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RESUMO

A familia Celastraceae é constituida de 100 géneros e 1200 espécies distribuidas pelo mundo,
principalmente nos tropicos e subtropicos. Um de seus maiores representantes é o género
Monteverdia sendo a espécie Monteverdia ilicifolia (espinheira-santa) uma das mais
importantes do género devido ao uso na medicina tradicional. A principal indicacdo popular da
espécie € o uso de chéas de folhas para tratar gastrites e Ulceras géstricas, tratamento este,
comprovado cientificamente. Decorrente da comprovacdo do uso tradicional, houve um
aumento da procura por essa espécie medicinal, o que ocorreu sem um planejamento de
producdo. A indisponibilidade de M. ilicifolia no comércio, associada a morfologia similar e
ao nome popular designado para as espécies Monteverdia aquifolia, Citronella gongonha,
Jodina rhombifolia, Sorocea bonplandii e Zollernia ilicifolia, faz com que a prética de
adulteracOes seja verificada. Essas adulteracbes ndo sdo facilmente detectadas, pois
comumente as espécies medicinais sdo comercializadas na forma rasurada, triturada ou
pulverizada. Dentre os métodos farmacopeicos utilizados para detectar adulterantes em drogas
vegetais estdo a morfoanatomia que avalia os caracteres morfoldgicos e anatdmicos do vegetal e
a cromatografia em camada delgada que mostra o perfil quimico de extratos, destacando-se
por serem métodos rapidos, eficientes e de baixo custo. Considerando as adulteragdes de M.
ilicifolia com M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii e Z. ilicifolia,
objetivou-se analisar a anatomia foliar e caulinar dessas espécies, utilizando as técnicas usuais
de microscopia, bem como determinar o perfil cromatografico dos extratos dessas espécies e
de amostras comerciais por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia, a fim de
fornecer dados microscépicos e cromatograficos que possam auxiliar no controle da qualidade
de droga vegetais, plantas medicinais e fitoterapicos. Os caracteres morfoanatdmicos de folhas e
caules e os perfis cromatograficos dos extratos fornecem subsidios farmacobotanicos e quimicos
que auxiliam na identificacdo das espécies, contribuindo para o controle da qualidade de drogas
vegetais e fitoterapicos. A analise de dez amostras comerciais demonstrou que somente uma
amostra ndo estava adulterada.

Palavras-chave: Adulteracdo; Anatomia; Celastraceae; Controle da qualidade; Espinheira-
santa; Microscopia.



ABSTRACT

The Celastraceae family consists of 100 genera and 1200 species distributed around the
world, mainly in the tropics and subtropics. One of its main representatives is the genus
Monteverdia, being the species Monteverdia ilicifolia (espinheira-santa) one of the most
important of the genus due to its use in the traditional medicine. The main popular indication
of the species is the use of leaf teas to treat gastritis and gastric ulcers, a treatment that has
been scientifically proven. Due to the proof of traditional use, there was an increase in demand
for this medicinal species, which occurred without a production planning. The unavailability of
M. ilicifolia in commerce, associated with the similar morphology and the popular name given
to the species Monteverdia aquifolia, Citronella gongonha, Jodina rhombifolia, Sorocea
bonplandii and Zollernia ilicifolia, makes the practice of adulteration verified. These
adulterations are not easily detected, as medicinal species are commonly sold in scratched,
crushed or pulverized form. Among the pharmacopoeial methods used to detect adulterants in
plant drugs are morphoanatomy, which evaluates the morphological and anatomical
characters of the plant, and thin layer chromatography, which shows the chemical profile of
extracts, standing out for being fast, efficient and low-cost methods. Considering the
adulterations of M. ilicifolia with M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii
and Z. ilicifolia, the objective was to analyze the leaf and stem anatomy of these species,
using the usual microscopy techniques, as well as determining the chromatography profile of
the extracts of these species and commercial samples by high performance thin layer
chromatography, in order to provide microscopic and chromatographic data to support the
quality control of plant drugs and herbals. The morphoanatomical features of leaves and stems and
the chromatographic profiles of the extracts provide pharmacobotanical and chemical subsidies that
help in the identification of species, contributing to the quality control of plant and herbal drugs.
Analysis of ten commercial samples showed that only one commercial sample was unadulterated.

Keywords: Adulteration; Anatomy; Celastraceae; Espinheira-santa; Quality control;
Microscopy.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais é uma das formas mais antigas de praticas terapéuticas,
objetivando-se a cura, prevencéo e tratamento de enfermidades. Cada vez mais estudos visam
conhecer 0s principios ativos de origem vegetal com potencial farmacoldgico para a produgdo
de novos medicamentos fitoterdpicos (FIRMO et al., 2011). Em se tratando da producdo de
fitoterapicos, a qualidade é imperativa e o controle da qualidade de drogas vegetais deve ser
realizado em todas as etapas de producdo de um produto tradicional fitoterapico ou um
medicamento fitoterapico, iniciando-se com a identificacdo da espécie vegetal (MANFRON,
2021).

Os nomes populares sdo os mais conhecidos pela populagdo e tem se mantido por
muitos anos. Comumente, estdo relacionadas as atividades farmacologicas, caracteristicas
morfologicas, cultura regional ou ainda origem geografica da espécie. Nao obstante, uma
espécie medicinal pode ter varios nomes populares, bem como um nome popular pode ser
dado a varias espécies diferentes. Dessa forma, o nome popular dificulta a identificacdo de
uma espeécie vegetal e pode facilitar a adulteracdo de drogas vegetais (MANFRON, 2021).

Além da nomenclatura comum, a morfologia similar de espécies vegetais também
pode promover a adulteracdo de plantas medicinais. A indudstria de fitoterapicos enfrenta sérios
problemas decorrentes da adulteracdo por outras similares morfologicamente ou que possuem
a mesma denominacdo popular. A adulteracdo de drogas vegetais prejudica a efetividade
terapéutica das espécies vegetais medicinais, e em alguns casos, podendo levar a intoxicacao.
(BOCHNER et al., 2012; MANFRON, 2021).

A familia Celastraceae é objeto de estudo no ramo da adulteracdo (ALBERTON et
al., 2002; ALBERTON; FALKENBERG; FALKENBERG, 2002; COULAUD-CUNHA;
OLIVEIRA; WAISSMANN, 2004). Um dos géneros importantes dessa familia € Monteverdia
A. Rich., ao qual recentemente teve uma revisdo taxonémica, baseada em analise molecular,
evidenciando que varias espécies anteriormente classificadas como Maytenus Molina, na
verdade pertencem ao género Monteverdia. (BIRAL, 2017).

Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral, anteriormente denominada de
Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, é conhecida na medicina tradicional como espinheira-
santa, cancerosa, cancrosa, coromilho-do-campo, erva cancerosa, espinho-de-deus, maiteno e
salva-vidas (LORENZI; MATQOS, 2002). Destaca-se 0 uso dessa espécie no tratamento de
gastrite e Ulceras gastricas (CARLINI, 1988; MARIOT; BARBIERI, 2007; FEITOSA
FILHO, 2019; DE PAULA et al., 2021). M. ilicifolia consta na relacdo Nacional de Plantas
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Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) e o Ministério da Saude pela Portaria 2.982
publicada em 2009, no seu anexo I, indica as formas de uso da espinheira-santa, sendo elas
como capsula,comprimido, emulséo, solucéo e tintura. (BRASIL, 2009).

Apresenta grande quantidade de taninos, substancias com notdrias atividades
farmacoldgicas, que desempenham agdes como atividade antioxidante, formacéo de complexos
com macromoléculas e ions metélicos, promovendo uma camada protetora sobre a pele ou a
mucosa, como no caso de Ulceras gastricas, fazendo com que se tenha uma recuperacdo do
local afetado, naturalmente (BRUNETON, 1991; MELLO; SANTOS, 2001).

Devido a eficicia e a popularidade de M. ilicifolia, o comércio dessa espécie
medicinal aumentou nos ultimos anos, sendo uma das mais comercializadas no estado do
Parana. A grande demanda de M. ilicifolia favorece as adulteragdes e substituicdes da droga no
comércio, sendo alguns adulterantes conhecidos, a exemplo de Monteverdia aquifolia (Mart.)
Biral, Sorocea bonplandii (Baill.) W.C. Burger et al., Jodina rhombifolia (Hook. & Arn.)
Reissek, Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard e Zollernia ilicifolia (Brongn.) Vogel. A
adulteracdo de M. ilicifolia é facilitada devido as semelhangas morfoldgicas e 0 nome popular
das espécies usadas como adulterantes. A identificacdo de espécies vegetais no comercio é
dificultada, pois as drogas comumente, sdo comercializadas nas formas rasurada, triturada ou
pulverizada (ALBERTON et al., 2002; ALBERTON; FALKENBERG; FALKENBERG,
2002; COULAUD-CUNHA; OLIVEIRA; WAISSMANN, 2004; MARIOT; BARBIERI,
2006; ALONSO; DESMARCHELIER, 2007; GARCIA; OLIVEIRA JR, 2021).

Adicionalmente, o Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL,
2021) consideram M. aquifolia sindbnimo de M. ilicifolia, contudo, sdo espécies diferentes
(REFLORA, 2020a). Isso faz com que as duas espécies sejam comercializadas como
sucedaneas devido as semelhancas morfoldgicas das folhas.

Considerando a nomenclatura tradicional e as similaridades morfologicas de M.
ilicifolia com os adulterantes M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii e Z.
ilicifolia utilizados no comércio de drogas vegetais, objetivou-se comparar a microscopia e a
histoquimica dessas espécies a fim de fornecer subsidios anatdmicos e micromorfolégicos para

aplicacdo no controle da qualidade de drogas vegetais, plantas medicinais e fitoterapicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudos morfoanatdmicos, histoquimicos e cromatograficos comparativos
com as espécies Monteverdia ilicifolia, Monteverdia aquifolia, Sorocea bonplandii, Jodina
rhombifolia, Citronella gongonha e Zollernia ilicifolia, bem como com amostras comerciais

de M. ilicifolia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar anatomicamente e histoquimicamente folhas e caules de M. ilicifolia, M.

aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii e Z. ilicifolia;

Analisar as caracteristicas ultraestruturais no microscopio eletrénico de varredura por
emissdo de campo (FEG) e a composicdo quimica elementar dos cristais presentes nas
espécies por espectroscopia dispersiva de raio X (EDX) de folhas e caules de M. ilicifolia, M.

aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii e Z. ilicifolia;

Analisar por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE) os
extratos de folhas de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii e

Z. ilicifolia;

Verificar a presenca dos marcadores botanicos e quimicos nas amostras comerciais

adquiridas no comércio de Ponta Grossa, Parana;

Fornecer dados botanicos e quimicos para o controle da qualidade de drogas vegetais

e fitoterapicos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo de plantas medicinais é uma pratica antiga, feita por civilizagcbes com o
intuito de cura e prevencdo de doengas. Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
mostraram que 65-80% da populacéo de paises subdesenvolvidos usam como forma Unica de
tratamento de saude béasica (VEIGA JUNIOR et al., 2005; FIRMO et al., 2011). O comércio
dessas plantas vem sendo realizada nos dias atuais por meio de farmécias e lojas de produtos
naturais, nas quais se tornaram populares em paises desenvolvidos devido ao apelo midiatico
para o consumo de produtos de origem vegetal (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Atualmente, observa-se um aumento na pesquisa etnofarmacologica de plantas
medicinais na busca da comprovacdo cientifica do uso terapéutico tradicional de espécies
vegetais (ZARDO et al.,, 2016; CARNEIRO et al., 2020; MACHADO et al., 20213;
MACHADO et al., 2021b).

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais na medicina tradicional € comum, pois
desde tempos remotos, 0s indigenas e posteriormente os colonizadores as utilizavam
amplamente para tratamento de diversas doencas, como alimentos e também como
cosméticos, sendo que o conhecimento adquirido pelos antepassados foi passado para as
geracOes seguintes (YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001). Devido ao crescente
uso de produtos naturais, o pais tem desenvolvido acdes para ampliar a pratica do uso e
cuidados da saude utilizando plantas medicinais. Como exemplo, a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), que estabelece diretrizes para o desenvolvimento
de acbes com o0s objetivos de garantir 0 acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos, com o desenvolvimento de tecnologias e inovacles, e também de processos
envolvendo a producdo e utilizacdo sustentavel e correta da biodiversidade brasileira
(BRASIL, 2006).

Outro exemplo é a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(RENISUS), que contem plantas medicinais que apresentam potencial para gerar produtos de
interesse ao Sistema Unico de Salde (SUS), apresentando 71 espécies em sua lista (BRASIL,
2009). Destaca-se também a evolucdo do registro e da prescricdo de fitoterapicos com a
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 26 de 2014 que dispOe sobre o registro de

medicamentos fitoterapicos e o registro e a notificacdo de produtos tradicionais fitoterapicos
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(BRASIL, 2014); o Memento de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (MFFB), publicada
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que auxilia na orientacdo a
prescricdo de plantas medicinais e fitoterdpicos (BRASIL, 2016), além do Formulério de
Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira (FFFB2) que contém 85 (oitenta e cinco)
monografias de espécies medicinais e um total de 236 formula¢des indicadas (BRASIL,
2021).

3.2 CONTROLE DA QUALIDADE

A adulteracdo de drogas vegetais € comum ndao somente no Brasil, mas no mundo
todo, e tem se mostrado um grande problema de salde publica. A adulteracdo pode ser
intencional ou ndo intencional, sendo que primeira ocorre quando se quer aumentar o lucro
adicionando outras espécies de baixo ou nenhum valor comercial, ou aumentar uma acgéo
farmacoldgica adicionando uma droga mais potente. A segunda acontece quando a planta é
coletada por extrativismo, comum no Brasil, ou quando o coletor ndo tem o devido
conhecimento da espécie vegetal a ser coletada. A adulteracéo é facilitada porque as drogas
vegetais sdo comercializadas na forma rasurada ou pulverizada e frequentemente ocorrem
quando a espécie utilizada como adulterante tem a mesma nomenclatura popular ou quando
possui similaridade morfolégica (MANFRON, 2021).

Existem varios exemplos classicos de plantas medicinais que sofrem adulteracédo
devido ao nome popular: Echinacea angustifolia DC. e Parthenium integrifolium L., ambos
sdo conhecidos como “equinacea”, entretanto somente E. angustifolia € medicinal. Da mesma
forma, Actaea racemosa L., popularmente conhecida como “cimicifuga”, ¢ adulterada com
espécies nativas da Asia, como Actaea pachypoda Elliott, Actaea podocarpa DC., Actaea
rubra (Aiton) Willd., Actaea cimicifuga L. O problema é que a composicdo quimica dos
adulterantes é diferente, podendo ser toxicos para uso humano (UPTON et al.,2011).

No Brasil, hd varios exemplos como as espécies conhecidas pelo nome popular de
“anador” (AOYAMA; INDRIUNAS, 2015), “carqueja” (BUDEL et al., 2015), “guaco”
(ALMEIDA et al., 2017), “maracuja” (WOSCH et al., 2015) e “vassoura” (BOBEK et al.,
2016). Nesse caso, as espécies sao usadas indistintamente pela populacéo. Por outro lado, uma
Unica espécie pode apresentar diversos nomes populares como € o caso de Piper amalago L.,

conhecida como “jaborandi-manso”, “jaborandi-falso” e “jaborandinhandi” (SANTOS et
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al., 2015) e Schinus molle L., popularmente chamada de “aroeira”, “aroeira- salsa”,
“periquita”, “anacauita” ¢ “molho” (MACHADO et al., 2018).

3.2.1 Farmacobotanica

A Farmacobotéanica pode ser considerada uma das areas da Farmacognosia que
estuda espécies vegetais de valor econdmico como as plantas medicinais, alimentares e/ou
toxicas. Frequentemente, as espécies medicinais sdo comercializadas fragmentadas ou
pulverizadas. Nesse sentido, a Farmacobotanica evidencia marcadores boténicos que auxiliam
na identificacdo da matéria-prima vegetal. Dentre os procedimentos utilizados para essa
finalidade, encontram-se a analise organoléptica, a morfologia externa e a microscopia que
sdo preconizadas pela Farmacopeia brasileira (MANFRON, 2021).

Em se tratando de drogas vegetais comercializadas, na maioria das vezes a analise
morfologica ndo € diagndstica e a analise organoléptica é subjetiva. Portanto, as analises
microscopicas sdo indispensaveis, pois fornecem importantes marcadores botéanicos de
identificacdo do vegetal. As caracteristicas microscopicas sdo especialmente valiosas para a
analise de materiais vegetais secos, cujas caracteristicas ndo sdo drasticamente alteradas em
relacdo ao material fresco.

A andlise microscopica mostra-se eficiente, pois o0 processo de secagem e
fragmentacdo das plantas ndo resulta na perda das caracteristicas microscopicas mais
relevantes. Nesse contexto, as caracteristicas anatdmicas sdo as mais estaveis da planta
quando se trata de identificacdo e na busca por adulterantes e substituintes. A microscopia
mostra-se valiosa também na deteccdo de material inorganico aderido a matéria-prima
vegetal, como a presenca de areia, pedras e terra, bem como material organico estranho a
droga vegetal, como partes da mesma planta ou de plantas diferentes, pedacos de insetos,
fezes de animais e pélos de roedores. Adicionalmente, as analises microscopicas utilizam
pequenas quantidades de material para serem realizadas, além de ser relativamente rapidas e
de baixo custo. Entretanto, requer um bom conhecimento de anatomia de plantas e habilidade
para seccionar o vegetal, permitindo uma boa visualizacdo estrutural dos elementos botanicos
(MANFRON, 2021).
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3.2.2 Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE)

A cromatografia € um processo fisico-quimico de anélise e identificacdo que consiste
na separacdo de componentes em duas fases imisciveis, tendo uma fase mével e uma fase
estacionaria, sendo essa metodologia amplamente utilizada em estudos de componentes
quimicos em espécies vegetais (PERES, 2002). Rotineiramente, a cromatografia em camada
delgada (CCD) é feita em laboratorios de pesquisa e de controle de qualidade utilizando a
silica gel como fase estacionéria, pois € uma metodologia relativamente de facil manuseio e
de baixo custo.

