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RESUMO

Esta pesquisa diz respeito ao processo de solubilizacdo de calculos biliares
pelo extrato de Senna occidentalis. Com 0 objetivo de descobrir a acdo do extrato
bruto hidroalc6olico em diferentes concentracdes na acdo de solubilizacdo dos
calculos. Para isso, o trabalho abordou a metodologia de testes IN Vitro, que séo
testes bioldgicos fora de um organismo vivo realizados em um ambiente controlado.
Além disso o trabalho contou com a utilizacdo de diferentes metodos de extracao
com o intuito de obter o maximo de compostos bioativos para o efeito de
solubilizac&o dos calculos: 1) Extracdo de arraste a vapor; 2) Extracao estatica fria;3)
Extracdo porreator de rotacdo e 4) Extracdo hidrica por coccdo. Apds o final dos
testes IN Vitro a analise confirmou a possibilidade da atuacdo do extrato bruto no
processo de solubilizagdo, visto que, o mesmo influenciou de forma positiva e

negativa na alteracado da massa final dos ensaios com os extratos.

Palavras-chave: Senna occidentalis, Extrato bruto, Solubilizagéo, Calculos biliares.



ABSTRACT
This research concerns the process of solubilization of gallstones by Senna
occidentalis extract. With the objective of discovering the action of the hydroalcoholic
crude extract in different concentrations in the action of solubilization of the
calculations, For this the work approached the methodology of IN Vitro tests, which
are biological tests outside a living organism carried out in a controlled environment.
In addition, the work included the use of different extraction means in order to obtain
the maximum of bioactive compounds for the effect of solubilization of the
calculations, 1) Steam drag extraction; 2) Cold static extraction; 3) Extraction by
rotating reactor and 4) Water extraction by cooking. After the end of the IN Vitro
tests, the analysis confirmed the possibility of the crude extract acting in the
solubilization process since it influenced in a positive and negative way in the

alteration of the final mass of the tests with the extracts.

Key words: Senna occidentalis, Crude Extract, Solubilization, Gallstones.
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INTRODUCAO

A colelitiase € a presenca de pedras (calculo) no interior da vesicula biliar a
qual tem a funcdo do armazenamento da bile produzida pelo figado A bile tem como
funcdo basica digerir as gorduras e auxiliar na absor¢cdo de nutrientes. Ela é
composta por agua, colesterol, sais biliares, bilirrubinato e lecitina. Em equilibrio,

estas substancias mantém a bile em estado liquido.

Quando o colesterol, os sais biliares ou os bilirrubinatos sado produzidos em
excesso pelo figado, ha precipitacdo formando pequenos granulos. Estes granulos
iniciam a formacdo dos calculos biliares. Existem dois tipos de calculos que podem
ser encontrados na vesicula biliar, os de colesterol e de sais biliares; podem ser
Gnicas ou varias acumuladas, que vao desde pequenos gréos a grandes calculos
(ALVES E FILHO, 2020).

Eles sdo considerados um problema de saude publica. Mais de 80% dos
calculos biliares sdo compostos por moléculas de colesterol (SINTON e SHAFFER,
2012). Os calculos biliares prevalecem em 10-15% da sociedade ocidental. Nos
Estados Unidos, mais de 20 milhdes de pessoas sofrem desta doenca, gerando
altos custos a cada ano. Na América Latina, México, Chile e Argentina e Brasil sdo
0s mais afetados por calculos biliares (TORRES e CAMPS, 2015)

O método, mais convencional e utilizado para o tratamento de calculos biliares
€ 0 processo cirargico operatorio, visto que h&d a necessidade de intervencéo
imediata dependendo do indice de pedras presentes dentro de cada paciente.
Diante da ocorréncia da doenca, conhecida como “pedra na vesicula”, ha
necessidade de medidas medicamentosas que possam evitar 0 processo cirirgico,
visto que este processo envolve uma série de cuidados pré e pés-operatorios,além
de um longo periodo de recuperacdo. Uma das alternativas estudadas e a da
utilizacdo de plantas com capacidades medicinais como medida curativa ou
preventiva para resolver este e muitos outros problemas de saude da humanidade,

um exemplo de plantas que possuem propriedades curativas e a Senna occidentalis.

