min). Fluxo de 1 mL/min. Coluna
LiChrospher 100 RP-18 (particulas de 5 mm, 250 x 4 mm d.i.). Detec¢do UV220-400 nm.
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Discussao

Aspidosperma excelsum apresenta caracteristicas conservativas com outros representantes do
género (Albuquerque, 1971; Pacheco, 1979; Quinet & Andreata, 2005; Demarco et al., 2006; Reis,
2008; Afez, 2009; Krentkowski & Duarte, 2012), tais como: estratificacbes da epiderme foliar,
ornamentacdo da cuticula e cera epicuticular, tipos e localizacbes dos estdmatos e tricomas,
organizacdo do mesofilo e peciolo, tipos e localizacdo dos idioblastos e laticiferos. Estas
caracteristicas sao também consideradas comuns para Apocynaceae (Solereder, 1908; Metcalfe &
Chalk, 1950, Cronquist 198).

A presenca de cuticula espessa e cera epicuticular em A. excelsum, é recorrente em espécies
xeréfitas (Esau, 1974), mas pode ser justificada neste caso devido a planta ser emergente, ficando
exposta a radiacdo solar. Seria necessario, portanto, aliar observacdes anatdbmicas e ecofisioldgicas
para diferenciar quais estruturas sdo ajustaveis ao ambiente e quais sdo puramente hereditérias
(Scremin-Dias, 2007).

Foi verificado em A. excelsum, elevacdo na borda periestomatica e estrias epicuticulares
anexas as células guarda dos estbmatos anomociticos. Do mesmo modo, ao estudar outras espécies
de Aspidosperma, Albuquerque (1971) encontrou estdmatos anomociticos e raros anisociticos, com
células anexas apresentando estrias epicuticulares. E Larrosa & Duarte (2005) visualizaram em
Himatanthus sucuuba, folhas hipoestoméaticas com estbmatos anomociticos formando borda
periestomética evidente, devido elevacédo da cuticula.

O tipo de indumento observado nos tricomas de A. excelsum poderia ser uma caracteristica
distintiva entre as espécies de Aspidosperma, pois segundo Theobald et al. (1979), a ornamentagéo
dos tricomas pode delimitar géneros e até espécies. Entretanto, tal carater ndo € diagnostico para as
carapanalbas, uma vez que Reis (2008) também localizou tricomas tectores com parede
ornamentada nas espécies A. excelsum, A. carapanauba, A. desmanthum e A. spruceanum. Este
autor afirmou ainda que o tricoma encontrado na primeira espécie supracitada é pluricelular,

enquanto neste estudo foi constatado que 0 mesmo é unicelular.
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O presente estudo corrobora os dados de Pacheco (1979), pois detectou cicatrizes na face
adaxial, resultantes da queda dos tricomas e que os tricomas tectores encontram-se em maior
abundancia na face abaxial. Enquanto Afiez (2009) verificou a presenca destes em A. nitidum e A.
marcgravianum, Krentkowski & Duarte (2012) constataram além de tricomas tectores simples,
tricomas multicelulares em A. olivaceum e A. polyneurum, ambos com paredes espessadas e apices
agudos. Ao comparar os resultados destes autores entre si € possivel conjecturar que os tricomas
tectores sdo abundantes em especies de Aspidosperma independente de seus dominios
fitogeogréaficos, sendo os tricomas glandulares raros nas mesmas.

A constatacdo de laticiferos articulados ramificados na espécie, objeto deste estudo, pode ser
considerada rara, pois foi relatada apenas para A. australe (Demarco et al. 2006). Para a maioria das
espécies de Apocynaceae, os laticiferos sdo citados como ndo articulados (Solereder, 1908;
Metcalfe, 1967; Yoder & Mahlberg, 1976; Wilson & Mahlberg, 1978; Murugan & Inamdar, 1987;
Inamdar et al., 1988; Roy & De, 1992; Mahlberg, 1993; Appezzato-da-Gléria & Estelita, 1997).

