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RESUMO 

 

Aspidosperma pyrifolium Mart. é uma espécie que ocorre na caatinga, sendo popularmente 

conhecida como Pereiro. Essa espécie é economicamente importante por ter multiplicidade de 

usos, principalmente na utilização como planta ornamental (inclusive em processos de 

recuperação de mata ciliar), como madeira (carpintaria, carvão vegetal e lenha) e como 

forragem. Estudos fitoquímicos mostraram a presença de alcaloides indólicos, aos quais foram 

atribuídas atividades hipotensoras, antimicrobianas, tripanossomicidas e citotóxicas. Assim, o 

objetivo dessa pesquisa foi realizar um estudo fitoquímico, biológico e toxicológico da A. 

pyrifolium Mart. Os extratos foram produzidos por diferentes técnicas de extração e por três 

distintas concentrações hidroalcoólicas e de proporção de material vegetal. Para a realização 

da primeira atividade biológica foi utilizado um planejamento fatorial 3
3
, com a finalidade de 

se determinar o extrato de melhor ação antimicrobiana frente às cepas Escherichia coli 

(ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 

27853) e klebsiella pneumoniae (ATCC 4352). Este extrato foi utilizado na realização dos 

demais estudos biológicos. Os resultados mostraram que a melhor atividade antimicrobiana 

foi obtida com o extrato produzido por turbólise, utilizando 30 g de material vegetal 

dissolvido em solução de 90% de etanol/água. O estudo fitoquímico mostrou a presença de 

compostos fenólicos e saponinas. Nos ensaios farmacológicos observou-se que o extrato, nas 

doses testadas, apresentou potencial analgésico e anti-inflamatório, e embora o extrato bruto 

tenha apresentado indícios de toxicidade, estes não foram evidenciados nos ensaios 

farmacológicos. 

 

Palavras-chave: Nocicepção, Inflamação, Microbiologia, Fitoquímica, Toxicologia. 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

ABSTRACT 

 

Aspidosperma pyrifolium Mart. is a species that occurs in the caatinga, being popularly 

known as Pereiro. This species is economically important to have multiple uses, primarily for 

use as an ornamental plant (even in recovery of riparian vegetation), as wood (carpentry, 

charcoal and firewood) and as fodder. Phytochemical studies revealed the presence of indole 

alkaloids, which were attributed hypotensive, antimicrobial, trypanosomicide and cytotoxic 

activities. The objective of this research was to realize a phytochemical, toxicological and 

biological study of A. pyrifolium Mart. The extracts were produced by different extraction 

techniques and by three different hydroalcoholic concentrations and of proportion of plant 

material. To perform the first biological activity a factorial design 3
3
 was used to order to 

determine the extract of best antimicrobial action against the strains Escherichia coli (ATCC 

25922) , Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 

and Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352). This extract was used in the realization of the other 

biological studies. The results showed that the best antimicrobial activity was obtained with 

the extract produced by turbólise using 30 g of plant material dissolved in solution of 90% 

ethanol/water. The phytochemical studies showed the presence of phenolic compounds and 

saponins. In pharmacological testing was observed that the extract, in the doses tested, 

exhibited an analgesic and anti-inflammatory potential, and although the crude extract has 

shown signs of toxicity, these were not evidenced in the pharmacological assays. 

 

Keywords: Nociception, Inflammation, Microbiology, Phytochemistry, Toxicology. 

  



 

 

 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

 

 

AINEs Anti-inflamatórios não-esteroidais 

AlCl3 Cloreto de Alumínio 

ALT Alanina aminotransferase 

ANOVA Analysis of Variance  

ARC Acinetobacter resistentes à carbapenens 

ASE Accelerated Solvent Extraction 

AST Aspartatoaminotransferase 

ATCC American Type Culture Collection 

CHCM Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média 

CIM Concentração Inibitória Mínima 

Cl50 Concentração Letal média 

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute 

COX Ciclo-oxigenase 

DL50 Dose Letal média 

EDTA Ethylene Diamine Tetra-acetic Acid 

EEM-Ap Extrato Etanólico por Maceração de A. pyrifolium Mart. 

EET-Ap Extrato Etanólico por Turbólise de A. pyrifolium Mart. 

EEU-Ap Extrato Etanólico por Ultrassom de A. pyrifolium Mart. 

GABA Gamma-AminoButyric Acid 

HCl Ácido clorídrico 

HCM Hemoglobina Corpuscular Média 

HPHTSE High Pressure High Temperature Solvent Extraction 

HPSE High Pressure Solvent Extraction 

HPWE High Pressure Water Extraction 

kHz Kilohertz 

KPC Klebsiella pneumoniae resistente à Carbapenemase 

m/v Massa por Volume 

mg EAG.g
-1 

Miligrama equivalente a um grama de Ácido Gálico  

mg ECAT.g
-1

 Miligrama equivalente a um grama de Catequina 

mg EDI.g
-1

 Miligrama equivalente a um grama de Diosgenina 

mg EQC.g
-1

 Miligrama equivalente a um grama de Quercetina 

mg/mL Miligrama por mililitro 

MHz Megahertz  

Mpa Megapascal 

MRSA Staphylococcus aureus resistente a meticilina 

Na2CO3 Carbonato de Sódio 

nm Nanômetro 

OECD Organisation for Economic Cooperation and Development 

OMS Organização Mundial de Saúde 

PBS Phosphate Buffered Saline 



 

 

 
 

PCR Pseudomonas aeruginosa resistente à carbapenens 

PG Prostaglandina 

pH Potencial hidrogeniônico 

PLE Pressure Liquid Extraction 

RDC Resolução da Diretoria Colegiada 

RPM Rotação por minuto 

SSE Subcritical Solvent Extraction 

VCM Volume Corpuscular Médio 

VRE Enterococcus spp. resistente à vancomicina 

 

 

  



 

 

 
 

LISTA DE TABELAS 

CAPÍTULO 1 Processamento e métodos extrativos de plantas medicinais: um estudo 

de revisão. 

 

Tabela 1 – Processos de secagem de material vegetal .................................................... 58 

Tabela 2 – Tipos de moinhos utilizados no processamento de plantas .......................... 60 

Tabela 3 – Constantes dielétricas de solventes usados na extração de plantas  

medicinais ........................................................................................................................ 61  

Tabela 4 – Solventes utilizados em processos extrativos e compostos que extraem ...... 61 

Tabela 5 – Resumo com algumas características das técnicas extrativas descritas ........ 73 

 

CAPÍTULO 2 Análise fitoquímica e otimização do potencial antimicrobiano dos 

extratos hidroalcoólicos de Aspidosperma pyrifolium Mart. 

 

Tabela 1 – Organização das variáveis e dos níveis, segundo o planejamento fatorial  

3
3
 ...................................................................................................................................... 92 

Tabela 2 – ANOVA da determinação do teor de resíduo (rendimento) de  

A. pyrifolium .................................................................................................................... 97 

Tabela 3 – ANOVA do perfil antimicrobiano de A. pyrifolium frente a E. coli ............. 99 

Tabela 4 – ANOVA do perfil antimicrobiano de A. pyrifolium frente a  

K. pneumoniae ............................................................................................................... 101 

Tabela 5 – ANOVA do perfil antimicrobiano de A. pyrifolium frente a  

P. aeruginosa ................................................................................................................. 103 

Tabela 6 – ANOVA do perfil antimicrobiano de A. pyrifolium frente S. aureus ......... 105 

Tabela 7 – Média da CIM do extrato etanólico por turbólise de A. pyrifolium (EET-Ap) 

e das partições deste extrato frente as cepas bacterianas ............................................... 107 



 

 

 
 

Tabela 8 – Teor de polifenóis, flavonoides, taninos e saponinas presentes na espécie A. 

pryrifolium Mart ............................................................................................................ 108 

 

CAPÍTULO 3 Avaliação da atividade farmacológica e toxicológica de Aspidosperma 

pyrifolium Mart. 

 

Tabela 1 – Efeito da administração via oral do controle (solução salina 0,9%) e 

diferentes doses do EET-Ap na evolução ponderal (alteração na massa corpórea) e, no 

consumo de ração e de água em ratos Wistar albinos adultos ....................................... 123 

Tabela 2 – Efeito da administração via oral do controle (solução salina 0,9%) e 

diferentes doses do EET-Ap no peso dos órgãos em ratos Wistar albinos adultos ....... 124 

Tabela 3 – Efeito da administração via oral do controle (solução salina 0,9%) e 

diferentes doses do EET-Ap nos parâmetros hematológicos em ratos Wistar albinos 

adultos ............................................................................................................................ 125 

Tabela 4 – Efeito da administração via oral do controle (solução salina 0,9%) e 

diferentes doses do EET-Ap nos parâmetros bioquímico sem ratos Wistar albinos 

adultos ............................................................................................................................ 126 

Tabela 5 – Efeito anti-inflamatório do EET-Ap sobre o volume (mm
2
) do edema de 

pata induzido por carragenina........................................................................................ 127 

Tabela 6 – Efeito anti-inflamatório do EET-Ap sobre o número de leucócitos totais no 

exsudato da peritonite induzida pela carragenina .......................................................... 128 

Tabela 7 – Efeito antinociceptivo do EET-Ap sobre o número de contorções 

abdominais induzidas pelo ácido acético....................................................................... 130 

Tabela 8 – Efeito do EET-Ap sobre a nocicepção induzida por formalina  

(fase I e II) ..................................................................................................................... 131 

  



 

 

 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 – Gráfico de Pareto da determinação do teor de resíduo (rendimento) de A. 

pyrifolium......................................................................................................................... 98 

Figura 2 – Gráfico de Pareto do perfil antimicrobiano de A. pyrifolium frente a  

E. coli ............................................................................................................................. 100 

Figura 3 – Gráfico de Pareto do perfil antimicrobiano de A. pyrifolium frente a K. 

pneumoniae .................................................................................................................... 102 

Figura 4 – Gráfico de Pareto do perfil antimicrobiano de A. pyrifolium frente  

P. aeruginosa ................................................................................................................. 104 

Figura 5 – Gráfico de Pareto do perfil antimicrobiano de A. pyrifolium frente  

S. aureus ........................................................................................................................ 106 

  



 

 

 
 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO ......................................................................................................... 16 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA ........................................................................... 18 

2.1. Aspidosperma piryfolium Mart. .......................................................................... 18 

2.2. Planejamento experimental ................................................................................ 19 

2.3. Atividades biológicas ......................................................................................... 20 

2.3.1. Atividade antimicrobiana .......................................................................... 20 

2.3.1.1. Cilindros ou Templates e Cavidade em placa ................................... 22 

2.3.1.2. Impregnação em discos de papel (Kirby-Bauer)  ............................. 23 

2.3.1.3. Microdiluição.................................................................................... 23 

2.3.2. Atividade antinociceptiva .......................................................................... 24 

2.3.2.1. Nocicepção ....................................................................................... 24 

2.3.2.2. Formalina .......................................................................................... 25 

2.3.2.3. Contorções por ácido acético ............................................................ 26 

2.3.2.4. Placa quente ...................................................................................... 26 

2.3.2.5. Analgesímetro digital ....................................................................... 27 

2.3.3. Atividade anti-inflamatória........................................................................ 27 

2.3.3.1. Inflamação ........................................................................................ 27 

2.3.3.2. Peritonite ........................................................................................... 28 

2.3.3.3. Edema de pata ................................................................................... 29 

2.3.3.4. Edema de orelha ............................................................................... 29 

2.3.3.5. Pleurisia ............................................................................................ 29 

2.4. Caracterização fitoquímica ................................................................................. 30 

2.4.1. Polifenóis ................................................................................................... 31 

2.4.2. Flavonoides ................................................................................................ 31 

2.4.3. Taninos ...................................................................................................... 32 

2.4.4. Alcaloides .................................................................................................. 32 

2.4.5. Saponinas ................................................................................................... 33 

2.5. Toxicidade .......................................................................................................... 34 

2.5.1. Toxicidade aguda ....................................................................................... 35 

2.5.2. Toxicidade crônica .................................................................................... 36 

2.5.3. Citotoxicidade ............................................................................................ 36 

3. REFERÊNCIAS....................................................................................................... 38 



 

 

 
 

CAPÍTULO 1 Processamento e métodos extrativos de plantas medicinais: um 

estudo de revisão ......................................................................................................... 53 

 

RESUMO ................................................................................................................... 53 

ABSTRACT ............................................................................................................... 54 

1. INTRODUÇÃO ......................................................................................................... 55 

2. METODOLOGIA ..................................................................................................... 56 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO .............................................................................. 56 

3.1. Processamento do material vegetal .................................................................... 56 

3.1.1.Secagem ...................................................................................................... 56 

3.1.2.Moagem ...................................................................................................... 59 

3.2. Escolha da solução extratora .............................................................................. 60 

3.3. Métodos extrativos ............................................................................................. 62 

3.3.1.Técnicas farmacopeicas .............................................................................. 63 

3.3.1.1. Maceração ......................................................................................... 63 

3.3.1.2. Percolação ......................................................................................... 64 

3.3.1.3. Soxhlet .............................................................................................. 65 

3.3.2.Técnicas não farmacopeicas ....................................................................... 66 

3.3.2.1. Ultrassom .......................................................................................... 66 

3.3.2.2. Turbólise ........................................................................................... 67 

3.3.2.3. Fluido Supercrítico ........................................................................... 68 

3.3.2.4. Micro-ondas ...................................................................................... 70 

3.3.2.5. Extração acelerada por solvente ....................................................... 71 

4. CONCLUSÃO .......................................................................................................... 75 

5. REFERÊNCIAS....................................................................................................... 76 

 

CAPÍTULO 2 Análise fitoquímica e otimização do potencial antimicrobiano dos 

extratos hidroalcoólicos de Aspidosperma pyrifolium Mart ....................................... 87 

 

RESUMO ................................................................................................................... 87 

ABSTRACT ............................................................................................................... 88 

1. INTRODUÇÃO ......................................................................................................... 89 

2. MATERIAIS E MÉTODOS .................................................................................... 91 



 

 

 
 

2.1. Material botânico ................................................................................................ 91 

2.2. Preparo dos extratos ........................................................................................... 91 

2.2.1. Para o screening antimicrobiano dos extratos e teor de resíduo seco ....... 91 

2.2.2. Para o screening antimicrobiano das partições do melhor extrato ............ 91 

2.2.3. Para a análise fitoquímica semiquantitativa .............................................. 92 

2.3. Planejamento experimental ................................................................................ 92 

2.4. Determinação do teor de resíduo seco ................................................................ 92 

2.5. Screening antimicrobiano ................................................................................... 93 

2.5.1. Padronização da suspensão bacteriana ...................................................... 93 

2.5.2. Verificação da atividade antibacteriana dos extratos vegetais – 

Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) .......................... 93 

2.5.3. Verificação da atividade antibacteriana das partições do melhor extrato 

vegetal – Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) ........... 94 

2.6. Análise fitoquímica semiquantitativa ................................................................. 94 

2.6.1. Determinação de Polifenóis totais ............................................................. 94 

2.6.2. Determinação de Flavonoides totais .......................................................... 95 

2.6.3. Determinação de Taninos totais ................................................................ 95 

2.6.4. Determinação de Saponinas totais ............................................................. 96 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO............................................................................. 96 

3.1. Otimização do processo extrativo quanto ao resíduo seco (rendimento) ........... 97 

3.2. Otimização do processo extrativo quanto à concentração inibitória mínima 

(CIM)  ................................................................................................................. 99 

3.3. Seleção da partição de maior potencial antimicrobiano ................................... 107 

3.4. Caracterização fitoquímica semiquantitativa ................................................... 108 

4. CONCLUSÃO ........................................................................................................ 110 

5. REFERÊNCIAS..................................................................................................... 111 

 

CAPÍTULO 3 Avaliação da atividade farmacológica e toxicológica de 

Aspidosperma pyrifolium Mart. ................................................................................ 114 

 

RESUMO ................................................................................................................. 114 

ABSTRACT ............................................................................................................. 115 

1. INTRODUÇÃO ..................................................................................................... 116 



 

 

 
 

2. MATERIAIS E MÉTODOS .................................................................................. 118 

2.1. Material botânico .............................................................................................. 118 

2.2. Obtenção do extrato .......................................................................................... 118 

2.3. Animais ............................................................................................................ 118 

2.4. Avaliação da toxicidade ................................................................................... 119 

2.4.1. Teste de toxicidade aguda........................................................................ 119 

2.4.2. Avaliação de parâmetros hematológicos e bioquímicos.......................... 119 

2.5. Ensaios farmacológicos .................................................................................... 120 

2.5.1. Avaliação da atividade anti-inflamatória ................................................. 120 

2.5.1.1. Edema de pata induzida por carragenina ........................................ 120 

2.5.1.2. Peritonite induzida por carragenina ................................................ 120 

2.5.2. Avaliação de atividade antinociceptiva ................................................... 121 

2.5.2.1. Nocicepção induzida por formalina ................................................ 121 

2.5.2.2. Contorções abdominais induzidas por ácido acético ...................... 121 

2.6. Análise estatística ............................................................................................. 122 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO........................................................................... 122 

3.1. Toxicidade ........................................................................................................ 122 

3.2. Ensaios farmacológicos .................................................................................... 127 

3.2.1. Atividade anti-inflamatória...................................................................... 127 

3.2.2. Atividade antinociceptiva ........................................................................ 130 

4. CONCLUSÃO ........................................................................................................ 132 

5. REFERÊNCIAS..................................................................................................... 133 

  



16 
 

 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

O uso das plantas medicinais para a cura e/ou prevenção de doenças é uma prática que 

data de tempos remotos. Mesmo antes da utilização por humanos, as plantas já eram usadas 

com finalidade medicinal por animais e a observação dessa prática foi uma das primeiras 

fontes de conhecimento, para a humanidade, sobre tal uso.  

A utilização de plantas medicinais não se restringe apenas aos países de primeiro 

mundo, segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), 65-80% da população dos países 

em desenvolvimento recorrem à medicina tradicional para o tratamento de enfermidades e 

desses, 85% utilizam plantas medicinais (ou suas preparações) como forma de acesso aos 

cuidados básicos de saúde, sendo, por vezes, sua a única alternativa (BRASÍLIA et al. 2006; 

SILVEIRA et al. 2008). 

Todavia, até a década de 80 do século XX houve uma negligência quanto à utilização 

de plantas medicinais, por parte dos órgãos regulatórios do governo federal. Essa realidade 

mudou com a descoberta de novos usos, a comprovação científica de diversas atividades e as 

pressões do mercado, visto que os medicamentos convencionais não supriam o constante 

surgimento de novas doenças e/ou a resistência destas; as plantas medicinais e suas 

preparações retornaram como uma promissora alternativa, gerando lucros, atualmente, na casa 

dos bilhões nos países desenvolvidos, especialmente França e Alemanha (ETHUR et al. 

2011). 

Embora o Brasil detenha um das maiores biodiversidades do planeta, ainda está 

obsoleto no tocante às pesquisas com plantas com finalidade medicinal, tendo suas riquezas 

perdidas pela ação da biopirataria e/ou da própria extinção, e o seu conhecimento medicinal 

popular esquecido (BENINI et al. 2010).  

Entretanto com a política de inclusão da fitoterapia no Sistema Único de Saúde (SUS), 

o Ministério da Saúde determinou prioridade na investigação das plantas medicinais e deste 

modo tornou essencial que os profissionais da área de saúde conheçam as atividades 

farmacológicas e a toxicidade das plantas de cada bioma brasileiro, de acordo com os 

costumes, tradições e condição socioeconômicas da população (VEIGA-JUNIOR, 2008; 

BRASÍLIA et al. 2006).  

 O semiárido nordestino, cuja vegetação predominante é a caatinga, possui altas 

temperaturas, baixo índice pluviométrico (abaixo de 800 mm/ano) e solos rasos. Entretanto, 

sua vegetação é extremamente adaptada às condições climáticas e apresenta vários usos como 
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forrageiras, madeireiras, ornamentais, frutíferas, apícolas, plantas produtoras de fibra, ceras, 

óleos e taninos (QUEIROZ, 2011).  

Não obstante, as plantas do semiárido nordestino também possuem múltiplos usos na 

medicina popular local. Esse uso baseia-se no conhecimento de raizeiros ou mesmo no que 

passa de geração em geração. Muitas vezes, esse conhecimento não possui qualquer 

comprovação científica, carecendo portanto, de estudos que comprovem as atividades 

biológicas ao passo que garantam a segurança quanto ao uso, pois a premissa “o que é natural 

não faz mal” quase nunca é válida (AGRA et al. 2007).   

Com a evolução dos patógenos, o uso de plantas com finalidade antimicrobiana passou 

a ser uma alternativa ao tratamento convencional cada vez mais obsoleto frente as cepas 

multirresistentes. Embora os pesquisadores ainda tentem “salvar” alguns princípios ativos 

através da modificação de suas estruturas, o mecanismo de resposta microbiano responde a 

altura e em pouco tempo inviabiliza os novos medicamentos. Isso se deve principalmente ao 

uso irracional de antibióticos promovido tanto pela automedicação, quanto pelos erros nas 

prescrições que, segundo a OMS, chegam a 50% do total (BRAOIOS et al. 2013).  

Outro problema relacionado ao uso indiscriminado de medicamentos é a perda e/ou 

dessensibilização de receptores, gerando a chamada tolerância que pode acontecer com 

apenas um medicamento ou com vários ao mesmo tempo, o que chamamos de tolerância 

cruzada. Neste caso, os principais afetados são os analgésicos e os anti-inflamatórios. Na 

tentativa de sobrepujar tal problemática, diversas plantas veem sendo usadas no combate às 

dores (especialmente as cefaleias) e às inflamações, gerando uma mercado que cresce a cada 

ano (FERREIRA et al. 2013).  

Ante o que foi exposto, este trabalho procurou realizar um estudo sobre as 

propriedades biológicas de Aspidosperma pyrifolium Mart., não esquecendo da verificação da 

segurança quanto ao uso do mesmo. Deste modo, pode-se aproveitar o potencial botânico do 

semiárido para suprir a necessidade de novos compostos capazes de controlar a atividade de 

agentes patogênicos e/ou de doenças ligadas a inflamação e a nocicepção. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Aspidosperma piryfolium Mart. 

 

Aspidosperma é pertencente ao reino Plantae, divisão Magnoliophyta, classe 

Magnoliopsida, subclasse Asteridae, ordem Gentianales, família Apocynaceae, (BARCHUK 

et al. 1999). 

As espécies pertencentes a esse gênero são arbóreas, de grande porte, medindo em 

torno de 2 a 60 m de altura. Possuem copas amplas com folhagem alternada, grande número 

de flores e sementes, podendo ainda apresentar látex em seus ramos. Em sua maioria, 

localizam-se na América do sul, em regiões como o Cerrado, a Caatinga e em algumas 

florestas (ALZUGARAY et al. 2007; BARCHUK et al. 1999).  

Esse gênero possui 52 espécies estudadas, porém algumas delas possuem maior 

relevância, tanto na medicina popular, quanto em estudos científicos. Alguns exemplos de 

espécies com enfoque científico foram: A. ramiflorum (MARQUES et al. 1996), A. pyrifolium 

(LIMA et al. 2010), A. quebracho blanco Schlecht (ALZUGARAY et al. 2007; BARCHUK 

et al. 1999), A. parvifolium (JÁCOME et al. 2003), A. vargasii (KAUR et al. 2009), A. 

pruinosum (TAVEIRA, 1992), A. megalocarpon Mull. Arg. (OFFER et al. 2002), A.australe 

Arg. Muell. (OLIVEIRA et al. 2010), A. cuspa (Kunth) Blake (PEREZ et al. 2002) e A. 

rigidum Rusby (VIEIRA et al. 2013). 

Aspidosperma pyrifolium Mart. é uma espécie que ocorre na caatinga, sendo 

popularmente conhecida como Pereiro, Pau-pereiro, Pereira-branca, Pereiro-branco, Pereiro-

de-saia, Pereiro-preto, Pereiro-vermelho, Peroba-paulista, Peroba-rosa e Trevo. Essa espécie é 

economicamente importante por ter multiplicidade de usos, principalmente na utilização como 

planta ornamental (inclusive em processos de recuperação de mata ciliar), como madeira 

(carpintaria, carvão vegetal e lenha) e como forragem (SANTOS et al. 2009). 

Macroscopicamente apresenta-se como uma árvore de altura variando entre três e oito 

metros, de tronco com diâmetros que entre 15 a 20 cm. Sua casca de sabor amargo é lisa, 

acinzentada, com lenticelas brancas quando jovem, rugosa, e com desprendimento de placas 

irregulares, quando idosa. Possui folhas simples, alternas, ovais, de 4 a 9 cm de comprimento, 

amargosas e coriáceas. As flores, aglomeradas em pequenas cimeiras terminais, são alvas, 

pequenas e de perfume muito agradável. Os frutos são lenhosos, em forma de gota achatada, 

de 5 a 6 cm de comprimento, castanho-claros, ricos em lenticelas de cor cinza, abrem-se em 
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duas bandas e deixam cair as sementes aladas, planas, papiráceas (com projeções que 

lembram folhas de papel). Sua madeira tem cor amarelo-clara ou creme, ora com manchas 

avermelhadas, ora com faixas acastanhadas, moderadamente pesada, macia e fácil de 

trabalhar, textura fina e uniforme, resistente e muito durável (MAIA et al. 2004). 

Segundo Lima (2010), investigações fitoquímicas sobre a A. pyrifolium revelaram a 

presença de alcaloides indólicos como aspidofractinina, 15-demetoxipirifolina e N-

formilaspidospermidina. Adicionalmente Pereira (2007) acrescenta outros alcaloides dessa 

classe como vincadiformina, pirifolidina, aspidospermina, desacetilaspidospermina, palosina e 

O-Desmetilpalosina, atribuindo aos mesmos, atividades como hipotensora, antimicrobiana, 

citotóxica em células cancerosas, tripanosomicida e inibitória sobre monoamino oxidase, além 

da toxicidade de algumas espécies desse gênero.   

 Embora os alcaloides indólicos seja a classe de metabólitos em maior quantidade e a 

mais estudada, outras como triterpenoides, esteroides, iridoides, saponinas, taninos e 

flavonoides também foram detectados (análise qualitativas) na A. pyrifolium Mart. – podendo 

levar a estudos que descubram outras atividades biológicas dessa espécie (SOUZA et al. 

2011). 

 

2.2. Planejamento experimental 

 

Na pesquisa, o conhecimento de como as variáveis influenciam determinado 

experimento, assim como dos níveis de valores destas variáveis, é deveras importante. Deste 

modo, a partir da escolha das variáveis e de seus níveis (limites inferior e superior de valores, 

e algumas vezes pontos médios), devem-se realizar ensaios experimentais a fim de se obter 

respostas para cada variável e para cada possível interação. Os resultados devem então ser 

analisados por técnicas estatísticas, de modo a se concluir algo em relação à dependência das 

variáveis, obtendo-se a configuração mais vantajosa (quanto ao tempo, ao custo, ao processo, 

ao rendimento etc.) à determinada pesquisa, além da comprovação estatística da 

confiabilidade do resultado (SANTOS et al. 2007).  