A Senna occidentalis ou Cassia occidentalis € uma planta herbacea nativa da
América do Sul principalmente encontrada em regides de clima temperado,

comumente associada a diversos tipos de nome relacionado as caracteristicas da
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Planta, nomes como: paramarioba, conhecido na regido do baixo Amazonas (Brasil);
fedegoso, devido ao seu odor caracteristico; café negro, associado ao uso das
sementes para preparar uma bebida semelhante ao café; mata-pasto, por ser uma
planta frequentemente encontrada como contaminante de pastos para o gado e
plantacdes (CORREA, 1926 apud LOMBARDO, 2009).

Raffi et al.(2003), relatam que no meio cientifico académico a Senna
occidentalis € conhecida por seu grau de toxicidade em pastos bovinos, e pelo alto
indice de prejuizos a pecuaria, incluindo doencas miodegenerativas pelo processo
de infeccao pela ingestdo da planta e que ocorrem surtos originado desta ingesta.
Viegas Jr. et al. (2006), relatam que medicinalmente a planta possui diversas
propriedades farmacolégicas como purgativa, tbnica, hepdética, antipirética,

antitumoral, expectorante, anti-inflamatoria, diurética e antifungica.

Neste contexto, este trabalho teve o objetivo de testar o extrato de Senna
occidentalis na solubilizacdo de calculos biliares em testes in vitro.O processo de
solubilizacdo de uma substancia quimica é o resultado da interacdo entre a espécie
gue se deseja solubilizar (soluto) e a substancia que a dissolve (solvente),
(MARTINS et al.,2013).

1 OBJETIVOS
1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo do extrato bruto hidroalcéolico de Senna occidentalis
(Paramarioba) em diferentes concentracdes, frente a teste de solubilidade "in vitro"
com calculos biliares obtidos de pacientes submetido a colecistectomia (cirurgia de

vesicula).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Extrair compostos bioativos de Senna occidentalis em diferentes
concentragfes dos solventes hidroalcéolico e hidrico;
2. Testar a solubilizacdo de calculos biliares in vitro frente as diferentes

concentracfesde Senna occidentalis;
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3. Inferir métodos de solubilizacdo de célculos biliares com extratos de Senna

occidentalis.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Aspectos botanicos da Senna occidentalis.

Da familia das leguminosae o género Senna e constituido por mais de 600
espécies pertencentes as mais diversas classificacdes, sendo arbustos, arvores e

ervas distribuida em todas as regides tropicais e subtropicais do mundo.

Tabela 1: Taxonomia da espécie botanica Senna occidentalis

Categorias Classificacao

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Fabales

Familia: Leguminosae ou Fabaceae
Género: Senna

Espécie: Occidentalis

A espécie Senna occidentalis (Figura 01) é uma planta de arbustos
caracterizados por folhas perenes, lanceoladas, compostas, apresentam superficie
lisa ou brilhante, sistema radicular profundo, caule é duro e lenhoso, uma semente
do tipo dicotiledbnea com odor caracteristico e sabor amargo. As flores sédo de cor
amarela com 1 a 2 cm de diametro dispostas em inflorescéncias do tipo racemo,
axilares e também formando terminais, as bracteas sédo caduceus. As frutas séo
planas vagens, 10-12 cm de comprimento com 10-30 sementes. As sementes de
aréola sao pontiagudas na ponta e rombudo na outra (MANIKANDASELVI et al.,
2016).
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Figura 1: Espécie Senna Occidentalis L
(paramarioba ou fedegoso)
Fonte: O autor.

