ESPINHEIRA-SANTA, folha
Mayteni folium

A droga vegetal consiste de folhas secas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, contendo no
minimo, 2,0% de taninos totais, expressos em pirogalol (CeHsO3 126,11), dos quais, no minimo, 2,8
mg/g equivalem a epicatequina (C1sH140s, 290,27).

IDENTIFICACAO
A. Descricdo macroscopica

Ramos jovens, quando presentes, glabros, angulosos, com estrias longitudinais. Peciolo curto, com
0,2 a 0,5 cm de comprimento. Folhas simples, inteiras, ovalado-oblongas a elipticas ou eliptico-
lanceoladas; lamina com 2,1 a 9,0 cm de comprimento, e 1,0 a 3,1 cm de largura, coridceas a
subcoriaceas, glabras, de coloracdo verde-acinzentada, mais clara na face abaxial; &pice mucronado,
base aguda a obtusa. A nervacdo é peninérvea, craspedédroma mista, com nervuras secundarias
partindo em angulo agudo em relacdo a principal, terminando na margem da lamina, ou ramificando-
se nas proximidades dela, ou ainda seguindo em dire¢do a margem, onde se relnem com a superior
subsequente, formando arcos. Na margem foliar, tanto as nervuras secundarias quanto as que delas
partem, unem-se com a nervura marginal, formando projecdes pontiagudas, de 5 a 15 unidades por
folha, distribuidas em um ou nos dois lados da lamina, mais frequentemente, em sua metade apical,
sendo sempre uma delas terminal. Aréolas predominantemente retangulares, com terminacGes
ramificadas; margem foliar espessada e amarelada.

B. Descri¢do microscopica

A folha apresenta mesofilo dorsiventral e é hipoestomatica, com estdmatos laterociticos, de 1 a 3
células subsidiarias para cada célula-guarda. A epiderme é uniestratificada e recoberta por cuticula
espessa que se projeta entre as células, sempre mais proeminente na regido da nervura principal, onde
ocorrem ornamentacdes cuticulares na forma de estrias e papilas. As células epidérmicas comuns, em
ambas as faces da lamina, sdo poligonais, de dimensdes variadas, com paredes anticlinais retas,
maiores na face adaxial. Nelas estdo presentes cristais de oxalato de calcio, prismaticos retangulares
e estiloides pequenos. O parénguima palicadico é formado por 2 estratos de células longas e finas,
em palicada tipica, ou ainda, por 2 a 3 estratos de células cubicas. O parénquima esponjoso apresenta
6 a 9 estratos de células com expansdes braciformes curtas, mais compactado na face abaxial. No
mesofilo sdo comuns idioblastos fendlicos, isolados ou em grupos, além de cristais estiloides e
prismaticos de pequenas dimensdes. Na nervura principal, biconvexa em secc¢do transversal, ocorrem
3 a 4 camadas de colénquima angular junto a face adaxial e 2 a 3 na face oposta. O feixe vascular é
nico, colateral, em arco aberto, circundado por bainha parenquimatica, e com calotas de fibras sobre
ambos os polos de tecidos condutores. A distribuicdo dos tecidos nos feixes vasculares pode variar
de acordo com a porcdo da lamina e o grau de amadurecimento do érgdo. O floema apresenta cristais
rombicos de oxalato de célcio, esclereides e idioblastos fendlicos. As fibras que o acompanham
apresentam parede celular espessada, com pontoagdes simples. Folhas maduras podem apresentar
feixe vascular bicolateral ou concéntrico (anficrival), sempre circundado por esclerénquima. Na
margem foliar, o feixe vascular esta envolto por 250 a 280 fibras . O peciolo € circular a plano-
convexo, em seccdo transversal e, em direcdo a porc¢éo distal da folha, ocorrem aletas laterais e uma
leve convexidade na por¢édo adaxial. A epiderme é uniestratificada e coberta por cuticula espessa. Nas
celulas epidérmicas e nos estratos subjacentes ocorrem pequenos cristais de oxalato de calcio ser
idioblastos fendlicos. O parénquima colenquimatoso pode conter cristais estiloides prismaticos de
pequenas dimensdes. Braquiesclereides isolados ocorrem ao acaso no parénquima fundamental do



peciolo. O feixe vascular é concéntrico, cilindrico a levemente céncavo-convexo, circundado por uma
bainha esclerenquimatica composta por fibras isoladas ou em grupos de 2 a muitos elementos.