Na procura de um método ainda mais rapido, a cromatografia em camada delgada de
alta eficiéncia (CCDAE) surgiu com uma proposta de unir a facilidade e eficiéncia da CCD
com algo mais agil. A CCDAE E um método de impresséo digital quimica, podendo ser usado
como uma ferramenta para avaliacdo rapida da autenticidade de matérias primas vegetais
sendo semiautomatica ou totalmente automatizada (KRUGER et al., 2013; RAMAN et al.,
2018).

Na CCDAE placa de cromatografia é o elemento central que é movido através das
etapas individuais do processo. Em cada etapa do processo, 0s parametros podem ser
ajustados a tarefa analitica especifica. Quanto maior a exigéncia no resultado analitico final,
maior € o nivel de automacdo necessario. A aplicacdo de amostras e padrdes é o primeiro
passo no fluxo de trabalho dessa técnica e afeta significativamente a qualidade do resultado ao
final do processo. A escolha da técnica e do dispositivo de aplicacdo depende dos requisitos
de precisdo, volumes de amostra, numero de andlises e grau de automacdo desejado. A
aplicacdo de bandas pela técnica de spray-on permite a aplicacdo ideal das amostras. As zonas
iniciais na forma de bandas estreitas garantem a melhor resolucdo (CAMAG, 2022).

Muitas farmacopeias internacionais preconizam o uso desta técnica, entretanto a
Farmacopeia brasileira ainda traz nas monografias das espécies medicinais, a cromatografia
em camada delgada, além da cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (CLAE) como métodos cromatograficos usuais para o controle da qualidade de

matérias primas vegetais (BRASIL, 2019).
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3.3 FAMILIA CELASTRACEAE R. BR.

A familia Celastraceae possui cerca de 100 géneros e 1200 espécies e é encontrada em
todo o mundo, principalmente nos tropicos e subtrépicos (SIMMONS, 2004). E dividida em 5
subfamilias, Celastroideae, Hippocrateoideae, Salacioideae (todas encontradas no territorio
brasileiro), Parnassioideae e Stackhousioideae. (JOFFILY, 2002; LOMBARDI; BIRAL,
2016). Estdo presentes em todos 0s biomas brasileiros sendo que 35 espécies sdo endémicas
das 48 nativas do pais. As espécies dessa familia sdo geralmente arvores, arbustos,
subarbustos, ervas e lianas (REFLORA, 2020b). Apresentam folhas alternas de margem
inteira ou serrilhada, sendo que em muitas espécies sdo observados varios espinhos (NUNEZ
RIVAS,2004; SANTOS, 2008).

Estudos fitoquimicos indicaram a presenca de flavonoides tetraglicosilados, taninos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e alcaloides como metabolitos secundarios que
aparecem com frequéncia (NUNEZ RIVAS, 2004; VISTUBA, 2014). A familia Celastraceae
é reconhecida na area medicinal pois muitas especies, principalmente do género Monteverdia,
que vem sendo cada vez mais estudada por suas atividades biolégicas, como antiulcerogénica,
antimicrobiana, cicatrizante, antioxidante, antitumoral, antigastrica, entre outras (CARLINI,
1988; BUFFA et al., 2004; MARIOT; BARBIERI, 2007; SANTOS et al., 2011).

3.4 GENERO Monteverdia A. RICH.

Um dos mais importantes géneros de Celastraceae é Monteverdia. Recentemente,
baseado na biologia molecular e sistematica filogenética, espécies de Maytenus foram
reclassificadas em Maytenus, e Monteverdia, sendo que Tricerma foi separada de Maytenus e
Fraunhofera e Plenckia continuaram na mesma classificacdo. Portanto, 123 espécies tiveram
0 nome cientifico alterado e realocado, como é o caso de Maytenus aquifolia Mart. que passou
a ser sinbnimo de Monteverdia aquifolia (Mart.) Biral, Maytenus rigida Mart. a
Monteverdia rigida (Mart.) Biral; bem como Maytenus robusta Reissek passou a denominagdo
cientifica de Monteverdia  robusta (Reissek) Biral (BIRAL, 2017), conforme demonstrado na

Figura 1.
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Figura 1 - Realocacéo de géneros dentro da familia Celastraceae

Maytenus acanthophylla Maytenus rigida
Maytenus truncata Maytenus guyanensis
Maytenus aquifolia * Maytenus laurina, M. monticola
C Maytenus ilicifolia * Maytenus obtusifolia 1016
E Maytenus macrophylla Maytenus sp., M. sprucci
L Maytenus brasiliensis Maytenus urbaniana
A Maytenus communis Maytenus catingarum
S Maytenus fugax Maytenus mucugensis
T Maytenus glaucescens Maytenus aff. Obtusifolia 7213
R Maytenus gonocladada Maytenus buxifolia, M. schippii — Monteverdia
A Maytenus imbricata Maytenus domingensis, M. elongata
C Maytenus robusta 1085 Maytenus laevigata
E Maytenus robusta 6902 Maytenus distichophylla 8024
A Maytenus salicifolia Maytenus floribunda
E Maytenus subalata Maytenus apurimacensis
Maytenus distichophylla 7212 Maytenus dasyclada
Maytenus erythroxyla Maytenus evonymoides 6874
Maytenus chapadensis Maytenus evonymoides 8296
Maytenus grenadensis Maytenus longifolia
Maytenus schumanniana Maytenus megalocarpa
Maytenus meguilensis Maytenus spinosa
‘ Fraunhofera multiflora [— Fraun hOf era
Plenckia integerrima R — 5
Plenckia
Plenckia populnea
Maytenus texana, M. vitis-idaea > Tricerma
| Maytenus viscifolia
Maytenus boaria
Maytenus magellanica
) - — Maytenus
Maytenus chubutensis, M. disticha
Maytenus conferta
Maytenus verticillata
Maytenus woodsonii

Fonte: ADAPTADO de BIRAL, 2017.

O género Monteverdia é reconhecido pela presenca de folhas simples com estipulas
inconspicuas; inflorescéncias cimosas; flores pequenas, esverdeadas, geralmente pentameras.
Sdo encontradas em sua maioria em diversos biomas brasileiros, como por exemplo, a
Floresta Amazonica, Floresta Atlantica, Cerrado e Caatinga (CARVALHO- OKANO, 1992).

Pela similitude morfoldgica, espécies do género sdo conhecidas na medicina
tradicional como “espinheira-Santa”, entre elas, M. ilicifolia e M. aquifolia recebem a mesma

denominacdo (MARIOT; BARBIERI, 2007). O nome popular é um dos fatores que facilita a
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pratica de adulteracdo em plantas medicinais, 0 que preocupa, uma vez que espécies
conhecidas como “espinheira-santa” sao amplamente utilizadas e comercializadas no Brasil
(MANFRON, 2021).

Vaérias espécies de Monteverdia vem chamando cada vez mais a atencdo de
pesquisadores, devido aos compostos quimicos presentes nas folhas das espécies desse
género, principalmente os taninos e 0s terpenos. Esses compostos tém apresentado atividades
bioldgicas, a exemplo de antitumoral de Monteverdia cuzcoina (Loes.) Biral (GONZALEZ et
al., 2000); antileishmania e citotoxica de Monteverdia macrocarpa (Ruiz & Pav.) Biral
(PEREZ-VICTORIA et al.,1999; CHAVEZ ORELLANA et al., 2000) anti-inflamatoria e
antidiarreica de Monteverdia rigida (Mart.) Biral (SANTOS et al., 2007), antioxidante,
gastroprotetora e antiulcerogénica de M. ilicifolia (VERVLOET, 2003; NEGRI et al., 2007).

3.5 Monteverdia ilicifolia (MART. EX REISSEK) BIRAL

Monteverdia ilicifolia (sin. Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek) Biral, popularmente
conhecida como espinheira-santa, cancerosa, cancrosa, coromilho-do-campo, erva cancerosa,
espinho-de-deus, maiteno e salva-vidas (LORENZI; MATQOS, 2002), é uma planta originaria
da Ameérica do Sul, habitando os biomas: Pampa (principalmente), Cerrado e Floresta
Atlantica, estando mais representada na Regido Sul do Brasil (Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul). Prefere solos imidos em ambientes ciliares (MAZZA et al., 2011), tendo a
chamada plasticidade fenotipica, que é quando a planta é capaz de crescer sob diversas
condicdes de fertilidade e solos muito umidos com diferentes quantidades de luz fornecidas
(RADOMSKI; BULL, 2010).

E um arbusto contendo ramos angulosos, tetra a multicarenados.; lamina com aspecto
coriaceo, 2,2-8,9 cm de comprimento e 1,1-3 cm de largura, eliptica a estreitamente eliptica,
apice agudo a acuminado contendo espinho apical, mucronado a aristado, base cuneada a
obtusa, margens espinescentes, espinhos um a varios, distribuidos regular ou irregularmente,
muitas vezes concentrados na metade superior da lamina, nervura primaria saliente em ambas
as faces, nervuras secundarias subsalientes na face abaxial. O peciolo mede de 0,2-0,5 cm

(REFLORA, 2020a). Na Figura 2 esta representada M. ilicifolia em exsicata e no habito.
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Figura 2 - Monteverdia ilicifolia (Celastraceae). A. Espécime herborizado; B. Espécime no habitat.
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Fonte: A. (REFLORA, 2020a).
B. O autor.
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Utilizada na medicina tradicional principalmente para tratar gastrite e Ulceras, M.
ilicifolia é consumida na forma de cha que corresponde a infusdo das folhas. Também é
reconhecido seu uso juntamente com erva-mate no chimarréo (llex paraguariensis A.St.-Hil.)
para combater a azia e a gastrite que podem desencadear os sintomas quando se utiliza a
bebida (CARLINI, 1988; MARIOT; BARBIERI, 2007, DE PAULA et al., 2021).

Estudos quimicos evidenciaram a presenca de flavonoides, triterpenos e taninos,
estes responsaveis pela acdo antigastrica e antiulcerogénica (CARLINI, 1988; MARIOT;
BARBIERI, 2007; LOPES et al., 2010). Os principais ativos responsaveis por essas acdes sao
mostrados na Figura 3, sendo eles os taninos epigalocatequina (1) e epigalocatequina-3-galato
(1), com efeito sinérgico entre o triterpeno friedelina (I11) e o fridenelol, do 6leo essencial,
sendo que as estruturas foram desenhadas utilizando o programa ChemDraw® Professional
15.0 (MING et al., 1998; PEREIRA et al., 1993).

Ainda ndo é conclusivo o principal mecanismo de acdo dos taninos de M. ilicifolia,
pois mais de um mecanismo foi evidenciado. Um estudo demonstrou que a epigalocatequina
atua no mecanismo de inibicdo competitiva da ATPase de membrana potassio dependente das
células da mucosa géstrica, as quais secretam acido cloridrico (HCI) no estdmago (CARLINI;
FROCHTENGARTEN, 1988). Outro estudo comprovou a inibicdo ndo competitiva de canais
de potassio (K*) causado pela epicatequina (MURAKAMI et al., 1992). Ainda, outro trabalho
relatou que o extrato aquoso liofilizado de M. ilicifolia, inibe a secrecdo gastrica pela atividade
antagonista em receptores de histamina (H2), mecanismo similar realizado pelo farmaco
cimetidina (FERREIRA et al., 2004; FONSECA et al., 2007).
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Figura 3 - Estruturas da epigalocatequina (1); epigalocatequina-3-galato (I1); friedelina (111).
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Fonte: O autor.

A obtencdo de espinheira-santa, na maior parte, se da pelo extrativismo. Nesse
sentido, M. ilicifolia é espécie alvo de adulteracdes e substituicbes com varias espécies, a
exemplo de C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii e Z. ilicifolia. Essas praticas sdo
habituais podendo ser intencionais ou ndo, sendo na maioria das vezes como forma de se
aumentar o lucro durante a comercializacdo das drogas (MARIOT; BARBIERI, 2006;
GARCIA; OLIVEIRA JR, 2021; MANFRON, 2021).

Muitos estudos trazem M. aquifolia como “espinheira-santa” (GONZALEZ et al.,
2001; JACOMASSI; MACHADO, 2003; MARIOT; BARBIERI, 2007; CALOU et al.,

2014) entretanto, a Farmacopeia Brasileira 62 edigdo (BRASIL, 2019), indica que a

droga vegetal consiste de folhas secas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, contendo no
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minimo, 2,0% de taninos totais, expressos em pirogalol, e, no minimo, 0,28% de

epicatequina. Nessa obra o nome cientifico ainda ndo foi atualizado.

3.6 ESPECIES CONSIDERADAS ADULTERANTES

3.6.1 Monteverdia aquifolia (Mart.) Biral

Assim como M. ilicifolia, M. aquifolia, por meio de estudos de biologia molecular,
foi realocada para o género Monteverdia. (BIRAL, 2017). E uma éarvore de até 15 m de altura
com folhas dispostas de forma disticas com aspecto coridceo e margem espinescente podendo
apresentar de seis a doze espinhos, apresentando tamanho de 5-10 cm de comprimento e 2-3
cm de largura, elipticas a oblongo-elipticas, apice agudo a acuminado contendo espinho
apical, base aguda a obtusa e peciolo medindo de 0,4-0,7 cm. N&o é endémica no Brasil,
sendo predominante na regido Sul e Sudeste do Brasil (REFLORA, 2020c).

Monteverdia aquifolia e M. ilicifolia apresentam folhas morfologicamente similares,
e da mesma forma apresentam perfil quimico semelhante, sendo que os triterpenos 3 f-
friedelanol, friedelina (friedelano) e epigalocatequina sdo encontrados em ambas as espéecies
(CORSINO et al., 2000, 2003). Na Figura 4 esta representada M. aquifolia na exsicata e no
habito.
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Figura 4 - Monteverdia aquifolia (Celastraceae). A. Espécime herborizado; B. Espécie no habitat.
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3.6.2 Citronella gongonha (Mart) R.A. Howard

Essa espécie pertence a familia Cardiopteridaceae, apresentando-se como arvore,
com folhas subcoriaceas de comprimento de 7-12 cm e 2,5-6 cm de largura, com apice
mucronado a cuspidado. Esta distribuida geograficamente pelas regifes Sul, Sudeste, Centro-
Oeste e Nordeste do Brasil, ndo sendo endémica. Seus nomes populares sdo congonha,
congonha-de-bugre, congonha-do-sertdo, congonha-falsa, erva-de-anta, falso- mate, inhané e
yapon (REFLORA, 2020d). O nome de falso-mate ocorre pois é utilizada como substituta da
erva-mate (l. paraguariensis) (SCHORI, 2016). A espécie é encontrada principalmente em
solos hidromérficos (SILVA et al., 2007).

Estudos morfoldgicos e de analise bioldgica sdo escassos, servindo de alerta para o
controle de qualidade de drogas vegetais. Na Figura 5 esta representada C. gongonha na

exsicata e no habito.
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Figura 5 - Citronella gongonha (Cardiopteridaceae). A. Espécime herborizado; B. Espécie no habitat.
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Fonte: A. (VIRTUAL HERBARIA, 2004).
B. (DUARTE C.1, 2020).

3.6.3 Jodina rhombifolia (Hook. & Arn.) Reissek

Espécie vegetal da familia Santalaceae, sendo a Unica espécie do género. Apresenta- se
na forma de arvore, com folhas alternas contendo aculeos em cada angulo, caracteristica esta
que justifica o nome popular de cancorosa de trés pontas. Ndo é endémica no Brasil,
ocorrendo no Sul do pais (Rio Grande do Sul e Santa Catarina) (REFLORA, 2020e).

Foram identificados varios metabolitos secundarios na espécie, dentre estes,
alcaloides, taninos, flavonoides e triterpenos (HOPKINS; CHISHOLM.; CODY, 1969;
SPITZERetal., 1994; ALICE et al., 1991; CARABALLO DELA PENA, 2015).

Um estudo demonstrou que administracdo oral do extrato aquoso e hidroetanolico de
folhas de J. rhombifolia diminuiu o indice de ulcera gastrica em ratos. Por meio da
cromatografia liquida em coluna (CLC), observou-se a presenca de C- glicosilflavonoides,
todavia 0 mecanismo da atividade anti-ulcerogénica ndo foi elucidado (MONTANHA et al.,
2009). Atividade antibacteriana também foi evidenciada em extratos aquoso metandlico de
folhas de J. rhombifolia (SOBERON et al., 2014), além das atividades inseticida (SOARES,
2013), antidiarreica, antiespasmodica (TEVES et al., 2020), citotoxica (BEIRA, 2000) e
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antiproliferativa (NACHTIGAL, 2011). Na Figura 6 esta representada J. rhombifolia na

exsicata e no habito.

Figura 6 - Jodina rhombifolia (Santalaceae). A. Espécime herborizado; B. Espécie no habitat.
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Fonte: A., B. (POWO, 2021).

3.6.4 Sorocea bonplandii (Baill.) W.C. Burger et al.

Sorocea bonplandii é uma espécie vegetal pertencente a familia Moraceae que se
apresenta nas formas de arvore. Ocorre nas regifes Sul, Sudeste e Centro-oeste do Brasil,
embora ndo seja endémica no pais. Seus nomes populares sdo sorocaba, soroco e mata-olho. As
folhas s@o simples, alternas disticas, com aspecto subcoriaceo, contendo actleos e medem de 5-
20 cm de comprimento e 2-5 c¢cm de largura, apresentam apice acuminado a cuspidado
contendo espinho apical, base aguda a obtusa, margens espinescentes, contendo de nove a
dezenove espinhos. Varios estudos fitoquimicos e farmacoldgicos foram desenvolvidos,
constatando a presenca de flavonoides que desempenham acdes analgésicas e
antiulcerogénicas (ALICE et al., 1995; GONZALEZ et al., 2001; REFLORA, 2020f). Foram
encontrados triterpernos pentaciclicos derivados do oleano, ursano e lupano nos extratos
metandlico e hexanico de folhas de S. bonplandii (ANDRADE; VILEGAS, 1998).
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Um estudo demonstrou que S. bonplandii tem grande potencial para 0 manejo e
conservacdo da Floresta Atlantica pela alta diversidade e estabilidade genética populacional
da espécie, servindo de manejo florestal sustentavel (BITTENCOURT et al., 2007).