Este género € muito frequente nos ecossistemas brasileiros, particularmente
na Mata Atlantica. Devido a beleza de suas flores, algumas espécies sao muito
apreciadas e utilizadas como plantas ornamentais na regido sudeste (LOMBARDO
2008). A Senna occidentalis possui a sinonimia de Cassia occidentalis e a Cassia,
juntamente com aquelas tendo sinonimia Senna ou que mudaram para 0 grupo
Senna apds o novo sistema de classificacdo taxondémica, formam um dos maiores
géneros da familia das leguminosas. Diversos trabalhos mostram que este género
apresenta um grande potencial Biotecnolégico e farmacoldgico (VIEGAS JR. et al.,
2006).
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2.2Aspectos Quimicos da Senna occidentalis.

De acordo com Lombardi (2008), a composi¢cao quimica de cada planta varia
de acordo com o tempo de vida, temperatura e estagcdo do ano. Também podem
interferir na determinacao do perfil fitoquimico o local de origem, a época da colheita,
as condi¢cdes de armazenamento e os métodos de extracado e avaliacao.

A espécie Senna occidentalis é conhecida por suas diversas atividades
entofarmacologicas e biolégicas utilizadas na medicina popular, tais como: purgativa,
tbnica hepatica, bactericida, antipirética, antitumoral, expectorante, anti-inflamatoria,
diurética, antifingica, neurotoxica para bovinos (VIEGAS JR. et al., 2006). As
andlises referentes a busca de compostos quimicos na espécie registraram a
presenca de diversos componentes variando de acordo com a parte da planta
analisada.

Com o levantamento bibliografico, foi possivel listar diferentes trabalhos
envolvendo pesquisas sobre o0s componentes quimicos de espécie Senna

occidentalis, como mostra o Quadro 01.

Quadro 01: Componentes quimicos identificados em diferentes partes da estrutura da
plantaSenna occidentalis.

Parte da planta Compostos quimico identificados Referéncia
pesquisada
Semente e Antraquinonas e antronas (aloe- | SHAH e SHINDE, 1969;

emodina, reina, fisciona-diantrona, | DUKE, 1992;
islandicina e crisofanol-biantraquinona, | ALWARHI, AL-HAZIMI e
cassiolina, morfolina, = campesterol, HUSSAIN. 2003
sitosterol, taninos, crisarobina, ' o
helmintosporina, xantorina). GINDE etal., 1970;
o Proteinas, carboidratos  (piranose, | KIM etal., 1971;
glucose, gomas e mucilagens). RIZVI et ai, 1971.
e Sais minerais (calcio, cobre, ferro,
magnésio, manganés, sodio, potassio e

zinco).
e Oleo essencial, gorduras e &cidos
graxos.
Flor ¢ Fisciona e emodina LOMBARDI, 2008
Raiz o Fitosterois, fisciona, pinselina, LAL e GUPTA, 1973;
metilxantona, saponinas, taninos, WADER e KUDAYV, 1987;
quercetina. KITANAKA et al, 1989;
¢ Derivados de antraceno (antronas, DUKE. 1992

crisofanol e emodina). EVANS. BANSO e SAMUEL

2002

Folha e Canferol, flavanona e glicosideos | ANTON e DUQUENOIS,
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flavonoidicos. 1968;
¢ Crisofanol, biantraquinona, alcal6ides, | TIWARI e SINGH, 1977;
taninos, flobataninos e saponinas. HUSSAIN e DEENI, 1991;
DUKE, 1992;

HATANO et al.,1999;
PURWAR et al., 2003;
OGUNKUNLE e LADEJOBI,
2006

Observa-se que a espécie Senna occidentalis vem sendo estudada por muitos
pesquisadores ha muito tempo, visto a diversidade de compostos presentes.

Também por suas potencialidades biotecnoldgicas e farmacoldogicas.