Santos et al. (2013), também localizaram idioblastos e laticiferos em P. fasciculata, com as
mesmas substancias, diferindo unicamente pela presenca de polissacarideos. Na histoquimica de A.
excelsum, ndo se detectou a presenca de alguns compostos diagnosticados na fitoquimica, pois o
conteddo dos idioblastos apresenta constituicdo heterogénea. Com relacdo aos flavonoides, assim
como na fitoquimica, utilizou-se cloreto de aluminio como reagente revelador; entretanto, as
substancias ndo absorveram o comprimento de onda especifico. A utilizacdo de material processado
no teste pode ter influenciado a ndo deteccdo deste constituinte. Os terpenos também ndo foram
detectados, provavelmente devido aos procedimentos de fixacdo, desidratacdo e emblocamento do
material vegetal, etapas que dificultam a preservacdo de compostos volateis, tais como 6leos

essenciais e acidos resinicos.

Os parametros de granulometria e teor de cinzas totais do p6 das folhas de A. excelsum

foram aqui relatados pela primeira vez; desta forma, passa a constituir especificacdo farmacopeica.
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A pulverizacao satisfatoria do po € imprescindivel para alcancar um rendimento étimo no
processo extrativo. A granulometria € o parametro que determina a superficie de contato do po
disponivel a interagir com o solvente (Alves et al., 2008). Constatou-se que o didmetro do pé
atingido a partir da pulverizacdo das folhas de A. excelsum foi adequado, pois 0 extrato etanolico
exibiu rendimento de 38,8%. Este foi superior ao obtido por Dolabela (2007), que ao avaliar
extratos de trés espécies de Aspidosperma, preparados pelo mesmo método do presente estudo,

verificou que a espécie A. parvifolium apresentou rendimento de 31,8352%.

A quantificacdo de cinzas revelou-se alta (17,24%) quando comparada com o teor de cinzas
(6,07%) das folhas de Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) B. Verlt. (Alves et al., 2008) e
praticamente equivalente ao teor (17,99%) exibido por Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E.
Jarvis (Braga et al., 2007). Com relacdo a droga vegetal oriunda de uma mesma espécie, inUmeros
fatores podem alterar esse teor, tais como: procedimentos de coleta, secagem, variagdes climaticas

ou até localizacao geografica (Alves et al., 2008).

A determinacdo de cinzas constitui critério de pureza da droga vegetal, pois permite
quantificar o residuo inorganico presente nesta, e representado, em particular, por carbonatos,
cloretos e diversos tipos de dxidos (Costa, 1982). O alto teor de cinzas que compde o po das folhas
de A. excelsum pode ndo expressar impurezas, visto que as analises estruturais mostraram a
presenca de idioblastos cristaliferos, que sdo provenientes da propria fisiologia da planta. E ainda
considerando que a espécie deste estudo foi coletada em ambiente de varzea, local sujeito a
inundacdes periddicas, sabe-se que as plantas aquaticas ou sujeitas a inundagdes sdo sorventes
naturais de substdncias quimicas, o que pode influenciar em maior absor¢cdo de compostos

inorganicos pela planta (Rubio et al., 2004).

Os constituintes quimicos mais encontrados na familia Apocynaceae sdo: glicosideos
cardioativos e cianogenéticos, saponinas, taninos, cumarinas, acidos fendlicos, ciclitois e

triterpenodides (Evans, 2002). No que concerne o género Aspidosperma, estudos relatam a
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predominancia de alcaloides inddlicos (Bolzani et al., 1987; Pereira et al.; 2006; Pereira et al.,
2007). Alem destes, nas folhas de A. excelsum foram encontrados triterpenos, esteroides e
compostos fendlicos. Foi observada a ocorréncia de cumarinas, taninos e glicosideos cardiacos nas

cascas da mesma especie (Afiez, 2009).