C. Descri¢cdo microscépica do po

O po atende a todas as exigéncias estabelecidas para a espécie, menos 0s caracteres macroscopicos.
Séo caracteristicas: coloragdo verde-amarelada; fragmentos de epiderme com paredes periclinais
retas, recobertas por cuticula espessa e contendo pequenos cristais estiloides ou prismaticos pequenos;
fragmentos de epiderme com estdmatos laterociticos; fragmentos de epiderme, em seccdo transversal,
com estdmato evidenciando o atrio; fragmentos de parénquima palicadico com 2 ou 3 camadas;
fragmentos de bordos foliares com porgdes de fibras; fragmentos de fibras de grosso calibre com
pontoacdes simples; fragmentos de parénguima com braquiesclereides; fragmentos de parénquima
contendo idioblastos fendlicos; fibras isoladas ou conjunto de fibras em vista longitudinal; cristais
estiloides ou prismaticos ou rémbicos, isolados; braquiesclereides isolados.

D. Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1).

Fase estacionaria: silica-gel F2s4 (0,250 mm).

Fase movel: acetato de etila, &cido formico e dgua (90:5:5).

Solugdo amostra: pesar, com exatiddo, cerca de 5 g da droga moida, acrescentar 50 mL de agua e
aquecer, sob refluxo, durante 15 minutos. Apoés resfriamento a temperatura ambiente, filtrar a solugao
obtida em algodao, sob presséo reduzida, para baldo volumétrico de 50 mL, completar o volume com
agua destilada e homogeneizar.

Solucéo referéncia: pesar cerca de 1 mg de epicatequina e dissolver em 1 mL de metanol.
Procedimento: aplicar na cromatoplaca, separadamente, em forma de banda, 10 pL da Solugéo
amostra e 3 pL da Solucéo referéncia. Desenvolver o cromatograma. Remover a placa e deixar secar
em capela de exaustdo. Examinar sob a luz ultravioleta em 254 nm. A seguir, nebulizar a placa com

vanilina sulfurica SR e aquecer em estufa a 110 °C, durante 10 minutos.

Resultados: no esquema abaixo estdo representadas as zonas obtidas com a Solucdo referéncia e a
Solugdo amostra. Outras zonas podem ocasionalmente estar presentes.



Parte superior da placa

Epicatequina: zona de

coloragio bordd Zona de coloragdo bordo

Zona de colora¢do bordo

Solucdolteferéncia Solugcdo@mostra

TESTES

Matéria estranha (5.4.1.3). No maximo 2%.

Agua (5.4.1.4). No maximo 12%.

Cinzas totais (5.4.1.5.1). No maximo 8%.

Contagem do numero total de micro-organismos mesdfilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.
Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3). Cumpre o teste.

Metais pesados (5.4.5). Cumpre o teste.

Residuos de agrotoxicos (5.4.3). Cumpre o teste.

Indice de espuma. Transferir, quantitativamente, cerca de 1 g da droga vegetal moida (180 um),
pesada, com exatidao, para erlenmeyer contendo 50 mL de &gua fervente. Manter sob fervura
moderada durante 15 minutos. Resfriar, filtrar em algod&o para baldo volumétrico de 100 mL.
Completar o volume, através do filtro, e homogeneizar. Distribuir o decocto obtido em 10 tubos de
ensaio com tampa (16 mm de didmetro por 16 cm de altura), em uma serie sucessiva de 1 mL, 2 mL,
3 mL, até 10 mL, e ajustar o volume do liquido em cada tubo a 10 mL com agua. Tampar os tubos e
agitad-los vigorosamente com movimentos verticais durante 15 segundos, com duas agitacGes por
segundo. Deixar em repouso por 15 minutos e medir a altura da espuma. Apos, adicionar em cada
tubo 1 mL de acido cloridrico 2 M, se a altura da espuma de todos os tubos for inferior a 1 cm, o
indice de espuma é menor que 100. Se, em qualquer um dos tubos, a altura da espuma medida
permanecer igual ou superior a 1 ¢cm, a diluicdo do material vegetal nesse tubo (A) € o indice
observado. Calcular o indice de espuma segundo a expressao:



1000
E =

em que,

IE = indice de espuma; e
A =volume em mililitros do decocto usado para preparacdo da diluicdo no tubo no qual a espuma foi
observada.

O indice de espuma € , no minimo, 250.

DOSEAMENTO
Taninos totais

Nota: proteger as amostras da luz durante a extracéo e a diluicdo. Utilizar agua isenta de dioxido
de carbono em todas as operagdes.

Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de absorcdo no visivel (5.2.14). Preparar as
solucgdes descritas a seguir.

Solucéo estoque: pesar 0,750 g da droga pulverizada (250 pm) e transferir para um erlenmeyer de
250 mL com boca esmerilhada. Adicionar 150 mL de agua. Aquecer em banho-maria durante 30
minutos a temperatura de 60 °C. Resfriar em agua corrente e transferir para um baldo volumétrico de
250 mL. Lavar o erlenmeyer e transferir as aguas de lavagem com todo contetdo de droga vegetal
para 0 mesmo baldo volumétrico. Completar o volume com agua e homogeneizar. Deixar decantar e
filtrar o liquido sobrenadante em papel de filtro. Desprezar os primeiros 50 mL do filtrado.