2.3 Aspectos etnomedicinais da Senna occidentalis.

A Senna occidentalis possui um grande registro de seu uso medicinal em
diversas culturas, visto que se trata de uma planta de clima tropical e amplamente
encontrada em regifes de pasto, tornando seu acesso facil e pratico. O Extrato da S.
occidentalis € utilizado na cura de inflamacdes oculares na Ayurveda. E também
utilizada na Jamaica para a cura de diarreia, disenteria, obstipacéo, febre, cancro,
eczema e doencas venéreas (JACKSON e ALLEYNE,2004)

A infusdo de raizes é considerada benéfica na obstrucdo do estbmago e
incipiente hidropisia. As raizes sdo também utilizadas como medicamentos
veterinarios para doencas animais, e como antidoto em caso de veneno, possesso
de que ja vem sendo descrito desde o inicio do século XIX como no trabalho de
Watt, 1889. Raizes de S. occidentalis foram também utilizadas contra queixas
gastricas, para aumentar a lactacdo, na tosse convulsa, etc. Na Nigéria, as raizes
desta planta foram fervidas com agua e tomadas como cha para obstipacéo e contra
descarga branca em senhoras, assim afirma Jain (1991).

A Senna Occidentalis é utilizada em Mali, na Africa, numa receita tradicional
contra malaria composta por trés antipalidicos de ervas, folhas de S. occidentalis,
folhas de Lippiachevalieri e cabecas de flores de Spilanthesoleraces (BODEKER e
BUFORD, 2007). A pasta de folhas é aplicada externamente na cicatrizacdo de
feridas, feridas comichdo e doencas cutédneas. As folhas sdo também utilizadas em
fraturas Osseas, febre, ténia, doencas de pele, infec¢cdes de garganta e feridas. As
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folhas sdo queimadas e a fuligem obtida é misturado com 6leo de coco e aplicado

nas palpebras para arrefecimento do sono (PATIL e PATIL, 2006).

As sementes sdo assadas castanhas, pulverizadas, usando uma pequena
quantidade, para fazer cha com acUcar castanho, utilizado em Fujian como
substituto do cha para as pessoas com pressao arterial elevada. As vagens assadas
desta planta sio comidas para problemas de tosse na india. Decoccéo de frutos e
as flores sé&o utilizadas no tratamento de perturbacdes mentais (HU, 2005).

Além desses usos a planta também e conhecida como uma “faminefood”
um alimento de fome ou de pobreza, é qualquer alimento barato ou prontamente
disponivel usado para nutrir as pessoas em tempos de fome (JAIN, 1991). Nas
colinas de Malyagiri, uma decoccdo € feita de folhas de S. occidentalis,
Glycosmispentaphylla e Vitexnegundoe utilizado para o banho de bebés recém-

nascidos para tornar a pele imune de doencas (YADAV, et al., 2010).

2.4 Colelitiase ou Litiase Biliar

A colelitiase ou litiase biliar e a doenca originariam causadora dos célculos
biliares ainda € uma das doencas a qual o quadro clinica leva normalmente a
cirurgias mais frequentes nas emergéncias em todo o mundo ela pode ser dividida
clinicamente em trés estagios clinicos: assintomatico, sintomético e complicado
(MERCURI, 2000).

A obstrucdo do ducto biliar por um calculo, em 90% dos casos gera uma
inflamacéo aguda da vesicula na maioria dos casos. Surge uma cdlica que logo se
transforma em uma dor intensa no hipocondrio direito, nduseas, vomitos e febre em
70% dos pacientes. Existem muitos fatores de risco para o desenvolvimento calculos
biliares, entre os mais importantes incluem: estilo de vida sedentario, obesidade,
idade avancada e hipercolesterolémica (ERPECUM, 2011;CHUANG, 2013).

A prevaléncia de calculos biliares ocorre quase que exclusivamente em
adultos. A litiase vesicular € rara na crianga, comeca a ser identificada na
adolescéncia, apresenta um marcado acréscimo na incidéncia entre os 35 e 55 anos
e aumenta, gradualmente, a partir dos 55 anos. Estimativas baseadas em estudo de
necropsia indicam que, aproximadamente, 50% dos pacientes idosos tém colelitiase
aos 75 anos de idade (HERMANN, 1989).
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Os calculos biliares humanos sao classificados quimica e morfologicamente
em duas categorias: calculos de colesterol puros ou mistos e célculos pigmentares;
os ultimos totalizam apenas 10% dos célculos vesiculares. Existem diversos fatores
responsaveis na formagéo dos calculos biliares, dentre eles os defeitos metabdlicos
e da secrecéo de lipidios biliares, a disfuncédo da vesicula biliar e a precipitacdo de
colesterol e sais de calcio (SANTOS et al.,2008).