Vérios estudos demonstram que S. bonplandii é amplamente utilizada como
adulterante na comercializagdo da espinheira-santa. Mesmo sendo de outro género, a
morfologia da folha é semelhante, passando despercebida pela populacdo que consome
produtos com 0 nome de espinheira-santa. Um estudo demonstrou por meio de Cromatografia
de Camada Delgada (CCD), que em um total de 8, 5 amostras de M. ilicifolia estavam
contaminadas por S. bonplandii (ALBERTON, 2002). Na Figura 7 esta representada S.
bonplandii na exsicata e no habito.

Figura 7 - Sorocea bonplandii (Moraceae). A. Espécime herborizado; B. Espécie no habitat.
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3.6.5 Zollernia ilicifolia (Brongn.) Vogel

Zollernia ilicifolia é uma arvore pertencente a familia Fabaceae e que atinge de 5 a20
metros de altura. Apresenta folhas simples coriaceas, eliptica a oblongo-elipticas com cerca
de 8-14 cm de comprimento e 3-8 cm de largura, com &pice acuminado a mucronado, base
obtusa, margens espinescentes contendo de seis a doze espinhos. Distribuida nos biomas
Caatinga, Cerrado e Floresta Atlantica, é encontrada principalmente nas regides nordeste,
sudeste e sul do Brasil, ndo sendo endémica no pais. Conhecida popularmente comos nomes de
laranjeira-do-mato, mossetaiba, mocitaiba, pau-de-jantar, pau-santo e pitomba- preta
(REFLORA, 2020g). Esté representada na Figura 8 na exsicata e no habito.

Um estudo demonstrou atividade antiulcerogénica e analgesica do extrato aquoso
metanolico de folhas de Z. ilicifolia quando induzida por indometacina/betanecol em
camundongos. O mesmo néo foi visto quando induzida por etanol. Contudo o estudo também
mostrou que o extrato causou morte de camundongas, além de outros sintomas, como por
exemplo, irritabilidade, frequéncia respiratoria, ptose palpebral, perda do reflexo corneano e
diminuicdo da atividade motora (GONZALEZ et al., 2001).

Outro estudo indicou que o extrato metanolico de folhas de Z. ilicifolia apresentou
um glicosideo cianogénico, a zierina. A presenca desse composto demonstra preocupacéo,
uma vez que é sabido que muitos glicosideos cianogénicos sdo toxicos, podendo levar o
individuo a morte (VETTER, 2000; COELHO et al., 2003). Alem de serem empregadas como
adulterantes de espinheira-santa, como demonstrado em alguns estudos, Z. ilicifolia também é
utilizada pela populacdo em forma de decocto para tratar diversas enfermidades, como por
exemplo, artrite, dores abdominais e lombares, tumor de es6fago e Ulceras (ALBERTON et
al., 2002; TOMAZI et al., 2014).



Figura 8 - Zollernia ilicifolia (Fabaceae). A. Espécime herborizado; B. Espécie no habitat.

(A
Fonte: A. (REFLORA, 2020g).
B. (POWO, 2021).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Amostras de partes aéreas floridas de espécies de Monteverdia ilicifolia,
Monteverdia aquifolia, Sorocea bonplandii, Jodina rhombifolia, Citronella gongonha e
Zollernia ilicifolia foram coletadas em cidades na regido Sul do Brasil. As folhas foram
fotografadas ainda frescas para uma melhor identificacdo e visibilidade. As amostras de M.
ilicifolia (1-4), M. aquifolia, J. rhombifolia e S. bonplandii foram coletadas pelo taxonomista
Dr. Gustavo Heiden, pesquisador de botanica e recursos genéticos e curador do Herbéario da
Embrapa Clima Temperado (ECT). As amostras de C. gongonha e Z. ilicifolia foram
coletadas pela Profa. Dra. Jane Manfron, pesquisadora do Programa de P0s-Graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas (PPGCF) da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).
Amostras com o nome de M. ilicifolia UEPG e M. aquifolia UEPG foram coletas pelo autor
do trabalho no horto medicinal do curso de Farmacia, localizado da Universidade Estadual de
Ponta Grosa (UEPG). O acesso ao material botanico foi autorizado e licenciado pelo
Conselho de Gestdo do Patrimonio Genético (CGEN/SISGEN), registrado sob o numero
AEG6D3C6. As amostras vegetais foram submetidas a confeccdo de exsicata, identificadas por
especialistas e depositadas em Herbario. Codigos locais e codigos de registro, local e

coordenadas das espécies de espinheira-santa estdo relacionados na Tabela 1.



Tabela 1. Informagdes sobre as coletas das espécies vegetais.

AMOSTRA Cadigo* Local COORDENADAS
M. ilicifolia 1 Encruzilhada do Sul - 30° 32" 22.995" S 52° 31
BGE 59 RS 21.868"'W
M. ilicifolia 2 28° 3' 12.000" S 51° 11
BGE 104 Esmeralda - RS 30.970"'W
M. ilicifolia 3 28° 30' 10.824" S 50° 56
BGE 105 Vacaria - RS 13.896"'W
M. ilicifolia 4 28° 3' 12.000" S 51° 11
BGE 107 Esmeralda - RS 30.970"'W
M. ilicifolia UEPG - Ponta Grossa - PR 25° 5' 40.723" S 50° 6'
9.667" W
M. aquifolia
BGES 106 Esmeralda - RS 28° 3' 20.000" S 51° 5
38.000" W
M. aquifolia UEPG = Ponta Grossa - PR 25° 5' 40.723" S 50° 6'
9.667" W
J. rhombifolia 31° 37" 18.498" S 52° 31
ECT0008978 Pelotas - RS 28.524"W
S. bonplandii 31° 37" 18.221" S 52° 31'
ECT0008979 Pelotas - RS 8.483"'W
C. gongonha UPCB 30838 Curitiba - PR 25°42'S 49°27'W
Z. ilicifolia MBM 568533 Antonina - PR 25°42'S 48°71'W

*Cadigo local ou cédigo de registro.

Fonte: O autor.

4.2 AMOSTRAS COMERCIAIS

Nove amostras de drogas vegetais comercializadas com o nome de espinheira-santa
foram obtidas no comércio farmacéutico no municipio de Ponta Grossa, Parana no més de
fevereiro de 2021, sendo trés delas a granel e seis em embalagens de diferentes pesos. Uma
das amostras de embalagem era comercializada em sachés prontos para cha e outra vendida

em forma de capsulas. Uma amostra foi adquirida no comércio online dos Estados Unidos no

més de setembro de 2021 na forma de capsulas.

As amostras vegetais foram identificadas por nimeros sequenciais de acordo com o

momento de obtengdo das amostras, sendo 0s nimeros de “AM1” a “AM10”.
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4.3 PREPARACAO PARA A MICROSCOPIA DE LUZ

Partes vegetativas aéreas das especies M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J.
rhombifolia, S. bonplandii e Z. ilicifolia foram fixadas em solucdo de FAA 70 (JOHANSEN,
1940) por cinco dias e lavadas em &agua destilada. Posteriormente, as espécies foram
armazenadas em etanol 70% (BERLYN; MIKSCHE, 1976). O material vegetal foi seccionado
com laminas de barbear, a mao livre, nos sentidos transversal e longitudinal e submetidos a
coloracdo de azul de astra e fucsina basica (ROESER, K. R., 1972) e de azul de toluidina
(O’BRIEN; FEDER; MCCULLY, 1964). As sec¢Oes foram, entdo, montadas em laminas de
vidro com uma gota de glicerina diluida a 50% (BERLYN; MIKSCHE, 1976) e para lutagem
foi utilizado esmalte incolor (BECAK; PAULETE, 1976).

Para a analise das caracteristicas epidérmicas da folha, as espécies foram
mergulhadas em solucdo de hipoclorito de sddio a 50% (alvejante doméstico) até ficarem
translicidos. As amostras foram lavadas com agua destilada e coradas com safranina
(FUCHS, 1963).

As matérias-primas adquiridas no comercio de Ponta Grossa também foram

submetidas a analise microscopica.

4.4 ANALISES HISTOQUIMICAS

Foram realizados cortes transversais, @ mao livre, utilizando laminas de barbear do
material vegetal previamente fixado. As principais classes de metabdlitos secundarios foram
investigadas utilizando os seguintes reativos: floroglucina cloridrica para identificacdo de
tecidos lignificados (SASS, 1951), Sudam IIl (FOSTER, 1949) e Sudam Black
(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) para verificar a presenca de substancias lipofilicas,
solucdo de cloreto férrico a 2% (JOHANSEN, 1940) e dicromato de potassio a 10% (GABE,
1968) para demonstracao de compostos fenolicos, vanilina cloridrica para deteccdo de taninos
condensados (GARDNER, 1975), azul brilhante de Coomassie para detec¢do de proteinas
(FISHER, 1968), vermelho de Ruténio para detec¢do de pectinas e mucilagem (GREGORY;
BAAS, 1989) e lugola 1% para identificar o amido (BERLYN; MIKSCHE, 1976).

Os resultados da microscopia de luz e dos testes histoquimicos foram analisados

através de fotomicrografias usando uma maquina fotografica acoplada ao microscopio 6tico
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(modelo Olympus CX 31 com unidade de controle C 7070) do laborat6rio de Farmacognosia da

Universidade Estadual de Ponta Grossa.

4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Para as analises de MEV, as amostras fixadas em FAA foram previamente
desidratadas em uma série crescente de solucdes de etanol (70%, 80%, 90% e 100%). Apds
essa etapa, as amostras foram submetidas ao ponto critico em aparelho Balzers CPD-030,
utilizando CO2 liquido. As amostras totalmente secas foram fixadas em stubs de aluminio
com fitas adesivas de dupla face e depois revestidas com ouro, usando um aparelho de
revestimento por pulverizacdo Quorum SC7620 para tornar as amostras condutivas. As
amostras foram analisadas e fotografadas usando um microscopio eletrénico de varredura por
emissdo de campo Mira 3 Tescan em modo de alto vacuo a uma voltagem de aceleragdo de 15
kV.

4.6 ESPECTROSCOPIA DE RAIO X POR ENERGIA DISPERSIVA (EDX)

Microanalises qualitativas e quantitativas por raios X foram realizadas em cristais
selecionados aleatoriamente e usando um detector EDX ligado ao MEV. As anéalises MEV e
EDX foram realizadas no laboratorio multiusuario c- LABMU da Universidade Estadual de

Ponta Grossa.

4.7 PESQUISA DE MATERIA ESTRANHA

As nove amostras comerciais foram submetidas a uma triagem separando as folhas
de outros orgdos e sujidades, visando a identificacdo de materiais estranhos. O material
amostrado foi disposto sobre uma superficie plana, onde foi examinado, retirados o0s
fragmentos e residuos estranhos, seguindo-se calculo da porcentagem de elementos estranhos

em relacdo ao total em massa descrito no rétulo (GIL et al., 2005).
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4.8 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DE ALTA EFICIENCIA (CCDAE)

4.8.1 Reagentes, placa e equipamentos

Para as analises dos extratos de todas as espécies do estudo e também das amostras
comerciais por CCDAE foram utilizados os reagentes metanol, 4gua, acido férmico, acetato
de etila, 4cido sulfurico e etanoato de butila da Sigma-Aldrich, acido acético glacial da
Supelco e anisaldeido da ACROS. A placa utilizada foi a HPTLC glass 20x10 c¢cm, Si 60 F2ss
da Merck. Os equipamentos utilizados foram o amostrador automéatico TLC 4, camara
automatica de desenvolvimento ADC 2, visualizador, cAmara de saturag&o, derivatizador,
placa de aquecimento e scanner 4 da CAMAG, vortex da VWR e centrifuga da SAMPLE
Scientific. Foi utilizado também o UHM (Universal HPTLC Mix), que é uma mistura de
substancias desenvolvido pela CAMAG para assegurar a garantia da qualidade na execugéo
da CCDAE.

4.8.2 Amostras e padrdes de identificacdo

A Tabela 2 apresenta informacGes do preparo dos extratos de todas as espécies do
estudo coletadas em diferentes locais, porcentagens de contaminacdo crescente em M.

ilicifolia com M. aquifolia (20%, 30% e 50%) e das dez amostras comerciais.

Tabela 2 — Informacdes gerais de amostras e padrdes de identificagdo utilizados nas analises por cromatografia
em camada delgada de alta eficiéncia.

Descrigdo das amostras Data de aquisigdo
AMio, 450 mg x 100 capsulas 03/09/2021
Monteverdia ilicifolia 1 19/11/2021
Monteverdia ilicifolia 2 19/11/2021
Monteverdia ilicifolia 3 19/11/2021
Monteverdia ilicifolia 4 19/11/2021
Monteverdia aquifolia 19/11/2021
Sorocea bonplandii 19/11/2021
Citronella gongonha 19/11/2021
Jodina rhombifolia 19/11/2021
Zollernia ilicifolia 19/11/2021
AM;y, 30 g, folhas 19/11/2021
AM2,500 mg x 60 capsulas 19/11/2021

AMs, 20 g folhas 19/11/2021
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AMs, 10 g x saché 19/11/2021
AMs, 10 g folhas 19/11/2021
AMeg, 100 g folhas 19/11/2021
AMy, 30 g folhas 19/11/2021
AMs, 100 g folhas 19/11/2021
AMy, 30 g folhas 19/11/2021
M. aquifolia MA1 16/12/2021
M. aquifolia MA2 16/12/2021
M. aquifolia MA3 16/12/2021
M. ilicifolia M.1 1 16/12/2021
M. ilicifolia M.l 2 16/12/2021
M. ilicifolia M.1 3 16/12/2021
M.l + M.A 20% 16/12/2021
M.I + M.A 30% 16/12/2021
M.I + M.A 50% 16/12/2021

Fonte: O autor.

Foram utilizados padrdes e reagentes para o procedimento. Entre eles, temos a
epicatequina, epigalocatequina, epicatequina galato da Sigma Aldrich, &cido clorogénico,
quercetina, rutina da USP, Quercetina-3-O-galactosidio da Fluka, kaempferol e o padréo

universal de ervas desenvolvido pela CAMAG.

4.8.3 Determinacéo e validacdo do método de extracao

No presente estudo, a analise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia
(CCDAE) foi utilizada com o objetivo de mostrar um método mais eficiente que a
cromatografia em camada delgada (CCD), preconizada pela Farmacopeia Brasileira 6% edicdo
(BRASIL, 2019).

Para a validacdo do método, transferiu-se a metodologia de CCD utilizada pela
Farmacopeia brasileira para a CCDAE de Monteverdia ilicifolia, comparando-se os diferentes
métodos de extracdo e verificando-se a concentracdo de epicatequina nas amostras.

Foram coletadas e identificadas trés amostras de M. ilicifolia, sendo obtidas de trés
regibes diferentes da cidade de Ponta Grossa, Parana. Para cada amostra, foram realizadas trés
diferentes extracbes para determinar qual metodologia era mais eficiente, sendo estas

demonstradas no Quadro 1.



35

Quadro 1 - Diferentes metodologias de extragdo de Monteverdia ilicifolia utilizadas na anélise por cromatografia
em camada delgada de alta eficiéncia.

Extrato 1 5 g de folhas de M. ilicifolia previamente moidas foram sonicadas com 50 mL de agua
destilada por 15 min. Apds o resfriamento, a solugdo foi filtrada por algoddo e, em

seguida, a solucéo foi seca em rotaevaporador.

Extrato 2 5 g de folhas de M. ilicifolia previamente moidos foram sonicadas com 50 mL de metanol
por 15 min. Apos o resfriamento, a solucdo foi filtrada por algoddo e, em seguida, a

solugdo foi seca em rotaevaporador.

Extrato 3 1 g de folhas de M. ilicifolia foi suspenso em 200 mL de metanol: &gua (8: 2, v/ V) e
sonicado por 10 min, e entdo centrifugado por 5 min a 10.000 rpm. A solucédo foi seca

usando um rotaevaporador.

Fonte: O autor.

Uma solucdo de 10 mg/mL foi preparada a partir de cada extrato. Para a preparacdo
do padrao foi utilizado uma solucdo 1 mg/mL de epicatequina em metanol e, posteriormente,
diluida a 100 pg/mL para analises nos laboratorios da CAMAG.

As amostras foram aplicadas em placas de Silica gel 60 Fzss, 20 x 10 cm (Merck),
usando um amostrador automatico (Automatic TLC Sampler 4, CAMAG) contendo seringa
(microlitro), faixa de aplicacdo de 8,5 mm, distancia entre as faixas de 11,4 mm, distancia das
bordas laterais 15 mm e distancia da borda inferior 8 mm. A posicao da aplicacédo foi em X:
20 mm e Y: 8 mm, com diferentes volumes de aplicacdo, tanto de amostras como também o

padrdo de referéncia (epicatequina), como mostra a Tabela 3.
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Tabela 3 - Descricdo do volume e posigdo das amostras de Monteverdia ilicifolia e do padréo epicatequina
utilizados na analise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia.

Identificagdo Descricéo Xﬁ;ume Tipo
Epicatequina .

1 100pg/mL 2.0 Referéncia
Epicatequina Ao

2 100pg/mL 5.0 Referéncia

3 Extrato 1A 10 mg/mL 2.0 Amostra

4 Extrato 1B 10 mg/mL 2.0 Amostra

5 Extrato 1C 10 mg/mL 2.0 Amostra

6 Extrato 2A 10 mg/mL 2.0 Amostra

7 Extrato 2B 10 mg/mL 2.0 Amostra

8 Extrato 2C 10 mg/mL 2.0 Amostra

9 Extrato 3A 10 mg/mL 2.0 Amostra

10 Extrato 3B 10 mg/mL 2.0 Amostra

11 Extrato 1A 10 mg/mL 5.0 Amostra

12 Extrato 2A 10 mg/mL 5.0 Amostra

13 Extrato 2C 10 mg/mL 5.0 Amostra
Epicatequina A

14 100pg/mL 5.0 Referéncia
Epicatequina e

15 100pg/mL 10.0 Referéncia

Fonte: O autor.