Neste contexto, o planejamento experimental aparece como uma técnica estatística 

quimiométrica, sendo amplamente aceita entre a comunidade científica, especialmente os de 

caráter fatorial, todavia não sendo uma regra, pois a escolha do melhor planejamento deve 

obedecer à necessidade e a conveniência da pesquisa e do pesquisador (CAMPOS, 2006). Por 

exemplo, quando se deve comparar médias de experimentos ou mesmo um grupo controle aos 
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grupos testes, utilizam-se comumente o teste de Tukey e o teste de Dunnett, respectivamente, 

além de outros testes como o de Bonferroni (ASSINI et al. 2013; RODRIGUES et al. 2013).   

 Assim, o planejamento fatorial permite otimizar o sistema, com um pequeno número 

de experimentos, torna possível a verificação dos efeitos entre os fatores nos diferentes níveis 

estudados e garante a confiabilidade e significância (geralmente 5% em testes como o T de 

Student e o F de Ficher) dos resultados; sendo comumente representado pela tabela de análise 

de variância (ANOVA) e pela análise dos efeitos através do diagrama de Pareto (MIGLIATO 

et al. 2011; SKEIKA et al. 2010; VICENTINI et al. 2011).  

 

2.3. Atividades biológicas 

 

2.3.1. Atividade antimicrobiana 

 

Os microrganismos, patogênicos ou não, possuem uma infinidade de mecanismos de 

defesa (bomba de efluxo, alteração de receptores de membrana, enzimas, dentre outros) que 

permitem a rápida adaptação às pressões ambientais, não sendo a resposta à ação dos 

antibióticos uma exceção. Deste modo, uma das consequências do uso de agentes 

antimicrobianos é a seleção de microrganismos cada vez mais resistentes e isso contribui para 

a ineficácia da terapia antibiótica atual (BRITO et al. 2012). 

Dentre os microrganismo patogênicos mais estudados, quanto a ação de compostos com 

provável ação antimicrobiana, encontram-se Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, seja na forma American Type Culture 

Collection (ATCC) ou nas suas formas multirresistentes (CATÃO et al. 2005; SARAIVA et 

al. 2013). 

De acordo com Trabulsi (2008) e Tortora (2012), os estafilococos são cocos Gram-

positivos, esses microrganismos são sensíveis à ação da lisostafina, característica esta que 

permite a sua diferenciação dos Micrococcus. O Staphylococcus aureus é uma espécie de 

bactéria com cerca de 1 micrómetro de diâmetro que forma grupos com aspecto de cachos de 

uvas de coloração amarelada, devido à produção de carotenoides, sendo daí o nome de 

"estafilococo dourado"(MARSHALL et al. 1981). Cresce bem em ambientes salinos e 

geralmente é encontrada nas narinas de 20 a 40% da população podendo está envolvida em 

infecções humanas, tanto de origem comunitária quanto hospitalar, sendo, consequentemente, 

a mais extensivamente estudada (KONEMAN, 2008). As infecções mais comuns envolvem a 
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pele (celulite, impetigo) e feridas em locais diversos. Algumas infecções por S. aureus são 

agudas e podem disseminar para diferentes tecidos e provocar focos metastáticos. Episódios 

mais graves, como bacteremia, pneumonia, osteomielite, endocardite, miocardite, pericardite 

e meningite, também podem ocorrer (ANVISA, 2014; LOPATA et al. 2011; KONEMAN, 

2008). 

A Psedomona aeruginosa é uma bactéria gram-negativa, aeróbia e baciliforme. Seu 

ambiente de origem é o solo, mas é capaz de viver mesmo em ambientes hostis. É um 

patogênico oportunista, ou seja, que raramente causa doenças em um sistema imunológico 

saudável, mas explora eventuais fraquezas do organismo para estabelecer um quadro de 

infecção (KONEMAN, 2008). Essa característica, associada à sua resistência natural a um 

grande número de antibióticos e antissépticos a torna uma importante causa de infecções 

hospitalares, especialmente em consequência de processos cirúrgicos ou queimaduras que 

podem resultar em bacteremias severas (PICOLI, 2008).  

Para Trabulsi (2008) e Tortora (2012) a Escherichia coli é um bacilo gram-negativo, 

pertencente à família das Enterobacteriaceae, podendo ser aeróbia e anaeróbia facultativas. O 

seu habitat natural é o lúmen intestinal dos seres humanos e de outros animais de sangue 

quente. Possui múltiplos flagelos (dispostos em volta da célula) e fímbrias ou adesinas que 

permitem a sua fixação, impedindo o arrastamento pela urina ou diarreia. Sua patogenicidade 

consiste na capacidade de invadir e se espalhar lateralmente pelas células adjacentes à mucosa 

do cólon, aderindo fortemente as mesma (por meio de adesinas), onde proliferam, levando à 

morte celular. A E. coli raramente causa infecção extra intestinal, entretanto, três infecções 

são mais frequentes: urinárias, meningite do recém-nascido e bacteremia (CARRARO-

EDUARDO et al. 2012). 

Klebsiella pneumoniae é uma espécie de bactéria gram-negativa, encapsulada, 

anaeróbia facultativa em forma de bastonete. É o mais importante membro do género 

Klebsiella e da Família das Enterobactérias. Pode causar pneumonia, embora seja mais 

comum a sua implicação em infecções hospitalares (aparelho urinário e feridas), em particular 

em doentes imunologicamente deprimidos (CABRAL et al. 2012). Sendo produtora de β-

lactamases é geralmente suscetíveis apenas aos carbapenens (TUON et al. 2012). 

Devido a essa característica e em resposta ao uso indiscriminado de antimicrobianos, a 

cada dia, surgem diversos microrganismos resistentes dentre eles podemos citar: 

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Enterococcus spp. resistente à 

vancomicina (VRE); Pseudomonas aeruginosa resistente à carbapenens (PCR); Acinetobacter 
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resistentes à carbapenens (ARC) e a mais recente Klebsiella pneumoniae resistente à 

Carbapenemase (KPC) (MORAES, 2013; BRITO, 2012). Ambos são encontradas 

principalmente em enfermos de hospitais, ambientes de saúde e pessoas que frequentam estas 

instalações, mas devido a rápida disseminação bacteriana, passaram a habitar outros 

ambientes, tornando-se graves problemas de saúde pública, ao ponto de forçar os órgãos 

governamentais responsáveis pela saúde, como a ANVISA, a tomar medidas drásticas (RDC 

Nº20/2011 – controle dos antimicrobianos) que inibissem o surgimento de novas 

superbactérias (MORAES et al. 2013; LOPATA et al. 2011; BRITO et al. 2012).  

Uma alternativa ao uso da terapia antibiótica atual é a fitoterapia, pois fitocompostos 

(saponinas, terpenos, alcaloides, flavonoides e taninos), derivados do metabolismo secundário 

dos vegetais, apresentam notável capacidade antimicrobiana, sendo capazes não só de deter o 

crescimento (bacteriostático) destes organismos, mas podendo também matá-los (bactericida) 

ou mesmo modular a ação de antibióticos, reduzindo as doses dos mesmos ou protegendo-os 

do ataque dos mecanismos de defesas desses microrganismos (SOUZA et al. 2007; LOPATA 

et al. 2011; OLIVEIRA et al. 2012). 

Para tanto, diversas técnicas podem ser utilizadas para avaliar a presença de atividade 

desses compostos, dentre elas pode-se citar a técnica de cilindros, a de impregnação em discos 

(Kirby-Bauer) e a da microplaca, todas elas recomendadas pelo Clinical and Laboratory 

Standards Institute (ANVISA, 2012).  

 

2.3.1.1. Cilindros ou Templates e Cavidade em placa 

 

Consiste em colocar sob um meio base (Ágar Mueller-Hinton, por exemplo) estéril e 

solidificado, um outro meio inoculado com o microrganismo escolhido. Após a solidificação 

do meio inoculado, colocam-se cilindros de aço, de vidro, de porcelana ou de alumínio 

(previamente esterilizados) e nestes cilindros são inseridas as substâncias a serem testadas. 

Neste método, os compostos irão se difundir pelo meio a partir da base dos cilindros e por 

esse motivo deve-se ter cuidado na colocação dos mesmos a fim de se evitar pressões 

exacerbadas que comprometam a difusão dos composto testes (BRASIL, 2010; ALVES et al. 

2008).  

Outra técnica, a de cavidade em placa, segue esse mesmo procedimento, entretanto 

ocorre a substituição dos cilindros por poços feitos com canaletas previamente esterilizadas, 

sendo o meio inoculado denominado de “seed” (BRASIL, 2010). Tanto a técnica de cilindros 
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como a de poços apresentam a desvantagem de só se aplicarem a compostos que apresentem 

difusibilidade em ágar ou que sejam previamente tratadas com substâncias que concedam, a 

estes, esta característica – como alguns tensoativos, como o Polisorbato 80 (PACKER et al. 

2007). 

 

2.3.1.2. Impregnação  em discos de papel (Kirby-Bauer) 

 

O teste de sensibilidade aos antibióticos "Kirby-Bauer" é um método que envolve a 

inoculação de uma cultura pura de microrganismo, que deseja tratar, em uma placa de Petri 

contendo meio adequado ao crescimento deste microrganismo. Posteriormente são colocados, 

sobre o meio, discos de papel embebidos em várias substâncias testes (ou com diluições de 

uma mesma substância) seguida pela incubação, em condições que garantam o crescimento 

microbiano. Durante este período as substâncias testes, que estão no papel embebido, se 

difunde lentamente em torno da área do disco ficando mais diluída na medida em que se 

afasta do disco (BAUER et al. 1966).  

Após a incubação verifica-se a possibilidade de inibição do crescimento através da 

mensuração dos halos (áreas de coloração mais clara) e assim, determina-se quais são os 

compostos mais eficazes para matar (ou ao menos parar) o microrganismo em questão. Deste 

modo, quanto maior for o halo maior o perfil de inibição provocado e consequentemente 

menor será a dose necessária à inibição (RABELO et al. 2013; BAUER et al. 1966).  

Apresenta a mesma desvantagem da técnica em cilindros, além disso, a impregnação 

dos discos pode ocorrer de maneira não uniforme, ou mesmo incompleta (não absorção pelo 

papel), comprometendo os resultados (MAIA-ARAÚJO et al. 2011).   

 

2.3.1.3. Microdiluição 

 

A técnica de microdiluição em caldo é uma adaptação da macrodiluição em caldo. 

Denomina-se assim, pois envolve o uso de pequenos volumes (cerca de 100 µl) de caldo 

colocados em placas de 80, 96 ou mais poços de fundo redondo ou cônico estéreis, próprias 

para esta técnica. As placas, contendo meio adequado ao crescimento do microrganismo, 

controles (positivos e negativos), compostos a serem testados e inóculo, são então inoculadas 

a 35 °C por 16-24 horas e, completado o período de incubação, são submetidas a análise 

visual (através da formação de precipitados ou com a utilização de reveladores como a 
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resazurina) ou a análise por métodos mais sensíveis e precisos como os leitores de Elisa, 

leitura por meio da absorbância (CLSI, 2009).  

Fatores primários como a sensibilidade do organismo, o diluente utilizado, o estágio e 

a taxa de crescimento bacteriano, que influenciam os valores de concentração inibitória 

mínima (CIM) no método de diluição em caldo, são os mesmos tanto para a técnica de 

macrodiluição como para de microdiluição (ALVES et al. 2008).  

Por meio dessa técnica é possível testar composto que apresentam baixa difusibilidade 

em ágar e que poderiam ocasionar falsos negativos pela falta de contado entre a substância 

teste com o microrganismo escolhido. Além disso, tem-se a vantagem de economia de espaço 

e de reagentes, reprodutibilidade dos resultados (preparação de grande quantidade de placas a 

partir da mesma série de diluições de compostos testes), geração de um resultado quantitativo 

e a possibilidade de utilização de sistemas automatizados. Todavia, o alto custo e 

principalmente a dificuldade em discernir o crescimento bacteriano da amostra inoculada 

daquele causado por bactérias contaminantes, apresentam-se como as principais desvantagens 

deste método (ANVISA, 2013). 

 

2.3.2. Atividade antinociceptiva 

 

2.3.2.1. Nocicepção 

 

A dor é caracterizada por experiências sensoriais e emocionais, podendo ser crônica 

(quando perdura por um longo tempo) ou aguda (quando finda em um curto espaço de 

tempo). Por vezes, a percepção de dor é entendida como um mecanismo de proteção, no qual 

o corpo inibe comportamentos que levem à uma injúria maior (KLAUMANN et al. 2008; 

CORTES et al. 2013).  

Segundo Bento-Silva et al. (2010) e Klaumann et al. (2008), o conjunto das 

percepções de dor que somos capazes de distinguir denomina-se nocicepção e pode ser 

induzida em um receptor de três formas específicas:  

 

 mecânica: quando estímulos mecânicos tais como impacto, fricção, rompimento, são 

capazes de excitar um mecanorreceptor de dor. 

 térmica: desencadeados por estímulos térmicos capazes de excitar um termorreceptor 

de dor, por exemplo, nos casos de calor ou frio extremos. 
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 química: quando um estímulo mediado por mecanismo químico afeta um 

quimioceptor de dor, alterações químicas do meio ou ligação de um mediador químico 

ou neurotransmissor, no processo inflamatório, por exemplo, ocorre destruição de 

algumas células e/ou mesmo liberação de substâncias que são capazes de estimular 

terminações nervosas ou hipersensibilizá-las a outro estímulo. 

 

Todavia, quando a dor passa a um estágio na qual ela própria pode ocasionar risco à 

saúde, o corpo é forçado a liberar, na corrente sanguínea, um neurotransmissor endógeno 

denominado β-endorfina cujos efeitos compreendem a diminuição da sensação dolorosa, e a 

facilitação de sensações de relaxamento e bem-estar (BERTOLINI et al. 2011). 

Entretanto nem sempre o estímulo é forte o suficiente para promover a liberação de β-

endorfina ou mesmo a quantidade liberada é insuficiente para amenizar a dor, nestes casos 

faz-se o uso de medicamentos com ação analgésica que vão de um simples paracetamol 

(acetaminofeno) a compostos mais potentes como opiáceos (morfina), muito utilizado em 

dores profundas e/ou crônicas (CASTRO et al. 2013). 

Não só a morfina, mas outros compostos foram descobertos a partir da avaliação do 

potencial terapêutico de plantas medicinais e de alguns de seus constituintes, tais como 

flavonoides, alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas, possuem ação 

analgésica, às vezes, superior à fornecida por medicamentos convencionais (CECHINEL 

FILHO et al. 1997). Flavonoides como a astilbina (Hymenaea martiana), a rutina e quercetina 

(Bauhinia splendens HBK), e a 2"-O-ramnose swertisina (Aleurites moluccana L. Willd.) 

apresentam notável ação analgésica (antinociceptiva), assim como os triterpenos folidotina e 

24-metileno-cicloartanol (Epidendrum mosenii Rchb. f.) e alcaloides como a cafeína 

(CECHINEL FILHO, 2000; TAVARES et al. 2012). 

Dentre os testes aplicados à avaliação do potencial antinoceptivo de plantas e/ou seus 

metabólitos secundários encontram-se o de contorções induzidas por ácido acético, placa 

quente, analgesímetro digital e o da formalina geralmente realizados em ratos e/ou 

camundongos (ADEDAPO et al. 2013).   

 

2.3.2.2. Formalina 

 

O teste da formalina geralmente é dividido em 2 fases, na qual a fase I (primeiros 

cinco minutos) é avaliada a resposta à estimulação química nociceptiva e na fase II (décimo 
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quito ao trigésimo minuto) a influência da ação inflamatória na resposta dolorosa. Sendo a 

hipernocicepção química avaliada por meio desse ensaio (CARVALHO et al. 2011). 

Na prática, após a administração das substâncias testes e dos controles (negativos e 

positivos - geralmente indometacina ou morfina), são contados o número de vezes que o 

animal ergue o membro no qual foi injetado a formalina. A contagem perdura continuamente 

por 30 minutos sendo números de elevação parciais registrados a cada 5 minutos. 

(CARVALHO et al. 2011). 

 

2.3.2.3. Contorções por ácido acético 

 

Segundo Collier et al. (1968) em resposta à injeção intraperitoneal de um agente 

nocivo, o rato e/ou camundongo desenvolve um comportamento que consiste de uma onda de 

constrição e alongamento que prossegue ao longo da parede abdominal, por vezes, 

acompanhada de torção do tronco e seguida por extensão dos membros posteriores.  

Deste modo, o teste de contorções consiste na administração das substâncias testes e 

dos controles (negativos e positivos - geralmente indometacina ou morfina) seguida pela 

aplicação de ácido acético via intraperitoneal (agente indutor das contorções). O número de 

contorções é obtido pela soma das contrações musculares abdominais com as extensões das 

patas, registadas durante 30 minutos. A partir desse teste, avalia-se a hipernocicepção química 

(FLORENTINO et al. 2013).  

 

2.3.2.4. Placa quente  

 

Neste experimento, avalia-se a hipernocicepção térmica posterior a exposição do 

animal a temperaturas capazes de estimular seus termorreceptores de dor. Assim, após a 

administração das substâncias testes e dos controles (negativos e positivos – geralmente 

indometacina ou morfina) o animal teste é submetido a um estímulo térmico (a cada trinta 

minutos por noventa minutos), provocado pela exposição de seus membros a uma placa 

quente (por volta de 50 ºC), por até quarenta segundos (para se evitar lesões), a partir de então 

é mensurado a latência na resposta a esse estímulo, sendo considerados os comportamentos 

como lamber, agitação ou levantamento da pata (RODRIGUES et al. 2013).  
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2.3.2.5. Analgesímetro digital 

 

Esse método consiste em aplicar pressão na pata traseira do animal, utilizando um 

aparelho composto por um transdutor de pressão ligado a um detector digital de força 

(expressa em gramas), e com isso, verificar a resposta do animal frente ao aumento do 

estímulo, correspondendo a avaliação da hipernocicepção mecânica (KARVAT et al. 2013; 

SANTOS, 2011). 

 

2.3.3. Atividade anti-inflamatória 

 

2.3.3.1. Inflamação  

 

A inflamação apresenta-se muitas vezes ligada a nocicepção. Na indução química, por 

exemplo, a ação de mediadores inflamatórios como bradicinina, endotelina e aminas 

simpatomiméticas ocasionam a sensibilização de nociceptores, levando ao fenômeno dor 

(VERRI JR et al. 2007).  

No entanto, os processos inflamatórios consistem em uma reação de defesa (reparo ou 

cura) do organismo frente a uma agressão que pode vir de agentes físicos (cortes, contusões, 

queimaduras), químicos (agentes irritantes, corrosivos, dentre outros) e/ou biológicos 

(infecções em geral); sendo caracterizados inicialmente por sintomas como calor, eritema, 

edema, hipersensibilidade e dor, podendo evoluir para a perda da função da região afetada 

(SILVA et al. 2011).  

Deste modo, diversas são as formas capazes de ativar essa reação do organismo, 

contudo em muitos casos ela pode se tornar exacerbada, e consequentemente prejudicial, 

necessitando da utilização de substâncias anti-inflamatórias que podem ser do tipo esteroidais 

(glicocorticoides) ou não-esteroidais (AINEs).  

Os glicocorticoides têm a capacidade de modificar o processo inflamatório dos tecidos 

que, ao serem agredidos, apresentam um extravasamento de fluidos intracelulares para o 

espaço peritecidual. Doses farmacológicas de cortisol e seus análogos induzem a produção de 

anexinas (antigas lipocortinas) que atuam modulando a função da fosfolipase A2, responsável 

por hidrolisar fosfolipídios de membrana e liberar ácido araquidônico (precursor dos 

eicosanoides). Além disso, acredita-se que os glicocorticoides possuam ação supressora sobre 

a ciclooxigenase 2 e que essa atividade esteja mais relacionada a sua ação anti-inflamatória do 
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que a própria inibição da fosfolipase A2. Entretanto, o uso prologando de glicocorticoides 

pode acarretar efeitos que mascarem processos infecciosos e comprometam as funções 

cardiovasculares, metabólicas, imunológicas e homeostáticas. (BRUNTON, 2012). 

Os anti-inflamatórios não-esteroides (AINEs) são um grupo variado de fármacos que 

têm em comum a capacidade de controlar a inflamação, promover analgesia (reduzir a dor), e 

de combater a hipertermia (febre). Caracterizam-se por inibir a atividade de subtipos da 

cicloooxigenase (COX 1 e 2), impedindo assim a síntese de prostaglandinas pela via 

metabólica da cascata do ácido araquidônico. Todavia, especialmente para os AINEs não 

seletivos, pode ocorre comprometimento (toxicidade) do sistema gástrico pela inibição da 

COX 1, levando os pacientes, especialmente os de uso prolongado, a utilizarem 

medicamentos com ação gastroprotetora (BRUNTON, 2012; IWALEWA et al. 2007).  

Os flavonoides, dentre os fitocompostos, talvez sejam os que detêm o maior número 

de integrantes com atividade anti-inflamatória, todavia, terpenos e esteroides também 

possuem notável aplicação nessa área (IWALEWA et al. 2007). Por exemplo, o gênero 

Lychnophora apresenta terpenos e flavonoides como substâncias predominantes, sendo o 

goiazensolido e a centraterina (ambas lactonas sesquiterpênicas) os mais potentes 

representantes anti-inflamatórios, embora, também possua algumas C-flavonas (C-glucosil-

flavona, por exemplo) com ação anti-inflamatória (SILVA et al. 2013). 

Nas pesquisas, visando a seleção de compostos naturais com atividade anti-

inflamatória, são comumente aplicados ensaios como peritonite, edema de pata, edema de 

orelha e pleurisia, tais testes são geralmente realizados em ratos e/ou camundongos 

(ZANUSSO-JUNIOR et al. 2011; BARROS et al. 2004).   

 

2.3.3.2. Peritonite 

 

O ensaio consiste em avaliar o potencial que compostos possuem de inibir a resposta 

inflamatória na região peritonial quando está é submetida a ação de agentes irritantes como a 

carragenina. Assim, posterior a administração das substâncias testes e dos controles 

(negativos e positivos - geralmente indometacina) é aplicado carragenina diluída em tampão 

PBS heparinizado (pH 7,4), via intraperitoneal, sendo os animais sacrificados, após quatro 

horas, e seus exsudatos intraperitoneais colhidos para quantificação de leucócitos, o que 

evidencia, após análise estatística, a significância da inibição da resposta inflamatória 

(BARROS et al. 2004). 
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2.3.3.3. Edema de pata 

 

O ensaio consiste em avaliar o potencial que compostos possuem de inibir a resposta 

inflamatória (edematogênica) na região subplantar, quando está é submetida a ação de agentes 

irritantes como a carragenina. Deste modo, depois da aplicação do agente nocivo 

(carragenina) na pata direita e da solução salina na pata esquerda, o volume de ambas as patas 

é então medido com o auxílio de um pletismômetro (variações de volume produzidas pela 

imersão das patas dos animais até o maléolo lateral do calcanhar) ou com paquímetro, no qual 

o volume corresponde a multiplicação da altura e largura da pata pelo valor de π (3,14). 

Portanto, a perfil anti-inflamatório é maior quanto menor a diferença entre o volume da pata 

esquerda e da direita de cada animal (SANTOS, 2011; LIMA et al. 2013).  

 

2.3.3.4. Edema de orelha 

 

O ensaio consiste em avaliar o potencial que compostos possuem de inibir a resposta 

inflamatória (antiedematogênica) na região auricular interna quando está é submetida a ação 

de agentes irritantes como o óleo de cróton. Para tanto, os animais recebem uma solução de 

óleo de cróton (2,5%, v/v em acetona) sobre a superfície interna da orelha direita, enquanto a 

mesma região da orelha esquerda é tratada com o mesmo volume de acetona, a fim de se 

comprovar que o edema formado deve-se exclusivamente a ação do óleo de cróton. Após seis 

horas da aplicação do agente flogístico, disco de aproximadamente seis milímetros são 

removido de ambas as orelhas dos animais (eutanasiados) e então pesados. Assim, o potencial 

de inibição da resposta inflamatória é maior quanto menor for a diferença entre o peso dos 

discos obtidos da orelha esquerda e da direita de cada animal (MOTTA et al. 2013). 

 

2.3.3.5. Pleurisia 

 

O ensaio consiste em avaliar o potencial que compostos possuem de inibir a resposta 

inflamatória na região pleural, quando está é submetida a ação de agentes irritantes como a 

carragenina. As substâncias testes e os controles (negativos e positivos) são administrados por 

gavagem e posteriormente, é aplicadda carragenina diluída em tampão PBS (pH 7,4), via 

intrapleural, na região do mediastino esquerdo (entre a terceira e quarta costelas), sendo os 

animais sacrificados, após quatro horas, e seus exsudatos intrapleurais colhidos para 
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quantificação de leucócitos – o que evidencia, após análise estatística, a significância da 

inibição inflamatória (ZANUSSO-JUNIOR et al. 2011).  

 

2.4. Caracterização fitoquímica 

 

Metabólitos secundários são compostos orgânicos que geralmente são biossintetizados 

a partir de carboidratos, proteínas e/ou lipídeos (metabólitos primários). Esses metabolitos 

estão geralmente associados a uma infinidade de atividades que vão desde a defesa vegetal 

contra um ataque microbiológico (fitoalexinas) à defesas interespécies, ação alelopática, por 

exemplo (GOBBO-NETO et al. 2007; OOTANI et al. 2013). 

Devido a esse potencial, essas substâncias começaram a despertar o interesse dos 

pesquisadores passando a ser a fonte dos mais variados princípios ativos e tendo como 

principais representantes os terpenoides, os alcaloides, os polifenóis (taninos, flavonoides 

etc.), as saponinas e os esteroides. Esses compostos possuem diversas ações farmacológicas 

que incluem atividade analgésica (alcaloides e flavonoides, por exemplo); antimicrobianas 

(taninos, flavonoides, saponinas etc.); anti-inflamatórias (terpenos, esteroides, flavonoides, 

entre outros); ação laxativa e expectorante (saponinas) (PEREIRA et al. 2012). 

Deste modo, a fitoquímica surgiu como uma ferramenta ao estudo desses compostos, 

sendo por vezes empregada no direcionamento de experimentos voltados às atividades 

biológicas de plantas medicinais (inferir uma atividade ou mesmo um mecanismo de ação) 

assim como, para a taxonomia (uso na diferenciação de espécies) e para a química, estudos 

das vias metabólicas que originam as diferentes substâncias presentes nos vegetais 

(CZELUSNIAK et al. 2012; MARTINS et al. 2010). 