2.5 Composicao dos Calculos Biliares

Em relacdo a sua composicao, Aschoff (1924) apud Mercuri (2002) classificou
0os calculos biliares em quatro grupos: inflamatérios, metabdlicos, mistos e
estagnados.

e Os inflamatérios apresentam caracteristicas multiplas, facetadas e de

coloracdo marrom amarelado.

e Os metabdlicos se subdividem em: solitarios, calculos de colesterol de
coloracdo branco amarelado, multiplos, célculos de bilirrubinato de calcio,
gue apresentam forma nodular e coloracdo marrom amarelado e as
calculos pigmentares de forma irregular e coloracao preta.

e Os mistos apresentam aspectos do tipo metabdlico e inflamatorio.

e Os estagnados apresentam forma oval de textura macia coloracdomarrom
amarelada e formados, predominantemente por ductos biliares comuns.

Mercuri  (2000), considera que essa classificacdo nao apresenta
embasamento com dados analiticos sendo apenas um aspecto morfoldgico
relacionado a etiologia.

Ha relatos de trés tipos de calculos biliares em humanos: céalculos de
colesterol e dois tipos de calculos pigmentares, trivialmente, chamado preto e
marrons, (SUTOR & WOOLEY, 1971). Aproximadamente, 75% dos calculos biliares
sdo constituidos de cristais de colesterol e 25% formados pelo excesso de
pigmentos biliares divididos pelos pigmentares preto e marrom, sendo os de
pigmentares marrons 0s de menor ocorréncia visto qgue 0os mesmos sao constituidos
guase que exclusivamente por sais de calcio, sob a forma de carbonato, fosfato,
estearato ou palmitato, por ordem decrescente de frequéncia (MARQUES, 1993).
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Em relac&o aos calculos de colesterol através da cristalografia foi confirmado
gue 0s maiores componentes sdo os cristais de colesterol monohidratados, ou seja
possuem moléculas de agua aprisionadas em sua estrutura, em pequena quantidade
de uma forma cristalina alternativa de colesterol anidro e em sua maioria conterem
uma pequena quantidade de sais de calcio, sozinhos ou combinados, como 0s
seguintes compostos: carbonato de calcio, fosfato de calcio e palmitato de calcio
(SUTOR & WOOLEY, 1973).

Além disso, a hiposecrecdo de sais biliares que ocorre na cirrose biliar e na
colongite esclerosante e a perda anormal observada na ressecdo ileal ou outras
sindromes de ma absorcdo associadas sdo fatores envolvidos na formacédo dos
calculos. Estas alteracdes levam a supersaturacdo de colesterol na bile com
formacdo do nucleo de cristais na vesicula biliar (SANTOSet al.,2008). Os cristais
que cresceme unem-se uns aos outros e com outros componentes da bile como a
mucina, bilirrubina e o célcio formando os calculos.

As hipéteses atuais dadas para a formacao dos calculos pigmentares incluem
a concentracao de bilirrubina ndo conjugada insoluvel, a deficiéncia da concentracdo
de sais biliares para solubiliza-la, além de outros fatores como o possivel excesso de
calcio e mucina na vesicula e a disfuncao vesicular (SANTOS et al.,2008). Visto que
possui essa nomenclatura pelo fato da bilirrubina ser considerado um pigmento biliar
de estrutura tetrapirolica de cadeia aberta e um dos componentes principais da

producao de calculos classificados como pretos.

2.6 Métodos de tratamento para Colelitiase ou Litiase Biliar

Atualmente as doencas envolvendo a presenca de calculos no corpo humano,
sao resolvidas por meio de um tratamento interdisciplinar dos doentes o qual
avancgou consideravelmente durante as Ultimas décadas gragcas a um conhecimento
crescente dos mecanismos fisiopatologicos e da evolugdo técnica notavel nos
procedimentos endoscoépicos e cirargicos (EASL, 2016).