4.8.3.1 Analise densitométrica

Anélise densitométrica foi feita a partir do uso de um equipamento (Scanner 4,

CAMAG) utilizando comprimento de onda de 280 nm e obtendo-se assim o perfil dos picos.

4.8.3.2 Andlise de métodos — fase movel

A Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (BRASIL, 2019) utiliza a cromatografia em
camada delgada (CCD). Dessa forma, sugeriu-se a conversdo da metodologia para a
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia utilizando os parametros descritos para a
metodologia da USP (United States Pharmacopoeia), a Farmacopeia Americana 2015.

A fase mdvel da Farmacopeia brasileira que utiliza acetato de etila, acido formico e
agua (90:5:5, v/viv) (10ml) também foi alterada para a fase mdvel ao qual utiliza etanoato de

butila, metanol, dgua e acido férmico (7.5:2:1:1, v/v), pois ha um relato na literatura de que
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essa fase movel consegue separar melhor metabdlitos secundarios, como por exemplo,

flavonoides, que s&o de interesse para o estudo (PERERA et al., 2021).

4.8.4 Anaélise dos extratos de M. ilicifolia e M. aquifolia

O Quadro 2 demonstra de inicio a aplicacdo dos padrbes e de amostras de M.
ilicifolia, M. aquifolia e as duas Monteverdias com grau de contaminacéo, sendo crescente a

porcentagem do contaminante no extrato.

Quadro 2 - Descrigdo das amostras de M. aquifolia, M. ilicifolia, M. ilicifolia adulterada com diferentes
porcentagens de M. aquifolia e os padrdes de referéncia utilizadas na analise por cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia.

Identificagdo Descrigéo Volume Tipo
[

1 UHM (02/09/2021) (ZHO) Referéncia

2 Epicatequina 28ug/mL/Epigalocatequina 5.0/5.0 Referéncia/Referéncia
100pg/mL

3 Acido clorogénico, quercetina e rutinaem 100  5.0/5.0 Referéncia/Referéncia
pg/mL/Epicatequina galato 100 pg/mL

4 Epicatequina 100 pg/Ml 5.0 Referéncia

5 UHM (02/09/2021) 2.0 Referéncia

6 Monteverdia aquifolia 1 5.0 Amostra

7 Monteverdia aquifolia 2 5.0 Amostra

8 Monteverdia aquifolia 3 5.0 Amostra

9 Monteverdia ilicifolia 1 5.0 Amostra

10 Monteverdia ilicifolia 2 5.0 Amostra

11 Monteverdia ilicifolia 3 5.0 Amostra

12 Monteverdia ilicifolia com Monteverdia 5.0 Amostra
aquifolia 20%

13 Monteverdia ilicifolia com Monteverdia 5.0 Amostra
aquifolia 30%

14 Monteverdia ilicifolia com Monteverdia 5.0 Amostra
aquifolia 50%

15 UHM (02/09/2021) 2.0 Referéncia

Fonte: O autor.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE MORFOANATOMICA

5.1.1 Morfologia foliar

As caracteristicas morfologicas foliares estdo sumarizadas no Quadro 3. As folhas de
Monteverdia ilicifolia apresentam lamina coriacea de 1,8-8,4 cm de comprimento e 0,9-2,6
cm de largura, eliptica a estreitamente eliptica, apice agudo a acuminado contendo espinho
apical mucronado a aristado, base cuneada a obtusa, margens espinescentes, sendo 1-12
espinhos distribuidos regular ou irregularmente e peciolo de 0,2-0,5 cm (Figura 9a). A lamina
foliar de Monteverdia aquifolia é coriacea, apresentando tamanho de 4,6-10,4 cm de
comprimento e 1,7-3 cm de largura, elipticas a oblongo-elipticas, apice agudo a acuminado
contendo espinho apical, base aguda a obtusa, margens espinescentes, podendo apresentar de
6-12 espinhos e peciolo medindo de 0,3-0,8 cm (Figura 9b). Citronella gongonha tem folhas
que medem entre 5,9- 12,3 cm de comprimento e 2,3-7,8 cm de largura, elipticas a obovadas,
com apice mucronado a cuspidado e contendo espinho apical, base obtusa a obliqua, margens
espinescentes, contendo em média 7-9 espinhos e peciolo de 0,9-1,8 cm (Figura 9c). Em
Jodina rhombifolia, as folhas sdo coriaceas, medindo de 3,4-5,2 cm de comprimento e 1,8-2,3
cm de largura, lanceolada, &pice agudo a acuminado contendo espinho apical, base
acunheada, margens espinescentes, contendo 3 espinhos nas extremidades e peciolo medindo
aproximadamente 0,5 cm (Figura 9d). Sorocea bonplandii apresenta folhas oblongas medindo
de 4,8-18,8 cm de comprimento e 2,3-5,2 cm de largura, apresentam apice acuminado a
cuspidado contendo espinho apical, base aguda a obtusa, margens espinescentes, contendo de
9-19 espinhos e peciolo de 0,6-1,4 cm (Figura 9e). Zollernia ilicifolia apresenta folhas
coriaceas, eliptica a oblongo- elipticas, de 6,7-14,4 cm de comprimento e 3,2-6,1 cm de
largura, com apice acuminado a mucronado, base obtusa, margens espinescentes contendo de
6-12 espinhos e peciolo de 0,5-1 cm (Figura 9f). Concordando com a literatura, observa-se que
as espécies conhecidas como espinheira-santa aqui descritas, sao morfologicamente similares,
e provavelmente, M. aquifolia, C. congonha, S. bonplandii, J. rhombifolia e Z. ilicifolia sdo
utilizadas como adulterantes de M. ilicifolia ndo somente pela similaridade na morfologia
foliar e nomenclatura popular, mas também pela textura coriacea ou subcoriacea das folhas.

Observa-se também que, de alguma forma, todas possuem espinhos como verificado em M.
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ilicifolia, o que dificulta a deteccdo do adulterante e ludibria o consumidor, especialmente
quando a droga esta fragmentada.



Quadro 3. Caracteristicas foliares das espécies M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii e Z. ilicifolia

MiI MA CG JR SB Zl
Aspecto da lamina Coriacea Coriacea Subcoriacea Coriacea Subcoriacea Coriacea
Tamanho em 1,8-8,4 cm de comprimentoe|  4,6-10,4 cm de 5,9-12,3 cm de 3,4-5,2 cm de 4,8-18,8 cm de 6,7-14,4 cm de
comprimento/largura 0,9-2,6 cm de largura comprimento e comprimento e comprimento e comprimento e comprimento e
1,7-3 cm de largura 2,3-7,8 cm de 1,8-2,3cmde | 2,3-5,2 cm de largura |3,2-6,1 cm de largura
largura largura
Forma Eliptica a estreitamente Eliptica a oblongo- Elipticaa Lanceolada Oblonga Eliptica a oblongo-
eliptica eliptica obovada eliptica
Apice Agudo a acuminado contendg Agudo a acuminado |Apice mucronadoa| Apice agudo a Apice acuminado a | Apice acuminado a
espinho apical contendo espinho  |cuspidado contendo acuminado cuspidado contendo mucronado
apical espinho apical contendo espinho espinho apical
apical
Base Cuneada a obtusa Aguda a obtusa Obtusa a obliqua Cuneada Aguda a obtusa Obtusa
Margens Espinescentes Espinescentes Espinescentes Espinescentes Espinescentes Espinescentes
Quantidade de espinhos 1-12 6-12 7-9 3 9-19 6-12
Tamanho peciolo 0,2-0,5 cm 0,3-0,8 cm 0,9-1,8 cm 0,5cm 0,6-1,4 cm 0,5-1cm

Fonte: O autor.

Notas: MI (M. ilicifolia); MA (M. aquifolia); CG (C. gongonha); JR (J. rhombifolia); SR (S. bonplandii); ZI (Z. ilicifolia).
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5.1.2 ANATOMIA FOLIAR

5.1.2.1 Lamina e nervura central

As principais caracteristicas anatdmicas evidenciadas nesse estudo estdo sumarizadas
no Quadro 4.

Na analise anatdmica da lamina foliar, em vista frontal, as células epidérmicas de M.
ilicifolia apresentam parede anticlinal reta e espessa em ambas as faces (Figura 9g, 9t),
contendo pequenos cristais estiloides, prismaticos e piramidais de oxalato de célcio (Figura
9g). Parede anticlinal reta e espessa também €é encontrada em ambas epidermes de M.
aquifolia (Figuras 9h, 9u), enquanto em C. gongonha evidencia paredes anticlinais levemente
ondeadas e delgadas em ambas as faces (Figuras 9i, 9v). Em J. rhombifolia (Figuras 9j, 9w) e
Z. ilicifolia (Figuras 9l, 9y), as paredes sdo retas e delgadas, enquanto que S. bonplandii
possui paredes anticlinais sinuosas e delgadas em ambas as faces (Figuras 9k, 9x). A cuticula
recobre as células epidérmicas das especies estudadas, sendo que em C. gongonha € estriada
(Figuras 9i, 90, 9v, 9b’-d’), enquanto que todas as demais sdo lisas, em ambas as faces
(Figuras 9g-h, 9m-n, 9t-u, 9z-a’, 9j-1, 99-s, 9w-y, 9¢’-1’).

Monteverdia ilicifolia possui estdmatos anomociticos somente na face abaxial,
caracterizando a folha como hipoestomatica. Esta caracteristica é observada em todos 0s
adulterantes, entretanto os estdmatos encontrados foram, anomociticos em M. ilicifolia
(Figuras 9t, 9z), M. aquifolia (Figuras 9u, 9a’), C. gongonha (Figuras 9v, 9b’) e J.
rhombifolia (Figuras 9w, 9e¢’), actinociticos em S. bonplandii (Figuras 9%, 9f) e
anomociticos, anisociticos e ciclociticos em Z. ilicifolia (Figuras 9y, 9i’). Em se tratando da
posicdo do estbmato em relacdo as células epidérmicas, em M. ilicifolia, os estdmatos se
encontram ao mesmo nivel das células epidérmicas (Figura 9z), em M. aquifolia (Figura 9a’) e
C. gongonha (Figura 9b”), os estdmatos se encontram abaixo das demais células epidérmicas,
J. rhombifolia apresenta estdmatos muito abaixo das células epidérmicas (Figuras 9¢’),
enquanto S. bonplandii (Figura 9f) e Z. ilicifolia (Figura 9i’), mostram 0s estdmatos
posicionados levemente acima das células epidérmicas.

No presente estudo, M. ilicifolia, M. aquifolia e J. rhombifolia ndo evidenciam
tricomas, enquanto que C. gongonha apresenta tricoma tector simples e dois tipos de tricomas

glandulares, capitado (Figuras 90, 9v, 9b’) e em forma de clava (Figura 9p), S. bonplandii
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mostrou tricoma tector simples (Figura 9h’) e glandular capitado (Figura 9g’) e Z. ilicifolia
exibiu tricoma tector simples (Figura 91”).

Morfologicamente, os tricomas sé&o classificados como tectores, terminados em ponta
e glandulares, apresentando glandula secretora (CORTEZ et al., 2016). De uma maneira geral,
0s tricomas sd0 0s anexos epidérmicos mais Uteis na diagnose de drogas vegetais, pois
apresentam uma imensa variedade de formas e sdo faceis de serem encontrados mesmo
quando a droga vegetal estd na forma de p6. Em espécies conhecidas popularmente como
“boldo”, somente a andlise do tipo de tricomas foi capaz de diferenciar a espécie Peumus
boldus Molina (boldo-do-chile) de seus adulterantes Plectranthus barbatus Andr. (bolso-
nacional) e Plectranthus neochilus Schltr (boldinho) (MACHADO et al., 2021a).

Apesar dos cristais estarem internamente nas células epidérmicas, é possivel observa-
los em vista frontal, devido ao grande nimero e tamanho que apresentam em M. ilicifolia
(Figura 9g) e M. aquifolia (Figura 9h) e, mesmo estando no mesofilo, também podem ser
vistos frontalmente pela grande dimensdo em J. rhombifolia (Figura 9w). C. gongonha
apresenta cristais amorfos, contudo, sobre a epiderme (Figura 9d’). Nas demais, ndo foram

observados cristais na epiderme.
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Figura 9 — Morfoanatomia foliar de espécies de Monteverdia ilicifolia (Celastraceae), Monteverdia aquifolia
(Celastraceae), Citronella gongonha (Cardiopteridaceae), Jodina rhombifolia (Santalaceae), Sorocea bonplandii
(Moraceae) e Zollernia ilicifolia (Fabaceae).

sn

Fonte: O autor.

Notas: Lamina foliar (a, b, c, d, e, ). Face adaxial (g, h, i, j, k, I, m, n, 0, p, q, r, ). Face abaxial (t, u,v, w, X, y, z,
a’,b,c,d,e, , g, b, i°). M. ilicifolia (a, g, m, t, 2); M. aquifolia (b, h, n, u, a’); C. gongonha (c, i, 0, p, v, b’,
¢’, d”); J. rhombifolia (d, j, g, w, €’); S. bonplandii (e, k, r, x, f, g’, h*); Z. ilicifolia (f, I, s, y, i°). cr: cristal; ct:
cuticula; gt: tricoma glandular; nt: tricoma tector; sn: espinho; st: estdmato. Barra de escala: a-f=1 cm; m, n, r, t-
a’, e’ h’, i’ =50 um; g-1=25 um; o, s, b> =20 um; q, ¢’, d’, g’ =10 pym; £ =5 um.
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As laminas foliares, em seccdo transversal, apresentam epiderme unisseriada em M.
ilicifolia (Figuras 10a, 10g, 10h’), M. aquifolia (Figuras 10b, 10h, 101’) C. gongonha (Figuras
10c, 10j, 10;’) e S. bonplandii (Figuras 10e, 10m, 10n), enquanto que J. rhombifolia (Figuras
10d, 10k) exibe duas camadas subepidérmicas em ambas as faces e Z. ilicifolia possui uma
camada subepidérmica na face adaxial (Figuras 10f, 100). A cuticula que recobre a epiderme
é espessa e se estende entre as paredes anticlinais das células adjacentes formando flanges em
M. ilicifolia (Figuras 10a, 10g, 10h’) e M. aquifolia (Figuras 10b, 10h, 10i’), nas demais a
cuticula é relativamente delgada (Figuras 10c, 10j, 10j’, 10e, 10m, 10n, 10d, 10k, 10f, 100).
Confirma-se a presenca dos cristais, previamente relatados anteriormente para as células
epidérmicas, em seccdo transversal de M. ilicifolia (Figura 10g) e M. aquifolia (Figura 10h).

A organizacdo dos parénquimas fotossintetizantes mostra mesofilo isobilateral em
J. rhombifolia (Figura 10d) e dorsiventral em M. ilicifolia (Figura 10a), M. aquifolia (Figura
10b), C. gongonha (Figura 10c), S. bonplandii (Figura 10e) e Z. ilicifolia (Figura 10f).
J. rhombifolia é a Unica espécie que apresenta mesofilo isobilateral. Ela possui duas camadas
de parénquima palicddico em ambas as faces e cerca de quatro camadas de parénquima
esponjoso (Figura 10d). M. ilicifolia e M aquifolia possuem goticulas de 6leo nas celulas do
mesofilo, especialmente no parénquima palicadico adaxial (Figura 10i), estando em maior
guantidade e mais evidentes em M. aquifolia.

Em se tratando das espécies que tem mesofilo dorsiventral, M. ilicifolia (Figura 10a)
e M. aquifolia (Figura 10b) apresentam 2-3 camadas de parénquima palicadico na face
adaxial, e cerca de oito camadas de parénquima esponjoso (Figura 10a); C. gongonha exibe
duas camadas de parénquima pali¢adico e varias camadas de parénquima braciforme (Figuras
10c, 10j); S. bonplandii possui uma camada de parénquima palicadico e cerca de seis estratos
de parénquima esponjoso (Figura 10e), Z. ilicifolia mostra duas camadas de parénquima
palicadico e aproximadamente nove camadas de parénquima esponjoso (Figura 10f).

Feixes vasculares de pequeno porte estdo mergulhados na regido mediana do mesofilo e
sdo envoltos por bainha parenquimatica. Fibras esclerenquimaticas foram observadas apostas
ao floema e ao xilema nos feixes de pequeno porte de C. gongonha (Figura 10c). Cristais de
oxalato de célcio do tipo drusas e prismaticos sao observados proximos aos feixesvasculares de
C. gongonha (Figura 10d’), inimeras drusas e cristais romboides estdo presentes em J.
rhombifolia (Figuras 10d, 10k, 10l) e cristais piramidais estdo presentes em S. bonplandii.
Né&o foram observados cristais no mesofilo de Z. ilicifolia.

A nervura central, em seccdo transversal, mostra formato biconvexo em M. ilicifolia

(Figuras 10p, 10v) e M. aquifolia (Figuras 10g, 10w), levemente convexo na face adaxial e
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convexo na face abaxial em C. gongonha (Figuras 10r, 10x), praticamente plano-convexa em
J. rhombifolia (Figuras 10s, 10y), S. bonplandii (Figuras 10t, 10z) e Z. ilicifolia (Figuras 10u,
10a’).

Geralmente, o formato da nervura central tem valor diagnéstico, como relatado por
Wosch et al. (2015) para espécies de Passiflora e Budel et al. (2018) para espécies de
Baccharis. No presente estudo, a forma da nervura central auxilia na diferenciagcdo das
espécies.