Para tanto, utiliza-se de metodologias que abrangem extração, fracionamento químico, 

separação, isolamento e elucidação estrutural; e reúne técnicas qualitativas (Dragendorff, 

Shinoda etc.), semiquantitativas (espectrofotometrias – determinação de taninos totais, por 

exemplo) e quantitativas como espectroscopias (Massas), cromatografias (líquida de alta 

eficiência, gasosa etc.) e ressonância magnética, a depender do objetivo e dos compostos de 

interesse envolvidos no estudo (SIMÕES, 2004). 
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2.4.1. Polifenóis 

 

Polifenóis são substâncias caracterizadas por possuírem ao menos um anel aromático e 

a este uma ou mais hidroxilas ligadas. Geralmente são sólidos, cristalinos, tóxicos, ácidos, 

solúveis em água e visíveis na luz ultravioleta. Os mais impotantes são constituídos a partir 

dos ácidos benzoicos ou dos cinâmicos, como as cumarinas, os taninos, as lignanas e os 

flavonoides (SIMÕES, 2004). 

Podem ser identificados em reações qualitativas de precipitação com compostos 

metálicos, de oxidação (por ação da luz, do calor ou substâncias alcalinas) resultando no seu 

escurecimento, ou mesmo por reações semiquantitativas com a utilização do reagente de 

Folin-Ciocalteau em uma oxi-redução, na qual o compostos fenólicos são oxidados sob 

condições alcalinas, resultando em uma solução de coloração azul que pode ter sua 

absorbância (no comprimento de onda de 725 nm) medida e comparada a uma curva de 

calibração geralmente obtida com o padrão ácido gálico, determinando assim, o teor de 

polifenóis totais (SIMÕES, 2004; CHANDRA et al. 2004). 

 

2.4.2. Flavonoides 

 

Flavonoides formam um grande grupo de metabólitos secundários da classe dos 

polifenóis, componentes de baixo peso molecular encontrados em diversas espécies vegetais. 

Possuem uma biossíntese mista, através da condensação dos produtos da via do ácido 

chiquímico com a do acetil coenzima A, originando uma chalcona que é a precursora dos 

demais flavonoides (SIMÕES, 2004).  

Diferentes tipos são encontrados em frutas, em flores e nos vegetais em geral, assim 

como em alimentos processados, chá e vinho; sendo responsável por atividades biológicas 

importantes como antibiótica, analgésica, antioxidante e anti-inflamatória (MEDEIROS et al. 

2010).  

 Reações de coloração como Shinoda, de Wilson, de Martini-Nettolo e com H2SO4 

concentrado, são amplamente utilizadas na avaliação qualitativa da presença de flavonoides. 

Além disso, a determinação de flavonoides totais pode ser obtida por meio de uma reação 

com solução de cloreto de alumínio (AlCl3) em metanol, ocasionando um desvio de absorção 

para maiores comprimentos de onda e uma intensificação dessa absorção que quando lida, em 
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415 nm, pode ser comparada a valores de uma curva de calibração obtida com o padrão 

quercitina (SIMÕES, 2004; MEDA et al. 2005). 

 

2.4.3. Taninos 

 

 São compostos fenólicos, com massa entre 500 e 3000 Daltons, solúveis em água e 

com a capacidade de formar complexos insolúveis com alcaloides, gelatina e com outras 

proteínas. Podem ser classificados como hidrolisáveis (galotaninos e elagiotaninos) ou como 

condensados, a depender da seu arcabouço estrutural (SIMÕES, 2004; BHARTI et al. 2012).  

Sua propriedade de complexação lhes confere atividades como o combate aos insetos, 

ações antimicrobianas, cicatrização tecidual, ação antioxidante e anti-inflamatória, bem como 

sua ampla utilização no curtimento de couro a nível industrial (MOREIRA et al. 2013; 

BHARTI et al. 2012).     

 Testes de precipitação com alcaloides (cafeína, por exemplo), com proteínas (gelatina, 

por exemplo) ou com solução de formaldeído-ácido clorídrico são comuns dentre os teste 

qualitativos, assim como reações colorimétricas com cloreto férrico (SIMÕES, 2004). 

 Ainda, o método da vanilina-HCl pode utilizado na determinação dos taninos 

condensados. Neste ensaio ocorre a formação de complexos vermelho brilhante, em meio 

ácido, apresentando os valores de absorbância que quando comparados aos obtidos com o 

padrão catequina em 500 nm fornecem a concentração de taninos condensados totais 

(MAKKAR et al. 1993). 

 

2.4.4. Alcaloides 

 

 São substâncias orgânicas, cíclicas, contendo um nitrogênio em estado de oxidação 

negativa, na sua maior parte alcalinos e encontrados principalmente em angiospermas. 

Atividades biológicas tais como anticolinesterásica, analgésicas, sedativas, anestésicas, 

antitumoral, anti-inflamatória, antiviral e antimalárica têm sido atribuídas aos alcaloides. 

Entretanto, propriedades citotóxicas e toxicológicas são características marcantes desses 

compostos (BALADRIN et al. 1993; CASTILHOS et al. 2007; LUCENA et al. 2010). 

 Na presença de reagentes de Dragendorff, de Mayer e de Bertrand ocorre a 

precipitação dos alcaloides, sendo essas algumas das formas de detecção qualitativa desses 
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compostos, assim como as reações de coloração com cloreto férrico, com reativo Vitali-Morin 

(alcaloides tropânicos) ou de Urk – alcaloides indólicos (SIMÕES, 2004). 

 Na determinação do teor de alcaloides totais, o ensaio descrito por Sreevidya et al 

(2003), consiste na precipitação dos alcaloides pela ação do reagente de Dragendorff, em 

meio ácido, com posterior tratamento deste precipitado como sulfeto dissódico, seguida de 

ressuspensão em ácido nítrico e adição de tiouréia. A absorbância da solução resultante é 

então comparada a curva de calibração construída com o padrão nitrato de bismuto 

pentahidratado.  

 

2.4.5. Saponinas 

 

As saponinas são glicosídeos de elevado peso molecular (600 a 2000 Daltons) 

formadas por esteroides ou por terpenos policíclicos combinados a uma porção açúcar. 

Apresentam uma parte hidrofóbica (porção esferoidal ou terpênica) e uma hidrofílica (porção 

açúcar) o que lhes confere propriedades de detergentes e de surfactantes, estando, 

normalmente presentes em misturas complexas que dificultam seu isolamento e estudo 

(SANTOS, F.M. et al. 2011; SIMÕES, 2004). 

Uma das característica principais das saponinas é a formação de espumas, são também 

altamente solúveis em água e devido ao seu caráter detergente e tensoativo são capazes de 

desestabilizar membranas biológicas e se complexar com esteroides, ações essas responsáveis 

por sua atividade hemolítica (emprego em testes laboratoriais), e por sua ação antifúngica, 

respectivamente. Além Disso, possuem outras ações como antibacteriana, anti-inflamatória, 

expectorante e laxante (SANTOS, F.M. et al. 2011) 

Testes de hemólise e formação de espuma persistente, mesmo após adição de ácidos 

minerais, compõem os ensaios qualitativos para as saponinas. Já os experimentos 

semiquantitativos (saponinas totais) baseiam-se na formação de complexos colorimétricos em 

presença de compostos como a vanilina em meio ácido, por exemplo, relacionando-se os 

valores de absorbância encontrados (em 544 nm) com a concentração determinada pela curva 

de calibração obtida na análise de padrões como a diosgenina (MAKKAR et al. 2007).   
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2.5. Toxicidade 

 

A avaliação da toxicidade, para o desenvolvimento de produtos naturais, tem por 

objetivo determinar o potencial que novas substâncias e/ou produtos têm de gerar danos à 

saúde humana. Testes que avaliam a toxicidade são utilizados para classificar substâncias de 

acordo com o seu potencial de letalidade ou toxicidade como estabelecido pelas legislações 

vigentes (VALADARES, 2006).  

Além da letalidade, parâmetros como potencial tóxico em órgãos específicos, 

toxicocinética e a relação-dose resposta também são investigados. Outras informações podem 

ainda ser obtidas em uma avaliação de toxicidade como indicativos sobre o mecanismo de 

ação tóxica, diagnóstico e tratamento das reações tóxicas, estabelecimento das doses para 

estudos adicionais de toxicidade, informações para a comparação de toxicidade entre 

substâncias de mesma classe, ou mesmo informações sobre quais seriam as consequências de 

exposições acidentais no trabalho ou no ambiente doméstico (VALADARES, 2006). 

Os testes de toxicidade de produtos naturais são realizados geralmente em ratos ou 

camundongos, sendo que ao longo do tempo houve uma drástica redução no número de 

animais, bem como na forma de condução dos ensaios. Inicialmente, os testes utilizavam 100 

animais e o parâmetro dose letal mediana (DL50) era universal, mas com a eliminação desse 

parâmetro, desde 2002, outros protocolos foram criados (BOTHAM, 2004).  

Atualmente, os ensaios de toxicidade utilizam normalmente 5 animais de cada sexo e 

embora os alguns testes ainda usem a estimativa da DL50, outros protocolos trabalham com a 

dose máxima não letal, diretrizes que melhoram o tratamento com o animal ou mesmo com 

culturas de células (testes in vitro) para a seleção das doses a serem testadas in vivo, reduzindo 

assim o número de animais mortos bem como a sofrimento causado aos mesmos (COSTA et 

al. 2012; MARIZ et al. 2006; MARTINS et al. 2009).  

Todavia, a determinação da toxicidade aguda, da crônica e mais recentemente da 

citotoxicidade são considerados como parâmetros essências à garantia da segurança de 

qualquer produto seja ele natural ou não, não sendo exceção os produtos fitoterápicos que têm 

seus ensaios regido pela Resolução Nº 90, de 16 de março de 2004 (RDC 90/2004), da 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (BRASIL, 2004). 
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2.5.1. Toxicidade aguda 

 

No ensaios toxicológicos pré-clínicos, a toxicidade aguda manifesta-se imediatamente 

ou com até 14 dias após a exposição de uma dose única de um xenobiótico por ingestão, 

inalação ou através da pele de animais e do homem. Deste modo, através da determinação 

toxicidade aguda pode-se identificar uma dose claramente tóxica, sub-letal ou letal e definir 

os órgãos alvos da substância em estudo. O teste de toxicidade aguda estima a dose letal 

mediana (DL50) e classifica os toxicantes quanto à periculosidade, inclusive para extratos de 

plantas (CUNHA et al. 2013; TRESVENZOL et al. 2013). 

Segundo a RDC 90/2004 (BRASIL, 2004), o teste de toxicidade aguda avalia a 

toxicidade após exposição a uma dose única ou dose fracionada administrada no período de 

24 horas, sendo testados mamíferos adultos (sem características genéticas especiais), em 

número não inferior a 6 (de cada sexo). A via de administração deve ser a mesma que for 

proposta para o produto e a dose deve ser suficiente para observação de possíveis efeitos 

adversos e estimativa da DL50, ou seja, na ausência de efeitos adversos observáveis deve-se 

utilizar a dose máxima possível que segundo a Organisation for Economic Cooperation and 

Development (OECD) pode partir de 2000mg/Kg podendo chegar até 5000 mg/Kg.   

Além disso, segundo a mesma resolução, sinais de toxicidade tais como alteração da 

locomoção, frequência respiratória, piloereção, diarreia, sialorréia, alteração do tônus 

muscular, hipnose, convulsões, hiperexcitabilidade do sistema nervoso central, contorções 

abdominais, incluindo tempo de aparecimento, progressão e reversibilidade destes sintomas 

devem ser anotados; bem como a variação de peso e o consumo de alimentos, e o número de 

animais mortos com possível causa de morte e respectivo exames histopatológicos.   

Por fim a RDC 90/2004 determina que o período de observação deve perdurar por 14 

dias, prazo que pode ser ampliado dependendo do aparecimento de sinais de toxicidade, 

visando observar reversão ou não destes sinais. Ao fim do período de observação todos os 

animais sobreviventes devem ser sacrificados e autopsiados. Caso sejam observadas 

alterações nas autópsias (peso, cor, textura e aspecto dos órgãos), estudos histopatológicos 

dos órgãos acometidos devem ser realizados.  

Ainda, visando uma maior confiabilidade dos resultados, alguns trabalhos utilizam 

parâmetros recomentados pela RDC 90/2004 no que concerne aos testes de toxicidade crônica 

como, por exemplo, realização de exames hematológicos e bioquímicos (MARTINS et al. 

2009).  
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2.5.2. Toxicidade crônica 

 

Na determinação da toxicidade crônica avalia-se a exposição a doses repetidas. Difere 

da toxicidade aguda quanto (BRASIL, 2004): 

 

 às espécies de animais usadas: ao menos duas mamíferas, sendo uma roedora e uma 

não-roedora – desprovidas de características genéticas especiais;  

 ao número de animais: mínimo de 10 para roedores e 3 para não-roedores, de cada 

sexo; 

 ao período de observação: assentado conforme o número de dias de uso do produto, 

por ano – varia de 4 a 12 semanas; 

 às doses: no mínimo três, sendo uma com efeito terapêutico (menor dose), uma que 

produza um efeito adverso detectável (maior dose), limitada pelo volume da dose, e 

uma dose intermediária, por exemplo, a média geométrica entre a dose maior e menor 

dose; 

 aos parâmetros a serem observados: além dos da toxicidade aguda incluem-se o 

hemograma completo e análises bioquímicas de sangue (sódio, potássio, gama-

glutamiltranspeptidase, aminotransferases, fosfatase alcalina, uréia, creatinina, ácido 

úrico, colesterol, triglicerídeos, glicose, proteínas totais e bilirrubina);   

 aos exames histopatológicos: que passam a ser obrigatórios nos animais tratados com 

a maior dose, sendo o material retirado desses animais, mantido em estado de 

conservação por até cinco anos.  

 

2.5.3. Citotoxicidade 

 

Citotoxicidade pode ser definida como a propriedade nociva de uma substância em 

relação às células. Na maioria das vezes, avalia-se a citotoxicidade basal que é o resultado da 

interferência em estruturas (permeabilidade de membrana e lise celular) e/ou processos 

celulares essenciais para a sobrevida, proliferação e/ou função comum a todas as células do 

organismo, ou seja, as funções celulares basais (MARTINS et al. 2009).  

Nas pesquisas de novos compostos ou de compostos de atividade desconhecida, a 

citotoxicidade, é utilizada como uma ferramenta à análise de biocompatibilidade através de 

estudos in vitro. Deste modo, pode-se avaliar o comportamento celular (frente aos compostos 
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estudados) em meio controlado e livre de interações entre os sistemas dos organismos, sendo 

um método de fácil execução, rápido, reprodutível e de baixo custo (MARTINS et al. 2009).  

Além disso, os ensaios citotoxicológicos permitem a seleção de substâncias a serem 

testadas em modelos in vivo (animais), reduzindo assim a quantidade dos mesmos, o que 

torna-se interessante posto que a comunidade cientifica preconizam experimentos 

toxicológicos que primem pela redução do número de animais na busca do princípio dos 3 

ERRES: substituição (replacement) de experimentos que utilizam animais por outro que não 

necessitem, a redução (reduction) do número de animais e o refinamento (refinement) com a 

diminuição da severidade dos processos (BEDNARCZUK et al. 2010; VALADARES, 2006). 

O parâmetro referente à avaliação de citotoxicidade denomina-se concentração letal 

média (Cl50) e geralmente é obtido em ensaios que envolvem culturas de linhagens celulares 

como fibroblastos murinos, melanoma e adenocacirnoma gástrico humano (método de difusão 

em ágar e de incorporação do vermelho neutro, por exemplo) ou mesmos nos testes de 

hemólise em eritrócitos animais ou humanos, em placas de ágar sangue (formação de halos); 

análise visual ou com auxílio de espectrofotômetros, na região do ultravioleta (ANVISA, 

2003; YAMAGUCHI et al. 2013). 
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CAPÍTULO 1 

 

MESSIADES, Davy Macgyver da Silva. Processamento e métodos extrativos de plantas 

medicinais: um estudo de revisão. Campina Grande, PB: UEPB, 2014. (Dissertação – 

Mestrado em Ciências Farmacêuticas).  

 

 

RESUMO 

 

No estudo da avaliação biológica, toxicológica e/ou fitoquímica das plantas medicinais, a 

escolha do melhor método de secagem e de moagem, e mesmo a seleção do solvente e da 

técnica extrativa são vistas, geralmente, apenas como ferramentas. Esse pensamento leva os 

pesquisadores a cometerem erros que acarretam na perda de compostos naturais e, 

consequentemente, de uma ou mais atividades biológicas das plantas estudadas, resultando na 

perda de tempo e dinheiro. Deste modo, essa revisão aborda informações sobre alguns dos 

segmentos que compõe o processo extrativo de plantas medicinais, baseando-se em 

informações obtidas de artigos de coletados dos bancos de dados como o Gooogle 

Acadêmico, Science Direct, Scielo, Scopus e Medline, entre os anos de 1990 e 2013. Os 

cuidados com a secagem reduzem a chances de contaminação biológica, enquanto que, uma 

moagem bem executada favorece a extração de compostos. Além disso, controle sobre 

variáveis como temperatura e pressão são essenciais tanto ao processo extrativo, quanto 

preservação dos compostos extraídos. Ainda, a escolha de solventes com polaridades 

semelhantes a dos compostos que se deseja extrair é tão importante quanto à preferência por 

uma ou outra técnica extrativa. Metodologias mais complexas e modernas (extração acelerada 

por solvente, micro-ondas, ultrassom e turbólise) ou as consagradas (maceração, soxhlet e 

percolação) nem sempre são as melhores escolhas, cabendo essa decisão ao bom senso do 

pesquisador e à necessidade de cada pesquisa. 

 

Palavras-chave: Solvente, Temperatura, Pressão, Farmacopeica, Secagem, Moagem. 
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ABSTRACT 

 

In the study of biological, toxicological and/or phytochemistry evaluation of medicinal plants, 

the choose of the best method of drying and grinding, and even the selection of the solvent 

and extraction technique are seen usually only as tools. This thought leads researchers to 

make mistakes that cause loss of natural compounds and, consequently, one or more 

biological activities of the studied plants, resulting in loss of time and money. Thus, this 

review approaches information about some of theses segments that composse the extraction 

process of medicinal plants, based on information from articles collected from databases like 

Gooogle Scholar, Science Direct, SciELO, Scopus and Medline, among years 1990 and 2013. 

The care with drying reduce the chance of biological contamination while that, a well-

executed grinding increases the extraction of compounds. Furthermore, control over variables 

such as temperature and pressure are essential to both the extraction process and the 

preservation of the extracted compounds. Still, the choice of solvents with similar polarities to 

the compounds that you want to extract is as important as the preference for one or another 

extraction technique. More complex and modern methodologies (accelerated solvent 

extraction, microwave, ultrasound and turbólise) or consecrated methods (maceration, 

percolation and soxhlet) are not always the best choices, leaving this decision to the judgment 

of the researcher and the need for each research. 

 

Key words: Solvent, Temperature, Pressure, Pharmacopoeic, Drying, Milling. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Nas últimas décadas cresceu o consumo de fitoterápicos a nível mundial, em paralelo 

com as pesquisas que visam a descobertas de drogas “milagrosas”, de alto valor agregado 

(ETHUR et al. 2011). 

Apesar desse cenário, o Brasil, que detém uma das maiores biodiversidades do planeta 

e um vasto conhecimento na medicina popular tradicional, ainda está muito atrasado quanto 

às pesquisas que levem a produção de fitoterápicos (BENINI et al. 2010). 

Até o momento, coube ao mercado brasileiro apenas a posição de telespectador a 

“onda verde” iniciada na década de 80, pois compra o que poderia facilmente produzir, e 

quando produz, ainda o faz mediante tecnologia estrangeira, já que não dispõe nem ao menos 

de pesquisadores que foquem em pesquisas para inovação e desenvolvimento, por exemplo, 

das técnicas de extração vegetal, fundamentais em qualquer pesquisa desse gênero (KLEIN et 

al. 2009). 

 Embora as técnicas extrativas sejam o berço de qualquer pesquisa com plantas, estas 

ainda tem todo o seu foco na sua finalidade, ou seja, uma atividade biológica, a descoberta de 

substâncias inéditas, entre outras – restando às técnicas de extração uma posição 

marginalizada, sendo quase sempre vistas como apenas mais uma ferramenta, embora detenha 

um papel crucial em qualquer pesquisa que necessite de extratos vegetais. 

  Alguns trabalhos tentam reverter esse quadro realizando estudos comparativos entre 

as diversas técnicas, enfatizando principalmente rendimento, custo, tempo e melhoramento na 

atividade biológica (MAZZUTTI et al. 2012;
 
POLITI et al. 2011; WÓJCIAK-KOSIOR et al. 

2013). Esses trabalhos são muito requisitados especialmente por pesquisadores iniciantes e 

por aqueles que almejam reduzir os custos da pesquisa a partir da utilização de procedimento 

extrativos já consolidados. 

Ainda que técnicas como maceração, percolação e soxhlet sejam há muito tempo 

utilizadas e consolidadas no campo científico (inclusive pelas farmacopeias), restam dúvidas 

quanto as suas execuções, proporção de planta, solvente, tempo, custo, temperatura etc, 

ocasionando a perda de tempo e dinheiro que poderiam ser gastos em outras etapas se 

existissem estudos que padronizassem ou mesmo direcionassem essa fase. Além disso, com as 

crescentes inovações tecnológicas, novos métodos de extração, ou mesmo, adaptações dos já 

existentes vêm surgindo a todo instante. Exemplos clássicos são a turbólise, o ultrassom, o 
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fluido supercrítico e, mais recentemente, a extração por micro-ondas e a extração por solvente 

acelerada (DAWIDOWICZ et al. 2012; WÓJCIAK-KOSIOR et al. 2013). 

 Deste modo, esse trabalho fornece uma visão geral sobre alguns dos critérios a serem 

observados na elaboração de um processo extrativo, bem como sobre algumas das principais 

técnicas de extração farmacopêicas e não farmacopêicas dentre elas as consideradas mais 

modernas, visando promover um direcionamento, tanto aos novos pesquisadores, quanto aos 

que buscam reduzir os recursos gastos com o melhoramento dessa etapa (KAUFMANN et al. 

2002; SILVA et al. 2009; WÓJCIAK-KOSIOR et al. 2013).  

 

2. METODOLOGIA 

 

 Foram realizadas pesquisas em artigos e outros textos que abordavam o preparo do 

material vegetal, seu processamento e as técnicas extrativas utilizadas na obtenção de extratos 

vegetais. As bases de dados consultadas foram Gooogle Acadêmico, Science Direct, Scielo, 

Scopus e Medline, entre os anos de 1990 e 2013.  

Como referências de busca foram usadas os como grupos de palavras-chaves: 

“métodos e técnicas extrativas usados em plantas medicianais”, “processos extrativos 

farmacopêicos”, “processos de secagem”, “processos de moagem”, “solventes orgânicos e 

suas constantes dielétricas” e “polaridade dos solventes orgânicos”. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Processamento do material vegetal 

 

3.1.1. Secagem 

 

 O conhecimento de material vegetal e dos compostos a serem extraídos é 

importantíssimo na preferência por um método de secagem. Dentre os métodos apresentados 

pela litertura (Tabela 1), a secagem à sombra e a secagem em estufa com circulação de ar são 

os mais utilizados, tendo seus usos geralmente condicionados a presença ou ausência, 

respectivamente, de compostos termossensíveis. Deste modo, a presença de óleos essenciais é 

a primeira justificativa para a utilização de técnicas de secagem a baixas temperaturas (abaixo 

de 40º C) como a secagem a sombra (MARCHESE et al. 2005).
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 Entretanto, Alberton et al. (2001), ao trabalharem como Syzigium cumini (L.) Skeels, 

observou que embora a secagem a sombra em temperatura ambiente (cerca de 30 °C) se 

mostrasse mais eficaz, a presença de água residual, gerava contaminação microbiológica, em 

especial por fungos, o que impossibilitava a sua utilização em outros ensaios, por exemplo, o 

de atividade biológica.  Além da contaminação microbiológica, a presença de umidade 

residual é um dos principais fatores que contribuem para a degradação de compostos por 

reações químicas, especialmente as enzimáticas (AMARAL et al. 2003).
 
 

Ao avaliar a perda de compostos do Cymbopogon citratus em detrimento ao processo 

de secagem, Costa et al. (2005), chegoram à conclusão que a secagem a com desumidificador 

de ambiente é preferível à promovida em estufa com ventilação forçada, pois a temperatura 

exercida no segundo processo é suficiente para reduzir, por exemplo, em 8,25% o conteúdo de 

citral desse vegetal. 

Assim, a escolha de um processo de secagem deve garantir não só a remoção da 

umidade, como também a preservação dos compostos presentes evitando-se perdas por 

influência da temperatura, contaminantes biológicos etc., sendo necessário um olhar atento 

quanto às características de cada material vegetal, especialmente o teor de água e a presença 

de compostos termolábeis. 
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Tabela 1 – Processos de secagem de material vegetal. 

Processo Característica Temperatura Tempo Vantagens Desvantagens Referências 

Secagem ao sol  Secagem por incidência direta 

da luz solar  

Ambiente  Variável Método barato e 

simples 

Fotodecomposição e 

decomposição de constituintes 

termolábeis  

 

CORRÊA et al. (2004); 

VIGO et al. (2004).  

Secagem à sombra  Secagem ao abrigo da luz solar 

sem controle da umidade do 

local 

Ambiente Variável Barato, simples e 

menos destrutivo aos 

compostos 

Influência da umidade local, 

umidade residual nos materiais 

secos podendo levar a 

contaminação microbiológica 

 

 

ALBERTON et al. (2001) 

Secagem com 

desumidificador de 

ambiente 

Secagem ao abrigo da luz solar 

com controle da umidade do 

local 

Abaixo de 25 ºC ou 

ambiente 

20 dias Redução da influência 

da umidade do local  

Custo para implantação e 

manutenção. 

ANDRADE et al. (2012); 

COSTA et al. (2005); 

ROSADO et al. (2011).  

Secagem com estufa comum Secagem com ar estagnado e 

temperatura controlada 

35 a 80 ºC Cerca de 

14 dias 

Método rápido de 

secagem  

Degradação de composto 

termolábeis, sem uniformidade 

na secagem. 

ALBERTON et al. (2001) 

Secagem com estufa com 

ventilação 

Secagem com circulação de ar 

e temperatura controlada 

35 a 80 ºC Cerca de 

12 dias 

Método rápido e 

uniforme de secagem 

Decomposição de 

constituintes termolábeis 

ALBERTON et al. (2001) 

Secagem por Liofilização Secagem por congelamento 

seguida por sublimação 

-22±2 °C  

(Temperatura de 

congelamento)  

 

Tempo>o 

por estufa 

Estabilidade 

microbiológica, 

organoléptica e 

química. 