A colelitiase apresenta um quadro clinico onde a dor aguda continua e
caracteristicamente localizada em hipocéndrio direito/epigastrio que, por vezes, pode
irradiar para a regido escapular apoés refeicdes ricas em gorduras, ante de um
paciente que se apresenta com as queixas se realiza a ultrassonografia (USG)

abdominal.
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O qual atualmente € o melhor e mais sensivel método diagnostico
na colelitiase, apresentando uma sensibilidade e especificidade ao demonstrar
imagens ecogénicas que causam uma sombra acustica posterior, uma vez
diagnosticada colelitiase e indicado como melhor método de tratamento atualmente
a colecistectomia.

A colecistectomia e a remocéo cirargica da vesicula biliar, ela pode ocorrer de
duas formas. A primeira e a colecistectomia laparoscopica com o paciente em um
guadrode anestesia geral. Nisto ocorre uma intervencéao videolaparoscopica em que
se introduzem trés ou quatro pequenas canulas no abdémen através de pequenos
orificios. Mediante uma camara de video especial observa-se o interior do doente.
Através dos pequenos instrumentos cirlrgicos € possivel separar a vesicula dos
outros 6rgdos e remové-la através de um desses orificios a outra e a colecistectomia
convencional ou “colecistectomia aberta” € a operagao a vesicula mais antiga. Nesta
cirurgia é necessario fazer uma incisdo no abdomen para retirar a vesicula
(CARNEIRO 2020).

Existem também autores que relatam o uso de plantas como forma de
tratamento alternativo derivado de etinoconhecimento na utilizacdo do combate e
diminuicdo de calculos biliares, autores como Barbosa (2014); relata a utilizagdo da
espécie erythroxylumhavanens que e utilizada tradicionalmente na medicina de
Cuba para o tratamento de pedras na vesicula e Pinheiro (2020), relata a
utilizacdodo Chaparral (Larreatridentata) uma planta comum das regifes aridas do
norte do México e do sudoeste dos Estados Unidos, popularmente utilizado por toda

a populagéo para tratar diversas enfermidades incluindo pedras na vesicula.
2.7 Solubilidade e Solubilizagéo.

O processo de solubilizacdo esta diretamente ligado ao conceito de
solubilidade quimica, que se trata da propriedade fisica das substancias de se
dissolverem, ou ndo, em um determinado liquido. A solubilidade é um dos temas
mais relevantes da area da quimica, tanto pela sua importancia intrinseca quanto
pela variedade de fendmenos e propriedades quimicas envolvidas no seu
entendimento.

O processo de solubilizacdo e o resultado da interacdo de uma substancia
guimica a qual deseja-se que se solubilize (soluto) e a substancia que a dissolve

(solvente), e pode ser definida como a quantidade de soluto que dissolve em uma
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determinada quantidade de solvente, em condi¢des de equilibrio quimico (MARTINS
et al.,2013).

A solubilidade entdo pode ser descrita como um termo quantitativo, visto que
se trata de uma propriedade fisica a qual desempenha um importante papel em
diferentes éareas, dando enfoque a biotecnologia, visto que a mesma atua
diretamente na producéo de extratos com a utilizacdo de compostos organicos, além
de se fazer necessério para a ecologia diretamente ligada a importancia ambiental,
devido ao fato do conhecimento da solubilidade é necesséario para a previsdo do
destino ambiental de contaminantes e poluentes, processos de adsor¢do no solo e

fatores de bioconcentracéo de agrotoxicos (KATRITZKY, 2010).

3 MATERIAIS E METODOS

3.10btencao da espécie vegetal Senna Occidentalis.

A espécie Senna occidentalis se deu por coletas de campo em diferentes
areas localizadas no baixo amazonas. As coletas foram realizadas em duas areas
com caracteristicas de solo diferente, obtendo um total de quatro coletas para
obtencédo do material vegetal.