A epiderme apresenta as mesmas caracteristicas anteriormente descritas para a
lamina foliar em todas as espécies. Subjacente a epiderme, colénquima angular esta presente
em M ilicifolia (Figuras 10b’,10h’), M. aquifolia (Figuras 10c’,10i’), C. gongonha (Figuras
10d°,105’) e S. bonplandii (Figuras 10f*, 101’), enquanto que nas demais espécies observa-se a
presenca de clorénquima (Figuras 10e’, 10g’, 10k’, 10m’). Nas espécies M. ilicifolia e M.
aquifolia as celulas do colénquima aparecem repletas de compostos fenolicos (Figuras 10b’,
10¢’, 10h’ e 101°).

O sistema vascular é representado por um feixe vascular colateral em arco aberto e
dois feixes dorsais em M. ilicifolia (Figuras 10p, 10v, 10b’), um feixe vascular em arco aberto
e um feixe dorsal em M. aquifolia (Figuras 10q, 10w, 10¢’), um feixe vascular em forma de C
voltado para a face adaxial em C. gongonha (Figuras 10r, 10x, 10d’), um feixe

vascular anico em J. rhombifolia (Figuras 10s, 10y, 10k’), um feixe em U, cerca de
cinco feixes dorsais e um feixe medular em arco aberto em S. bonplandii (Figuras 10t, 10z,
10f°,101’) e um feixe em arco aberto com as extremidades invaginadas e um feixe dorsal em

Z. ilicifolia (Figuras 10u, 10a’, 10m’). Fibras esclerenquimaticas aparecem apostas ao
floema, sendo continuas somente em S. bonplandii (Figuras 10z, 10f*, 101’) e Z. ilicifolia
(Figuras 10 a’, g’, 10m’). A maneira como esses tecidos se organizam podem auxiliar na
diferenciacdo de espécies vegetais (WOSCH et al., 2015). No presente estudo, diferentes
organizacgdes do sistema vascular foram encontradas, tornando essa caracteristica diagndstica

para as espécies desse estudo.



46

Figura 10 — Microscopia da lamina foliar e nervura central, em seccdo transversal, das espécies Monteverdia

ilicifolia (Celastraceae), Monteverdia aquifolia (Celastraceae), Citronella gongonha (Cardiopteridaceae), Jodina

rhombifolia (Santalaceae), Sorocea bonplandii (Moraceae) e Zollernia ilicifolia (Fabaceae).
. ep
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Fonte: O autor.

Notas: Microscopia de luz, coloragdo com azul de astra e fucsina bésica e coloragdo de azul de toluidina (a-m”).
M. ilicifolia (a, g, p, v, b’, h’); M. aquifolia (b, h, i, g, w, ¢’, i’); C. gongonha (c, j, r, X, d’, j);
J. rhombifolia (d, k, 1, s, y, ¢’, kK’); S. bonplandii (e, m, n, t, z, £, 1); Z. ilicifolia (f, o, u, a’, g’, m”). cm: camara
subestomatica; co: colénquima; cr: cristal; ct: cuticula; ep: epiderme; fi: fibra; gp: parénquima fundamental; gt:
tricoma glandular; ob: goticula de 6leo; pc: célula fendlica; ph: floema; pp: parénquima paligadico; sl: camada
subepidérmica; sp: parénguima esponjoso; st: estbmato; vb: feixe vascular; xy: xilema; Barra de escala: ¢, p-u =
500 pm; a’ = 300 pm; f =250 um; d, z= 200 ym; a, b, e, h, k, 1, j, 0, v-y, b>-m’ = 50 ym; g, m,n =25 ym; i = 10
pm.
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Quadro 4. Caracteristicas anatdmicas foliares das espécies Monteverdia ilicifolia (Celastraceae), Monteverdia aquifolia (Celastraceae), Citronella gongonha
(Cardiopteridaceae), Jodina rhombifolia (Santalaceae), Sorocea bonplandii (Moraceae) e Zollernia ilicifolia (Fabaceae).

(continua)
MI MA CG JR SB ZIl
Levemente ondeada e )
Reta e espessa Reta e espessa Reta e delgada Sinuosa e delgada Reta e delgadas
o delgada em ambas as
Parede anticlinal em ambas as faces | em ambas as faces ‘ em ambas as faces em ambas as faces em ambas as faces
aces
Lisa em ambas Lisa em ambas Lisa em ambas Lisa em ambas Lisa em ambas
Cuticula as faces as faces Estriada as faces as faces as faces

e o Anomaciticos,
Classificagdo dos S
anisociticos e

estdbmatos Anomociticos Anomociticos Anomociticos Anomociticos Actinociticos .
ciclociticos
Presenca deestomatos| - : - , - : . : . : -
Hipoestomatica Hipoestomatica Hipoestomatica Hipoestomatica Hipoestomatica Hipoestomatica
Posicéo dos estdbmatos
em relagdo & epiderme . . . . . . .
Mesmo nivel Mesmo nivel Abaixo Muito abaixo Levemente acima Levemente acima
Tricoma tector Ausente Ausente Simples Ausente Simples Simples
) Capitado e em forma de
Tricoma glandular .
Ausente Ausente clava Ausente Capitado Ausente

o ] IAusentes (mas visiveis em| Ausentes (mas visiveis
Cristais na epiderme . .
Presente Presente vista frontal) em vista frontal) Ausente Ausente
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Quadro 4. Caracteristicas anatdmica foliares das espécies Monteverdia ilicifolia (Celastraceae), Monteverdia aquifolia (Celastraceae), Citronella gongonha
(Cardiopteridaceae), Jodina rhombifolia (Santalaceae), Sorocea bonplandii (Moraceae) e Zollernia ilicifolia (Fabaceae).

(concluséo)

Caracteristicas Ml

MA

CG

JR

SB

ZI

Epiderme das

Laminas foliares Unisseriadas

Unisseriadas

Unisseriadas

Duas camadas
subepidérmicas

em ambas as faces

Unisseriadas

Uma camada
subepidérmica na

face adaxial

Dorsiventral (2-3
camadas de
parénquima palicadico
Mesofilo/ n° de |na face adaxial e cerca
camadas de de oito camadas de

parénquima parénquima espon;joso)

Dorsiventral
(2-3 camadas de
parénquima palicadico
na face adaxial e cerca
de oito camadas de

parénquima espon;joso)

Dorsiventral (duas
camadas de parénquima
palicadico e varias
camadas de parénquima

braciforme)

Isobilateral
(duas camadas de
parénquima palicadico em
ambas as faces e cerca de
quatro camadas de
parénquima

€sponjoso

Dorsiventral (uma
camada de
parénquima palicadico e
cerca de seis estratos de

parénquima esponjoso

Dorsiventral (duas
camadas de
parénquima palicadico e
aproximadamente 9
camadas de

parénquima esponjoso

Forma da nervura

central Biconvexa

Biconvexa

Levemente convexo na
faceadaxial e convexo na

face abaxial

Plano-convexa

Plano-convexa

Plano-convexa

Um feixe vascular
colateral em arco
aberto e dois feixes

Um feixe vascular em
arco aberto e um feixe

Um feixe vascular em

forma de C voltado para a

Um feixe em U, cerca de
cinco feixes dorsais e um
feixe medular em arco

Um feixe em arco aberto
com as
extremidades invaginadas

Sistema vascular dorsais dorsal face adaxial Um feixe vascular Unico aberto e um feixe dorsal
Presenca de bainha
esclerenquimética Ausente Ausente Ausente Ausente Continua Continua

Fonte: O autor.

Notas: MI (M. ilicifolia); MA (M. aquifolia); CG (C. gongonha); JR (J. rhombifolia); SR (S. bonplandii); ZI (Z. ilicifolia).
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5.1.2.2 Anatomia do peciolo

Todas as espécies presentes no estudo sdo pecioladas, sendo que as caracteristicas
anatémicas estao descritas no Quadro 5.

Na analise anatdmica, em secgdo transversal, as espécies M. ilicifolia e M. aquifolia
apresentam peciolo biconvexo, com curvatura mais acentuada na face abaxial e com duas
projecdes na face adaxial (Figuras 11a, 11b). Em C. gongonha, o formato é concavo-convexo
(Figura 11c), em J. rhombifolia é plano-convexo, evidenciando duas projecGes laterais (Figura
11d), enquanto que S. bonplandii e Z. ilicifolia o formato é praticamente circular com pequena
concavidade na superficie adaxial (Figuras 1le, 11f). A epiderme de todas as espécies
apresenta as mesmas caracteristicas previamente citadas para a lamina foliar.

O sistema vascular em ambas as espécies de Monteverdia evidenciam um feixe
vascular anficrival unico, formando uma regido medular (Figuras 11a, 11b, 11m, 11n).
Zollernia ilicifolia apresenta as mesmas caracteristicas dos feixes das espécies de
Monteverdia, contudo, em forma de coracdo (Figuras 11f, 11r). Citronella gongonha
apresenta um feixe vascular colateral em formato de C com a abertura voltada para a face
adaxial e dois pequenos feixes nas extremidades superiores (Figuras 11c, 110). Jodina
rhombifolia possui um feixe vascular colateral em arco aberto (Figuras 11d, 11p), S. bonplandii
exibe cerca de 10 feixes vasculares colaterais livres em circulo e um feixe medular (Figuras
1le, 110).

Uma bainha esclerenquimatica formada por mais de uma camada de células
lignificadas, envolve o feixe vascular de M. ilicifolia, M. aquifolia e Z. ilicifolia. Todavia,
mostrando-se descontinua nas espécies de Monteverdia (Figuras 11m, 11n, 11s, 11t) e
continua em Z. ilicifolia (Figuras 110, 11u). Calotas de fibras perivasculares sdo observadas
sem J. rhombifolia (Figura 11p) e raramente em C. gongonha (Figura 11u). Bainha ou calotas
de fibras ndo estdo presentes em S. bonplandii (Figura 11q). Células pétreas isoladas foram
encontradas no paréngquima fundamental de M. ilicifolia (Figura 11g) e M. aquifolia e também
no floema de Z. ilicifolia (Figura 11x).

Células contendo compostos fendlicos estdo presentes subjacentemente a epiderme
(Figuras 11a, 11b, 11h), no parénquima fundamental (Figuras 11g, 11m, 11n) e em células do
tecido vascular em M. ilicifolia e M. aquifolia (Figuras 11m, 11n, 11s, 11t) e no paréngquima
fundamental e nas células préximas a bainha esclerenquimatica de Z. ilicifolia (Figuras 11f,

111). Contudo, em grande quantidade nas espécies de Monteverdia.
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As caracteristicas microscopicas peciolares muito contribuem para a identificacdo e
diferenciacdo de espécies vegetais e podem ser consideradas bons marcadores anatémicos,
como observado em estudos de diversos géneros boténicos, a exemplo de Tinospora
(PARVEEN et al., 2020) e Passiflora (WOSCH et al., 2015).

Figura 11 — Microscopia do peciolo das espécies Monteverdia ilicifolia (Celastraceae), Monteverdia aquifolia
(Celastraceae), Citronella gongonha (Cardiopteridaceae), Jodina rhombifolia (Santalaceae), Sorocea bonplandii
(Moraceae) e Zollernia ilicifolia (Fabaceae).

Fonte: O autor.

: |croscop|a de luz, coloragdo com azul de astra e fucsina basica e coloragao de azul de toluidina (a-x).
M. ilicifolia (a, g, m, s); M. aquifolia (b, h, n, t); C. gongonha (c, j, 0, u); J. rhombifolia (d, j, p, v); S. bonplandii
(e, k, g, w); Z. ilicifolia (f, I, r, x). br: Célula pétrea; cr: cristal; ep: epiderme; fi: fibra; pc: célula fendlica; ph:
floema; xy: xilema Barra de escala: a-f=500 pm; I-r, v =200 um; g-k, s-u, w, X = 50 pm.
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Quadro 5. Caracteristicas peciolares das espécies Monteverdia ilicifolia (Celastraceae), Monteverdia aquifolia
(Celastraceae), Citronella gongonha (Cardiopteridaceae), Jodina rhombifolia (Santalaceae), Sorocea bonplandii

(Moraceae) e Zollernia ilicifolia (Fabaceae).

Caracteristicas MI MA CG JR SB Zl
Presenca de peciolo | Presente Presente Presente Presente Presente Presente
Duas camadas Uma camada
) Unisseria o o subepidérmica] = subepidérmica
Epiderme Unisseriada | Unisseriada Unisseriada
da em ambas as na
faces face adaxial
Praticamente| Praticamente
circular com| circular com
) Concavo- Plano- pequena pequena
Biconvex ) . .
Formato Biconvexo convexo convexo |concavidade|concavidade na
0
na superficie|  superficie
adaxial adaxial
Célula pétrea Presente Presente Ausente Ausente Ausente Presente
Cristais Presente Presente Presente Presente Presente Presente
Tricoma tector Ausente Ausente Simples Ausente Simples Simples
Capitado e
] Ausente Ausente | emformade| Ausente Capitado Ausente
Tricoma glandular
clava
Calotas de
fibras o
. Nao estido
] ] . . perivasculare
Fibras/Disposi¢ao do [Descontin i Calotas de | presentes/ .
] Descontinua/ S . Continua/
feixe ua/ o . fibras colateral/ o
] o anficrival/ |colateral/feix| . Anficrival/
vascular/quantidade |anficrival/ . perivasculares|6-10 feixes e .
] . Gnico ecentral com . Unico
de feixes vasculares | Unico . /colateral/1-3| um feixe
2 feixes .
feixes medular
vasculares
menores.
Formato de C
] Forma com a
Formato do feixe i B
uma Forma uma abertura | Arcoaberto | Circulo Coragdo
vascular -~ -~
regido |regido medular|voltada para a
medular face adaxial

Fonte: O autor.

Notas: MI (M. ilicifolia); MA (M. aquifolia); CG (C. gongonha); JR (J. rhombifolia); SR (S. bonplandii); ZI (Z.

ilicifolia).
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5.1.2.3 Anatomia caulinar

Em seccdo transversal, o caule é ovalado em M. ilicifolia (Figura 12a) e arredondado
nas espécies M. aquifolia (Figura 12b), C. gongonha (Figura 12c), J. rhombifolia (Figura
12d), S. bonplandii (Figura 12e) e Z. ilicifolia (Figura 12f). Em M. ilicifolia e M. aquifolia
encontram-se de 4-5 protuberancias arredondadas, onde o esclerénquima ocupa 0 maior
volume (Figuras 12a, 12b, 12g, 12h, 12m, 12n). A epiderme caulinar de M. ilicifolia e C.
gongonha é unisseriada (Figuras 12g, 12i), enquanto que em M. aquifolia, J. rhombifolia, S.
bonplandii e Z. ilicifolia observa-se a presenca de camadas subepidérmicas (Figuras 12h, 12j,
12k, 12I).

Em M. ilicifolia, M. aquifolia, J. rhombifolia e S. bonplandii, o caule em crescimento
secundario, evidencia a presenca de suber (Figuras 12n, 12q). Alguns estratos de parénquima
cortical contendo amiloplastos e compostos fendlicos séo vistos no cortex, que € delimitado
internamente por um anel esclerenquimatico quase continuo e composto por fibras e celulas
pétreas em M. ilicifolia (Figuras 12g, 12s, 12y), M. aquifolia (Figuras 12h, 12t, 12z), C.
gongonha (Figuras 12i, 120, 12u, 12a’), S. bonplandii (Figuras 12k, 12q, 12w, 12¢’) e Z.
ilicifolia (Figuras 12l, 12r, 12x, 12d’). Enquanto que em J. Rhombifolia, grupos de células
esclerenquimaticas estdo dispersos no cortex (Figuras 12j, 12p, 12v, 12b’). Em ambas as
espécies de Monteverdia compostos fenolicos estdo presentes em grande quantidade em todo
o0 cortex e no floema. (Figuras 12s, 12t).

Em todas as espécies estudadas, no cilindro vascular, o cdmbio produz floema para
fora e xilema, para dentro. Raios medulares de uma a duas camadas estdo presentes em M.
ilicifolia (Figura 12s), M. aquifolia (Figura 12t), J. rhombifolia (Figura 12v), S. bonplandii
(Figura 12w) e Z. ilicifolia (Figura 12x). Esses raios podem ter grdos de amido e conter
compostos fendlicos nas espécies de Monteverdia.

No xilema, os elementos de vaso, distribuidos em fileiras ordenadas, costumam ser
solitarios e circundados por fibras em todas as espécies (Figuras 12s, 12t, 12u, 12w, 12x),
com excecdo de J. rhombifolia que apresenta os elementos de vaso em grupos e maior
quantidade de fibras (Figura 12v), em relacdo as demais espécies.

A medula, circundada pelo xilema, esta presente no centro do caule em todas as
espécies (Figuras 12s, 12t, 12u, 12v, 12w, 12x), mostrando-se bem delicada e rompendo-se

facilmente ao seccionamento manual em C. gongonha. A medula é formada por células
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parenquimaticas, que podem ser lignificadas, conter compostos fendlicos e apresentar
pontuacdes simples evidentes.

Cristais, observados também na lamina foliar e no peciolo, séo vistos no cortex de
M. ilicifolia e Z. ilicifolia (Figura 12s), na medula de C. gongonha e S. bonplandii (Figura
12a’, 12¢’) e no cértex e na medula de M. aquifolia e J. rhombifolia (Figuras 12z, 12b”).

Apesar do farmacogeno de M. ilicifolia ser a folha, nesse estudo foram também
analisados os caules, pois a presenca deste 6rgdo foi observada com frequéncia em amostras
comerciais de espinheira-santa, caracterizando adulteracdo. Mesmo considerando a droga
pulverizada a analise microscopica identifica a presenca de adulterantes caulinares, uma vez
que o caule apresenta organizacdo de tecidos e elementos boténicos distintos da folha. As
caracteristicas anatémicas dos caules desse estudo estdo resumidas no Quadro 6.

Figura 12 — Microscopia caulinar das espécies Monteverdia ilicifolia (Celastraceae), Monteverdia aquifolia
(Celastraceae), Citronella gongonha (Cardiopteridaceae), Jodina rhombifolia (Santalaceae), Sorocea bonplandii
(Moraceae) e Zollernia ilicifolia (Fabaceae).

Fonte: O autor.