Método caro, tempo de 

secagem maior que o 

promovido por estufas. 

SANTOS et al. (2012) 

Secagem por Micro-ondas  Secagem por interação de 

ondas eletromagnéticas com as 

moléculas do material a ser 

seco 

- Minutos Método ultrarrápido e 

uniforme de secagem 

Método caro (micro-ondas de 

laboratório), limitação quanto 

à massa que pode ser seca em 

uma única vez, saturação da 

umidade local (quando não há 

sistema de troca de ar), 

possível degradação de 

compostos fenólicos. 

BORGO et al. (2010); 

ROSINI et al. (2004). 
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3.1.2. Moagem 

 

 Mesmo a extração realizada pela técnica mais moderna e utilizando o solvente mais 

seletivo pode ter seu rendimento afetado se não conseguir penetrar suficientemente no 

material vegetal. Assim, a seleção do procedimento de moagem merece destaque, pois a 

depender do tamanho de partícula formada pode-se obter diferentes rendimentos de 

metabólitos secundários para a mesma planta.  

 Krishnan et al. (2013), ao trabalhar com modelagem cinética de extração de tempero 

de Syzygium aromaticum e Cinnamomum cassia, percebeu que o rendimento da extração 

variava em detrimento ao tamanho da partícula do pó vegetal, chegando à conclusão que 

quanto menor o tamanho, maior o rendimento. Isso acontece devido a maior superfície de 

contato entre o soluto e o solvente, bem como ao aumento na destruição da parede celular 

vegetal que pode levar a melhora na cinética de transferência de massa e, consequentemente, 

na liberação dos seus metabólitos (KRISHNAN et al. 2013; MAKSIMOVIC et al. 2012). 

  Embora a observação do tamanho de partícula seja fundamental, a escolha do moinho 

também desempenha um papel importante no processo extrativo. Dentre os tipos de moinhos 

(Tabela 2), o mais comumente usado, no que tange as plantas medicinais, é o de facas, pois as 

pesquisas geralmente trabalham com folhas, cascas e ervas que são facilmente pulverizadas 

por esse tipo de moinho (SIMÕES, 2004).  

Todavia, na escolha do moinho, é importante observar o seu funcionamento, as 

características (dureza, friabilidade, elasticidade, etc.) inerentes ao material a ser moído e as 

propriedades dos compostos que se deseja extrair especialmente se apresentam ou não caráter 

termolábel e/ou volátil, pois esse procedimento tem caráter exotérmico, fornecendo calor ao 

material vegetal que pode gerar destruição de alguns compostos químicos (LIEBERMANN, 

1990).  
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Tabela 2 – Tipos de moinhos utilizados no processamento de plantas. 

Tipo de moinho Características Utilização 

Pinos Princípios da concussão Pulverização de material duro, 

quebradiço, como cascas e raízes. 

Jatos de ar Princípios da concussão Pulverização de material duro, 

quebradiço, como cascas e raízes. 

Discos Princípios do atrito Pulverização de sementes, frutos 

dessecados e extratos secos. 

Martelos Princípios da concussão Moagem grosseira de folhas, 

cascas, raízes e ervas. 

Facas Princípios do corte Pulverização de materiais moles, 

não friáveis, folhas, cascas, flores, 

rizomas e ervas. 

FONTE: SIMÕES, 2004. 

 

3.2. Escolha da solução extratora 

 

 A escolha do solvente mais adequado deve ocorrer em conjunto com a da melhor 

técnica de extração, existindo exceção para técnicas que possuem solventes pré-determinados 

como fluido supercrítico e hidrodestilação (CO2 e água, respectivamente), por exemplo. Essa 

seleção deve ser realizada de forma bastante criteriosa, caso contrário conduzirá a resultados 

errôneos como a negativação de uma atividade biológica, a redução no rendimento de 

extração de um composto ou mesmo a ausência deste.  

 A primeira coisa a ser pensada, quanto à escolha do solvente, é determinar quais 

substâncias se deseja extrair, pois, baseando-se na regra “semelhante dissolve semelhante", a 

utilização de solventes polares deve ser a primeira escolha quando se deseja extrair compostos 

polares, assim como, substâncias apolares são geralmente extraídas por solventes apolares 

(PIRES, 2007).  

Tendo em mente essa regra percebe-se que é fundamental conhecer as características 

das substâncias a serem extraídas e deste modo selecionar solventes (ou misturas de 

solventes) que garantam solubilidade, difusividade, pureza e seletividade para tais 

substâncias, enquanto que para outras devam possuir nenhuma ou mínima afinidade 

(MUSTAFA et al. 2011).  

Deste modo, o conhecimento da polaridade do solvente ou de um indicador de 

polaridade como a constante dielétrica (Tabela 3), é vital à seleção do que se deseja extrair, 

podendo-se até mesmo antecipar quais metabólitos primários e/ou secundários serão extraídos 

(Tabela 4), poupando-se tempo e recursos em ensaios desnecessários, utilizados em 

determinações e/ou isolamentos de analitos que dificilmente se encontrariam numa extração 
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feita por determinado solvente, ou mesmo perceber reações que poderiam levar a degradação 

química dos componentes presentes no extrato (ERCELEN et al. 2002; HANDA, 2008; 

JESUS et al. 1997). 

 

Tabela 3 – Constantes dielétricas de solventes usados na extração de plantas medicinais.  

Solvente Constante dielétrica Característica de Polaridade  

Hexano  1,88 Apolar 

Benzeno 2,27  Apolar 

Clorofórmio 4,71  Apolar 

Dietil-éter 4,24  Apolar 

Acetato de etila 5,99  Polar 

2-propanol 19,9 Polar 

Acetona 20,7 Polar 

Acetonitrila 37,5  Polar 

Dimetilsulfóxido 46,83  Polar 

n-butanol 17,33  Polar 

Etanol 24,3  Polar 

Metanol 32,6 Polar 

Água 78,5  Polar 

FONTE: BURDICK & JACKSON SOLVENTES, 2013; MARENICH et al. 2009. 

 

Tabela 4 – Solventes utilizados em processos extrativos e compostos que extraem. 

Solvente Compostos extraídos Referências 

Hexano, éter de petróleo Lipídeos, ceras, pigmentos, 

furanocumarinas, esteroides, 

monoterpenos. 

AHMED et al. 2012; 

ELANGO et al. 2012; 

SIMÕES, 2004. 

Clorofórmio, diclorometano Bases livres de alcaloides, 

antraquinonas livres, óleos voláteis, 

glicosídeos cardiotônicos, terpenos, 

esteróis, flavonoides.  

AHMED et al. 2012; MAIYO 

et al. 2010; SIMÕES, 2004. 

 

 

Acetato de etila, n-butanol Cumarinas simples, glicosídeos 

cardiotônicos, terpenos, esteróis, 

flavonoides. 

ELANGO et al. 2012; 

MAIYO et al. 2010; 

SIMÕES, 2004. 

Etanol, Metanol Heterosídeos em geral, taninos, 

saponinas, flavonoides, alguns 

alcaloides, compostos fenólicos, 

sesquiterpenos. 

ELANGO et al. 2012; 

MAIYO et al. 2010; 

NATHAN et al. 2012; 

SIMÕES, 2004. 

Misturas hidroalcoólicas, água. Saponinas, taninos, compostos 

glicosilados e/ou muito hidroxilados, 

compostos fenólicos. 

AMARAL et al. 2013; 

SIMÕES, 2004. 

 

Água acidificada Alcaloides SIMÕES, 2004. 

Água alcalinizada Saponinas SIMÕES, 2004. 

CO2 Óleos essenciais MARTÍN et al. 2011; 

MAZZUTTI et al. 2012;  

CO2 + etanol (co-solvente) Óleos essenciais e alguns compostos 

polares 

MARTÍN et al. 2011; 

MAZZUTTI et al. 2012;  
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A utilização de modelos matemáticos, como o parâmetro de solubilidade 

Hildebrand/Hansen ( ), Equação 1, também podem auxiliar no processo extrativo ao 

fornecer informações sobre as interações entre moléculas do solvente e do soluto, e avaliar a 

solvência de uma dada mistura de solventes. A partir dessa equação pode-se escolher 

solventes – com base no coeficiente de dispersão ( ), polaridade ( ) e pontes de hidrogênio 

( ) – que assegurem a solvatação e a liberação de certos analitos e, consequentemente, 

melhorar a eficácia do processo extrativo (VILLA et al. 2011). 

 

Equação 1 - Equação de Hildebrand/Hansen.  

 

 

 

 Outra questão a se observar é o destino do extrato. Pesquisas que sirvam de base à 

produção de fitoterápico devem estar atentas à toxicidade do solvente escolhido. Não adianta 

ter uma solução extratora efetiva se a mesma não poderá originar um extrato seguro a 

utilização humana.  

Em geral, solventes orgânicos apresentam alta toxicidade, por esse motivo extratos a 

base de hexano, clorofórmio, diclorometano, entre outros, geralmente são aplicados a 

investigações fitoquímicas. No entanto, alguns solventes como etanol, água e suas misturas, 

são amplamente utilizados na elaboração de extratos para o desenvolvimento de 

medicamentos, sendo inclusive indicados nas farmacopeias e formulários de fitoterápicos, 

especialmente na composição de tinturas com 70º de graduação alcoólica (BASSETTI et al. 

1994; BRASIL, 2011; BRITO et al. 2010; VULIMIRI, 2011).
 
 

 

3.3. Métodos extrativos 

 

 Após o processamento do material vegetal, surge a dúvida sobre qual metodologia de 

extração escolher. Custo financeiro, rendimento, tempo e, especialmente, compostos a serem 

extraídos são utilizados como parâmetros para essa escolha que, como já foi citado, deve 

ocorrer simultaneamente com a seleção do solvente.  

 Alguns métodos extrativos consagrados estão listados em farmacopeias, outros, 

embora não citados em compêndios oficiais, possuem uso maciço em diversas pesquisas e 

ainda há aqueles que apesar de já serem utilizados para outras finalidades, passaram, nas 
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últimas décadas, a integrar o grupo das técnicas extrativas utilizadas em plantas 

(KAUFMANN et al. 2002; SILVA et al. 2009; WÓJCIAK-KOSIOR et al. 2013). 

Deste modo, a próxima seção será destinada ao entendimento dessas técnicas, onde 

serão abordados aspectos pertinentes a cada um dos processos escolhidos e, ao final, será 

apresentada uma tabela resumo (Tabela 5) com algumas características de cada processo. 

 Os métodos extrativos serão divididos em dois grupos, técnicas farmacopeicas e não 

farmacopeicas, com base na sua presença ou ausência nas farmacopeias.  

 

3.3.1. Técnicas farmacopeicas 

 

3.3.1.1. Maceração 

  

 Neste processo, o material vegetal íntegro ou pulverizado é posto em contanto com o 

solvente em um recipiente fechado ficando em repouso ao abrigo da luz e a temperatura 

ambiente por um período prolongado, que pode variar entre horas e dias, com agitação em 

intervalos regulares, de modo que o solvente possa interagir com a droga vegetal e extrair 

seus compostos por meio de difusão simples. Após o período de extração, a mistura é 

submetida à decantação, retirando-se o sobrenadante, ou à filtração (com ou sem vácuo), 

obtendo-se o macerado. Na maioria das vezes é necessário umedecer previamente o material 

vegetal com a solução extratora reduzindo-se a perda do solvente por absorção ou por 

evaporação (BRASIL, 2011; FONSÊCA, 2005; HANDA, 2008; ISAAC et al. 2008).
  
 

Como não há renovação do solvente, pode ocorrer saturação ou estabelecimento de um 

equilíbrio difusional entre o meio extrator e o interior da célula, levando muitas vezes ao não 

esgotamento do material vegetal (SIMÕES, 2004). 

 Além disso, fatores como pH, tempo, tamanho de partícula (área de contato), 

proporção entre quantidade de droga e solvente (concentração da droga variando de 1% a 

20%), e temperatura interferem fortemente na qualidade do extrato obtido. Por esse motivo, 

esta técnica é aplicada a drogas vegetais com compostos facilmente extraíveis (sem resinas, 

gomas ou alginatos), em preparações homeopáticas e fitoterápicas (tinturas com soluções 

hidroalcoólicas) e como procedimento preliminar à extração por percolação (FONSÊCA, 

2005; HEMWIMON et al. 2006; SIMÕES, 2004; SOUZA et al. 2010; WANG et al. 2012; 

ZIZOVIC et al. 2012).
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Procedimentos como remaceração ou maceração dinâmica (com agitação constante) 

podem ser utilizados para evitar a perda de compostos devido à saturação do solvente. A 

agitação da mistura é importante por quebrar as zonas de concentração formadas pelo contato 

inicial entre a droga e a solução extratora aumentando assim o processo difusional dos 

compostos químicos (SIMÕES, 2004; SOUZA et al. 2010). 

As principais vantagens desse método consistem na simplicidade de sua execução e no 

baixo valor (poucas vidrarias e quantidade relativa de solvente). Todavia, o não esgotamento 

do material vegetal, a difícil remoção do solvente e o longo tempo necessário para a extração 

devem ser considerados quando se for verificar a viabilidade dessa metodologia (SIMÕES, 

2004). 

 

3.3.1.2. Percolação 

  

 Consiste em submeter à droga vegetal a passagens sucessivas de uma ou mais soluções 

extratoras, promovendo o esgotamento da planta por meio do gotejamento lento do material. 

Também denominada de lixiviação, a percolação, apresenta-se como um processo dinâmico 

(ao contrário da maceração) permitindo a obtenção de extratos mais concentrados (maior 

rendimento), com gradiente de polaridade e em tempo relativamente mais curto que o 

utilizado na maceração. Os extratos obtidos são geralmente decantados (recolhimento do 

sobrenadante) ou filtrados, sendo posteriormente rotaevaporados para que ocorra a remoção 

de parte do solvente, concentrando-se o extrato (BOUABDELLI et al. 2012; BRASIL, 2011; 

FONSÊCA, 2005; NAVARRO, 2005; RAVIKUMAR et al. 2012). 

O percolador é o recipiente comumente utilizado nesse processo, apresentando-se com 

a forma cônica, geralmente feito de aço, e composto por tampa, copo, separador, torneira e 

suporte. O valor desse material é relativamente baixo, sendo o tipo e principalmente a 

quantidade de solvente gasta, os principais responsáveis pela desvantagem desse processo: o 

alto custo de manutenção, pelo uso excessivo de solvente para evitar a saturação do mesmo ou 

o equilíbrio difusional, impossibilitando o esgotamento do material vegetal (BRASIL, 2011; 

FONSÊCA, 2005; HANDA, 2008). 

Entretanto, o uso demasiado de solvente confere, a percolação, rendimentos superiores 

aos observados em metodologias como turbólise (turboextração), decocção, infusão e 

maceração (POLITI et al. 2011).  
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 Devido à renovação do solvente, essa técnica pode usar proporções (planta x solvente) 

de 1:2, impensável na maceração devido à saturação rápida, e ser utilizada para obtenção de 

compostos pouco solúveis ou que se apresentam em pequenas quantidades, sendo muitas 

vezes tida como etapa subsequente da maceração. (NAVARRO, 2005; ZIZOVIC et al. 2012).
 

 Cuidados como umedecimento da droga (antes da colocação no percolador), 

compactação em camadas uniformes que garantam a passagem da substância extratora, adição 

sucessiva e gradual do solvente e velocidade de recolhimento do extrato (taxa de gotejamento) 

são fatores preponderantes a serem observados para que se garanta a eficácia dessa 

metodologia (BORELLA et al. 2012; BRASIL, 2011). 

 

3.3.1.3. Soxhlet 

 

 É um método que se fundamenta na extração continua da droga vegetal, sendo a 

solução extratora reciclada pelo próprio sistema. É utilizado principalmente em extrações que 

usam solventes voláteis exigindo-se, para tanto, o aparelho de soxhlet. O equipamento 

necessário à realização desse processo consiste em uma manta aquecedora, balão de fundo 

redondo, cartucho, soxhlet e condensador (FONSÊCA, 2005; LAGOS et al. 2012; MELO et 

al. 2012; SIMÕES, 2004).
  

Neste processo, a droga vegetal finamente dividida é acomodada em um cartucho 

poroso (filtro de papel, por exemplo), sendo este colocado em uma câmara do aparelho de 

Soxhlet. O solvente é aquecido em um balão, conectado ao aparelho, e seus vapores 

condensados (condensador refrigerado com água, solução salina etc.) recaem sobre a droga, 

extraindo seus compostos. Quando o nível de líquido na câmara atinge um determinado 

volume, ele é então sifonado de volta ao balão, sendo o solvente reciclado, pela destilação 

promovida pela alta temperatura de aquecimento. Esse processo contínuo é realizado até que 

o solvente sifonado não exiba resíduo quando evaporado (HANDA, 2008; MAZZUTTI et al. 

2012; ZIZOVIC et al. 2012). 

A vantagem deste método, em comparação com os métodos anteriormente descritos, é 

que uma maior proporção de droga pode ser extraída com uma quantidade menor de solvente. 

Todavia, a temperatura utilizada na ebulição do solvente compromete a qualidade do extrato, 

que, quando sifonado, entra em contato direto com o balão aquecido, promovendo a 

degradação térmica de diversos compostos, pois a depender do solvente usado podem-se ter 
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razões de aquecimento da ordem de 78 ºC (ponto de ebulição do etanol) (ASPÉ et al. 2011; 

VEGGI et al. 2011).
 
 

 Quanto ao rendimento, essa metodologia, pode superar (a depender dos compostos a 

serem extraídos) o apresentado por métodos mais modernos como o ultrassom, fluido 

supercrítico (devido à seletividade do processo), turbólise e mesmo micro-ondas. Entretanto 

essa vantagem pode ser perdida quando se compara o tempo gasto e principalmente a 

degradação promovida pelo aquecimento exercido em cada processo (ASPÉ et al. 2011; GAO 

et al. 2005; MA et al. 2008; ZIZOVIC et al. 2012).  

Embora a alta temperatura seja responsável por perdas (degradação) de compostos 

químicos, essa também exerce um papel fundamental na extração dos componentes da droga 

vegetal ao aumentar o coeficiente de solubilidade do solvente empregado e, 

consequentemente, quebrar o equilíbrio difusional favorecendo o processo de transferência de 

massa entre o material vegetal e a solução extratora (LAGOS et al. 2012; GAO et al. 2005).  

Além disso, o aquecimento confere a solução extratora menor tensão superficial e 

viscosidade (quando comparada a solventes usados em métodos a frio) permitindo maior 

penetração na matriz vegetal e, portanto uma extração mais efetiva. Entretanto, promove 

também uma desordem na matriz do soluto ao romper as interações de suas moléculas (forças 

de van der Waals, pontes de hidrogênios, atrações dipolares etc.) facilitando ainda mais o 

processo extrativo (ONG, 2004; MAZZUTTI et al. 2012).
 
 

  

3.3.2. Técnicas não farmacopeicas  

 

3.3.2.1. Ultrassom 

 

Sendo por sonicador ou por banho de ultrassom, esse método de extração utiliza-se de 

correntes de alta frequência (20 a 2000 kHz), inaudíveis aos humanos e geradas por um 

transdutor (converte energia elétrica em mecânica), para promover a fragmentação de 

membranas e de outras estruturas celulares do material vegetal, facilitando a liberação dos 

compostos químicos e sua interação com o solvente escolhido (HANDA, 2008; NAVARRO, 

2005; SILVA et al. 2009; SUN et al. 2013).  

A extração promovida pelas ondas ultrassônicas é atribuída ao que os autores 

denominam pressão acústica. Essa se desenvolve através de três processos: cavitação 

(formação e colapso de cavidades vazias dentro da solução extratora), fricção entre as 
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superfícies interfaciais e aumento da taxa de difusão. Dentre esses processos a cavitação é o 

mais importante, pois atua diretamente sobre o liquido extrator, sendo responsável pela 

formação de microbolhas que ao implodirem (colapso) liberam pressão e temperatura no 

meio, reduzindo as partículas do material vegetal e facilitando a ação do solvente (GIL-

CHÁVEZ et al. 2013; ROMANIK et al. 2007). 

Fatores como solvente, tipo e quantidade de material vegetal e, especialmente, 

polaridade e tempo de extração, podem ser modificados a fim de se aperfeiçoar esse método. 

Por exemplo, a extração exercida pelo tempo de 12 horas tem rendimento comparável ao 

obtido em 1h. Para alguns autores, o aumento no tempo de extração pode levar a degradação 

de compostos químicos, reduzindo assim, o rendimento dos extratos obtidos (GAO et al. 

2005; ROMANIK et al. 2007). 

Embora, apresente-se como um método rápido (geralmente de 30 a 60 minutos), 

seletivo, seguro, econômico e de considerável rendimento, seu uso é limitado devido à 

interação entre a energia ultrassônica e os compostos presentes no material vegetal, podendo 

levar a formação de radicais livres (reações enzimáticas como hidrólise) e ao aumento da 

temperatura da solução extrativa, comprometendo o extrato final (HANDA, 2008; 

ROMANIK et al. 2007; SILVA et al. 2009).  

As principais vantagens desse método são a intensificação da transferência de massa, a 

promoção da ruptura da célula e demais estruturas celulares, e o aumento da penetração do 

solvente. Esses processos estão diretamente relacionados ao fenômeno da cavitação. Além 

disso, usa-se menos solvente do que a quantidade necessária a métodos tradicionais como a 

maceração, apresentando, por vezes, maior rendimento (GAO et al. 2005; SILVA et al. 2009; 

TOMA et al. 2001).  

 

3.3.2.2. Turbólise 

 

 A extração exercida por essa técnica acontece através de forças de cisalhamento que 

reduzem ainda mais o tamanho de partícula do material vegetal (previamente processado), 

lavando o conteúdo celular, ao passo que quebra as zonas de concentração, desfavorecendo o 

equilíbrio difusional e, consequentemente, aumentando a troca de compostos entre a droga e a 

solução extratora (CARVALHO et al. 2009; FONSÊCA, 2005; SIMÕES, 2004). 

Basicamente, o processo consiste em colocar o material vegetal (previamente 

triturado) em contato com o solvente escolhido e submetê-los ao movimento rotacional 
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(cisalhamento) promovido por equipamentos como liquidificadores industriais, moinhos 

coloidais e mais comumente o Ultra-turrax
®
 (BORELLA et al. 2012; CARVALHO et al. 

2009; ISAAC et al. 2008). 

Nesse tipo de extração, a taxa de rotação varia de 3.500 a 24 mil rpm (valores para 

ultra-turrax
®
), fornecendo calor a mistura, o que aumenta a difusibilidade do solvente, porém, 

podendo destruir compostos termossensíveis. Por esse motivo, as pesquisas que utilizam esse 

tipo de extração a fazem em curtos espaços de tempo (5 a 15 minutos) controlando a 

temperatura (quase sempre abaixo de 40 ºC), aproveitando o calor gerado para promover a 

extração sem, no entanto, deixar a solução vegetal aquecida por um tempo capaz de degradar 

substancialmente os compostos presentes (BODOKI et al. 2005; CORDEIRO et al. 2006; 

FONSÊCA, 2005; PEIXOTO, 2009; SOUZA et al. 2010).  
 

Para facilitar a separação do material vegetal do extrato propriamente dito pode-se 

utilizar de filtração a vácuo ou, de forma mais eficaz, de uma centrifuga, pois, mesmo sob 

vácuo, o filtro tende a ter seus poros rapidamente obstruídos pelas partículas finamente 

divididas do material vegetal (CORDEIRO et al. 2006; LAGOS et al. 2012).  

A temperatura atingida e o pouco tempo de contato entre a droga e a solução extratora 

são apontados como as principais desvantagens dessa técnica. Todavia, para outros autores 

esses problemas são vistos como vantagens que tornam a turbólise um processo rápido, 

algumas vezes seletivo e de rendimento aceitável (ISAAC et al. 2008; MIGLIATO et al. 

2011; SOUZA et al. 2010).  

 

3.3.2.3. Fluido Supercrítico 

 

Extração com fluido supercrítico é considerado um método alternativo a 

hidrodestilação largamente empregado na obtenção de compostos apolares, como os óleos 

essenciais (COSTA et al. 2012; MELO et al. 2012).
 
Sua utilização reduz do uso de solventes 

orgânicos, aumenta a reprodutibilidade e a seletividade, reduz o tempo de extração, e melhora 

o rendimento das amostras vegetais (GHASEMI et al. 2011).  

Temperatura, pressão, volume da amostra, adição ou não de co-solvente orgânicos 

(etanol, por exemplo) e fluxo são fatores a serem considerados nesse tipo de extração. Outro 

ponto importante é a coleta do extrato, pois se realizada de forma incorreta pode acarretar em 

perdas que signifiquem um rendimento pobre ou mesmo a ausência de um determinado 

composto (HANDA, 2008). 
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Embora o argônio possa ser utilizado, o principal solvente ainda é o dióxido de 

carbono (CO2). Isso se deve a uma alta difusibilidade (penetração de um gás) associada a uma 

excelente dissolubilidade (arraste de metabólitos, das células vegetais, comparáveis a de um 

líquido), baixa toxicidade e polaridade, considerável inércia e segurança (presente 

normalmente na atmosfera). Além disso, possui valor de mercado significativamente baixo, 

sendo utilizado principalmente nas indústrias farmacêuticas, de alimentos e de perfumes, na 

extração de pesticidas, de amostras ambientais e outros produtos naturais, e em polímeros 

(GHASEMI et al. 2011; HANDA, 2008; MAUL et al. 1996).  

Normalmente a utilização do CO2 é suficiente para promover a extração dos 

compostos, pois, como já foi dito, essa metodologia é usualmente empregada na obtenção de 

compostos apolares como os óleos essenciais. Entretanto, essa característica de extração é a 

principal limitação do CO2, sendo necessária a incorporação de um co-solvente orgânico para 

que seja promovida a extração de compostos polares (HANDA, 2008; MARTÍN et al. 2011; 

MAUL et al. 1996).  

Basicamente esse equipamento possui um reservatório pressurizado de CO2, um banho 

termostático, uma bomba de ar, uma coluna de aço inoxidável (câmara de extração) e uma 

câmara de separação, tudo isso regulado por diversas válvulas e manômetros que controlam o 

fluxo e a pressão do sistema (PARISOTTO et al. 2012). 

Assim, o CO2 líquido (pressurizado por uma bomba) passa por um medidor de fluxo 

tendo sua pressão e vazão ajustadas, a corrente líquida é então aquecida e levada ao 

compartimento extrator, onde o solvente (no estado supercrítico) flui através da amostra. A 

solução obtida segue para uma câmara separadora refrigerada onde é despressurizada, 

separando-se o gás e o extrato vegetal que é então condensado e recolhido. O CO2 gasoso 

passa por um trocador de calor, sendo refrigerado, comprimido e liquefeito, podendo ser 

novamente utilizado no processo (MAUL et al. 1996; MELO et al. 2012). 