Solucéo amostra para polifendis totais: transferir 5 mL do filtrado para baldo volumétrico de 25 mL,
completar o volume com agua e homogeneizar. Transferir, volumetricamente, 2 mL dessa solucéo,
1 mL de reagente fosfomolibdotlingstico e 10 mL de &gua para baldo volumétrico de 25 mL,
completar o volume com solucéo de carbonato de sddio a 29% (p/v) e homogeneizar. Determinar a
absorvancia em 760 nm (A1) apds 30 minutos, utilizando agua para ajuste do zero.

Solucéo amostra para polifendis ndo adsorvidos por pé de pele: a 10 mL do filtrado, adicionar 0,1 g
de po6 de pele e agitar, mecanicamente, em erlenmeyer de 125 mL durante 60 minutos. Filtrar em
papel de filtro. Transferir 5 mL desse filtrado para baldo volumétrico de 25 mL, completar o volume
com agua e homogeneizar. Transferir, volumetricamente, 2 mL dessa solu¢do, 1 mL de reagente
fosfomolibdotlngstico e 10 mL de &gua para baldo volumétrico de 25 mL, completar o volume com
solucdo de carbonato de sodio a 29% (p/v) e homogeneizar. Determinar a absorvancia em 760 nm
(A2) ap6s 30 minutos, utilizando dgua para ajuste do zero.

Solucéo referéncia: dissolver, em agua, imediatamente antes do uso 50 mg de pirogalol, transferir
para baldo volumétrico de 100 mL, completar o volume com &gua e homogeneizar. Transferir,
volumetricamente, 5 mL da solucéo para baldo volumétrico de 100 mL, completar o volume com
agua e homogeneizar. Transferir, volumetricamente, 2 mL dessa solugdo, 1 mL de reagente
fosfomolibdotingstico e 10 mL de 4gua para baldo volumétrico de 25 mL, completar o volume com
solucdo de carbonato de sodio a 29% (p/v) e homogeneizar. Determinar a absorvancia em 760 nm
(As) apbs 30 minutos, utilizando agua para ajuste do zero.

Calcular o teor de taninos expressos em pirogalol, em porcentagem, segundo a expressao:



62,5 (A —Ay) Xm,

TT
Az Xmy

em que,

TT = taninos totais % (p/p);

A1 = absorvancia medida para a Solu¢do amostra para polifendis totais;

A = absorvancia medida para a Solu¢éo amostra para polifendis ndo adsorvidos por po de pele;
Az = absorvancia medida para a Solugao referéncia;

my = massa em gramas da amostra utilizada no ensaio, considerando a determinacéo de agua; e
my = massa em gramas de pirogalol.

Epicatequina

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar
cromatografo provido de detector ultravioleta a 210 nm; pré-coluna empacotada com silica
quimicamente ligada a grupo octadecilsilano; coluna de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de
didmetro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (5 um); fluxo
da Fase movel de 0,8 mL/minuto.

Fase movel (1): &cido trifluoracético a 0,05 % (v/v).

Fase mével (2): &cido trifluoracético a 0,05% (v/v) em acetonitrila.

Tempo Fase movel (1) % Fase movel (2) % Sistema de eluicéo
(minutos)

0-13 82—75 18—25 gradiente linear
13-16 75—66 25—34 gradiente linear
16 -20 66—58 34—42 gradiente linear
20 - 23 58—35 42—65 gradiente linear
23 -25 35—82 65—18 gradiente linear
2528 82 18 isocratico

Solugdo amostra: pesar, com exatiddo, cerca de 5 g da droga vegetal pulverizada (250 pm) em baldo
de fundo redondo de 100 mL com boca esmerilhada, adicionar 50 mL de agua e levar a refluxo
durante 15 minutos. Apos resfriamento a temperatura ambiente, filtrar a solugcdo obtida sob pressao
reduzida. Extrair o filtrado com trés porc¢des de 50 mL de acetato de etila em funil de separacéo de
250 mL. Para total separacdo das fases, deixar em repouso a temperatura de -18 °C durante 5 minutos.
Reunir as fases organicas. Filtrar em papel de filtro contendo 5 g de sulfato de sodio anidro, sob
pressdo reduzida. Evaporar a fase organica em evaporador rotatorio, sob pressao reduzida, até residuo.
Suspender o residuo com 5 mL de mistura de metanol e 4gua (2:8). Extrair em cartucho de extracdo
em fase solida, empacotada com silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (55 um, 70 A),
previamente acondicionada com 8 mL de mistura de metanol e agua (2:8), para baldo de 100 mL.
Eluir 10 mL de metanol e agua (2:8) para 0 mesmo baldo, completar o volume com metanol e agua
(2:8) e homogeneizar (S1). Transferir, volumetricamente, 5 mL da S1 para baldo volumétrico 25 mL,
completar o volume com metanol e agua (1:1) e homogeneizar (Sz). Filtrar a S, em unidade filtrante
de 0,45 pum e injetar no cromatografo.