Notas: Microscopia de luz, coloracdo com azul de astra e fucsina basica e coloragdo de azul de toluidina (a-d”).
M. ilicifolia (a, g, m, s, y); M. aquifolia (b, h, n, t, z); C. gongonha (c, j, 0, u, a"); J. rhombifolia (d, j, p, v, b’); S.
bonplandii (e, k, q, w, ¢”); Z. ilicifolia (f, I, r, x, d). cr: cristal; ct: cuticula; cx: cdrtex; ep: epiderme; fi: fibra; gt:
tricoma glandular; mr: raios medulares; pc: célula fendlica; ph: floema; pi: medula; su: stber; xy: xilema. Barra
de escala: a-f =500 pm; g-I = 300 um; m-d’= 50 um.
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Quadro 6. Caracteristicas caulinares das espécies Monteverdia ilicifolia (Celastraceae), Monteverdia aquifolia
(Celastraceae), Citronella gongonha (Cardiopteridaceae), Jodina rhombifolia (Santalaceae), Sorocea bonplandii

(Moraceae) e Zollernia ilicifolia (Fabaceae).

Caracteristicas Ml MA CG JR SB Zl
Formato em
seccao Ovalado | Arredondado |Arredondado| Arredondado | Arredondado | Arredondado
transversal
Costelas
arredondadas e
. 4-5 4-5 Ausente Ausente Ausente Ausente
conspicuas
Presenca de Presencade | Presencade | Presencade
) Unisseriada| camadas Unisseriada| camadas camadas camadas
Epiderme
subepidérmicas subepidérmicasisubepidérmicassubepidérmicas
Cristais Presente Presente Presente Presente Presente Presente
Tricoma tector | Ausente Ausente Simples Ausente Simples Simples
] Capitado e
Tricoma .
Ausente Ausente em forma Ausente Capitado Ausente
glandular
de clava
] Uma aduas| Uma aduas Umaaduas | Umaaduas | Uma aduas
Raios medulares
camadas camadas Ausente camadas camadas camadas

Fonte: O autor.

Notas: MI (M. ilicifolia); MA (M. aquifolia); CG (C. gongonha); JR (J. rhombifolia); SR (S. bonplandii); ZI (Z.

ilicifolia).
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5.2 ANALISE HISTOQUIMICA

Os resultados dos testes histoquimicos encontram-se sumarizados no Quadro 7.
Sudam 111 e Sudam Black foram utilizados para deteccdo de compostos lipofilicos, resultando
positivamente na cuticula da l1amina, nervura central, peciolo e caule de M. ilicifolia (Figuras
13a-c), M. aquifolia (Figuras 13d-e), C. gongonha (Figuras 13f-g), J. rhombifolia (Figuras
13h-i), S. bonplandii (Figuras 13j-m) e Z. ilicifolia (Figuras 13n-p). Contudo, em M. ilicifolia,
M. aquifolia, J. rhombifolia e S. bonplandii esses reagentes reagiram com 0s corpos 0leosos
localizados no mesofilo (Figuras 13d, 13h, 13k, 13m) e em S. bonplandii reagiram com
idioblastos oleiferos localizados no parénquima fundamental do peciolo e no cortex do caule
(Figuras 13k, 13m).

Compostos lipofilicos em plantas podem estar presentes na cera epicuticular
(depositada nas superficies externas da lamina), cutina (presente dentro e sobre as paredes
celulares epidérmicas externas), suberina (depositado no interior das paredes primarias das
células de certos tecidos como endoderme), e secrecdes ou depdsitos de éleo (no interior de
células, dutos, cavidades e tricomas glandulares), entre outros. O Sudam 111 cora os lipidios de
vermelho ou laranja-avermelhado, enquanto o Sudam black cora de marrom a preto, nos testes
histoquimicos (BRITTO et al., 2021).

O floroglucinol/HCI reagiu com as fibras e com os elementos de vaso do xilema em
folhas e caules de todas as espécies estudadas (Figuras 13g-b’), com as células pétreas
presentes na nervura central, peciolo e caule das espécies de Monteverdia (Figuras 13r, 13t) e
no caule de J. rhombifolia (Figura 13x). Lignina é uma substancia encontrada em varias ou
todas as camadas da parede secundaria que participam do processo de lignificacdo, resultando
em uma importante modificacdo das propriedades da parede celular. Este processo leva a
perda da elasticidade celular, um aumento significativo na rigidez e na tracdo compressdo, e
uma diminuicdo na permeabilidade da &gua (CRANG; LYONS-SOBASKI, WISE, 2018).

Em ambas espécies de Monteverdia foram encontradas células repletas de compostos
fendlicos (Figuras 13¢’-j’), especialmente no floema ou proximo a este (Figuras 13c’-e’, 13h’-
j’), no parénquima fundamental da nervura central (Figura 13 g’) e do peciolo (Figuras 13f,
13j’). Da mesma forma, taninos condensados estdo presentes para essas duas espécies
(Figuras 13f’, 13j’). Citronella gongonha evidencia poucas células contendo compostos
fendlicos, estes, localizados em células da epiderme do caule (Figura 13m’) e proximos ao

floema (Figura 13k’) e no parénquima fundamental da nervura central, e, em maior
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quantidade no parénquima fundamental do peciolo (Figura 13I’). Em J. rhombifolia, fenélicos
foram encontrados em células do parénquima fundamental da nervura central (Figura 130°) ¢
do peciolo (Figura 13p’), bem como nas células parenquiméticas do tecido Xilematico do
caule (Figura 13q”). Em S. bonplandii, compostos fendlicos estdo presentes nas células do
mesofilo (Figura 13r’), nas células do parénquima fundamental, proximas ao sistema vascular
(Figuras 13r’, 13s’), e também na epiderme, células colenquimaticas, células do parénquima
cortical e nas células parenquimaticas do tecido xilematico do caule (Figura 13t’). Em Z.
ilicifolia, compostos fendlicos foram observados na face adaxial do peciolo, nas proximidades
da bainha esclerenquimatica (Figuras 13u’, 13v’), sendo que reagiram positivamente para
taninos condensados (Figuras 13w’, 13x’).

Dois reagentes se destacam para evidenciar compostos fenolicos, solucéo de cloreto
ferrico a 10%, que através da precipitacdo de ferro, produz coloragdo marrom escuro ou
preta, e solucdo de dicromato de potéssio 20% que produz uma cOr marrom Ou marrom-
avermelhada (BADRIA; ABOELMAATY, 2019), além da vanilina cloridrica que reage
especificamente com taninos condensados e cora de vermelho (VENTRELLA et al., 2013). Os
taninos condensados sdo amplamente conhecidos quando se trata de espinheira-santa
(PESSUTO et al., 2009; HOLNIK et al., 2015; DE PAULA et al., 2021). Nesse estudo, foi
possivel confirmar a presenca desses compostos em ambas as espécies de Monteverdia.

Grdos de amido foram evidenciados pelo reativo de lugol no parénquima
fundamental do peciolo, proximo as fibras (Figuras 13y’, 13z”) em M. ilicifolia e no cértex do
caule, proximos as células pétreas em M. aquifolia (Figura 13aa). Poucos grdos de amido,
somente em algumas células do tecido floematico na nervura central e no peciolo, estdo
presentes em C. gongonha (Figura 13bb). Jodina rhombifolia é repleta de grdos de amido no
cortex, tecido floematico, células parenquimaticas do xilema e medula do caule (Figuras 13cc,
13dd). Sorocea bonplandii evidencia grdos de amido nas células parenquimaticas do xilema e
na medula do caule (Figura 13ee), enquanto que Z. ilicifolia nas células do parénquima
fundamental do peciolo, préximas a bainha esclerenquimatica (Figura 13ff).

A solucdo de iodo é usada para destacar o amido que se cora de azul escuro a preto.
Praticamente, todas as outras estruturas ficam amareladas, mas esta cor ndo tem significado
especifico (BADRIA; ABOELMAATY, 2019).

A analise histoquimica tem como objetivo detectar grupamentos quimicos
provenientes do metabolismo primario e/ou secundario nos tecidos e/ou nas células de uma

espécie vegetal (FIGUEIREDO et al., 2007). A presenca de determinados grupos de
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metabdlitos secundérios auxilia na identificacdo da espécie vegetal e confere
qualidade as drogas vegetais, como por exemplo, é conhecido de que Monteverdia ilicifolia
contém taninos condensados, sendo de extrema importancia o teste de vanilina cloridrica para
deteccdo e diferenciacdo. Como mostra na Figura 13, apenas as espécies M. ilicifolia, M.
aquifolia e Z. ilicifolia deram reacdo positiva para taninos condensados.



58

Figura 13 — Reacdes histoquimicas nos tecidos foliares e caulinares das espécies Monteverdia ilicifolia (Celastraceae), Monteverdia aquifolia (Celastraceae), Citronella
gongonha (Cardiopteridaceae), Jodina rhombifolia (Santalaceae), Sorocea bonplandii (Moraceae) e Zollernia ilicifolia (Fabaceae).
. o e - - -

« O
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Fonte: O autor.
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Notas: Testes histoquimicos. Folhas, caule e peciolos em reacdo com Sudam Il (Figura a-p); Folhas, caule e
peciolos em reagdo com floroglucinol/HCI (g-b’); Folhas, caule e peciolos em reagdo com cloreto férrico e
dicromato de potassio (c’-v’); Folhas, caule e peciolos em reagdo com vanilina cloridrica (f, j>, w’, x’); Folhas,
caule e peciolos em reagéo com lugol (y’-ff). M. ilicifolia (a, b,c, g, r, ¢’, d’, €, £, y°, 2’); M. aquifolia (d, ¢, s,
t, g’, i’, h’, j°, aa); C. gongonha (f, g, u, v, k’, I’, m’,bb); J. rhombifolia (h, i, w, X, n’, 0’, p’, q’, cc, dd); S.
bonplandii (j, k, I, m, y, z, r’, s’, t’, ee); Z. ilicifolia (n, o, p, a’,b’, v’, v, w’, X, ff). co: colénquima; ct: cuticula;
dr: drusa; ep: epiderme; fi: fibra; gp: parénquima fundamental; gt: tricoma glandular; ob: goticula de 6leo; oc:
célula oleosa; ph: floema; pi: medula; pp: parénquima palicadico; se: camada subepidérmica; sl: camada
subepidérmica sp: parénquima esponjoso; su: suber; xy: xilema. Barra de escala: g-t, w, X, g’ = 500 um; j, p’u’,
w’, d’, £ =300 pm; y-a’, I, j> = 200 pm; a-i, k-q, u, v, b’, ¢’, €’,h’, i’, kK, m’, n’, 0’, q°, §°, t’, v’, X’ = 50 um; r’ =

25 pm.
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Quadro 7. Reacdes histoquimicas das espécies Monteverdia ilicifolia (Celastraceae), Monteverdia aquifolia (Celastraceae), Citronella gongonha (Cardiopteridaceae), Jodina
rhombifolia (Santalaceae), Sorocea bonplandii (Moraceae) e Zollernia ilicifolia (Fabaceae).

(continua)
MI MA CG JR SB ZIl
Compostos i L. . L 3 L ; L ; L Cuticula da lamina, nervura
o Cuticula da lamina, nervura|Cuticula da lamina, nervura| Cuticula da lamina, nervura | Cuticula da lamina, nervura| Cuticula da Iamina, nervura i
lipofilicos i i 3 3 3 central, peciolo e caule)
central, peciolo e caule) central, peciolo e caule) central, peciolo e caule) central, peciolo e caule) central, peciolo e caule)
Fibras, elementos de vaso | Fibras, elementos de vaso | Fibras, elementos de vaso do| .
. . Fibras e com os elementos | Fibras e com os elementos de | Fibras ecom os elementos
o do xilema em folha e caule,|do xilema em folha e caule, ) xilema em folhas, caules e . )
Lignina ) ) ) ) de vaso do xilema ) ) vaso do xilema em folhas e de vaso do xilema em
celulas pétreas presentes na|células pétreas presentes na células pétreas no
em folhas e caule) caule) folhas e caule)
nervura central, nervura central, caule)
peciolo e caule) peciolo e caule)
) . Células do mesofilo, células do
Células da epiderme do o
o ) o parénquima fundamental,
o caule, proximos ao floema e| Células do parénquima o )
Floema ou préximo a este, o . préximas ao sistema vascular, e i .
o Floema ou préximoa este, |no parénquima fundamental| fundamental da nervura ) ) . Face adaxial do peciolo,nas
Compostos |no parénquima fundamental o } ) também na epiderme, células o )
. no parénquima fundamental| da nervura central, e em | central e do peciolo, células L ) proximidades da bainha
fendlicos da nervura central e do . . Lo . colenquiméticas, células do Lo
. da nervura central e do maior quantidade no parenquimaticas do tecido o ) . esclerenquimética
peciolo . o o parénquima cortical e nas células
peciolo parénquima fundamental xilemético do caule L
i parenquiméticas do
do peciolo ) o
tecido xilematico do caule
Face abaxial da nervura Face abaxial da nervura
central proximo as fibras e | central proximo as fibras e
Taninos no parénquima medular, | no parénquima medular, Colénquima da nervura
condensados | células do colénquima do | células do colénquima do Negativo Negativo Negativo central e do peciolo e no

peciolo e cortex do caule,
préximo as fibras

peciolo e cortex do caule,
préximo as fibras

cortex do caule
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Quadro 7. Reacdes histoquimicas das espécies Monteverdia ilicifolia (Celastraceae), Monteverdia aquifolia (Celastraceae), Citronella gongonha (Cardiopteridaceae), Jodina
rhombifolia (Santalaceae), Sorocea bonplandii (Moraceae) e Zollernia ilicifolia (Fabaceae).

(concluséo)

Gréos de

amido

Parénquima
fundamental do
peciolo,

préximo as fibras

Cortex do caule,
proximos as células

pétreas)

Tecido floematico na
nervura central e no

peciolo

Cortex, tecido floematico, células
parenquimaticas do xilema e medula do

caule

Células parenquimaticas do
xilema

na medula do caule

Parénquima fundamental do
peciolo, préximas a bainha

esclerenquimatica

Fonte: O autor.
Notas: MI (M. ilicifolia); MA (M. aquifolia); CG (C. gongonha); JR (J. rhombifolia); SR (S. bonplandii); ZI (Z. ilicifolia).
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5.3 ANALISE DE CRISTAIS

No presente estudo, todas as espécies evidenciam cristais de oxalato de célcio
(Figura 14a-d’). Especificamente, cristais bipiramidais, hexagonais e romboédricos em M.
ilicifolia (Figuras 14a, 14g, 14m, 14s, 14y). Em M. aquifolia os cristais sdo estiloides (Figuras
14b, 14h, 14n, 14t, 14z). Citronella gongonha e J. rhombifolia apresentam drusas (Figuras
14c-d, 14i-j, 140-p, 14u-v, 14b’), sendo que C. gongonha também apresenta cristais amorfos
sobre a epiderme (Figura a’). Estdo presentes cristais do tipo romboédricos, irregulares e areia
cristalina em S. bonplandii (Figuras 14e, 14k, 14q,14w, 14c’). Zollernia ilicifolia apresenta
cristais romboédricos e irregulares (Figuras 14f, 141, 14r, 14x, 14d’). Diferentes formas dos
cristais, como mostradas no estudo, auxiliam o controle da qualidade na diferenciacdo das
espécies.

A presenca de cristais nas plantas é frequente, sendo que podem ser formados em
qualquer 6rgéo ou tecido. Os cristais geralmente ocorrem nos caules (BRUSTULIM et al.,
2020) e folhas (MACHADO et al., 2021b) e pode ser depositado em diferentes tecidos e
locais, como nas células epidérmicas (TRASEAL et al., 2017), externamente a epiderme
(ALMEIDA et al., 2020), no mesofilo (TIRLONI et al., 2018), e no cortex e medula
(D’ALMEIDA et al., 2021) do caule.

Podem ser diferenciados pelas formas que se apresentam e sdo assim definidos: drusas
sdo aglomerados esféricos que possuem numerosas faces e pontas agudas, rafides sao cristais
em forma de agulha e comumente aparecem em feixes, estiloides sdo cristais longos e
prismaticos na forma e com faces planas, prismaticos sdo romboidais ou prismaticos na
forma, mostrando faces planas podem assumir véarias formas, e areia cristalina, caracterizadas
por um amontoado de cristais pequenos (2-5 um). (UPTON et al., 2011; CRANG; LYONS-
SOBASKI, WISE, 2018).

Comumente sua composicdo é de oxalato de célcio, porém podem ser encontrados
cristais de carbonato de calcio, carbonato de magnésio e malato de célcio. O célcio é um
elemento essencial para as plantas, regulando enzimas e funcdes celulares, podendo se
precipitar e formar os cristais. Esses cristais tém funcGes conhecidas, como de anti-
herbivoria, regulacdo de calcio, desintoxicacdo, equilibrio iénico, suporte mecénico e
captacdo de luz e reflexdo (FRANCESCHI; NAKATA, 2005; CRANG; LYONS- SOBASKI,
WISE, 2018).
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No presente estudo, 0s espectros das microanalises qualitativas de raios-X dos cristais
mostram picos de calcio, carbono e oxigénio (Figuras 15a-f) sugerindo que esses cristais sdo
de oxalato de célcio. Apenas o espectro das microanalises qualitativas de raios- X do cristal
de C. gongonha apresenta em sua composi¢cdo magnésio e manganés (Figura 15c). A
composi¢do quimica dos cristais nas familias superiores geralmente é formada por oxalato de
calcio. Quando ha excesso de célcio, pode ser precipitado como carbonato, fosfato, silicato,
oxalato e citrato (WEINER; DOVE, 2003; BERTOCCO et al., 2017).

A presenca, 0 tipo e a composicao quimica dos cristais tém auxiliado na diagnose de
drogas vegetais, como observado em espécies de Piper (SANTOS et al., 2015; BERTOCCO et
al., 2017), Baccharis (BOBEK et al., 2016; ALMEIDA et al., 2021) e Eucalyptus (MIGACZ
etal., 2018; BRITTO et al., 2021).
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Figura 14 — Cristais presentes em tecidos foliares e caulinares das espécies Monteverdia ilicifolia
(Celastraceae), Monteverdia aquifolia (Celastraceae), Citronella gongonha (Cardiopteridaceae), Jodina
rhombifolia (Santalaceae), Sorocea bonplandii (Moraceae) e Zollernia ilicifolia (Fabaceae).