As taxas de recuperação de componentes geralmente aumentam com o aumento da 

pressão e/ou temperatura. Quando há utilização de co-solventes orgânicos, como o etanol, 

esses podem ser removido por evaporação sob vácuo (MARTÍN et al. 2011).   

Os principais entraves para a execução desse método são a limitação quanto à extração 

de compostos polares e, principalmente, o capital necessário para a instalação do 

equipamento. Entretanto, todo o valor investido é recompensado pelo baixo valor do solvente 

utilizado e pelo fato do mesmo poder ser recuperado ao final do processo (HANDA, 2008; 

MAUL et al. 1996).  
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3.3.2.4. Micro-ondas 

 

 O uso de micro-ondas surgiu na 2ª guerra mundial, sendo aplicado em radares. 

Posteriormente sua aplicação foi estendida a aparelhos domésticos e mais tarde a ensaios 

laboratoriais que visavam à digestão por ácidos, à preparação de analitos (extração de 

contaminantes, por exemplo) para análises posteriores e à aceleração da degradação de 

compostos visando determinar a validade de produtos alimentícios e farmacêuticos. 

Recentemente, vem crescendo o uso das micro-ondas em processos de extrações vegetais 

(GONZÁLEZ-NUÑEZ et al. 2011; HEMWIMON et al. 2007; KAUFMANN et al. 2002). 

A aplicação desse método no âmbito extrativo se baseia na utilização da radiação 

eletromagnética (frequência entre 300 a 300.000 MHz) para promover o movimento de íons e 

de dipolos, gerando atrito entre as moléculas da matriz vegetal com as do solvente, atrito esse 

que ocasiona um aquecimento rápido e uniforme da mistura, fazendo dessa técnica um 

processo rápido, simples e eficiente (MELO et al. 2012; CAMEL, 2000; KAUFMANN et al. 

2002; LU et al. 2008). 

O aquecimento e as interações provocadas pelas colisões entre as moléculas 

promovem a quebra de membranas celulares e de pontes de hidrogênio, além de favorecer 

uma maior penetração do solvente e, consequentemente, o aumento da solvatação dos 

compostos. Assim, as substâncias do material vegetal se desprendem da matriz (dessorção), 

sendo transferidas ao solvente (CAMEL, 2000; GIL-CHÁVEZ et al. 2013; 

PARTHASARATHI et al. 2013; RODRIGUEZ-JASSO et al. 2011).
  

Conceitos como polaridade, pressão (sistemas fechados), tempo, temperatura, 

proporção e natureza do solvente e do material a ser extraído, e principalmente a propriedade 

dielétrica e o grau de interação do solvente com as micro-ondas devem ser considerados ao 

utilizar essa metodologia. Por exemplo, com base na constante dielétrica e na afinidade do 

solvente pelas micro-ondas, pode-se melhorar o poder de penetração do solvente, aumentando 

seu poder de arraste, ou mesmo reduzir o nível de degradação térmica dos compostos 

extraídos ao utilizar solventes de baixa constante dielétrica (absorvem menos a energia das 

microndas) que permanecem frios mesmo sobre efeito das micro-ondas 

(BALASUBRAMANIAN et al. 2011; GIL-CHÁVEZ et al. 2013; MADEJ, 2009). 

   Existem diversos métodos extrativos que se utilizam das micro-ondas, inclusive por 

combinação com outras técnicas extrativas como a extração ultrassônica assistida por micro-

ondas, extração dinâmica assistida por micro-ondas, extração a vácuo assistida por micro-
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ondas etc. Entretanto, essas metodologias podem ser agrupadas em dois tipos: sistema de 

recipiente aberto e o sistema de recipiente fechado, este, presente na maioria dos artigos 

(CHUNG-HUNG et al. 2011; ESKILSSON et al. 2000). 

 Os sistemas do tipo aberto utilizam células (recipientes) de quartzo acopladas a 

condensadores para acondicionar a matriz vegetal, tornando esse sistema muito semelhante ao 

soxhlet, pois o solvente condensado recai sobre a amostra extraindo seus compostos. O 

processo consiste em manter o material vegetal em um sistema sobre refluxo utilizando ondas 

eletromagnéticas primeiramente como fonte de aquecimento para o solvente e posteriormente 

auxiliando na homogeneização e na interação entre o solvente e a matriz vegetal – quando 

ambos estão sobre efeito das micro-ondas (CAMEL, 2000; CHUNG-HUNG et al. 2011; 

KAUFMANN et al. 2002).
 
 

 Já os sistemas do tipo fechado são utilizados quando se deseja submeter a extração a 

pressões acima da atmosférica, trabalhar com solventes voláteis ou muito inflamáveis e ainda 

quando há possibilidade de perda das substâncias de interesse por volatilização. Neste sistema 

a amostra é acondicionada em células e colocada sobre plataformas giratórias semelhantes às 

dos fornos de micro-ondas comuns. Essas células são submetidas a temperaturas e pressões 

que aquecem o solvente acima do ponto de ebulição promovendo a extração dos compostos 

(CAMEL, 2000; CHUNG-HUNG et al. 2011; KAUFMANN et al. 2002).
 
 

Rapidez, controle de parâmetros como temperatura e pressão, consumo de solvente e 

segurança quanto a substâncias voláteis são as principais vantagens do sistema fechado sobre 

o aberto, entretanto a dificuldade no manuseio e limitação quanto à tamanho da amostra a ser 

extraída por vez são apontadas como suas principais desvantagens diante do outro sistema 

(CAMEL, 2000; CHUNG-HUNG et al. 2011; KAUFMANN et al. 2002).
 
 

 

3.3.2.5 Extração acelerada por solvente 

 

A extração acelerada por solvente (ASE) também denominada extração por líquido 

pressurizado (PLE), extração por solvente pressurizado, extração por solvente sobre alta 

pressão (HPSE), extração por solvente quente e pressurizado (HPHTSE), extração por água 

quente e pressurizada (HPWE) e extração por solvente subcrítico (SSE) é um método que 

trabalha com solvente em temperaturas (50 a 200 ºC) acima do ponto de ebulição (porém 

abaixo do nível supercrítico) e com pressões (10 a 15 Mpa) suficientes para manter a extração 

no estado líquido. Essa técnica pode apresentar caráter estático (sem renovação do solvente 
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em um ou mais ciclo de extração) ou dinâmico – quando há a renovação do solvente 

(BJOËRKLUND et al. 2000; SUN et al. 2012; HERRERO et al. 2013).  

Muito utilizada na preparação de amostras e análises de solo, de contaminantes, de 

material biológico, de alimentos e de plantas, tem como sua principal vantagem, utilizar baixa 

quantidade de solvente e desenvolve-se em um curto espaço de tempo, podendo inclusive ser 

automatizada (BREITHAUPT, 2004; SUN et al. 2012; HERRERO et al. 2013; NZOUGHET 

et al. 2013). 

O Dionex™ ASE™ é o equipamento utilizado por essa técnica consistindo 

basicamente em uma bomba para pressurizar o solvente, um forno contendo o recipiente de 

extração, um controlador da pressão interna e um recipiente de retenção (coleta). 

Opcionalmente outros acessórios podem ser agregados a esse sistema como uma bomba 

modificada ou um tanque de Nitrogênio (purga do sistema) e bobinas de aquecimento, 

melhorando assim, o controle sobre a pressão, o fluxo e a temperatura do solvente e, 

consequentemente, a sua capacidade extrativa, ao passo que encarece o custo total dessa 

metodologia, sendo o alto custo de implantação uma de suas desvantagens (BJOËRKLUND 

et al. 2000; CHITESCU et al. 2012; SUN et al. 2012; VEGGI et al. 2011; ZHANG et al. 

2011). 

Normalmente, esse processo extrativo se baseia em três fases: dessorção do composto 

químico da matriz vegetal, penetração do solvente na matriz e transferência dos compostos da 

matriz para o solvente de extração. Isso se deve à utilização de altas taxas de temperatura e 

pressão que promove o melhoramento da cinética de transferência de massas por meio do 

aumento da solubilidade dos compostos e redução da viscosidade e tensão superficial do 

solvente – facilitando sua penetração e aumentando sua capacidade de arraste. Todavia, as 

altas temperaturas utilizadas também são responsáveis pela degradação térmica de alguns 

compostos, sendo necessário o conhecimento das características do material vegetal antes de 

submetê-lo a esse processo (SUN et al. 2012; HE et al. 2009; MÖLLER et al. 2008). 

 

 



73 
 

 
 

Tabela 5 – Resumo com algumas características das técnicas extrativas descritas. 

Técnica Solvente 

utilizado 

Quantidade 

de solvente 

Temperatura 

(ºC) utilizada 

Pressão 

utilizada 

Compostos 

extraídos 

Tempo Vantagens Desvantagens Referências 

Maceração Etanol, água, 

solventes 

orgânicos 

misturas etc. 

 

De mL a 

Litros 

Ambiente Não se 

aplica 

Compostos 

polares e 

apolares 

(dependendo 

do solvente) 

Horas a dias Barato, simples Processo lento, 

não esgotamento 

da droga vegetal 

(baixo 

rendimento), 

difícil remoção 

do solvente, 

ASPÉ et al. 2011; 

BOUABDELLI et 

al. 2012; 

SIMÕES, 2004. 

 

 

 

Percolação Etanol, água, 

Hexano, 

Metanol e 

misturas etc. 

 

De ml a 

Litros 

Ambiente Não se 

aplica 

Compostos 

polares e 

apolares 

(dependendo 

do solvente) 

Horas a dias Simples, esgotamento 

do material vegetal 

Processo lento, e 

difícil remoção 

do solvente, alto 

custo (alto 

consumo de 

solvente) 

BOUABDELLI et 

al. 2012; 

SIMÕES, 2004; 

ZIZOVIC et al. 

2012.  

 

 

Soxhlet Diclorometano, 

etanol, água, 

acetato de etila 

150-200 mL Ponto de 

ebulição do 

solvente 

Não se 

aplica 

Compostos 

polares e 

apolares 

(dependendo 

do solvente) 

1 a 20 h Reciclagem do 

solvente, bom 

rendimento com uso 

de pouco solvente. 

Degradação 

térmica dos 

compostos 

ASPÉ et al. 2011; 

ONG, 2004; 

MAZZUTTI et al. 

2012; VEGGI et 

al. 2011. 

 

 

 

Turbólise Etanol, água, 

Hexano, 

Metanol e 

misturas etc. 

 

50 a 100 mL Ambiente Não se 

aplica 

Compostos 

polares e 

apolares 

(dependendo 

do solvente) 

15 a 45 min 

(fracionados 

em 5 min) 

Rapidez, consumo 

relativamente baixo 

de solvente, aumento 

do coeficiente de 

saturação do solvente 

Degradação 

térmica, limitado 

a pequenos 

volumes 

BODOKI et al. 

2005; ISAAC et 

al. 2008; 

PEIXOTO, 2009.  

Ultrassom Etanol, água, 

Hexano, 

Metanol e 

misturas etc. 

50 a 100 mL Ambiente Não se 

aplica 

Compostos 

polares e 

apolares 

(dependendo 

15 a 60 min Extração 

relativamente rápida, 

eficiente e consumo 

baixo de solvente 

O calor e pressão 

gerados podem 

degradar alguns 

compostos 

ASPÉ et al. 2011; 

ONG, 2004; 

WANG et al. 

2012.  
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 do solvente)  

Fluido 

supercrítico 

CO2 e CO2 + co-

solvente (etanol, 

metanol etc.) 

- 31,1 ºC 250-450 

atm 

Compostos 

apolares, 

alguns polares 

e óleos 

essenciais 

30 a 100 min Baixa degradação 

térmica, rapidez, 

reprodutibilidade, 

seletividade, alto 

rendimento, baixo 

custo do solvente e 

fácil remoção do 

solvente  

Limitação quanto 

à extração de 

compostos 

polares e alto 

custo inicial 

ONG, 2004; 

GHASEMI et al. 

2011; HANDA, 

2008; HERRERO 

et al. 2013; 

MARTÍN et al. 

2011.  

 

Micro-

ondas 

Solventes com 

larga faixa de 

polaridade (Ex. 

água e hexano) 

Pequenas 

quantidades 

80 a 150 ºC Ambiente 

para 

sistema 

aberto e 

diferentes 

níveis para 

o fechado 

Compostos 

polares e 

apolares 

(dependendo 

do solvente) 

10 min a 1 

hora 

(dependendo 

da potência 

do aparelho) 

Rapidez, baixo 

consumo de solvente, 

controle da 

temperatura e da 

pressão utilizadas 

O solvente deve 

ser capaz de 

interagir com as 

micro-ondas, 

tempo gasto com 

a limpeza e 

resfriamento 

ASPÉ et al. 2011; 

ONG, 2004; 

ESKILSSON et 

al. 2000; 

RODRIGUEZ-

JASSO et al. 

2011. 

Extração 

acelerada 

por solvente 

A maioria dos 

solventes 

10 a 50 mL Temperaturas 

acima do ponto 

de ebulição do 

solvente usado 

10 a 15 

MPa 

Compostos 

polares e 

apolares 

(dependendo 

do solvente) 

10 a 30 min Baixo consumo de 

solvente, rápida e 

eficiente extração, 

automação. 

Pode ocorrer 

degradação 

térmica 

ASPÉ et al. 2011; 

ONG, 2004; 

HERRERO et al. 

2013.  
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4. CONCLUSÃO 

 

 Observa-se que resultados satisfatórios ou ao menos não equivocados são provenientes 

da cautela aplicada a todas as etapas da pesquisa, tanto nas referentes a sua finalidade (os 

ensaios biológicos ou fitoquímicos), como também nas fases que originaram o material de 

estudo, ou seja, desde o preparo das amostras vegetais até a obtenção dos extratos. 

 Neste contexto, procedimentos de secagem, moagem e, primordialmente, a seleção do 

solvente devem estar na mente do pesquisador a fim de se evitar surpresas como a ausência de 

compostos em plantas, nas quais os mesmos já foram identificados, ou mesmo negação de 

atividade biológica, já elucidada por outros pesquisadores.   

Embora parâmetros como pressão e, principalmente, temperatura sejam apontados 

como os principais responsáveis pela degradação de compostos químicos, percebe-se que 

estes possuem, em contrapartida, uma alta importância sobre a eficiência das diversas técnicas 

extrativas, seja por aumentar a solubilidade e difusibilidade de solventes, seja por promover 

uma maior interação entre a matriz vegetal e a solução extratora ou ainda por ser a única 

forma de utilização de determinados solventes como, por exemplo, o CO2 na extração por 

fluido supercrítico.    

Nem sempre as técnicas mais modernas ou mais caras são as mais apropriadas ao 

experimento. Isso vai sempre depender de fatores como tempo, recursos disponíveis, 

quantidade de material e principalmente a natureza química do que se deseja extrair. Portanto, 

técnicas como maceração e percolação não podem ser tidas como obsoletas, bem como fluido 

supercrítico, micro-ondas e extração acelerada por solvente como absolutas, pois todas as 

técnicas possuem limitações, cabendo ao pesquisador selecionar determinada metodologia 

com base na sua necessidade.   

Diante do exposto, percebe-se a importância de se ter conhecimento desde os 

processos de preparação da amostra vegetal até o funcionamento das mais modernas técnicas 

de extração disponíveis, pois todos esses processos apresentam vantagens e desvantagens que 

podem ser cruciais quanto ao rendimento, atividade biológica ou mesmo isolamento de 

compostos em vegetais. 
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CAPÍTULO 2 

 

MESSIADES, Davy Macgyver da Silva. Análise fitoquímica e otimização do potencial 

antimicrobiano dos extratos hidroalcoólicos de Aspidosperma pyrifolium Mart. Campina 

Grande, PB: UEPB, 2014. (Dissertação – Mestrado em Ciências Farmacêuticas).  

 

 

RESUMO 

 

O objetivo deste estudo foi determinar o melhor método extrativo aos compostos bioativos de 

A. pyrifolium Mart., otimizando assim, o rendimento de seus extratos, bem como o potencial 

antimicrobiano dos mesmos. Para isso foi utilizado um planejamento fatorial 3
3
, tendo como 

variáveis: técnica extrativa (maceração, turbólise e ultrassom), concentração alcoólica (50, 70 

e 90%) e quantidade de material vegetal (10, 20 e 30 gramas). Para a análise fitoquímica 

semiquantitativa foram produzidos extratos etanólicos (para cada uma das técnicas) a partir de 

30 g de material vegetal. Os extratos hidroalcoólicos produzidos foram testados nas cepas 

Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas 

aeruginosa (ATCC 27853) e klebsiella pneumoniae (ATCC 4352). O extrato que apresentou 

a melhor atividade antimicrobiana foi submetido ao particionamente em gradientes crescentes 

de polaridade. Todos os extratos apresentaram atividade frente às cepas testadas, sendo o 

obtido por turbólise, a 90% de concentração alcoólica e 30 g de material vegetal, o mais ativo. 

Quanto ao rendimento, o melhor extrato foi obtido por maceração, a 50% de concentração 

alcoólica e 30 g de material vegetal. Dentre as partições, a clorofórmica foi a de maior 

atividade antibacteriana. A análise fitoquímica dos extratos etanólicos por maceração (EEM-

Ap), por turbólise (EET-Ap) e por ultrassom (EEU-Ap) revelou presença de polifenóis, 

flavonóide e saponinas; não sendo possível a determinação dos taninos. Os resultados 

demostram a importância do planejamento experimental na condução de pesquisas, sugerem 

potencial aplicação do extrato de A. pyrifolium no tratamento das infecções bacterianas e 

revelam que extratos de maior rendimento nem sempre possuem melhor atividade biológica.  

 

Palavras-chave: Planejamento fatorial, Maceração, Turbólise, Ultrassom, Partição. 
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ABSTRACT 

 

The aim of this study was to determine the best method for extraction of bioactive compounds 

A. pyrifolium Mart., thus optimizing the yield of their extracts, as well as the antimicrobial 

potential of the same. For this, a 3
3
 factorial design was used, with the variables: extraction 

technique (maceration turbólise and ultrasound), alcohol concentration (50, 70 and 90%) and 

amount of plant material (10, 20 and 30 grams). For semiquantitative phytochemical analysis 

were produced ethanolics extracts (for each technique) with 30 g of plant material. The 

hydroalcoholics extracts produced were tested in the strains Escherichia coli (ATCC 25922), 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) and 

Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352). The extract which showed the best antimicrobial 

activity was submitted to particionamente in increasing gradients of polarity. All extracts 

showed activity across the tested strains, being obtained by turbólise, 90% alcohol 

concentration and 30 g of plant material, the most active. As to yield the best extract was 

obtained by maceration at 50% alcohol concentration to 30 g of plant material. Among the 

partitions, the chloroform was the highest antibacterial activity. Phytochemical analysis of 

ethanolic extracts by maceration (EEM-Ap), by turbólise (EET-Ap) and by ultrasound (EEU-

Ap) revealed the presence of polyphenols, flavonoids and saponins; not possible the 

determination of tannins. The results demonstrate the importance of experimental design in 

the conduct of research, suggest potential application of the extract of A. pyrifolium in the 

treatment of bacterial infections and reveal that extracts of higher yield do not always have 

better biological activity. 

 

Keywords: Factorial design, Maceration, turboextraction, Ultrasound, Partition.   
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os microrganismos, patogênicos ou não, possuem uma infinidade de mecanismos de 

defesa (bomba de efluxo, alteração de receptores de membrana, enzimas etc.) que permitem a 

rápida adaptação às pressões ambientais, não sendo a resposta à ação dos antibióticos uma 

exceção. Deste modo, uma das consequências do uso indiscriminado de agentes 

antimicrobianos é a seleção de microrganismos cada vez mais resistentes o que contribui para 

a ineficácia da terapia antibiótica atual (BRITO et al. 2012). 

Devido a esse perfil de resistência e em resposta ao uso indiscriminado de 

antimicrobianos, a cada dia, surgem diversos microrganismos resistentes dentre eles pode-se 

citar: Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Enterococcus spp. resistente à 

vancomicina (VRE); Pseudomonas aeruginosa (PCR) e Acinetobacter resistentes à 

carbapenens (ARC); e a mais recente, Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) 

(MORAES et al. 2013; BRITO et al. 2012). Ambas são encontradas principalmente em 

infecções nosocomiais, demais ambientes de assistência à saúde e em pessoas que frequentam 

estas instalações. Porém, devido a rápida disseminação bacteriana, passaram a habitar fora 

destes ambientes, tornando-se graves problemas de saúde pública, ao ponto de forçar os 

órgãos governamentais responsáveis pela saúde, como a ANVISA, a tomar medidas drásticas 

(RDC Nº20 - controle dos antimicrobianos) que inibissem o surgimento de novas 

superbactérias (MORAES et al. 2013; LOPATA et al. 2011; BRITO et al. 2012).  

Na tentativa de reverter esse quadro, os pesquisadores buscam alternativas que 

englobam desde a síntese de novos fármacos até a modificação dos já existentes, no entanto, 

cresce o interesse na utilização de plantas medicinais, em especial àquelas usadas 

tradicionalmente.  

Assim, a fitoterapia surge como uma alternativa ao uso da terapia antibiótica atual, pois 

fitocompostos, derivados do metabolismo secundário dos vegetais, como saponinas; terpenos; 

alcaloides; flavonoides e taninos, apresentam notável capacidade antimicrobiana, sendo 

capazes não só de deter o crescimento (bacteriostático) destes organismos, mas podendo 

também matá-los (bactericida) ou mesmo modular a ação de antibióticos, reduzindo as doses 

destes ou protegendo-os do ataque dos mecanismos de defesas desses microrganismos 

(SOUZA et al. 2007; LOPATA et al. 2011; OLIVEIRA et al. 2012). 

Neste contexto, o Brasil se sobressai tendo em vista a diversidade biológica e o 

conhecimento popular. Todavia, essa diversidade e conhecimento ainda carecem de 
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comprovação científica, sobretudo tradando-se de espécimes vegetais oriundas de regiões 

como o semiárido, como, por exemplo, o Aspidosperma pyrifolium Mart., conhecida 

popularmente como pereiro. Essa espécie é geralmente utilizada como planta ornamental e 

forrageira, embora alguns estudos apontem atividades como hipotensora, antimicrobiana, 

citotóxica (em células cancerosas), tripanosomicida e inibitória sobre monoamino oxidase, 

advinda especialmente da presença marcante de alcaloides indólicos característicos do gênero 

(PEREIRA et al. 2007).   

No entanto, pesquisas envolvendo plantas medicinais, geralmente envolvem a 

utilização de muitos recursos (tempo, mão de obra, dinheiro etc.), bem como, o estudo de 

diversas variáveis como quantidade de planta, a escolha do solvente e mesmo do 

procedimento extrativo, por exemplo, levando as empresas privadas a preferir investir em 

melhorias nas formulações atuais a ter que desenvolver algum medicamento de forma 

empiríca, ficando esta atividade quase sempre restrita as universidades que carecem de 

recursos financeiros e de infraestrutura. 

Neste contexto, o planejamento experimental aparece como uma ferramenta estatística 

capaz de amenizar tal problemática, maximizando os resultados e reduzindo os custos e tempo 

empregado. Essa ferramenta, passou a ser amplamente aceita entre a comunidade científica, 

especialmente os de caráter fatorial, todavia não sendo uma regra, pois a escolha do melhor 

planejamento deve obedecer a necessidade e a conveniência da pesquisa e do pesquisador 

(CAMPOS et al. 2006).  

Assim, esse trabalho objetiva determinar a melhor metodologia de extração, para os 

compostos, de Aspidosperma pyrifolium Mart., através da utilização do planejamento fatorial, 

usando como parâmetros o teor de resíduo seco e a atividade antimicrobiana. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Material botânico 

 

As cascas de A. pyrifolium Mart. foram coletadas no sítio Capim Grande, nas 

proximidades do Distrito de São José da Mata, Campina Grande, Paraíba, no mês de 

dezembro de 2012 (coordenadas: S7°13’27,56” – W36°00’53,37”). O material foi 

identificado pelo Prof. Dr. Leonardo Pessoa Félix e a exsicata depositada no herbário Jayme 

Coelho de Moraes, Universidade Federal da Paraíba, sob o número 20104.  

 

2.2. Preparo dos extratos 

 

2.2.1. Para o screening antimicrobiano dos extratos e teor de resíduo seco 

  

As cascas de A. pyrifolium Mart. foram secas em estufa de circulação forçada de ar (40 

ºC  1 ºC) e pulverizadas em moinho de facas, com granulometria de 10 mesh. O extrato foi 

preparado por três métodos: maceração, turbólise (ULTRA-TURRAX
®

 IKA T25 digital) e 

ultrassom (banho de ultrassom Unique USC – 2500), nas proporções de 1:10, 2:10 e 3:10 

(m/v). Como solvente utilizou-se o etanol na forma de soluções hidroalcoólicas a 50, a 70 e a 

90%.  

 

2.2.2. Para o screening antimicrobiano das partições do melhor extrato 

 

O melhor extrato hidroalcoólico, escolhido com base na ação antimicrobiana, foi 

rotaevaporado, ressuspendido em solução hidroalcoólica metanol/água a 70%, na proporção 

1:5 m/v (planta/solvente), e particionado em gradiente crescente de polaridade (hexano, 

clorofórmio e acetato de etila) em um funil de separação, obtendo-se cinco frações: hexânica, 

clorofómica, fase acetado de etila, fase metanol/água e uma fase pastosa, intermediária entre 

clorofórmio e metanol/água. Todas as partições foram rotaevaporadas. 
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2.2.3. Para a análise fitoquímica semiquantitativa 

 

 Foram produzidos extratos etanólicos para cada técnica (maceração, turbólise e 

ultrassom) na proporção 3:10 m/v, objetivando a determinação dos flavonoides, poilifenois, 

saponinas e taninos totais.  

 

2.3. Planejamento experimental 

 

O planejamento fatorial completo (3
3
) foi destinado à verificação dos melhores 

extratos, em relação ao rendimento e a ação antimicrobiana, considerando três fatores: técnica 

extrativa (turbólise por 15 minutos, maceração por 5 dias e ultrassom por 1 hora), 

concentração alcoólica do solvente (solução hidroalcoólica 50, 70 e 90% v/v) e proporção 

planta/solvente (1:10, 2:10 e 3:10 m/v). Como parâmetro de análise foi utilizado a 

determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e a determinação do resíduo seco, 

ambas realizadas em triplicata.  

A Tabela 1 descreve a organização do modelo do planejamento fatorial 3
3
, segundo o 

qual foram baseados os ensaios. 