Solucéo referéncia: dissolver quantidade exatamente pesada de epicatequina em metanol e dgua (1:1),
para obter solugdo a 0,4 mg/mL.



Soluc@es para curva analitica: diluir aliquotas de 50 pL, 200 pL, 350 uL, 500 pL ¢ 600 puL da Solucéo
referéncia em baldo volumétrico de 2 mL, com metanol e 4gua (1:1), para obter concentrac6es de 10
ug/mL; 40 pg/mL; 70 pg/mL; 100 pg/mL e 120 pg/mL.

Procedimento: injetar, separadamente, 20 pL das Solugfes para curva analitica e 20 pL da Solugéo
amostra. Registrar os cromatogramas e medir as areas sob o0s picos. O tempo de retencdo relativo é
cerca de 8,0 minutos para epicatequina. Determinar o teor de epicatequina na Solu¢do amostra a partir
da equacdo linear da reta obtida com a curva analitica do padréo. Calcular o teor de epicatequina, em
mg/g da amostra, segundo a expresséo:

VLR x 500

TEC =000 x m

em que,

TEC = teor de epicatequina em mg/g;

VLR = concentra¢ao em pg/mL de epicatequina/mL na Solugdo amostra, a partir da equacgéo da reta;
500 = fator de diluicéo;

1000 = valor de conversdo de ug para mg; e

m = massa em gramas da amostra, considerando a determinacao de agua.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente hermeticamente fechado ao abrigo da luz e do calor.
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Figura 1 — Aspectos macroscopicos, microscopicos e microscopicos do p6 em Maytenus ilicifolia Mart. ex
Reissek

As escalas correspondemem AeBa5mm;emCalmm;emD, EeFa30 um.

A — aspecto geral da lamina foliar. B — detalhe da nervagdo foliar na face adaxial, em vista frontal. C — detalhe de porcéo
da lamina foliar, na face adaxial, em vista frontal, mostrando as aréolas e terminagdes xilematicas. D e E — detalhe parcial
da epiderme voltada para a face adaxial e abaxial, respectivamente, em vista frontal: idioblasto cristalifero (ic); célula
subsidiaria (csb); estdbmato (es). F — detalhe parcial da Iamina foliar, em sec¢do transversal, mostrando um estdmato:
parénquima esponjoso (pj); cuticula (cu); atrio supra-estomatico (at); célula-guarda (cg); célula subsididria (csb);
idioblasto cristalifero (ic).



Figura 2 — Aspectos microscopicos e microscopicos do p6 em Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek

As escalas correspondemem AeBa50 um;em Ce D a 75 um; em E a 35 pm; em F a 120 um; em G a 180 um; em H
el a200um; em J a 50 um.

A e B — detalhes parciais do mesofilo de amostras distintas, em secc¢des transversais: face adaxial (ad); face abaxial (ab);
epiderme (ep); cuticula (cu); idioblasto cristalifero (ic); parénquima pali¢adico (pp); parénquima esponjoso (pj); xilema
(x); floema (f); bainha parenquimatica (bp); fibras (fb); estdmato (es). C e D — detalhe de um feixe vascular secundario
na porgdo basal e na por¢do mediana da lamina foliar, respectivamente, em seccdo transversal: fibras (fb); bainha
parenquimatica (bp); parénquima esponjoso (pj); parénquima palicadico (pp); xilema (x); floema (f). E — detalhe do bordo
foliar, em seccdo transversal, mostrando a nervura marginal: face adaxial (ad); face abaxial (ab); epiderme (ep);
parénquima palicadico (pp); parénquima esponjoso (pj); fibras (fb); estdmato (es). F, G e H — esquemas do aspecto geral
da porcdo mediana da nervura principal, em seccfes transversais, mostrando varia¢fes na distribuicdo do floema, xilema
e fibras: face adaxial (ad); face abaxial (ab); colénquima (co); epiderme (ep); parénquima palicadico (pp); xilema (x);
floema (f); fibras (fb). | — esquema do aspecto geral do peciolo, em seccéo transversal: epiderme (ep); fibras (fb); xilema
(x); floema (f). J — detalhe de um braquiesclereide do peciolo, em sec¢do transversal: braquiesclereide (br).