Fonte: O autor.

Notas: Microscopia Eletrénica de varredura (MEV). M. ilicifolia (a, g, m, s, y); M. aquifolia (b, h, n, t, z); C.
gongonha (c, i, o, u, a’); J. rhombifolia (d, j, p, v, b’); S. bonplandii (e, k,q, w, ¢’); Z. ilicifolia (f, I, r, x, d*). am:
amorfo; di: romboédrico; dr: drusa; he: hexagonal; ir: irregular; sa: areia cristalina; st: estiloide; sbp: bipiramidal.
Barra de escala: d, e, w, ¢’ =20 um; a, ¢, f, I, j,n-q, t, u, z, b>= 10 um; b, g, k, I, m, r, s, v, X, y, 2, d>=5pum, h
=2 pm.
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Figura 15 - Espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDX) dos cristais nas espécies Monteverdia ilicifolia (Celastraceae), Monteverdia aquifolia (Celastraceae),
Citronella gongonha (Cardiopteridaceae), Jodina rhombifolia (Santalaceae), Sorocea bonplandii (Moraceae) e Zollernia ilicifolia (Fabaceae).
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Fonte: O autor.

Notas: Espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDX). M. ilicifolia (a) EDS do cristal prismético; M. aquifolia (b) EDS do cristal prismético; C. gongonha (c) EDS

do cristal amorfo; J. rhombifolia (d) EDS da drusa; S. bonplandii (¢) EDS do cristal prismatico; Z. ilicifolia (f) EDS do cristal prisméatico. Os picos ndo identificados
correspondem ao metal “Au” utilizado no processo de metalizacdo do material para analise em microscopia eletronica de varredura.
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5.4 ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DE ALTA
EFICIENCIA (CCDAE)

5.4.1 Determinacdo do método de extracdo

A determinacdo do melhor método de extracdo foi comparada e evidenciada nas
Figuras 16-20 e com a analise densitométrica do padrdo epicatequina e epicatequina nas
amostras de M. ilicifolia, mostrada nas Figuras 16-20 entre os trés métodos.

Figura 16 - Amostras de Monteverdia ilicifolia e o padrdo epicatequina submetidos na analise por cromatografia
em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 254 nm.

Fonte: O autor.

Notas: padrdo de epicatequina, faixas 1, 2, 14 e 15 com diferentes volumes de aplicacdo e epicatequina nas
amostras; faixas 3 a 5, extracdo de agua; faixas 6 a 8 extragdo de metanol e faixas 9 e 10 metanol e agua
sonicado. Faixas 11, 12 e 13 séo repeticdes das faixas 3, 6 e 8, respectivamente, com volumes maiores.

Figura 17 - Amostras de Monteverdia ilicifolia e o padrédo epicatequina submetidos na analise por cromatografia
em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 hm.

Fonte: O autor.

Notas: padrdo de epicatequina, faixas 1, 2, 14 e 15 com diferentes volumes de aplicacdo e epicatequina nas
amostras; faixas 3 a 5, extracdo de agua; faixas 6 a 8 extracdo de metanol e faixas 9 e 10 metanol e &gua
sonicado. Faixas 11, 12 e 13 sdo repeticdes das faixas 3, 6 e 8, respectivamente, com volumes maiores.
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Figura 18 - Amostras de Monteverdia ilicifolia e o padrdo epicatequina submetidos na analise por cromatografia
em camada delgada de alta eficiéncia sob RT luz branca.
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Fonte: O autor.

Notas: padrdo de epicatequina, faixas 1, 2, 14 e 15 com diferentes volumes de aplicacdo e epicatequina nas
amostras; faixas 3 a 5, extracdo de agua; faixas 6 a 8 extracdo de metanol e faixas 9 e 10 metanol e agua
sonicado. Faixas 11, 12 e 13 s8o repeticBes das faixas 3, 6 e 8, respectivamente, com volumes maiores.

Figura 19 - Amostras de Monteverdia ilicifolia e o padrédo epicatequina submetidos na analise por cromatografia
em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm ap6s derivatizacdo com Natural Product®.

3 4 5 6 7

Fonte: O autor.

Notas: padrdo de epicatequina, faixas 1, 2, 14 e 15 com diferentes volumes de aplicacdo e epicatequina nas
amostras; faixas 3 a 5, extracdo de agua; faixas 6 a 8 extracdo de metanol e faixas 9 e 10 metanol e &gua
sonicado. Faixas 11, 12 e 13 sdo repeticdes das faixas 3, 6 e 8, respectivamente, com volumes maiores.
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Figura 20 - Amostras de Monteverdia ilicifolia e o padrédo epicatequina submetidos na analise por cromatografia
em camada delgada de alta eficiéncia sob RT luz branca apds derivatizagdo com Natural Product®.
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Fonte: O autor.

Notas: padrdo de epicatequina, faixas 1, 2, 14 e 15 com diferentes volumes de aplicacdo e epicatequina nas
amostras; faixas 3 a 5, extracdo de agua; faixas 6 a 8 extracdo de metanol e faixas 9 e 10 metanol e agua
sonicado. Faixas 11, 12 e 13 sdo repeticBes das faixas 3, 6 e 8, respectivamente, com volumes maiores.

5.4.1.1 Analise densitométrica

A andlise densitométrica comparou a densidade de epicatequina com o padrdo
epicatequina (A) e de amostras de M. ilicifolia (B), sendo os resultados mostrados nas Figuras
21e 22,
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Figura 21 - Padréo epicatequina submetido a anélise densitométrica.
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Fonte: O autor.

Figura 22 - Epicatequina nas amostras de M. ilicifolia submetidas a analise densitométrica.
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Fonte: O autor.

Os gréaficos demonstram que as amostras de M. ilicifolia submetidas a analise
densitométrica contém uma densidade de epicatequina semelhante ao padrdo, sendo assim, de

qualidade as amostras utilizadas.
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Comparando-se todos os métodos de extracdo e os padrdes de epicatequina foram
demonstrados diferentes picos de concentragdes de epicatequina, sendo o pico 1, 2, 14 e 15
para 0 padrdo epicatequina, 3, 4 e 5 para a extracdo com agua (Extrato 1), 6, 7 e 8 para a
extracdo com metanol (Extrato 2) e 9 e 10 metanol e &gua sonicados (Extrato 3),
demonstrados na Figura 23.

Figura 23 - Comparacdo de concentracdo de epicatequina do padrdo epicatequina com as diferentes formas de

extracdo de M. ilicifolia.
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Fonte: O autor.

Nota: Picos de altura para padrdo de epicatequina, faixas 1, 2, 14 e 15 com diferentes volumes de aplicacéo e
epicatequina nas amostras; faixas 3 a 5, extracdo de &gua; faixas 6 a 8 extracdo de metanol e faixas 9 e 10
metanol e 4gua sonicado.

Os resultados demonstraram que as extracbes com metanol (Extrato 2) e extracao
com metanol e dgua 8:2 v/v (Extrato 3) extrairam melhor a epicatequina quando comparada a
extracdo aquosa. A banda de epicatequina pode ser vista sob UV 254 nm, mas ndo claramente
observada ap6s derivatizacdo com o reagente Natural Product®. E possivel perceber que as
aplicacBes com volumes maiores demonstram bandas com uma maior intensidade, porém as
bandas com aplicacbes com volumes menores apresentam resultados satisfatorios. Sendo
assim o0 método de extracdo apresentado pelo Extrato 2 foi utilizada como padréao para todo o
trabalho, pois demonstrou grande eficiéncia e rapidez na preparagdo. Dessa forma, sugere-se a
gue a CCDAE seja preconizada pela Farmacopeia brasileira.

5.4.1.2 Analise de métodos - fase mével
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Para avaliar os métodos utilizados, um novo lote de amostras foi utilizado para testar
a fase movel utilizada na metodologia da Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (BRASIL, 2019).
O preparo das amostras, padroes e aplicacdo foram os mesmos da metodologia anteriormente
citada. Foram utilizadas diferentes amostras de Monteverdia ilicifolia, pois € a planta base do
trabalho. Resultados sdo mostrados nas Figuras 24-30.

Figura 24 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia e os
padrdes de referéncia submetidos na analise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 254

nm.

Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixa 1, 3 e 15; acido clorogénico, quercetina e rutina, faixa 2 e 14; faixas 4 a 8,
Monteverdia ilicifolia; faixa 9, Monteverdia aquifolia; faixa 10, Sorocea bonplandii; faixa 11, Citronella
gongonha; faixa 12, Jodina rhombifolia; faixa 13, Zollernia ilicifolia.

Figura 25 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia e os
padrdes de referéncia submetidos na analise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366

Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixa 1, 3 e 15; &cido clorogénico, quercetina e rutina, faixa 2 e 14; faixas 4 a 8,
Monteverdia ilicifolia; faixa 9, Monteverdia aquifolia; faixa 10, Sorocea bonplandii; faixa 11, Citronella
gongonha; faixa 12, Jodina rhombifolia; faixa 13, Zollernia ilicifolia.
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Figura 26 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia e os
padrdes de referéncia submetidos na analise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob RT luz
branca.
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Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixa 1, 3 e 15; acido clorogénico, quercetina e rutina, faixa 2 e 14; faixas 4 a 8,
Monteverdia ilicifolia; faixa 9, Monteverdia aquifolia; faixa 10, Sorocea bonplandii; faixa 11, Citronella
gongonha; faixa 12, Jodina rhombifolia; faixa 13, Zollernia ilicifolia.

Figura 27 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia e os
padrdes de referéncia submetidos na anélise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366
nm apos derivatizacdo com Natural Product®.

Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixa 1, 3 e 15; &cido clorogénico, quercetina e rutina, faixa 2 e 14; faixas 4 a 8,
Monteverdia ilicifolia; faixa 9, Monteverdia aquifolia; faixa 10, Sorocea bonplandii; faixa 11, Citronella
gongonha; faixa 12, Jodina rhombifolia; faixa 13, Zollernia ilicifolia.
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Figura 28 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia e os
padrdes de referéncia submetidos na analise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob RT luz
branca ap0s derivatizacdo com Natural Product®.
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Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixa 1, 3 e 15; acido clorogénico, quercetina e rutina, faixa 2 e 14; faixas 4 a 8,
Monteverdia ilicifolia; faixa 9, Monteverdia aquifolia; faixa 10, Sorocea bonplandii; faixa 11, Citronella
gongonha; faixa 12, Jodina rhombifolia; faixa 13, Zollernia ilicifolia.

Figura 29 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia e os
padrdes de referéncia submetidos na analise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366
nm apos derivatizacdo com anisaldeido e Natural Product®.

Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixa 1, 3 e 15; acido clorogénico, quercetina e rutina, faixa 2 e 14; faixas 4 a 8,
Monteverdia ilicifolia; faixa 9, Monteverdia aquifolia; faixa 10, Sorocea bonplandii; faixa 11, Citronella
gongonha; faixa 12, Jodina rhombifolia; faixa 13, Zollernia ilicifolia.
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Figura 30 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia e os
padrdes de referéncia submetidos na analise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz
branca apos derivatizagdo com anisaldeido e Natural Product®.
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Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixa 1, 3 e 15; acido clorogénico, quercetina e rutina, faixa 2 e 14; faixas 4 a 8,
Monteverdia ilicifolia; faixa 9, Monteverdia aquifolia; faixa 10, Sorocea bonplandii; faixa 11, Citronella
gongonha; faixa 12, Jodina rhombifolia; faixa 13, Zollernia ilicifolia.

Com essas analises ficou demonstrado que utilizando a fase mdvel determinada na
Farmacopeia brasileira ndo ha diferenca nos fingerprints de M. ilicifolia e M. aquifolia.

Dessa forma, para uma melhor conclusdo e eficiéncia, foram feitas analises de
amostras do experimento anterior, contudo usando dessa vez etanoato de butila, metanol, agua
e acido formico (7.5:2:1:1, v/v), baseando-se em um relato na literatura de que tal fase moével
seria mais eficiente para a separacdo de flavonoides (PERERA, et al., 2021). O preparo das
amostras, padrdes e aplicacdo foram os mesmos das metodologias anteriormente citadas.
Resultados séo evidenciados nas Figuras 31-37.

Figura 31 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia e os
padrdes de referéncia submetidos na andlise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 254
nm.

Fonte: O autor.



Notas: padrdo UHM, faixa 1, 3 e 15; &cido clorogénico, quercetina e rutina, faixa 2 e 14; faixas 4 a 8§,
Monteverdia ilicifolia; faixa 9, Monteverdia aquifolia; faixa 10, Sorocea bonplandii; faixa 11, Citronella

gongonha; faixa 12, Jodina rhombifolia; faixa 13, Zollernia ilicifolia.

Figura 32 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia e os
padrdes de referéncia submetidos na analise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366

nm.

Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixa 1, 3 e 15; acido clorogénico, quercetina e rutina, faixa 2 e 14; faixas 4 a 8,
Monteverdia ilicifolia; faixa 9, Monteverdia aquifolia; faixa 10, Sorocea bonplandii; faixa 11, Citronella

gongonha; faixa 12, Jodina rhombifolia; faixa 13, Zollernia ilicifolia.

Figura 33 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia e os
padrdes de referéncia submetidos na anélise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob RT luz

branca.
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Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixa 1, 3 e 15; &cido clorogénico, quercetina e rutina, faixa 2 e 14; faixas 4 a §,
Monteverdia ilicifolia; faixa 9, Monteverdia aquifolia; faixa 10, Sorocea bonplandii; faixa 11, Citronella

gongonha; faixa 12, Jodina rhombifolia; faixa 13, Zollernia ilicifolia.
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Figura 34 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia e os
padrdes de referéncia submetidos na analise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366
nm apds derivatizagdo com Natural Product®.

Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixa 1, 3 e 15; acido clorogénico, quercetina e rutina, faixa 2 e 14; faixas 4 a 8,
Monteverdia ilicifolia; faixa 9, Monteverdia aquifolia; faixa 10, Sorocea bonplandii; faixa 11, Citronella
gongonha; faixa 12, Jodina rhombifolia; faixa 13, Zollernia ilicifolia.

Figura 35 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia e os
padrdes de referéncia submetidos na anélise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob RT luz
branca ap6s derivatizacdo com Natural Product®.
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Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixa 1, 3 e 15; &cido clorogénico, quercetina e rutina, faixa 2 e 14; faixas 4 a 8,
Monteverdia ilicifolia; faixa 9, Monteverdia aquifolia; faixa 10, Sorocea bonplandii; faixa 11, Citronella
gongonha; faixa 12, Jodina rhombifolia; faixa 13, Zollernia ilicifolia.
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Figura 36 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia e os
padrdes de referéncia submetidos na analise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366
nm apds derivatizagdo com anisaldeido e Natural Product®.

Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixa 1, 3 e 15; acido clorogénico, quercetina e rutina, faixa 2 e 14; faixas 4 a 8,
Monteverdia ilicifolia; faixa 9, Monteverdia aquifolia; faixa 10, Sorocea bonplandii; faixa 11, Citronella
gongonha; faixa 12, Jodina rhombifolia; faixa 13, Zollernia ilicifolia.

Figura 37 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia e os
padrdes de referéncia submetidos na anélise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob RT luz
branca ap6s derivatizagcdo com anisaldeido e Natural Product®.
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Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixa 1, 3 e 15; acido clorogénico, quercetina e rutina, faixa 2 e 14; faixas 4 a 8,
Monteverdia ilicifolia; faixa 9, Monteverdia aquifolia; faixa 10, Sorocea bonplandii; faixa 11, Citronella
gongonha; faixa 12, Jodina rhombifolia; faixa 13, Zollernia ilicifolia.

E notdrio a presenca de possiveis flavonoides no fingerprint de M. ilicifolia, sendo
um diferencial quando comparado ao dos adulterantes, especialmente sob UV 366 nm apds
derivatizacdo com o reagente Natural Product®. Também a fase movel utilizada otimizou a
separacdo desses flavonoides e, no caso, a quercetina com fator de retengdo similar com o da

epicatequina, foram separadas de um flavonoide glicosilado. Dessa forma, o método se
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mostrou eficaz e com resultados melhores do que os demonstrados na metodologia da

Farmacopeia brasileira, sendo assim, aplicado para as todas as proximas analises.

5.4.2 Andlise dos extratos de M. ilicifolia e M. aquifolia

Com a metodologia definida, para diferenciacdo entre as duas espécies de
Monteverdia, foram feitas placas com padrdes de referéncia, amostras das duas espécies e
mistura com diferentes graus de porcentagens (20%, 30% e 50%) entre as duas Monteverdias.

Os resultados sdo observados nas Figuras 38-42.

Figura 38 - Amostras de M. aquifolia, M. ilicifolia, M. ilicifolia adulterada com diferentes porcentagens de M.
aquifolia e os padrdes de referéncia submetidos na andlise por cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia sob UV 254 nm.

Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixas 1, 5 e 15; padrdo epicatequina, faixas 2 e 4; &cido clorogénico, quercetina e rutina,
faixa 3; faixas 6 a 8, Monteverdia aquifolia; faixas 9 a 11, Monteverdia ilicifolia; faixa 12, Monteverdia ilicifolia
e Monteverdia aquifolia 20%; faixa 13, Monteverdia ilicifolia e Monteverdia aquifolia 30%; faixa 14,
Monteverdia ilicifolia e Monteverdia aquifolia 50%.



Figura 39 - Amostras de M. aquifolia, M. ilicifolia, M. ilicifolia adulterada com diferentes porcentagens de M.
aquifolia e os padrdes de referéncia submetidos na analise por cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia sob UV 366 nm.

Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixas 1, 5 e 15; padrdo epicatequina, faixas 2 e 4; acido clorogénico, quercetina e rutina,
faixa 3; faixas 6 a 8, Monteverdia aquifolia; faixas 9 a 11, Monteverdia ilicifolia; faixa 12, Monteverdia ilicifolia
e Monteverdia aquifolia 20%; faixa 13, Monteverdia ilicifolia e Monteverdia aquifolia 30%; faixa 14,

Monteverdia ilicifolia e Monteverdia aquifolia 50%.

Figura 40 - Amostras de M. aquifolia, M. ilicifolia, M. ilicifolia adulterada com diferentes porcentagens de M.
aquifolia e os padrBes de referéncia submetidos na andlise por cromatografia em camada delgada de alta

eficiéncia sob RT luz branca.
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Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixas 1, 5 e 15; padrdo epicatequina, faixas 2 e 4; acido clorogénico, quercetina e rutina,
faixa 3; faixas 6 a 8, Monteverdia aquifolia; faixas 9 a 11, Monteverdia ilicifolia; faixa 12, Monteverdia ilicifolia
e Monteverdia aquifolia 20%; faixa 13, Monteverdia ilicifolia e Monteverdia aquifolia 30%; faixa 14,

Monteverdia ilicifolia e Monteverdia aquifolia 50%.
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Figura 41 - Amostras de M. aquifolia, M. ilicifolia, M. ilicifolia adulterada com diferentes porcentagens de M.
aquifolia e os padrdes de referéncia submetidos na analise por cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia sob UV 366 nm apos derivatizagdo com Natural Product®.

Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixas 1, 5 e 15; padrdo epicatequina, faixas 2 e 4; acido clorogénico, quercetina e rutina,
faixa 3; faixas 6 a 8, Monteverdia aquifolia; faixas 9 a 11, Monteverdia ilicifolia; faixa 12, Monteverdia ilicifolia
e Monteverdia aquifolia 20%; faixa 13, Monteverdia ilicifolia e Monteverdia aquifolia 30%; faixa 14,
Monteverdia ilicifolia e Monteverdia aquifolia 50%.

Figura 42 - Amostras de M. aquifolia, M. ilicifolia, M. ilicifolia adulterada com diferentes porcentagens de M.
aquifolia e os padrBes de referéncia submetidos na andlise por cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia sob RT luz branca apds derivatizacdo com Natural Product®.
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Fonte: O autor.

Notas: padrdo UHM, faixas 1, 5 e 15; padrdo epicatequina, faixas 2 e 4; acido clorogénico, quercetina e rutina,
faixa 3; faixas 6 a 8, Monteverdia aquifolia; faixas 9 a 11, Monteverdia ilicifolia; faixa 12, Monteverdia ilicifolia
e Monteverdia aquifolia 20%; faixa 13, Monteverdia ilicifolia e Monteverdia aquifolia 30%; faixa 14,
Monteverdia ilicifolia e Monteverdia aquifolia 50%.

E possivel notar que os fingerprints sdo diferentes entre as duas espécies em
CCDAE. Em M. ilicifolia, o CCDAE fingerprint apresenta duas bandas em Rr~0.05 que ndo
estdo presentes em M. aquifolia. Todavia, bandas em Rr~1.5 sdo mais intensas em M.
aquifolia do que em M. ilicifolia, podendo ser um fator determinante para discriminar

adulteracdes intencionais com M. aquifolia.
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5.5 CONTROLE DA QUALIDADE DAS AMOSTRAS COMERCIAIS

5.5.1 Pesquisa de matéria estranha

Para o controle da qualidade de produtos comercializados, as amostras comerciais
foram identificadas com a sigla “AM”, sendo elas indicadas de “AMI1” até “AM9”. As
analises das amostras comerciais estdo representadas na Figura 43. As Figuras “43a-43e” e
“480-48r” representam o preparo inicial das amostras, as quais foram submetidas ao processo
de pesagem e logo em seguida a separacdo da matéria estranha. Segundo a Farmacopeia
Brasileira 6% edicdo (BRASIL, 2019), a materia estranha especifica para amostras de M.
ilicifolia € de no maximo 2,0%. A porcentagem de matéria estranha esta indicada na Tabela 4.
As Figuras de “43f-43n” e “43s-43v” representam a microscopia do po.
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Figura 43 — Amostras comerciais apés separagdo de matéria estranha e microscopia do po.

Fonte: O autor.

Notas: Separacdo matéria estranha (Figura a-e, o-r); lamina do p6 (Figura f-n, s-x). Amostra 1 (a, f); Amostra 2
(b, g, h); Amostra 3 (c, i); Amostra 4 (d, j, k, I, m); Amostra 5 (e, n); Amostra 6 (o, s); Amostra 7 (p, t); Amostra
8 (q, u); Amostra 9 (r, v). cr: cristal; nt: tricoma tector.
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Tabela 4 — Identificacdo das amostras comerciais por microscopia e porcentagem de matéria estranha.

Amostra Porcentagem Identificac@o da especie vegetal Identificacdo do adulterante
(%) de matéria

estranha

AM 1 7,78% Monteverdia sp. Caules de Monteverdia sp.

AM 2 - Monteverdia sp. e S. bonplandii Folhas e caules de S. bonplandii

AM 3 1,90% Monteverdia sp. Caules de Monteverdia sp.

AM 4 100% S. bonplandii Folhas e caules de S. bonplandii e
outras espécies nao identificadas

AM 5 35,64% Monteverdia sp. Caules de Monteverdia sp.

AM 6 37,73% Monteverdia sp. Caules de Monteverdia sp.

AM 7 10,01% Monteverdia sp. Folhas de S. bonplandii e outras
espécies desconhecidas

AM 8 28,46% Monterverdia sp. Caules de Monteverdia sp.

AM 9 9,46% Monteverdia sp. Caules de Monteverdia sp.

Fonte: O autor.

Como mostrado na Tabela 4, a porcentagem de matéria estranha da maioria das
amostras comerciais analisadas estdo acima do permitido na Farmacopeia brasileira 62 edicéo,
sendo apenas a amostra AM3 aprovada nessa pesquisa. Foi observada a presenca de caules
nas amostras das espécies de Monteverdia AM1, AM3, AM5, AM6, AM8 e AM9. Segundo a
Farmacopeia brasileira, o farmacégeno de M. ilicifolia é a folha, portanto qualquer outro
Orgao dessa espécie € considerado adulterante se encontrado em produtos comercializados.
Segundo Manfron (2021), é frequente o0 uso de outros Orgaos da planta que ndo sejam
considerados farmacdgenos com o Unico objetivo de se utilizar um adulterante de baixo custo.
Outra adulteracdo comum no comércio de drogas vegetais ocorre quando as folhas de guaco
(Mikania laevigata Sch.Bip. ex Baker), que é o farmacdgeno, sdo adulteradas com caules
dessa espécie. Em caso de droga rasurada, é possivel detectar o adulterante utilizando as
caracteristicas morfologicas de cada ¢érgdo. No caso de droga vegetal pulverizada, a
microscopia facilmente detecta o adulterante, uma vez que as caracteristicas microscépicas do

caule e da folha sdo muito diferentes.

5.5.2 Analise microscopica

Em relagdo a microscopia das amostras comerciais, foi possivel identificar a presenca

do adulterante S. bonplandii nas amostras AM2 e AM4. Na amostra AM2 foi verificada a
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presenca dos cristais e do tricoma tector caracteristicos dessa espécie, enquanto que na
amostra AM4, além desses, caracteres diagnosticos do caule e do peciolo de S. bonplandii
foram identificados. Adicionalmente, apesar da amostra AM2 ser comercializada na forma de
capsulas, essas continham droga pulverizada, o que ndo é permitido pela legislacdo brasileira.
Como a RDC n° 26, de 13 de maio de 2014 traz, fitoterapico é um produto obtido de matéria-
prima ativa vegetal, exceto substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou
paliativa, incluindo medicamento fitoterapico e produto tradicional fitoterapico, podendo ser
simples, quando o ativo é proveniente de uma Unica espécie vegetal medicinal, ou composto,
quando o ativo é proveniente de mais de uma espécie vegetal.

Considerando que as caracteristicas morfoanatdmicas de M. ilicifolia e M. aquifolia
sdo semelhantes, ndo foi possivel afirmar qual delas estava presente nas amostras comerciais
utilizando as caracteristicas botanicas. As caracteristicas morfologicas auxiliam quando a
droga estd integra, contudo, a maioria das amostras analisadas estavam rasuradas ou
pulverizadas. Quando a identificacdo da espécie ndo € possivel utilizando-se a microscopia,
outras técnicas devem ser utilizadas, a exemplo da cromatografia em camada delgada de alta

eficiéncia.

5.5.3 Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia

Para o controle da qualidade de produtos comercializados por cromatografia em
camada delgada de alta eficiéncia, as amostras comerciais foram identificadas com a sigla
“AM”, sendo elas indicadas de “AM1” até “AM10”. O preparo e a aplicacdo das amostras
foram os mesmos das metodologias anteriormente descritas. Os padrdes foram preparados
utilizando solugbes em metanol 1 mg/mL e posteriormente diluindo-se epicatequina em 28
pg/mL e 100 pg/mL; epigalocatequina, epicatequina galato, acido clorogénico, quercetina,
rutina e quercetina-3-0-galactosidio em 100 pg/mL e pirogalol em 200 pg/mL. Os resultados

estdo evidenciados nas Figuras 44-48.
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Figura 44 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia,
padrdes de referéncia e amostras comerciais submetidos na andlise por cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia sob UV 254 nm.
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Fonte: O autor.

Figura 45 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia e
amostras comerciais submetidos na analise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366
nm ap6s derivatizagdo com Natural Product®. UHM sob UV 254 nm e epicatequina sob luz branca apos
derivatizagdo com anisaldeido e com reagente Natural Product®.
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Fonte: O autor.
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Figura 46 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia,
padrdes de referéncia e amostras comerciais submetidos na analise por cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia sob RT luz branca ap6s derivatizacdo com o reagente Natural Product®.
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Figura 47 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia e
amostras comerciais submetidos na analise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366
nm apds derivatizacdo com anisaldeido com Natural Product®. UHM sob UV 254 nm e epicatequina sob luz
branca ap6s derivatizagcdo com o reagente Natural Product® e com anisaldeido.
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Figura 48 - Amostras de M. ilicifolia, M. aquifolia, C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii, Z. ilicifolia,
padrdo epicatequina e amostras comerciais submetidos na analise por cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia sob luz branca ap6s derivatizacdo com anisaldeido. UHM sob UV 254 nm.
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Zollernia ilicifolia, 10 mg...
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Fonte: O autor.

O método de deteccdo mais informativo foi em UV 366 nm, apds derivatizacdo com
o reagente Natural Product®. E notdrio que a amostra comercial AM1 mostra um fingerprint
caracteristico de M. aquifolia; AM2 mostra um fingerprint dos adulterantes M. aquifolia e S.
bonplandii; AM3 evidencia um fingerprint caracteristico de M. ilicifolia; AM4 exibe um
fingerprint caracteristico de S. bonplandii; AM5 e AM6 tém um fingerprint caracteristico de
M. aquifolia; AM7 apresenta um fingerprint caracteristico de M. ilicifolia misturado com M.
aquifolia; AM8 e AM9 tém um fingerprint caracteristico de M. aquifolia, enquanto que
AM10 (produto comercializado nos Estados Unidos) demonstra um fingerprint caracteristico
de J. rhombifolia, além de outra (s) espécie (s) vegetal (is) que ndo esta (estdo) presente (s) no
estudo.

Os resultados encontrados nessa analise quimica vao ao encontro dos dados obtidos
na analise microscopica. Com os perfis quimicos determinados nesse estudo é possivel
diferenciar as espécies M. ilicifolia e M. aquifolia que apresentaram caracteristicas anatémicas
semelhantes, inclusive observar a presenca das duas espécies como observado na amostra
AM7. Monteverdia aquifolia foi a espécie mais encontrada como adulterante, seguida de S.
bonplandii e J. rhombifolia, enquanto que C. gongonha e Z. ilicifolia ndo foram encontradas
nas amostras comerciais desse estudo.

Vale destacar que a amostra AM10 que apresentou ndo conter M. ilicifolia conforme
indicada no rétulo, foi adquirida no comércio americano. Os produtos fitoterapicos sao
comercializados mundialmente sob diferentes denominagdes e descricbes comerciais e

seguem a legislacdo vigente no pais onde sdo comercializados. Por exemplo, no Brasil eles
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sdo comercializados como medicamentos fitoterdpicos ou produtos tradicionais fitoterapicos,
de acordo com a RDC n° 26, de 13 de maio de 2014, a exemplo de vérios paises da Unido
Europeia, enquanto nos Estados Unidos sdo comercializados como suplementos alimentares.
Em se tratando do mercado internacional, as diferencas significativas entre as normas
regulatérias de cada pais contribuem para uma regulamentagdo deficiente na comercializacdo
de produtos fitoterapicos.

Das dez amostras analisadas, apenas uma foi aprovada no controle da qualidade
considerando as analises desse estudo, evidenciando a baixa qualidade dos produtos
comerciais que contém M. ilicifolia (espinheira-santa). Mundialmente, a quantidade de
produtos fitoterapicos adulterados varia expressivamente entre os continentes: a Africa ocupa
0 primeiro lugar com 60%, seguida da América do Sul (57%), Australia (44%), Europa
(28%), América do Norte (27%) e Asia (25%) (ICHIM et al., 2021). Percebe-se, assim, que a
baixa qualidade de plantas medicinais e drogas vegetais, bem como seus produtos derivados, €
uma problematica global e o Brasil se destaca quanto a falta de autenticidade das matérias-
primas vegetais comercializadas (MANFRON, 2021).

Em média, 68% das amostras vegetais e produtos derivados comercializados para
fins medicinais sdo adulterados no pais. A adulteracdo de produtos fitoterapicos é um
problema internacionalmente difundido e independe dos métodos tradicionais farmacopeicos
usados no controle da qualidade, como as técnicas microscépicas, quimicas ou, ainda,
técnicas mais recentes como o codigo de barras do DNA (MANFRON, 2021).
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6 CONCLUSAO

As caracteristicas morfoanatdmicas das espécies M. ilicifolia e M. aquifolia se
mostraram semelhantes, evidenciando a importancia de se utilizar outras técnicas de
identificacdo de espécies vegetais a exemplo da cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia. Para C. gongonha, J. rhombifolia, S. bonplandii e Z. ilicifolia os dados
morfoanatémicos sdo suficientes para se determinar a presenca dessas espécies em amostras
comercializadas como drogas vegetais.

As principais caracteristicas morfoanatdmicas determinadas nesse estudo foram: (1)
presenca de cristais estiloides, prismaticos e piramidais em ambas as epidermes foliares,
nervura central biconvexa contendo um feixe vascular colateral em arco aberto e 1-2 feixes
dorsais e peciolo biconvexo com duas projecdes na face adaxial, contendo um feixe unico
anficrival formando uma regido medular e caule com 4-5 proje¢des arredondadas nas especies
de Monteverdia; (2) tricoma glandular em formato de clava, tricoma glandular capitado,
tricoma tector simples, nervura central com feixe vascular Unico em formato de C voltado
para a face adaxial; peciolo cdncavo-convexo, contendo um feixe vascular em formato de C
voltado para a superficie adaxial e dois pequenos feixes na porc¢éo superior, em C. gongonha;
(3) folha com formato romboidal, contendo 3 espinhos, estdbmatos localizados abaixo das
demais células epidérmicas; cristais romboedricos podendo ser evidenciados na epiderme em
vista frontal; duas calotas de fibras perivasculares na nervura central; peciolo com formato
plano-convexo; calotas de fibras perivasculares no peciolo e drusas presentes no mesofilo,
peciolo e caule em J. rhombifolia; (4) folha contendo até 19 espinhos; parede anticlinal
sinuosa em ambas as faces epidérmicas; estbmatos actinociticos; tricoma glandular capitado e
tricoma tector simples na epiderme foliar; feixe vascular em U na nervura central; 6-10 feixes
vasculares e um feixe medular em forma de circulo no peciolo em S. bonplandii; e conjunto
de estbmatos anomociticos, anisociticos e ciclociticos; um feixe em arco aberto com as
extremidades invaginadas e um feixe dorsal na nervura central e formato de coracdo no feixe
vascular Unico do peciolo em Z. ilicifolia.

Os caracteres morfoanatdmicos das folhas e caules e os perfis cromatograficos
fornecem subsidios farmacobotéanico e quimico que auxiliam na identificacdo das espécies,
contribuindo para o controle da qualidade de drogas vegetais e fitoterapicos. Adicionalmente,
as caracteristicas botanicas fornecem dados taxonémicos para os géneros e familias das

espécies estudadas.
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A CCDAE demonstrou ser um método mais eficaz do que a CCD preconizado pela
Farmacopeia brasileira, mostrando diferengas entre os perfis, sendo principalmente
visualizados sob UV 366 nm apds derivatizacdo com o reagente Natural Product®. Mostrou-
se também efetiva na diferenciacdo entre as duas espécies de Monteverdia.

A anélise das amostras comerciais revelou que somente AM3 foi aprovada no
controle da qualidade, considerando as andlises realizadas nesse estudo. Portanto, 90% das
amostras comerciais foram reprovadas.

Apesar das espécies M. ilicifolia e M. aquifolia terem habitos distintos, a presenca
frequente de M. aquifolia nas amostras confirma que o nome popular e a similaridade
morfologica das folhas favorecem a adulteracdo de M. ilicifolia, evidenciando a baixa
qualidade das materias-primas vegetais.

Considerando a frequente presenca de M. aquifolia nas amostras comerciais, sugere-
se que analises quimicas e biologicas com essa espécie sejam conduzidas a fim de caracterizar
quimicamente e avaliar se as atividades farmacologicas de M. ilicifolia sdo também
encontradas em M. aquifolia, além de se verificar a toxicidade dessa espécie vegetal.

Considerando a adulteracdo ndo-intencional, o cultivo de M. ilicifolia deveria ser
incentivado, pois além de reduzir o extrativismo que leva a planta a extingdo, diminuiria os

equivocos na coleta de espinheira-santa.
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