 

Tabela 1 – Organização das variáveis e dos níveis, segundo o planejamento fatorial 3
3
. 

 

Os resultados foram avaliados estatisticamente empregando-se o programa Statistica 

6, Tulsa, OK, EUA – tendo p<0,05, como nível de significância mínimo, fornecendo como 

dados a análise de variância (ANOVA) e análise dos efeitos pelo Gráfico de Pareto.  

 

2.4. Determinação do teor de resíduo seco 

 

Uma alíquota de 2 mL de cada extrato foi transferida para placas de Petri, medindo, 

aproximadamente, 50 mm em diâmetro e 30 mm de altura. Sendo evaporada até secura em 

Variáveis Concentração (C) Quant. Planta (Q) Técnica extrativa (T) 

 -1 50% 10 g Maceração 

Níveis 0 70% 20 g Ultrassom 

 1 90% 30 g Turbólise 
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estufa a 105 ºC, por 3 horas. As amostras foram esfriadas em dessecador, sobre sílica gel e 

pesados em balança analítica. O procedimento foi repetido até a estabilização da massa da 

amostra, sendo o cálculo do resíduo seco determinado em porcentagem sobre o volume inicial 

do extrato (BRASIL, 2010). 

 

2.5. Screening antimicrobiano 

 

A atividade antimicrobiana do extrato de Aspidosperma pyrifolium Mart. foi avaliada 

pelo método de microdiluição em caldo, sendo utilizados os seguintes microrganismos: 

Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas 

aeruginosa (ATCC 27853) e klebsiella pneumoniae (ATCC 4352); as quais foram 

disponibilizadas pela Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ – RJ). As cepas liofilizadas foram 

reativadas, em câmara asséptica, seguindo as recomendações da referida Fundação. 

 

2.5.1. Padronização da suspensão bacteriana 

 

Os inóculos bacterianos foram padronizados em tubos contendo 5 mL solução salina 

estéril a 0,9%, sendo essa suspensão ajustada espectrofotometricamente a 625 nm, 

equivalendo a 10
6 
UFC/mL. 

 

2.5.2. Verificação da atividade antibacteriana dos extratos vegetais – Determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM) 

 

O ensaio foi realizado pelo método de microdiluição em caldo utilizando microplacas 

de 96 cavidades em acordo o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009) 

adaptado. Cem microlitros de cada extrato hidroalcoólico foram diluídos em série, em cem 

microlitros de caldo Mueller Hinton esterilizado. Diluições das misturas de etanol/água, nas 

proporções correspondentes às utilizadas no preparo dos extratos, foram utilizadas como 

controle negativo, enquanto que diluições de cefalotina e de gentamicina foram usadas como 

controle positivo, para cepas gram-positivas e gram-negativas, respectivamente. Dez 

microlitros de cada cultura de microrganismos foram adicionados em cada poço, exceto na 

coluna destinada ao controle de esterilidade do meio. A placa foi incubada a 37 ± 1 °C por 24 

horas. O crescimento microbiano foi indicado pela adição de 20µL de solução aquosa de 
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resazurina (Sigma-Aldrich) a 0,01%, com nova incubação a 37 ± 1 °C durante 2 horas. A 

CIM foi definida como a menor concentração que inibiu a mudança de coloração da 

resazurina de azul para rosa. Todos os testes foram realizados em triplicata. 

 

2.5.3. Verificação da atividade antibacteriana das partições do melhor extrato vegetal – 

Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 

O ensaio foi realizado pelo mesmo método de microdiluição em caldo aplicado à 

verificação da atividade antibacteriana dos extratos vegetais. No entanto, as partições foram 

previamente solubilizadas em uma mistura metanol/dimetilsulfóxido (DMSO) a 50%, ficando 

na concentração de 2 mg/mL. A mistura metanol/DMSO foi utilizada como controle negativo. 

 

2.6. Análise fitoquímica semiquantitativa 

 

 Extratos etanólicos de cada técnica extrativa, foram rotaevaporatdos e submetidos a 

análise fitoquímica para a determinação dos polifenóis, flavonoides, saponinas e taninos 

totais. Todas as leituras espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotômetro 

Shimadzu
®
 (UV mini-1240), utilizando como padrões: ácido gálico, catequina, quercetina e 

diosgenina, do fabricante Sigma-Aldrich. 

 

2.6.1. Determinação de Polifenois totais 

 

Para a determinação do teor de polifenóis totais, utilizou-se o método descrito por 

Chandra et al. (2004). Adicionou-se 1 mL da solução aquosa do extrato a 1 mL do reagente de 

Folin-Ciocalteau 1 N, e esta mistura permaneceu em repouso por 2 minutos. Em seguida, 

adicionou-se 2 mL de uma solução aquosa de Na2CO3 a 20% (m/v), e a mistura permaneceu 

em repouso por mais 10 minutos. Em seguida, foi feita a leitura da absorbância a 757 nm, 

contra um branco composto por água destilada, reagente de Folin-Ciocalteau e solução a 20% 

de Na2CO3. 

Para a obtenção da curva analítica, uma solução padrão de 100 µg/mL de ácido gálico 

foi preparada pela dissolução de 10 mg do padrão em 100 mL de água destilada. A partir 

dessa solução foram feitas diluições em triplicata, de forma a obter soluções de 1, 3, 6, 9, 12, 
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15, 20, 25, 30, 35, e 40 µg/mL. A concentração de polifenóis foi expressa em miligramas 

equivalentes de ácido gálico (mg EAG.g
–1

). As análises foram realizadas em triplicata. 

 

2.6.2. Determinação de Flavonoides totais 

 

A determinação do conteúdo de flavonóides totais seguiu o método de Meda et al. 

(2005). A 5 mL de cada solução (em metanol) do extrato foi adicionado o mesmo volume de 

uma solução (em metanol) de AlCl3 a 2% (m/v). A mistura permaneceu em repouso por 10 

minutos antes da leitura da absorbância a 415 nm, contra um branco composto pela solução de 

AlCl3. 

A curva de calibração foi obtida a partir de uma solução padrão a 100 µg/mL, 

preparada pela dissolução de 10 mg de quercetina em 100 mL de metanol. A partir dessa 

solução, foram feitas diluições em triplicata, obtendo-se soluções de quercetina nas 

concentrações de 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 e 30 µg/mL. A concentração de 

flavonóides foi expressa em miligramas equivalentes de quercetina (mg EQC.g
–1

). As análises 

foram realizadas em triplicata. 

 

2.6.3. Determinação de Taninos totais 

 

O teor de taninos condensados foi quantificado utilizando-se o método de Makkar et 

al. (1993), no qual 0,5 mL da amostra do extrato vegetal foi adicionado a 3 mL de uma 

solução de vanilina (4% m/v em metanol); em seguida, adicionou-se 1,5 mL de HCl 

concentrado (37%). A reação ocorreu em tubos de ensaio, mergulhados em água a cerca de 22 

°C. A leitura foi feita a 500 nm, contra um branco composto pela solução de vanilina, HCl e 

uma solução de etanol 50% (v/v) em água. 

A curva de calibração para este ensaio foi obtida a partir de uma solução padrão de 

catequina obtida pela dissolução de 10 mg do padrão em 100 mL de metanol. A partir dessa 

solução, foram realizadas diluições em triplicata, de forma a obter soluções de catequina nas 

concentrações de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 µg/mL. A concentração de taninos 

condensados foi expressa em miligramas equivalentes de catequina (mg CAT.g
–1

). As análises 

foram realizadas em triplicata. 
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2.6.4. Determinação de Saponinas totais 

 

A quantificação de saponinas totais seguiu o método descrito por Makkar et al. (2007). 

Adicionou-se 250 µL de uma solução de vanilina (8% em etanol) a 250 µL da solução do 

extrato (em metanol 80%), em seguida, adicionou-se 2,5 mL de ácido sulfúrico (72%). Os 

tubos foram incubados a 60 °C em banho-maria por 10 minutos, sendo transferido para um 

banho de gelo, onde permaneceram por 4 minutos. Foi feita a leitura da absorbância a 544 nm, 

contra um branco composto pela solução de vanilina, metanol 80% e ácido sulfúrico. 

A curva de calibração foi obtida a partir de uma solução padrão a 500 µg/mL, 

preparada pela dissolução de 10 mg de diosgenina em 20 mL de metanol a 80%. A partir 

dessa solução, foram feitas diluições em triplicata, obtendo-se soluções de quercetina nas 

concentrações de 100, 200, 300, 400 e 500 µg/mL. A concentração de saponinas foi expressa 

em miligramas equivalentes de diosgenina (mg EDI.g
–1

). As análises foram realizadas em 

triplicata. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O planejamento experimental fundamentado na análise estatística resulta na redução 

de custos e de tempo, bem como, no melhoramneto das respostas obtidas. Baseando-se na 

ANOVA, pode-se determinar quais variáveis influenciam significativamente o experimento, 

já a análise do Gráfico de Pareto, além de corroborá com os resultados da ANOVA, ainda 

fornece a tendência dos níveis (para + ou para -), a partir da análise dos efeitos. 

Segundo Migliato (2011), os estudos estatísticos podem ser baseados em variáveis 

quantitativas e qualitativas, deste modo, concentração e quantidade de planta são variantes 

quantitativas enquanto que a técnica é qualitativa. Além disso, dependendo das quantidades 

de níveis analisados pode-se ter variáveis apenas com coeficientes lineares (C, Q e T – para 

até dois níveis), com também com coeficientes quadráticos (C
2
, Q

2
 e T

2
),  quando existem 

mais de dois níveis. Podendo haver significância em ambas as variáveis, ou mesmo, em uma e 

não na outra, e neste caso, a soma delas pode resultar em insignificância (PATIL et al. 2013). 
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3.1. Otimização do processo extrativo quanto ao resíduo seco (rendimento)   

 

A análise estatística visando determinar as variáveis e níveis significantes e 

consequentemente à otimização do processo extrativo, quanto ao teor de resíduo seco, foi 

realizada através da verificação da ANOVA (Tabela 2) e do Gráfico de Pareto (Figura 1).   

 

Tabela 2 – ANOVA da determinação do teor de resíduo (rendimento) de A. pyrifolium. 

 
 

Analisando a ANOVA referente ao resíduo seco (Tabela 2), foi possível identificar 

que as variáveis principais (C, Q, T, C
2
 e T

2
), além das interações (CQ, C

2
Q e CT

2
) foram 

altamente significativas (p<0,0001). 

 

 

GL: graus de liberdade; SQ: soma quadrática; MQ: média quadrática; F: valor de teste F (95%); 

P: valor de significância.  

 

Fontes de variação GL SQ MQ F p-valor 

Concentração linear (C) 1 0.004734 0.004734 418.063 <0,0001 

Concentração quadrática (C
2
) 1 0.000847 0.000847 74.791 <0,0001 

Quant. Planta linear (Q)  1 0.042510 0.042510 3754.138 <0,0001 

Quant. Planta Técnica (Q
2
) 1 0.000035 0.000035 3.058 0.085278 

Técnica linear (T)  1 0.000313 0.000313 27.638 <0,0001 

Técnica quadrática (T
2
) 1 0.000674 0.000674 59.510 <0,0001 

CQ 1 0.000824 0.000824 72.742 <0,0001 

CQ
2 

1 0.000013 0.000013 1.144 0.289002 

C
2
Q 1 0.000503 0.000503 44.392 <0,0001 

C
2
Q

2 
1 0.000023 0.000023 2.044 0.157812 

CT 1 0.000008 0.000008 0.692 0.408553 

CT
2 

1 0.000334 0.000334 29.457 <0,0001 

C
2
T 1 0.000004 0.000004 0.396 0.531593 

C
2
T

2 
1 0.000003 0.000003 0.242 0.624465 

QT 1 0.000013 0.000013 1.113 0.295534 

QT
2 

1 0.000010 0.000010 0.864 0.356309 

Q
2
T 1 0.000001 0.000001 0.083 0.773686 

Q
2
T

2 
1 0.000005 0.000005 0.400 0.529503 

Erro 62 0.000702 0.000011   

Total 80 0.051553    
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Figura 1 – Gráfico de Pareto da determinação do teor de resíduo (rendimento) de A. 

pyrifolium.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Já a análise do Gráfico de Pareto (Figura 1) permitiu verificar que a variável Q 

apresentou a maior significância dentre as variáveis e interações analisadas (maior estimativa 

de efeitos) e que a tendência do sinal remete ao nível (+) para a variável quantidade de planta 

e (-) para as variáveis concentração e técnica estrativa. Nesta análise, percebe-se que 

alterações na concentração alcoólica, na técnica extrativa e na quantidade de planta 

influenciam o teor de resíduo seco, embora, como foi dito, a quantidade de planta exerça 

maior influência. 

Deste modo, verificou-se que, para a determinação do resíduo, o melhor extrato foi o 

obtido por maceração a 50% de álcool e 30 g de material vegetal. Isso significa que 

provavelmente o maior tempo (5 dias) de contato, entre o material vegetal e a solução 

extratora, proporcionada pela maceração é mais eficiente do que a rapidez demostrada pelos 

outros métodos, ultrassom (1 hora) e turbólise (15 minutos). Além disso, a maior parte dos 

compostos possivelmente possuem caráter mais polar, visto que o teor alcoólico de 50% 

extraiu uma maior quantidade de substâncias. Ainda, a proporção 3:10 (planta/ solvente) foi a 

selecionada demostrando que, ao menos para essa espécie, não ocorre saturação da solução 

extratora com quantidades superiores a proporção 2:10, geralmente escolhida em outros 

trabalhos observados na literatura científica (ALVARENGA et al. 2009).  
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3.2. Otimização do processo extrativo quanto à concentração inibitória mínima (CIM) 

 

A análise antimicrobiana demostrou que todos os extratos possuem, em maior ou 

menor grau, ação inibitória (determinada pela quantidade de microlitros capaz de inibir o 

crescimento bacteriano) frente às cepas S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e K. pneumoniae. As 

respostas obtidas com a determinação da concentração inibitória mínima (CIM) foram dadas 

em µL/µL (extrato/meio) e utilizadas para análise estatística (ANOVA e Gráfico de Pareto).  

 A análise estatística do perfil antimicrobiano dos extratos de A. pyrifolium frente a E. 

coli é apresentada na ANOVA (Tabela 3) e no Gráfico de Pareto (Figura 2). 

 

Tabela 3 – ANOVA do perfil antimicrobiano de A. pyrifolium frente a E. coli. 

 

 

Fontes de variação GL SQ MQ F p-valor 

Concentração linear (C) 1 0,065104 0,065104 60,30259 <0,0001 

Concentração quadrática (C
2
) 1 0,004726 0,004726 4,37752 0,040517 

Quant. Planta linear (Q)  1 0,000072 0,000072 0,06700 0,796609 

Quant. Planta Técnica (Q
2
) 1 0,000603 0,000603 0,55836 0,457747 

Técnica linear (T)  1 0,000651 0,000651 0,60303 0,440378 

Técnica quadrática (T
2
) 1 0,044584 0,044584 41,29611 <0,0001 

CQ 1 0,001736 0,001736 1,60807 0,209505 

CQ
2 

1 0,000000 0,000000 0,00000 1,000000 

C
2
Q 1 0,002315 0,002315 2,14409 0,148172 

C
2
Q

2 
1 0,000193 0,000193 0,17867 0,673977 

CT 1 0,006944 0,006944 6,43228 0,013740 

CT
2 

1 0,020833 0,020833 19,29683 <0,0001 

C
2
T 1 0,105469 0,105469 97,69020 <0,0001 

C
2
T

2 
1 0,017409 0,017409 16,12536 0,000163 

QT 1 0,000434 0,000434 0,40202 0,528382 

QT
2 

1 0,000145 0,000145 0,13401 0,715561 

Q
2
T 1 0,001302 0,001302 1,20605 0,276362 

Q
2
T

2 
1 0,000048 0,000048 0,04467 0,833308 

Erro 62 0,066937 0,001080   

Total 80 0,339506    

 GL: graus de liberdade; SQ: soma quadrática; MQ: média quadrática; F: valor de teste F (95%);  

P: valor de significância.  
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Avaliando a ANOVA (Tabela 3) percebe-se que, para E. coli, a varáveis C e T
2
, bem 

como
 
as interações CT

2
, C

2
T foram altamente significativas (p<0,0001, enquanto que a 

variável C
2 
e as interações CT e C

2
T

2
 foram significativas (p<0,05).  

 

Figura 2 – Gráfico de Pareto do perfil antimicrobiano de A. pyrifolium frente a E. coli. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Já a avaliação do Gráfico de Pareto (Figura 2) demonstra que influência destas 

variáveis e interações tende ao nível (-), sendo a interação C
2
T, a mais significante. Assim, as 

variáveis concentração e técnica extrativa, bem como suas interações influenciaram na 

obtenção dos extratos com as melhores atividades antimicrobianas diante da bactéria E. coli. 
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A análise estatística do perfil antimicrobiano dos extratos de A. pyrifolium frente a K. 

pneumoniae é apresentada na ANOVA (Tabela 4) e no Gráfico de Pareto (Figura 3). 

 

Tabela 4 – ANOVA do perfil antimicrobiano de A. pyrifolium frente a K. 

pneumoniae.

 

As variáveis (C, C
2, 

Q, Q
2
 e

 
T) e interações (CQ, CQ

2
, C

2
Q, C

2
Q

2
, CT

2
, QT e QT

2
) 

foram significantes segundo a ANOVA (Tabela 4) construída para os resultados de K. 

pneumoniae, sendo C, Q, CQ e CT
2
 altamente significativas.  

 

 

 

GL: graus de liberdade; SQ: soma quadrática; MQ: média quadrática; F: valor de teste F (95%);  

P: valor de significância.  

Fontes de variação GL SQ MQ F p-valor 

Concentração linear (C) 1 0,086100 0,086100 36,69592 <0,0001 

Concentração quadrática (C
2
) 1 0,039551 0,039551 16,85654 0,000120 

Quant. Planta linear (Q)  1 0,069517 0,069517 29,62805 <0,0001 

Quant. Planta Técnica (Q
2
) 1 0,010634 0,010634 4,53207 0,037245 

Técnica linear (T)  1 0,016276 0,016276 6,93685 0,010648 

Técnica quadrática (T
2
) 1 0,003472 0,003472 1,47986 0,228407 

CQ 1 0,065131 0,065131 27,75895 <0,0001 

CQ
2 

1 0,023519 0,023519 10,02374 0,002397 

C
2
Q 1 0,025400 0,025400 10,82534 0,001654 

C
2
Q

2 
1 0,011963 0,011963 5,09858 0,027476 

CT 1 0,004584 0,004584 1,95388 0,167151 

CT
2 

1 0,043050 0,043050 18,34796 <0,0001 

C
2
T 1 0,002035 0,002035 0,86711 0,355370 

C
2
T

2 
1 0,002197 0,002197 0,93647 0,336946 

QT 1 0,027778 0,027778 11,83889 0,001043 

QT
2 

1 0,034758 0,034758 14,81402 0,000283 

Q
2
T 1 0,005208 0,005208 2,21979 0,141321 

Q
2
T

2 
1 0,005317 0,005317 2,26604 0,137316 

Erro 62 0,145472 0,002346   

Total 80 0,621962    
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Figura 3 – Gráfico de Pareto do perfil antimicrobiano de A. pyrifolium frente a K. 

pneumoniae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir do Gráfico de Pareto (Figura 3) verifica-se que influência da variável 

concentração ficou disposta entre ambos os níveis (+ e -), já as demais variáveis e interações 

tenderam ao nível (-), sendo a interação CQ a mais significante. As variáveis concentração e 

quantidade de planta e suas interações foram mais eficazes resultando na produção de extratos 

com as melhores atividades antimicrobianas frente a K. pneumoniae. 
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A análise estatística do perfil antimicrobiano dos extratos de A. pyrifolium frente a P. 

aeruginosa é apresentada na ANOVA (Tabela 5) e no Gráfico de Pareto (Figura 4). 

 

Tabela 5 – ANOVA do perfil antimicrobiano de A. pyrifolium frente a P. aeruginosa. 

 

Para P. aeruginosa a ANOVA (Tabela 5) permitiu identificar que as variáveis C, C
2
, 

Q, T e T
2
; bem como as interações CT

2
, C

2
T e C

2
T

2 
são estatisticamente significativas, sendo 

C, C
2
, T

2
 e C

2
T, altamente significativas.  

 

 

 

 

 

GL: graus de liberdade; SQ: soma quadrática; MQ: média quadrática; F: valor de teste F (95%);  

P: valor de significância.  

 

Fontes de variação GL SQ MQ F p-valor 

Concentração linear (C) 1 0,199382 0,199382 65,7681 <0,0001 

Concentração quadrática (C
2
) 1 0,106632 0,106632 35,1738 <0,0001 

Quant. Planta linear (Q)  1 0,043421 0,043421 14,3228 0,000350 

Quant. Planta Técnica (Q
2
) 1 0,000006 0,000006 0,0020 0,964576 

Técnica linear (T)  1 0,041667 0,041667 13,7442 0,000449 

Técnica quadrática (T
2
) 1 0,426529 0,426529 140,6951 <0,0001 

CQ 1 0,007840 0,007840 2,5860 0,112894 

CQ
2 

1 0,006592 0,006592 2,1744 0,145387 

C
2
Q 1 0,000226 0,000226 0,0746 0,785707 

C
2
Q

2 
1 0,000871 0,000871 0,2873 0,593854 

CT 1 0,010851 0,010851 3,5792 0,063179 

CT
2 

1 0,039388 0,039388 12,9926 0,000624 

C
2
T 1 0,470052 0,470052 155,0517 <0,0001 

C
2
T

2 
1 0,050938 0,050938 16,8024 0,000123 

QT 1 0,005317 0,005317 1,7538 0,190259 

QT
2 

1 0,007089 0,007089 2,3384 0,131304 

Q
2
T 1 0,008138 0,008138 2,6844 0,106400 

Q
2
T

2 
1 0,000772 0,000772 0,2545 0,615697 

Erro 62 0,187958 0,003032   

Total 80 1,613667    
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Figura 4 – Gráfico de Pareto do perfil antimicrobiano de A. pyrifolium frente P. aeruginosa. 

 

 

 

A observação do Gráfico de Pareto (Figura 4) permite identificar que a interação C
2
T é 

a mais significativa e que também houve tendência ao nível (-). Portanto, ações sobre as 

variáveis técnica extrativa e concentração e, suas interações, influenciam na obtenção de 

extratos com melhor atividade perante P. aeruginosa. 
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A análise estatística do perfil antimicrobiano dos extratos de A. pyrifolium frente a S. 

aureus é apresentada na ANOVA (Tabela 6) e no Gráfico de Pareto (Figura 5). 

 

Tabela 6 – ANOVA do perfil antimicrobiano de A. pyrifolium frente S. aureus. 

 

Com a análise da ANOVA (Tabela 6), desenvolvida como as respostas obtidas para S. 

aureus, admitiu-se que as variáveis C, C
2
, Q, T e T

2
; bem como as interações CT

2
, C

2
T e C

2
T

2
 

são estatisticamente significantes, sendo C, C
2
, T, T

2
,
 
CT

2
 e C

2
T

2
 altamente significativas.  

 

 

 

 

 

GL: graus de liberdade; SQ: soma quadrática; MQ: média quadrática; F: valor de teste F (95%);  

P: valor de significância.  

 

Fontes de variação GL SQ MQ F p-valor 

Concentração linear (C) 1 0,114299 0,114299 26,7162 <0,0001 

Concentração quadrática (C
2
) 1 0,228047 0,228047 53,3038 <0,0001 

Quant. Planta linear (Q)  1 0,022791 0,022791 5,3272 0,024345 

Quant. Planta Técnica (Q
2
) 1 0,000255 0,000255 0,0595 0,808044 

Técnica linear (T)  1 0,140046 0,140046 32,7345 <0,0001 

Técnica quadrática (T
2
) 1 0,465881 0,465881 108,8952 <0,0001 

CQ 1 0,011400 0,011400 2,6646 0,107670 

CQ
2 

1 0,000020 0,000020 0,0048 0,945243 

C
2
Q 1 0,000002 0,000002 0,0005 0,981735 

C
2
Q

2 
1 0,000091 0,000091 0,0213 0,884407 

CT 1 0,000000 0,000000 0,0000 1,000000 

CT
2 

1 0,043050 0,043050 10,0626 0,002354 

C
2
T 1 0,243200 0,243200 56,8458 <0,0001 

C
2
T

2 
1 0,134190 0,134190 31,3656 <0,0001 

QT 1 0,000244 0,000244 0,0571 0,811983 

QT
2 

1 0,010453 0,010453 2,4433 0,123122 

Q
2
T 1 0,005651 0,005651 1,3210 0,254834 

Q
2
T

2 
1 0,000193 0,000193 0,0451 0,832537 

Erro 62 0,265251 0,004278   

Total 80 1,685065    
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Figura 5 – Gráfico de Pareto do perfil antimicrobiano de A. pyrifolium frente S. aureus. 
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solução hidroalcoólica e 30 g de material vegetal, o melhor quanto à inibição de K. 

pneumoniae.  

Além disso, avaliando as variáveis pelo seu coeficiente (linear ou quadrático) 

verificou-se que, apesar de geralmente serem associadas com um único dado, as variáveis 

quadráticas apresentaram, em geral, uma maior significância estatística, para este 

experimento. Esse dado é importante, pois enquanto que a otimização da resposta por 

alterações nas variáveis lineares ocorrem indefinidamente, seguindo o eixo (sinal) escolhido, 

no caso das quadráticas, existe uma região ótima (limitada em ambos os lados) que quando 

ultrapassada reduz a significância dos resultados.  

 

3.3. Seleção da partição de maior potencial antimicrobiano 

  

Os resultados da determinação da CIM do extrato etanólico por turbólise de A. 

pyrifolium (EET-Ap) e das suas partições estão expostos na tabela 7.  

 

Tabela 7 – Média da CIM do extrato etanólico por turbólise de A. pyrifolium (EET-Ap) e das 

partições deste extrato frente as cepas bacterianas. 

 CIM (µg/µL) 

Partições Microrganismos 

 S. aureus K. pneumoniae P. aeruginosa E.coli 

EET-Ap 0,208 0,250 0,125 0,125 

Acetato de Etila  0,208 0,250 0,125 0,125 

Clorofórmio 0,125 0,208 0,104 0,125 

Hexano 0,208 0,250 0,125 0,125 

Metanol/Água 0,333 0,250 0,062 0,104 

Pastosa 0,250 0,250 0,104 0,125 

 

A partir da análise da tabela 7, observa-se que as partições apresentaram desempenhos 

estatisticamente semelhantes (comparando-se as médias), sendo a partição clorofórmica a 

mais efetiva frente S. aureus e K. pneumoniae, e a metanol/água, a de melhor ação sobre P. 

aeruginosa e E. coli.  