Pelo método de precipitagdo descrito por Matos (1997), foram detectados saponinas,
acucares redutores, taninos, alcaloides, cumarinas e glicosideos cardioativos no extrato
hidroalcodlico das cascas de A. excelsum (Afiez, 2009; Gomes, 2011), assim como no extrato
etandlico das cascas desta espécie (Martins, 2012). Analisando o extrato hidroalcodlico das folhas
de A. excelsum foram detectados cumarinas, taninos, antocianinas, flavonoides, triterpenos,
esteroides, glicosideos cardioativos e alcaloides (Afiez, 2009). Utilizando o método de CCD
descrito por Wagner et al. (1984), Martins (2012) constatou a ocorréncia de esteroides,
triterpenoides, alcaloides e taninos no extrato hidroalco6lico das cascas A. excelsum. Neste estudo,
pelo método de Wagner et al. (1984), foi constatado, no extrato etanélico das folhas de A. excelsum,
a presenca de triterpenos, esteroides, compostos fendlicos e heterosideos flavénicos. Os resultados
encontrados demonstram haver diferenca de sensibilidade entre os metodos utilizados para a
detecgéo de constituintes quimicos.

Na CCD foi detectada uma substancia com Rf muito semelhante ao triterpenoide lupeol,
sugerindo que a planta estudada possa conté-lo. O lupeol foi isolado de A. parvifolium (Jacome et
al., 2004) e Parahancornia fasciculata (Silva, 2012). Este composto € comum em uma variedade de
plantas terapéuticas (Gallo & Sarachine, 2009), sendo relatadas para o mesmo atividades
antiplasmddica (Alves et al., 1997), leishmanicida e trypanosomicida (Fournet et al., 1992).

Das cascas do caule de A. tomentosum foi isolado e identificado o flavonodide 3-
Ometilquercetina (Epiféanio et al., 2007). Santos et al. (2013) quantificaram o teor de flavonoides
totais contido nas folhas de amapa amargo (P. fasciculata), na quantidade de 0,32 + 0,002 mg de
flavonoides totais por grama de folha seca. A partir das folhas de A. macrocarpon foi isolado o

flavonoide rutina (Bannwart et al., 2013). No presente estudo, a prospeccdo em CCD para
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flavonoides apresentou Rf semelhante ao da Rutina, porém nao foi relatado, ainda na literatura, o
isolamento deste metabolito na espécie.

Ao avaliar, por CCD, o extrato etanolico obtido das folhas de cinco espécies de
Aspidosperma do Cerrado, Dolabela (2007) verificou que apenas dois revelaram-se positivos para
alcaloides. Estes foram encontrados ainda nos extratos etanolicos das cascas de A. cylindrocarpon,
A. olivaceum, A. ramiflorum e A. spruceanum (Dolabela, 2007). No presente estudo, porém, ndo
foram detectados alcaloides no extrato etanolico das folhas de A. excelsum atravées deste método, o
que pode sinalizar que este metabolito, se presente, encontra-se em concentracfes muito reduzidas.
Possivelmente este composto seja sintetizado nas estruturas secretoras/ armazenadoras das folhas e

translocado para as cascas, local de maior armazenamento.

Conclusoes

As analises anatdmica revelaram que idioblastos e laticiferos constituem as principais
estruturas secretoras das folhas de A. excelsum. Pardmetros farmacogndsticos, inerentes a
granulometria e cinzas totais, foram estabelecidos pela primeira vez para as folhas de A. excelsum.
A prospeccdo fitoquimica do EEAE indicou a presenca de alcaloides, taninos, polifenois, esteroides
e triterpenoides. A maioria destes constituintes esta em consonancia com as analises histoquimicas.
O baixo teor de alcaloides presentes nas folhas de A. excelsum, porém relatado em maior
concentragdo nas cascas em outros estudos, poderia justificar o uso tradicional destas pelas
populagbes amazonicas. Contudo as folhas devem ser consideradas como alvo de bioprospecgédo
pela inddstria farmacéutica, devido possuirem metabolitos ativos. A auséncia de estudos sobre a
atividade bioldgica dos extratos das folhas de A. excelsum salienta a necessidade de futuros estudos

quimicos, farmacoldgicos e toxicoldgicos.
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