Comparando os resultados do EET-Ap com os obtidos por suas partições (TABELA 

7), observa-se um aumento do potencial antimicrobiano, pois enquanto a CIM do extrato 
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variou entre 0,208 a 0,125 µL/µL, a CIM das partições variou entre 0,333 a 0,0625 µg/µL, 

sendo a maior inibição sobre P. aeruginosa, em ambos os casos. Essa maior atividade sobre 

uma cepa Gram-negativa contradiz o evidenciado por Migliato et al. (2011) e Proestos et al. 

(2013), ao afirmarem que as cepas Gram-positivas são mais susceptíveis, aos compostos 

naturais, que as Gram-negativas, devido a facilidade que essas substâncias têm de se ligar a 

essas bactérias, por causa da polaridade de suas estruturas. Todavia, esse perfil antimicrobiano 

pode ter ocorrido devido à seleção de compostos com perfil inibitório à P. aeruginosa. 

 

3.4. Caracterização fitoquímica semiquantitativa 

 

Para a análise fitoquímica (Tabela 8) foram escolhidos os extratos obtidos com a 

concentração alcoólica de 90% e com 30g de material vegetal, sendo um representante de 

cada técnica extrativa: por maceração (EEM-Ap), por turbólise (EET-Ap) e por ultrassom 

(EEU-Ap), ambos previamente rotaevaporados, objetivando verificar se haveria alguma 

relação entre a presença e/ou quantidade de compostos obtidos e a atividade biológica 

observada.  

 

Tabela 8 – Teor de polifenóis, flavonoides, taninos e saponinas presentes na espécie A. 

pryrifolium Mart. 

 

Extrato 

Polifenois  

(mg EAG.g
-1

) 

Flavonoides  

(mg EQC.g
-1

) 

Taninos  

(mg ECAT.g
-1

) 

Saponinas  

(mg EDI.g
-1

) 

EEM-Ap 105,59 ± 1,12 3,27 ± 0,03 n.d. 484,16 ± 141,48 

EET-Ap 87,25 ± 10,11 3,14 ± 0,02 n.d. 426,86 ± 56,03 

EEU-Ap 101,78 ± 0,01 3,31 ± 0,39 n.d. 512,57 ± 57,38 

Valores expressos como média ± desvio padrão; n.d. = não determinado. EAG = equivalente de ácido gálico; 

EQC = equivalente de quercetina; ECA = equivalente de catequina; EDI = equivalente de diosgenina. 

 

A análise demonstrou que o EEM-Ap apresentou um maior conteúdo de polifenóis. 

Quanto as saponinas e os flavonoides, o EEU-Ap, foi o detentor da maior quantidade. Não foi 

possível quantificar os taninos através do teste realizado, pois a quantidade detectada ficou 

fora da faixa do limite de quantificação, utilizada na garantia da confiabilidade desse tipo de 

dado. Ainda que Santos (2011) tenha determinado sua presença (ensaio de complexação com 

gelatina) nessa espécie. Além disso, a A. pyrifoluim Mart. possui grande quantidade de 
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alcaloides indólicos característicos da família Apocynaceae e do gênero Aspidosperma 

(PEREIRA et al. 2007; SANTOS et al. 2013). 

Neste contexto, a ação antibacteriana dos extratos de A. pyrifolium Mart. pode ser 

atribuída aos polifenóis, aos flavonoides, às saponinas (evidenciados pelo ensaio fitoquímico), 

aos taninos e/ou aos alcaloides (Santos, 2010; Alves, 2007; Pereira et al. 2007) presentes 

nessa espécie.  

A ação antimicrobiana dos flavonoides, segundo Grindi et al. (2011) pode derivar da 

sua capacidade de inibição da síntese de ácido nucléico, da promoção do rompimento de 

membranas bacterianas e/ou inibição do metabolismo energético. Já para Dzoyem et al. 

(2013), em seu estudo com espécies do gênero Dorstenia, interferências na despolarização de 

membranas, inibição do DNA, RNA e da síntese de proteínas seriam os responsáveis por essa 

atividade. 

Para Oliveira et al. (2012), o caráter adstringente, que confere aos taninos a habilidade 

de precipitar proteínas, seria o principal meio de inibição bacteriana, atuando especialmente 

na inativação de suas enzimas. Além disso, pode ser responsável também pela inibição de 

síntese proteica (MISHRA, 2013). 

Saponinas, por característica, são anfifílicas podendo atuar como verdadeiros 

tensoativos, desestabilizando a superfície e interferindo na permeabilidade das membranas 

celulares, provocando perda de proteínas, e podendo ocasionar a lise celular (BÖTTGER et 

al. 2013; CIESLAK et al. 2013; MISHRA, 2013). 

Mayer et al. (2013), em seu artigo de revisão sobre produtos marinhos naturais, 

apontam o ataque covalente a proteínas da parede celular bacteriana, efetuado pelo alcaloide 

(-) discorhabdin Z, como um provável mecanismo antimicrobiano dos alcaloides.  

 Assim, embora a observação dos resultados (Tabela 8) possa levar a uma dedução de 

que os extratos EEM-Ap e EEU-Ap possuam maior atividade antibacteriana que o EET-Ap, 

posto que apresentaram maior quantidade de compostos naturais, o inverso aconteceu, no qual 

o extrato de maior atividade foi EET-Ap, seguido pelo EEU-Ap e por fim o EEM-Ap. Isso 

pode ser explicado pela seleção de compostos extraídos, pois o valor da quantificação 

fitoquímica realizada é dado de forma total (a soma de todos os flavonoides, de todos os 

polifenóis e de todas as saponinas), ou seja, não especificando a classe (flavonoide, saponina 

e/ou polifenol) que foi extraída e que pode ser determinante para uma ou para outra atividade 

biológica, além de uma ação sinérgica.  
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Deste modo, os polifenóis, flavonoides e saponinas, presentes no EEM-Ap e no EEU-

Ap, não possuem ação antimicrobiana tão eficaz quanto os presentes no EET-Ap, mesmo 

estando em maior quantidade. A mesma circunstância ocorreu no primeiro screening 

realizado, pois, ainda que os extratos obtidos por maceração e a 50% de álcool possuíam um 

maior resíduo seco (maior quantidade de compostos), os de melhor atividade foram os obtidos 

por turbólise a 90% de álcool. Migliato et al. (2011), ao trabalhar com os frutos de Syzygium 

cumini (L.) também observou essa mesma divergência, pois enquanto o melhor processo, para 

resíduo seco, foi composto pela técnica percolação associada a concentração alcoólica de 

50%; o melhor perfil antimicrobiano variou entre percolação e turbólise, 50% e 70%, a 

depender do microrganismo testado.  

 

4. CONCLUSÃO 

 

O planejamento fatorial é uma importante ferramenta à redução de custos e de tempo, 

especialmente quando utilizada antes de estudos em que se desejam otimizar atividades 

biológicas, rendimentos ou qualquer outro dado que envolva um número significativamente 

alto de análises. 

A otimização do processo extrativo de A. pyrifolium Mart., apontou a metodologia 

composta por maceração a 50% de solução hidroalcoólica e 30 g de material vegetal, como a 

mais eficiente ao teor de resíduo seco (rendimento) do extrato. Todavia, a otimização da 

atividade antimicrobiana demonstrou que o extrato produzido com turbólise, 90% e 30 g 

compõem o processo extrativo mais rentável à obtenção de extratos com alto perfil 

antibacteriano. Percebe-se então, que nem sempre um rendimento alto culmina com elevada 

resposta biológica, sendo mais importante selecionar o tipo de substância extraída a uma 

quantidade elevada de compostos com pouca atividade. 

A prospecção fitoquímica determinou a presença de compostos fenólicos (dentre eles 

os flavonoides) e de saponinas que juntamente a outras substâncias (taninos e alcaloides 

indólicos), apontados por outros autores, são responsáveis pela ação antimicrobiana da A. 

pyrifolium Mart. 

Assim, as pesquisas com plantas ainda podem oferecer subsídios para a elaboração de 

novos medicamentos. No entanto, ainda que todos extratos testados tenham obtido resultados 

favoráveis, deve-se promover análises que visem a elucidação dos compostos envolvidos na 

ação antimicrobiana, bem como ensaios que demostrem o comportamento toxicológicos.  
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CAPÍTULO 3 

 

MESSIADES, Davy Macgyver da Silva. Avaliação da atividade farmacológica e 

toxicológica de Aspidosperma pyrifolium Mart. Campina Grande, PB: UEPB, 2014. 

(Dissertação – Mestrado em Ciências Farmacêuticas).  

 

 

RESUMO 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil toxicológico e a atividade farmacológica do 

extrato etanólico, obtido por turbólise, de A. pyrifolium Mart. (EET-Ap) em modelos animais. 

A toxicidade aguda foi analisada tomando como base as doses de 50, 150, 250 e 1000 mg/kg 

administradas por gavagem, sendo os animais observados por 14 dias, quanto ao consumo de 

água e ração, e quanto aos parâmentros comportamentais, ao fim, foi verificada a presença de 

alterações bioquímicas, hematológicas e morfológicas nos órgãos. Os resultados obtidos na 

avaliação da toxicidade aguda serviram de base à determinação de doses seguras ao estudo 

farmacológico. A atividade anti-inflamatória foi avaliada pelo teste de edema de pata e de 

peritonite, ambos induzidos por carragenina, utilizando o extrato em doses de 62,5; 125, e 250 

mg/kg (v.o) nos grupos experimentais; indometacina 10 mg/kg como controle positivo e 

solução salina/Cremophor, como controle negativo. A atividade antinociceptiva foi 

determinada através do método de contorções induzidas por ácido acético e pelo teste da 

formalina, ambos utilizaram o extrato em concentrações de 62,5; 125, e 250 mg/kg (v.o) nos 

grupos experimentais e solução salina/Cremophor, no controle negativo. O teste de contorções 

utilizou dipirona 500 mg/kg como controle positivo e o teste de formalina indometacina 10 

mg/kg. Os resultados mostraram efeito anti-inflamatório e antinociceptivo, estatisticamente 

significativo, nas doses testadas. Tais resultados sugerem potencial aplicação terapêutica no 

tratamento da inflamação e principalmente da nocicepção. Contudo, ressalva-se o cuidado 

quanto à escolha da dose a ser administrada. O EET-Ap apresentou indícios de baixa 

toxicidade na dose de 1000 mg/kg e quantos as demais doses, a presença toxicidade 

mostraram-se mais ligados a susceptibilidade individual, do grupo animal, do que a toxicidade 

do extrato vegetal. 

 

Palavras-chave: Peritonite, Edema de pata, Formalina, Contorções, A. pyrifolium. 
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ABSTRACT 

 

The objective of this study was to evaluate the toxicological profile and pharmacological 

activity of the ethanolic extract, obtained by turbo extraction, of A. pyrifolium Mart. (EET-

Ap) in animal models. Acute toxicity was analyzed on the doses 50, 150, 250 and 1000 mg/kg 

administered by gavage, the animals were observed for 14 days, as the consumption of water 

and food, and as the behavioral parameter settings, at end, was verified the presence of 

biochemical, hematological and morphological changes in the organs. The results obtained in 

the evaluation of acute toxicity were the basis for determining safe doses pharmacological 

study.The anti-inflammatory activity was assessed by paw edema and peritonitis test, both 

induced by carrageenan, using the extract at doses of 62.5, 125 and 250 mg/kg (v.o) in the 

experimental groups; indomethacin 10 mg/kg, as positive control, and saline/Cremophor 

saline, as negative control. The antinociceptive activity was determined by the method of 

acetic acid-induced writhing and formalin test, both the extract used in concentrations of 62.5; 

125 and 250 mg/kg (v.o) in the experimental group and saline/Cremophor in the negative 

control. The writhing test used dipyrone 500 mg/kg as positive control and the formalin test 

indomethacin 10 mg/kg. The results showed anti-inflammatory and antinociceptive effects 

statistically significant at the dosages tested. These results suggest potential therapeutic 

application in the treatment of inflammation and especially nociception. However, it is 

emphasized careful in the choice of the dose to be administered. The EET-Ap showed 

evidence of toxicity at dose 1000 mg/kg and the other doses, the presence toxicity were more 

related to the individual susceptibility, of the animal group, that with the toxicity of the plant 

extract. 

 

Keywords: Peritonitis, Paw edema, Formalin, Contortions, A. pyrifolium.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os processos inflamatórios consistem em uma reação de defesa do organismo frente a 

uma agressão que pode vir de agentes físicos, químicos e/ou biológicos (infecções em geral); 

sendo caracterizados inicialmente por sintomas como calor, eritema, edema, 

hipersensibilidade e dor, podendo evoluir para a perda da função da região afetada (SILVA et 

al. 2011).  

A dor é caracterizada por experiências sensoriais e emocionais, podendo ser crônica ou 

aguda. Por vezes, a percepção de dor é entendida como um mecanismo de proteção, no qual o 

corpo inibe comportamentos que levem a uma injúria maior (KLAUMANN et al. 2008; 

CORTES et al. 2013).  

Entretanto, em muitos casos, tanto a inflamação quanto a dor podem se tornar 

exacerbadas e prejudiciais, necessitando da utilização de substâncias anti-inflamatórias, que 

podem ser do tipo esteroidais (glicocorticoides) ou não-esteroidais (AINEs), ou analgésicas, 

para que não resultem em complicações que alterem a qualidade de vida dos acometidos.  

Os AINESs caracterizam-se por inibir a atividade de subtipos da cicloooxigenase 

(COX 1 e 2), impedindo a síntese de prostaglandinas pela via metabólica da cascata do ácido 

araquidônico, já os glicocorticoides promovem supressão sobre a ciclooxigenase 2, além de 

induzirem a produção de anexinas que atuam modulando a função fosfolipase A2. Por outro 

lado, os analgésicos podem atuar inibindo processos inflamatórios e consequentemente, a dor 

advinda destes, agindo diretamente em receptores do sistema nervoso central ou mesmo 

inibindo a liberação de neurotransmissores, todos esses processos resultando na redução ou 

eliminação da dor (BRUNTON, 2012; IWALEWA et al. 2007; SAHA et al. 2013). 

Todavia, esses medicamentos possuem diversos efeitos colaterais que comprometem 

seu uso ocasionando uma relação custo benefício nem sempre válida, além de, em alguns 

casos, ocasionarem dependência ou mesmo não serem eficazes, especialmente quando se 

desenvolvem quadros de tolerância devido principalmente ao uso indiscriminado muitas vezes 

ligado a automedicação (BRUNTON, 2012).  

Na tentativa de burlar esses problemas a indústria farmacêutica investe em novas 

drogas, ou mesmo em modificação das atuais, para que possam substituir as disponibilizadas, 

aumentando os efeitos benéficos e reduzido os adversos. Neste contexto, os medicamentos 

fitoterápicos encontram cada vez mais espaço, baseando-se no slogan de que “o que é natural 
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não faz mal”, esse mercado cresce especialmente em comércios como o europeu, onde a 

comercialização gera cifras na casa dos bilhões todo ano (KLEIN et al. 2010). 

Assim, diversos compostos são descobertos a partir da avaliação do potencial 

terapêutico de plantas medicinais e de alguns de seus constituintes, tais como flavonoides, 

alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas, possuindo ação analgésica, as vezes, 

superior à fornecida por medicamentos convencionais (CECHINEL FILHO et al. 1997).  

Dentre os fitocompostos, os flavonoides talvez sejam os que detêm o maior número de 

integrantes com atividade anti-inflamatória, todavia, terpenos e esteroides também possuem 

notável aplicação nessa área (IWALEWA et al. 2007). Deste modo, novos compostos ainda 

podem ser descobertos especialmente partindo de estudos que abranjam espécies já utilizadas 

popularmente na medicina tradicional.  

Contudo, mesmo o Brasil possuindo uma das maiores biodiversidades do mundo, 

ainda se encontra atrasado quanto às pesquisas de plantas com potencialidade medicinal, não 

aproveitando a flora que possui e muito menos a conhecimento medicinal de sua população.  

Esse quadro é agravado quando se trata de plantas do semiárido, como por exemplo, 

Aspidosperma pyrifolium Mart., conhecida popularmente como pereiro, que embora possua 

estudos que apontem atividades hipotensora, antimicrobiana, citotóxica em células 

cancerosas, é geralmente aproveitada como planta ornamental e forrageira (PEREIRA et al. 

2007).   

Além disso, devido ao uso de plantas, baseado somente no conhecimento popular e 

sem qualquer estudo que garanta a segurança, diversos casos de intoxicações ocorrem todo 

ano – quase sempre em razão de quantidades ou de concentrações excessivas de determinadas 

plantas e extratos vegetais, do preparo e do uso inadequados e, principalmente, em virtude do 

uso de plantas que possuem propriedades tóxicas ainda desconhecidas e/ou cumulativas – 

ocasionando toxicidade aguda ou crônica (MARTINS et al. 2000). 

Diversos ensaios podem ser utilizados com a finalidade de se estabelecer a 

bioatividade e perfis de toxicidade de extratos, frações e compostos isolados de plantas. Os 

testes com base na dose por unidade de superfície corporal executado em animal são válidos, 

pois os efeitos observados, para um determinado composto, podem ser aplicáveis ao homem 

(até determinada proporção), sendo possível descobrir possíveis riscos aos humanos 

(KLASSEN, 2001). 

Deste modo, esse trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade aguda, a atividade 

anti-inflamatória e antinociceptiva de Aspidosperma pyrifolium Mart. em modelos animais. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Material botânico 

 

As cascas de A. pyrifolium Mart. foram coletadas no sítio Capim Grande, nas 

proximidades do Distrito de São José da Mata, Campina Grande, Paraíba, no mês de 

dezembro de 2012 (coordenadas: S7°13’27,56” – W36°00’53,37”). O material foi 

identificado pelo Prof. Dr. Leonardo Pessoa Félix e a exsicata depositada no herbário Jayme 

Coelho de Moraes, Universidade Federal da Paraíba, sob o número 20104.  

 

2.2. Obtenção do extrato 

 

As cascas de A. pyrifolium Mart. foram secas em estufa de circulação de ar (40 ºC  1 

ºC) e pulverizadas em moinho de facas com granulometria de 10 mesh.  Foram então 

submetidas à extração pela técnica de turbólise (com a utilização aparelho IKA
®
 T-25 Ultra-

Turrax
®

), usando álcool a 96% como solvente (planta: solvente 1:5, m/v), por 15 minutos a 

6000 rpm (BADOKI et al. 2005). O extrato obtido foi filtrado e rotaevaporado (Evaporador 

Rotativo Microprocessado - Q344M), com rendimento final de 15%, sendo denominado de 

extrato etanólico obtido por turbólise de Aspidosperma pyrifolium Mart. (EET-Ap). 

 

2.3. Animais 

 

Foram utilizados animais adultos, camundongos Swiss (Mus musculus) e ratos Wistar 

(Rattus novergicus), entre 25 a 35g e 150 a 220 g, respectivamente, de ambos os sexos. Foram 

mantidos em gaiolas plásticas em ambiente com temperatura e umidade ambiente, ciclo claro-

escuro de 12 horas e comida e água ad libitum. Os protocolos experimentais foram 

submetidos ao Comitê de Ética e Pesquisa em Animais da Universidade Federal de Campina 

Grande, e conduzidos de acordo com as diretrizes éticas proposto pela International 

Association for Study of Pain (IASP) (ZIMMEMANN, 1983). 
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2.4. Avaliação da toxicidade 

 

2.4.1 Teste de toxicidade aguda 

 

O ensaio de toxicidade aguda foi baseado na RE Nº 90/2004 da ANVISA e no 

protocolo experimental de Almeida et al. (1999), sendo realizado objetivando a avaliação das 

alterações comportamentais frente ao sistema nervoso central, autônomo e ocorrência de 

morte – informação utilizada para determinação da dose letal média (DL50).  

Deste modo, 40 ratos correspondendo a 4 grupos (n=10/grupo) de ambos os sexos 

foram tratados, por via oral (gavagem), com extrato EET-Ap nas doses de 1000, 250, 150 e 50 

mg/kg, os quais foram emulsionados em Cremophor EL 0,05% e dissolvido em solução salina 

0,9%. Enquanto que o grupo controle recebeu o veículo também por via oral. A escolha das 

doses levou em consideração a toxicidade do espécime vegetal (LIMA et al. 2010) e objetivou 

a determinação de doses seguras para a realização de ensaios farmacológicos. 

Após a administração, parâmetros como massa corporal, consumo de água e de ração, 

e produção de excretas foram avaliados durante 30 min, 1, 2, 4, e a cada 24 horas por 14 dias. 

Assim como o estado de consciência e a disposição geral, a coordenação motora, o tônus 

muscular, os reflexos e a atividade do sistema nervoso autônomo. Ao final, no 15° dia, os 

animais foram pesados e anestesiados com quetamina 5% e cloridrato de xilazina 2%, sendo o 

sangue, coletado através de punção cardíaca, acondicionado em dois tipos de tubo, um com 

anticoagulante (EDTA) para determinação dos parâmetros hematológicos e o outro, gel 

separador, para obtenção do soro para avaliação dos parâmetros bioquímicos. Em seguida os 

animais foram eutanasiados por deslocamento cervical (ZIMMENANN, 1983), sendo os 

órgãos (fígado, baço, coração e rins) restirados, pesados e avaliados macroscopicamente 

(CUNHA et al. 2013). 

 

2.4.2. Avaliação de parâmetros hematológicos e bioquímicos  

 

Os parâmetros bioquímicos foram determinados utilizando-se kits específicos 

(Labtest) para o analisador automático (Metrolab 2300 Wiener). As amostras de sangue 

coletadas com o gel separador foram centrifugadas por 10 minutos a 3500 rpm, para obtenção 

do soro, destinado às dosagens dos seguintes parâmetros: glicose, triglicerídeos, colesterol, 
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HDL-colesterol, aspartatoaminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), 

creatinina, ácido úrico e ureia.  

Os parâmetros hematológicos foram obtidos em um analisador automático (Advia 60), 

bem como a contagem diferencial de leucócitos, realizada em extensões coradas com 

coloração Panótica. Com as amostras de sangue dos tubos contendo anticoagulante (EDTA) 

foram determinados os valores para eritrócitos, leucócitos, plaquetas, hemoglobina, 

hematócrito, e índices hematimétricos de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina 

corpuscular média (HCM) e hemoglobina corpuscular média (CHCM).  

 

2.5. Ensaios farmacológicos 

 

2.5.1. Avaliação da resposta anti-inflamatória  

 

2.5.1.1. Edema de pata induzida por carragenina 

 

Ratos adultos (grupo n=5) de ambos os sexos, em jejum prévio de 12 horas, foram 

tratados por via oral com 10 mL/kg do veículo, indometacina (10 mg/kg) e EET-Ap (62,5; 

125 e 250 mg/kg). Após 30 minutos, foi injetada na região subplantar da pata traseira direita, 

0,1 mL da solução de carragenina a 1%, e igual volume de solução salina 0,9% na região 

subplantar da pata traseira esquerda (controle). A mensuração do volume das patas foi 

realizada utilizando-se um paquímetro digital antes e na 2ª e 4ª hora após a indução do edema. 

O cálculo da área do edema foi feito por meio da multiplicação das medidas da largura e 

altura da pata pelo valor de π (3,14). O efeito antiedematogênico dos grupos tratados foi 

obtido pela diferença do volume da pata que recebeu o agente flogístico, e pelo volume da 

pata controle. O percentual de inibição foi calculado usando a fórmula: Inibição = (V-

X)/Vx100%, onde V é o edema do grupo veículo e X os testes ou controle positivo 

(SANTOS, 2011;WINTER et al. 1962). 

 

2.5.1.2. Peritonite induzida por carragenina  

 

Camundongos adultos (grupo n=5) de ambos os sexos, em jejum prévio de 6 horas, 

foram tratados por via oral com veículo, indometacina (10 mg/kg) e EET-Ap (62,5; 125 e 250 

mg/kg). Após 30 min, foi injetada uma solução de carragenina a 1% (0,1 mL/10 g) na 
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cavidade intraperitoneal do animal. Quatro horas após a indução da inflamação, os animais 

foram sacrificados e a cavidade intraperitoneal foi lavada com 2 mL do tampão fosfato (PBS), 

sendo este, posteriormente coletado. A contagem de leucócitos foi realizada no contador de 

células hematológico Advia 60. O percentual de inibição foi calculado usando a fórmula: 

Inibição = (V-X)/Vx100%, onde V é o número de leucócitos do grupo veículo e X os testes 

ou controle positivo (FERRÁNDIZ et al. 1991). 

 

2.5.2. Avalição de atividade antinociceptiva 

 

2.5.2.1. Nocicepção induzida por formalina 

 

Ratos adultos (grupo n=5) de ambos os sexos, em jejum prévio de 12 horas, foram 

tratados por via oral com veículo (10 mL/kg), indometacina (10mg/kg) e EET-Ap (62,5; 125 e 

250 mg/kg). Após 30 minutos foi injetada formalina a 1% (20 µL) na região subplantar da 

pata direita. Em seguida, os ratos foram transferidos para funis de vidro transparentes e foi 

medida a reatividade animal, considerando a verificação da ocorrência e contabilização de 

lambeduras, mordidas e/ou sacudidas na pata que recebeu o agente flogístico pelos 5 minutos 

iniciais (Fase I - neurogênica) e entre 15 e 30 minutos (Fase II - inflamatória). O percentual de 

inibição foi calculado usando a fórmula: Inibição = (V-T)/Vx100%, onde V é o grupo veículo 

e T os testes  (HUNSKAAR et al. 1987).   

 

2.5.2.2. Contorções abdominais induzidas por ácido acético 

 

Camundongos adultos (grupo n=5) de ambos os sexos, em jejum prévio de 12 horas, 

foram tratados por via oral com veículo (10 mL/kg), dipirona (500mg/kg) e EET-Ap (62,5; 

125 e 250 mg/kg). Após 40 minutos, foi injetada uma solução de ácido acético a 1% (0,1 

mL/10g) via intraperitoneal. Posteriormente, os animais foram transferidos para funis de vidro 

transparentes e observados por 20 minutos para se contabilizar o número e o tempo de início 

das contorções abdominais seguido do estiramento dos membros inferiores. O percentual de 

inibição foi calculado usando a fórmula: Inibição = (V-T)/Vx100%, onde V é o número de 

contorções do grupo veículo e T os testes (KOSTER et al. 1959).  
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2.6. Análise estatística 

 

Os resultados de toxicidade aguda foram tratados segundo o teste “t” de Student e 

Mann-Whitney, e os resultados das atividades anti-inflamatória e antinociceptiva foram 

avaliados utilizando a análise de variância de uma via (ANOVA) seguido do pós-teste de 

Dunnett. Todos os resultados foram expressos como média desvio padrão (d.p.) e o nível de 

significância mínimo foi de p<0,05 analisados pelo software GraphPad Prisma 5.0. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Toxicidade  

 

O uso milenar de plantas medicinais mostrou que determinadas espécies vegetais 

apresentam substâncias potencialmente perigosas. Do ponto de vista científico, pesquisas 

mostraram que muitas delas possuem agentes químicos agressivos e, por esta razão, devem 

ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos toxicológicos (VEIGA-JÚNIOR et al. 

2005; MACIEL et al. 2005).  

Esses riscos podem ser avaliados por meio de estudos toxicológicos pré-clínicos, 

sejam eles in vitro ou in vivo e estudos clínicos, subdivididos em fases (1 a 4). Em se tratando 

dos estudos pré-clínicos in vivo, a toxicidade aguda é um dos principais testes com o qual é 

possível observar sinais de intoxicação, determinar a DL50 conforme preconizado pela RE Nº 

90/2004 e definir doses a serem usadas em estudos posteriores (MONTENEGRO, 2011).  

Deste modo, considerando a ocorrência de morte de dois animais na dose de 1000 

mg/kg e um na dose de 250 mg/kg via oral e, consequentemente, a impossibilidade de 

determinação da DL50, (mesmo na dosagem mais alta, 1000 mg/kg) foi possível estabelecer as 

doses de 250, 125 e 62,5 mg/kg para o EET-Ap, a fim de prosseguir com a pesquisa das 

atividades anti-inflamatória e antinociceptiva.  

A triagem toxicológica comportamental foi realizada com o objetivo de identificar 

alterações no sistema nervoso central e autônomo, pelo registro de sinais ou modificações de 

condutas, incluindo tempo de aparecimento, progressão e reversibilidade destes sintomas; 

bem como a variação de peso e o consumo de alimentos, e o número de animais mortos com 

possível causa de morte e respectivos exames histopatológicos (ALMEIDA et al. 1999; 

CRAVEIRO et al. 2008).   
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 Logo, os animais tratados com EET-Ap nas dosagens de 1000 e 250 mg/kg, 

apresentaram analgesia caudal, redução da atividade geral, redução à resposta ao toque e 

anestesia na pata perdurando pelos dois primeiros dias.  Além disso, o tratamento também 

resultou na morte de duas fêmeas (dose de 1000 mg/kg) e um macho (dose de 250 mg/kg), 

nas 24 e 48 horas, respectivamente. As dosagens de 150 e 50 mg/kg apresentaram os mesmos 

sinais, no entanto a duração foi apenas nas 4 primeiras horas, demonstrando que a duração 

desses sinais são dose dependentes e reversíveis. 

As alterações no peso corporal e no peso dos órgãos também podem ser considerados 

como um indicador de efeitos adversos promovidos pela droga. É aceito como um sinal de 

toxicidade quando o animal perde mais que 10% do peso corpóreo inicial (RAZA et al. 2002; 

TEO et al. 2002). Assim, na evolução ponderal (Tabela 1), foi observado que não houve 

alterações significativas de peso dos testes em relação aos controles.  

 

 Tabela 1 – Efeito da administração via oral do controle (solução salina 0,9%) e diferentes 

doses do EET-Ap na evolução ponderal (alteração na massa corpórea) e, no consumo de ração 

e de água em ratos Wistar albinos adultos. 

M=machos; F=fêmeas; P. inicial=peso inicial; P. final=peso final. Os resultados expressos como média±d.p 

(n=5). Teste t-Student e Mann-Whitney, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, comparados ao grupo controle.  

 

Quanto ao consumo de ração e de água (Tabela 1) foi observado redução significativa 

nos machos nas doses de 250, 150 e 50 mg/kg e nas fêmeas na dose de 1000 mg/kg. Apesar 

Parâmetro Sexo Tratamentos 

Controle  

(10 mL/kg) 

EET-Ap 

(1000 mg/kg) 

EET-Ap 

(250 mg/kg) 

EET-Ap 

(150 mg/kg) 

EET-Ap 

(50 mg/kg) 

P. inicial (g) M 190±17 192±27 218±16 174±18 182±11 

P. final (g)  248±13 240±39 266±23 224±18 223±18 

Ganho (%)  29±12 28±9 22±7,1 29±4,9 23±7,2 

       

P. inicio (g) F 177±12 154±8,2 183±34 163±18 166±18 

P. final (g)  189±11 177±2,5 196±36 183±20 177±18 

Ganho (%)  6,9±2,7 15±7,2 7,1±1,1 13±10 7,6±1 

       

Consumo de 

ração (g) 

M 127±11 125±11 99±8,3*** 114±12** 111±13** 

F 75±10 45±6,1*** 7,8±4,8 82±9,9 77±6,8 

       

Consumo 

hídrico(mL) 

M 260±30,88 240±34,64 194,3±31,8*** 221,4±33,48** 212,1±34,23*** 

F 151,4±30,85 109,3±27,86*** 147,1±24,94 165±39,76 138,9±22,03 
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de serem parâmetros importantes no estudo da segurança de um produto com finalidade 

terapêutica (IVERSEN et al. 2003), não se pode inferir toxicidade ao extrato, apenas 

baseando-se nesse critério. 

Outro ponto a ser analisado, em estudos de toxicidade aguda, é a alteração na massa 

relativa dos órgãos. Essa, segundo Dallegrave (2003), possui uma estreita relação com sinais 

de toxicidade. Na perspectiva de se comprovar essa teoria, o peso dos órgãos foi avaliado ao 

término do ensaio de toxicidade aguda e foi observado que o EET-Ap alterou positivamente o 

peso relativo (Tabela 2) dos mesmos nas ratas fêmeas, havendo significância estatística da 

análise da massa do fígado na dose de 250 e 50 mg/kg e do baço das fêmeas nas doses de 150 

e 50 mg/kg em relação ao controle.  

 

Tabela 2 – Efeito da administração via oral do controle (solução salina 0,9%) e diferentes 

doses do EET-Ap no peso dos órgãos em ratos Wistar albinos adultos.  

M=machos; F=fêmeas. Os resultados expressos como média±d.p (n=5). Teste t-Student e Mann-Whitney, 

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, comparados ao grupo controle. Para a avaliação dos órgãos, os valores foram 

obtidos pelo peso relativo em gramas dos órgãos por 100 gramas de peso dos animais. 

 

Entretanto, quanto às características macroscópicas dos órgãos dos animais, não foram 

visualizadas alterações. Além disso, considerando que a dosagem maior (1000 mg/kg) não 

promoveu modificações no peso dos órgãos e que as dosagens menores (150 e 50 mg/kg) 

foram responsáveis pela maioria dessas alterações, infere-se que tais alterações possuem um 

caráter mais ligado a susceptibilidade individual dos animais do que a um comportamento 

tóxico do extrato.   

Peso relativo 

dos órgãos 

(g/100g) 

Sexo Tratamentos 

Controle  

(10 mL/kg) 

EET-Ap 

(1000 mg/kg) 

EET-Ap 

(250 mg/kg) 

EET-Ap 

(150 mg/kg) 

EET-Ap 

(50 mg/kg) 

 M      

Fígado  3,4±0,13 3,4±0,58 3,2±0,34 3,4±0,41 3,5±0,41 

Baço  0,38±0,03 0,39±0,08 0,35±0,05 0,36±0,04 0,42±0,06 

Coração  0,36±0,04 0,38±0,04 0,36±0,02 0,38±0,03 0,41±0,06 

Rins  0,78±0,09 0,76±0,14 0,73±0,02 0,73±0,09 0,78±0,04 

 F      

Fígado  3±0,23 3,2±0,19 3,7±0,55* 3,6±0,53 3,3±0,11* 

Baço  0,36±0,03 0,4±0,05 0,46±0,13 0,47±0,05** 0,48±0,09** 

Coração  0,38±0,07 0,39±0,01 0,41±0,08 0,39±0,05 0,39±0,04 

Rins  0,73±0,11 0,80±0,03 0,92±0,16 0,81±0,05 0,8±0,09 
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Em relação aos parâmetros hematológicos e bioquímicos apresentados nas tabelas 3 e 

4, respectivamente, pode-se observar que não houve, em geral, diferença estatisticamente 

significativa, exceto para os triglicerídeos do grupo tratado com 1000 mg/Kg, que 

apresentaram uma redução estatisticamente significante. 

 

Tabela 3 – Efeito da administração via oral do controle (solução salina 0,9%) e diferentes 

doses do EET-Ap nos parâmetros hematológicos em ratos Wistar albinos adultos. 

M=machos; F=fêmeas; HE=hemácia; HM=hemoglobina; HT=hematócrito; LC=leucócito; LF=linfócito; 

NE=neutrófilo; EO=eosinófilo; BS=basófilo; MN=monócito; PL=plaquetas. Os resultados estão expressos como 

média±d.p (n=5). Teste t-Student e Mann-Whitney comparados ao grupo controle. Nível de significância 

mínimo de p<0,05. 

Parâmetros Hematológicos Sexo  

Tratamentos 

  Controle  

(10mL/kg) 

EET-Ap 

(1000 mg/kg) 

EET-Ap 

(250 mg/kg) 

EET-Ap 

(150 mg/kg) 

EET-Ap 

(50 mg/kg) 

 M      

HE (x10
6
/mm

3
)  7,6±0,18 7,8±0,75 7,4±0,19 7,5±0,11 7±0,12 

HM (g/dL)  14±1,2 14±0,8 15±0,68 15±1 15±1,7 

HT (%)  43±1,9 44±1 44±1,1 44±0,76 45±0,93 

LC (x10
3
/mm

3
)  8,1±2,1 7,7±0,35 6,5±0,45 6,7±0,26 6,9±0,51 

LF (%)  77±5 77±2,8 75±1 76±1,3 76±1 

NE (%)  20±2,3 20±0,5 21±0,5 19±1,5 20±1 

EO (%)  1±0,82 0,75±0,09 0,33±0,45 0,67±0,58 0,75±0,5 

BS (%)  2,3±0,96 2,3±0,82 2±0,5 1,5±0,58 2±0,35 

MN (%)  2,5±0,58 2,3±0,58 2,3±0,58 3,2±0,29 2,5±0,58 

PL (x10
3
/mm

3
)  705±14 750±50 718±17 750±40 659±37 

 F      

HE (x10
6
/mm

3
)  6,4±0,57 7,8±0,75 7,4±0,27 6,7±0,52 7±0,2 

HM (g/dL)  13±0,81 16±0,69 14±1,6 14±0,64 14±0,5 

HT (%)  37±2,8 47±1,3 44±1 40±2 39±1,2 

LC (x10
3
/mm

3
)  7,7±1,8 11±1,2 6,5±1,5 8,4±2,7 6±1,2 

LF (%)  75±0,96 73±5 76±1,5 75±2,5 76±4 

NE (%)  19±2 19±1,5 18±1 20±3,1 17±1 

EO (%)  1±0,82 0,75±0,96 0,33±0,58 0,67±0,58 0,75±0,5 

BS (%)  2±0,82 1,5±0,58 1,5±0,5 1,6±0,63 1,3±0,58 

MN (%)  3±0,82 3,9±0,85 2,5±0,5 3,5±0,5 2,5±0,5 

PL (x10
3
/mm

3
)  523±88 629±47 517±76 692±85 554±44 
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Tabela 4 – Efeito da administração via oral do controle (solução salina 0,9%) e diferentes 

doses do EET-Ap nos parâmetros bioquímico sem ratos Wistar albinos adultos. 

M=machos; F=fêmeas; GLI=glicose; TRI=triglicerídeos; COL=colesterol total; HDL=HDL colesterol; 

CRE=creatinina; AUR=ácido úrico. Os resultados estão expressos como média±d.p (n=5). Teste t-Student e 

Mann-Whitney comparados ao grupo controle. Nível de significância mínimo de p<0,05. 

 

Parâmetros 

Bioquímicos 

Sexo Tratamentos 

  Controle  

(10 mL/kg) 

EET-Ap 

(1000 mg/kg) 

EET-Ap 

(250 mg/kg) 

EET-Ap 

(150 mg/kg) 

EET-Ap 

(50 mg/kg) 

 M      

GLI (mg/dL)  90±23 98±2,4 103±23 81±27 90±23 

TRIG (mg/dL)  97±25 31±8,3* 69±7,3 81±6,1 65±19 

COL (mg/dL)  59±15 58±4,5 73±11 57±8,5 57±4,4 

HDL (mg/dL)  15±4,4 18±1,5 21±3,5 18±3,8 17±0,82 

AST (U/L)  213±18 156±28 261±32 262±11 255±4 

ALT (U/L)  62±15 49±15 61±11 62±13 53±4,2 

CRE (mg/dL)  0,31±0,08 0,34±0,07 0,24±0,06 0,39±0,16 0,26±0,11 

AUR (mg/dL)  0,46±0,24 1,2±0,9 0,4±0,1 0,36±0,16 0,84±0,72 

Uréia (mg/dL)  55±9,3 35±1 36±16 35±14 34±6,3 

 F      

GLI (mg/dL)  121±27 114±40 117±14 134±19 96±28 

TRIG (mg/dL)  52±16 67±26 36±9,2 39±17 76±21 

COL (mg/dL)  60±5,6 51±8 61±15 62±14 61±7,5 

HDL (mg/dL)  17±2,5 17±0,58 19±2 18±3,8 16±2,6 

AST (U/L)  185±16 206±38 192±2,5 156±27 181±49 

ALT (U/L)  37±9 46±5,5 34±1 38±9 44±4,1 

CRE (mg/dL)  0,32±0,05 0,29±0,09 0,3±0,01 0,37±0,04 0,44±0,11 

AUR (mg/dL)  0,19±0,01 0,58±0,42 0,34±0,42 0,74±0,89 0,65±0,61 

Uréia (mg/dL)  43±12 33±7,1 34±3 26±8,5 33±7,5 
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Estudos realizados por Lima et al. (2010) cocluiram que a espécie A. pyrifolium é 

tóxica, toxicidade esta característica do gênero e atribuída especialmente à presença de 

alcaloides indólicos. No entanto, as dosagens testadas do EET-Ap apresentaram indícios de 

baixa toxicidade, com alterações em parâmetros isolados e, por vezes, não dose-dependentes, 

o que confere segurança na continuidade do estudo em relação a ação farmacológica.  

 

3.2. Ensaios farmacológicos 

 

3.2.1. Atividade anti-inflamatória 

 

Atividade inflamatória foi avaliada por meio dos ensaios de edema de pata (Tabela 5) 

e de peritonite (Tabela 6).   

 

Tabela 5 – Efeito anti-inflamatório do EET-Ap sobre o volume (mm
2
) do edema de pata 

induzido por carragenina. 

Os resultados estão expressos como média ± d.p (n=5). em mm² da diferença entre o volume da pata que recebeu 

o agente flogístico e a pata que recebeu o controle. Análise de variância de uma via (ANOVA) seguido do teste 

de Dunnett comparado ao grupo veículo, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 

 

 Com base na tabela 5, observa-se efeito antiedematogênico do EET-Ap em todas as 

dose empregadas, exceto a de 125 mg no tempo de 2 horas, apresentando variação do volume 

de pata significativamente menor (p < 0,05) e por vezes altamente significativas (p<0,001), 

quando comparadas ao controle. Além disso, percebe-se que as doses testes possuem um 

perfil anti-inflamatório semelhante ao controle positivo (indometacina), aumentando a 

eficácia com o decorrer do tempo (efeito tardio), embora o EET-Ap tenha apresentado um 

percentual de inibição inferior, quando comparado à indometacina.  

Tratamentos Dose via oral 0 hora 2 horas Inibição (%) 4 horas Inibição (%) 

Veículo 10 mL/kg 15±5 54±10 - 69±2,6 - 

Indometacina 10 mg/kg 13±4 20±4,8*** 62,96 12±8,4*** 82,61 

EET-Ap 62,5 mg/kg 11±3 40±3,8* 25,92 38±9** 44,93 

 125 mg/kg 16±5 46±8,9 14,81 27±11*** 60,59 

 250 mg/kg 14±3 34±9,9** 37,04 31±14*** 54,85 
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Esse mesmo comportamento anti-inflamatório tardio foi observado por Lima et al. 

(2013), ao trabalhar com extrato aquoso das sementes de Amburana cearensis. Segundo o 

autor, no modelo de edema de pata pode-se identificar duas fases: a primeira, ocorrendo em 

torno de uma hora (fase rápida), marcada pela liberação de histamina, serotonina e 

bradicinina; e a segunda, chamada de tardia ocorrendo entre uma e seis horas, na qual 

mediadores como as cininas e prostaglandinas são liberados resultando da ativação da ciclo-

oxigenase 2 (COX-2). Deste modo, o perfil anti-inflamatório do EET-Ap está provavelmente 

relacionado à modulação de ambas as fases (I e II), com consequente inibição da liberação 

mediadores inflamatórios e da ativação da COX-2. 

Segundo Barros et al. (2004) com o teste de indução de peritonite por ação de 

carragenina obtém-se dois parâmetros, ligados a resposta anti-inflamatória: ação 

antiedematogênica, pela quantificação do volume de exsudato da cavidade peritoneal; e o 

efeito antiquimiotático, pela determinação do número de leucócitos no exsudato coletado. 

Entretanto, como o efeito antiedematogênico foi verificado no ensaio do edema de pata, 

apenas a ação inibidora da migração leucocitária (quimiotaxia) foi avaliada nesse teste.  

 

Tabela 6 – Efeito anti-inflamatório do EET-Ap sobre o número de leucócitos totais no 

exsudato da peritonite induzida pela carragenina. 

Os resultados estão expressos como média ± d.p (n=5). Análise de variância de uma via (ANOVA) seguido do 

teste de Dunnett comparado ao grupo veículo, ** = p<0,01, *** = p<0,001. 

 

Os resultados obtidos (Tabela 6) novamente apontam potencial anti-inflamatório em 

todas as dosagens, corroborando com os dados obtidos no edema de pata. Os percentuais de 

inibição apresentados pelas doses testes ficaram abaixo daquele observado para o controle 

positivo (indometacina), no entanto, quando comparados aos resultados do grupo controle, 

Tratamentos Dose via oral Número de leucócitos (x10³/mm³) Inibição (%) 

Veículo 10 mL/kg 9,3±0,7 - 

Indometacina 10 mg/kg 2,3±0,39*** 75,27 

EET-Ap 62,5 mg/kg 6,5±1,7** 29,03 

 125 mg/kg 4,7±0,57*** 49,46 

 250 mg/kg 3,8±1,1*** 59,14 
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apresentaram-se, em sua maioria, como altamente significantes (p<0,001); evidenciando, 

estatisticamente, que todas as doses possuem caráter anti-inflamatório.  

Todavia, o efeito antiquimiotático aumentou progressivamente com a elevação da 

dose, possuindo um caráter dose-dependente, ao contrário do que ocorreu com a ação 

antiedematogênica, avaliada pelo edema de pata, na qual dose de 62,5 mg/kg apresentou 

maior ação que a 125 mg/kg (após 2 horas), e a de 125 mg/kg maior ação que a 250 mg/kg, 

após 4 horas. Esta última circunstância foi observada por Motta et al. (2013), no qual a dose 

de 300 mg/kg (maior dose) do extrato de Mucuna pruriens apresentou um potencial anti-

inflamatório menor que a dose de 100 mg/kg. Segundo o mesmo autor, isso teria acontecido 

pelo fato da ação não ser dose-dependente, na qual doses mais altas teriam efeito menor ou até 

prejudicial. 

Segundo Bessa et al. (2013) e Saha et al. (2013), dentre os compostos naturais com 

ação anti-inflamatória, os polifénois (taninos, flavonoides etc.) são os que apresentam uma 

maior atividade e, dentre estes, os flavonoides se destacam, sendo apontados na maioria dos 

trabalhos como detentores de notável ação anti-iflamatóriua e antioxidante.  

De acordo como Sousa et al. (2009), o mecanismo de ação anti-inflamatória e 

antinociceptiva dos flavonoides basea-se na inibição da síntese do óxido nítrico que 

indiretamente bloquearia as vias da ciclooxigenase e/ou lipoxigenase, e da proteína quinase C 

e L-arginina/óxido nítrico, e consequentemente o processo inflamatório decorrente destas 

vias.  

Entretanto, saponinas como a escina (saponina extraída da espécie Aesculus 

hippocastanum), bem como alcaloides indólicos como a evodiamina (extraída de plantas do 

gênero Tetradium) também possuem ação anti-iflamatória e anti-edematogênica (BARBOSA-

FILHO et al 2006; SANTOS et al. 1995).  

No trabalho de Hikino et al. (1982), a mesoconitina, alcaloide característico das 

espécies do gênero Aconitum, apresentou ação apenas sobre a primeira fase do teste de edema 

de pata, o que somados a outras análises representou, para o autor, que um dos mecanismos de 

ação dos alcaloides seria a inibição da liberação de histamina, serotonina e bradicinina.  

Deste modo, acredita-se que a ação anti-inflamatória apresentada pela A. pyrifolium 

deriva não só da ação dos flavonoides presentes, como também, da atuação de compostos 

como taninos, saponinas, alcaloides e outros compostos fenólicos, presentes nesta espécie 

(SANTOS, 2010). 
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3.2.2. Atividade antinociceptiva 

 

Atividade antinociceptiva foi avaliada através dos ensaios de contorções abdominais 

(Tabela 7) e teste da fomalina (Tabela 8).  

Segundo Adedapo et al. (2013), o teste contorções utiliza da estimulação (pelo ácido 

acético) de receptores peritoneais locais para promover a constrição abdominal e com isso 

estabelecer (perifericamente) a ação de analgésicos. Além disso, o estímulo produzido pelo 

ácido acético pode ainda causar um aumento nos níveis de prostaglandinas (PGE2 e PGF2) no 

fluido peritoneal e, com isso, ocasionar dor inflamatória pelo aumento da permeabilidade 

capilar. Deste modo, a inibição da resposta às contorções pode ser devido ao impedimento da 

estimulação dos receptores abdominais, à inibição da liberação das prostaglandinas, ou por 

ambos os mecanismos.  

 

Tabela 7 – Efeito antinociceptivo do EET-Ap sobre o número de contorções abdominais 

induzidas pelo ácido acético. 

Os resultados estão expressos como média ± d.p (n=5). Análise de variância de uma via (ANOVA) seguido do 

teste de Dunnett comparado ao grupo veículo, *** = p<0,001. 

 

Observando a tabela 7, verifica-se que todas as doses testadas do EET-Ap inibiram em 

100% o aparecimento das contorções abdominais nos camundongos, sugerindo um alto 

potencial analgésico. Além disso, quando confrontado com o resustado apresentado pelo 

controle positivo (dipirona 500 mg) persebe-se que o EET-Ap foi muito superior, pois o perfil 

de inibição da dipirona foi de apenas 66,66%. 

O teste da formalina é comumente realizado na avaliação de fármacos analgésicos, 

sendo considerado um modelo confiável de dor tônica do tipo inflamatória. A resposta 

nociceptiva à formalina ocorre em duas fases: a fase I ou fase neurogênica (entre 5 a 10 

minutos) é atribuída à ativação direta de nociceptores; enquanto que a fase II ou inflamatória 

Tratamentos Dose via oral Nº de contorções Inibição (%) Tempo para início (min) 

Veículo 10 mL/kg 54±11 - 4,7±0,52 

Dipirona 500 mg/kg 18±2,3*** 66,66 6,8±0,64 

EET-Ap 62,5 mg/kg 0*** 100 - 

 125 mg/kg 0*** 100 - 

 250 mg/kg 0*** 100 - 
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(entre 15 a 40 minutos) está associada à liberação de mediadores endógenos locais, 

ocasionando resposta inflamatória local, sensibilização de aferentes primários e de neurônios 

medulares subseqüente a ativação de nociceptores (SOUSA et al. 2008; ASSINI et al. 2013). 

  

Tabela 8 – Efeito do EET-Ap sobre a nocicepção induzida por formalina (fase I e II). 

Os resultados estão expressos como média ± d.p. Análise de variância de uma via (ANOVA) seguido do teste de 

Dunnett comparado ao grupo veículo, *p<0,05, ***p<0,001. 

 

Analisando a tabela 8, percebe-se que todas as doses testadas apresentaram inibição da 

nocicepção induzida por formalina em relação ao grupo controle, verificando-se ação 

(altamente significantemente) tanto na fase I (neurogênica), como na fase II (inflamatória), 

embora a resposta na fase II tenha sido levemente maior, sendo a atividade superior à atuação 

do controle positivo (indometacina), em ambas as fases. 

A ação sobre a fase II corroboram os resultados obtidos com a avaliação do edema de 

pata e peritonite, fornecendo mais um dado que comprova a ação anti-inflamatória do EET-

Ap. Embora, a partir da análise dos resultados, perceba-se que a ação analgésica deste extrato 

é mais expressiva que a ação anti-inflamatória.  

 Esse alto potencial analgésico se deve provavelmente a ação dos numerosos alcaloides 

indólicos característicos tanto do gênero Aspidosperma, quanto da espécie A. pyrifolium. 

Segundo Pereira et al. (2007), essa classe de alcalóides pode atuar em sistemas 

neurotransmissores opiáceos, GABAérgicos, colinérgicos, muscarínicos, serotoninérgicos e 

dopaminérgicos. Deste modo, podem ser utilizados como hipotensor arterial, simpatolítico, 

diurético, vasoconstrictor periférico, estimulante respiratório, anestésico, analgésico, agente 

bloqueador adrenérgico, espasmogênico intestinal, sedativo e relaxante do músculo 

esquelético. Contudo, esse mesmo grupo de substâncias é apontado como responsável pelos 

efeitos tóxicos de inúmeras espécies do gênero Aspidosperma, não sendo A. pyrifolium, uma 

exceção (LIMA et al. 2010).  

Tratamentos Dose via oral Fase I Inibição (%) Fase II Inibição (%) 

Veículo 10 mL/kg 71±19 - 144±30 - 

Indometacina 10 mg/kg 59±6,2 16,90 64±6,1*** 55,55 

EET-Ap 62,5 mg/kg 43±14* 38,80 21±17*** 83,33 

 125 mg/kg 25±10*** 64,51 2,5±0,58*** 97,22 

 250 mg/kg 23±4,5*** 68,02 49±20*** 65,97 
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4. CONCLUSÃO 

 

  Os resultados descritos neste estudo demonstraram que a espécie A. pyrifolium 

apresentou um alto potencial analgésico evidenciado principalmente pelo ensaio de 

corntorções abdominais. Nos testes de atividade anti-inflamatória observou-se que as doses do 

extrato testadas apresentaram perfil anti-inflamatório semelhante ao fármaco utilizado como 

padrão. Deste modo, a planta A. pyrifoluim Mart.  apresenta-se como uma fonte promissora de 

substâncias com atividades anti-inflamatória e antinociceptiva. Todavia, ressalva-se que a 

espécie apresentou indícios de toxicidade, sendo seu uso condicionado à determinação de 

doses seguras. 
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