A primeira coleta foi realizada na area rural do municipio de Parintins, na
comunidade de Vila Amazobnia (Figura 2A). Esta area € de assentamento agricola,
organizado pelo INCRA, intitulada Gleba de Vila Amazoénia. O local apresenta
caracteristicas de uma comunidade ribeirinha com ecossistema de terra firme e
varzea, solo arenoso. As demais coletas ocorreram em outra area rural do municipio
de Parintins, na comunidade do Macurany (Figura 2B). Este local apresenta
ecossistemas de terra firme, solo argilo-arenoso, com campo para pastagem de

criagdo de bovinos e equinos.
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Figura 2: A) Coleta de Senna occidentalis, realizada na Gleba de Vila Amazonia;
B) Coleta de S. occidentalis na comunidade do Macurany .Fonte: O Autor

3.2 Obtencéo dos Calculos Biliares.

Os célculos biliares foram obtidos no hospital Municipal de Parintins Hospital
Regional Dr. Jofre Matos Cohen. Foi encaminhado um documento a direcdo do
hospital, solicitando a doacdo de célculos biliares extraido de pacientes. De acordo
com informacdes do hospital, ndo havia esse material armazenado, pois
normalmente € entregue aos pacientes. Arecomendacdo do hospital foi de que a
solicitacao fosse realizada diretamente dos pacientes.

Assim foi feito, pois, naquele dia, haviam trés pacientes que estava em
preparacao acirurgia para retirada dos calculos biliares. Uma das pacientes realizou
a doacao sem hesitacdo, pois gostaria de “se livrar”’, ja que havia sofrido muitas
dores em funcédo da presenca dos calculos em seu organismo. Doados pela paciente
em questao foram 28 célculos biliares da mesma (Figura 03) para que os testes
desta pesquisa pudessem ser efetivados. Todos os célculos foram lavados com

agua destila e submetido a secagem e armazenados sob refrigeracéo.
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Figura 3: Célculos biliares obtidos de um paciente, ap6s processo cirlrgico.
Fonte: o autor.

3.3 Preparacédo do Material vegetal.

Todo material botanico coletado foi submetido a secagem, para reduzir a
concentracdo de agua. As primeiras secagens foram realizadas em temperatura
ambiente e na sombra (Figura 04).Devido a alta umidade atmosférica (em torno de
95%), intensidade de chuvas e temperaturas elevadas no periodo (periodo de
inverno amazonico), a secagem do material ficou comprome ida, ocasionando a
perda, devido a proliferagcdo de fungos e outros microrganismos. Novas coletas

foram realizadas.

Figura 4: Secagem a sombra das folhas de Senna occidentalis,
em temperatura ambiente, na sombra.
Fonte: O Autor.
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Para suprir a necessidade de secagem de forma mais segura e acelerar o
processo, foi confeccionado uma estufa, adaptada em uma estrutura de geladeira
(Figura 5A), com aquecimento por lampadas incandescente de 100 watts de
poténcia, (chegando a 45 a 50°C). Novas coletas foram realizadas e o material foi
armazenado na estufa adaptada (Figura 5B). Este procedimento diminuiu o tempo
de secagem e reduziu a contaminacdo por microrganismos, garantindo assim, a

obtencédo do material botanico para as proximasetapa de trabalho.

Figura 5: A) Estufa adaptada na estrutura de geladeira. B) Material vegetal de S. occidentalis em
processo de secagem na estufa.
Fonte: O Autor.

Apés a secagem, as folhas foram separadas do caule e trituras em triturador
de 4 laminas (liquidificador simples). O material triturado foi embalado em sacos de
polietileno (Figura 6) e armazenado para ser utilizados nas préximas etapas
metodoldgicas.
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Figura 6: Folhas de S. occidentalistrituradas e armazenadas em sacos de
polietileno.Fonte: O Autor

3.4 Processos de extracéao

O presente trabalho usou quatro processos de extracdo com o intuito de obter
0S compostos bioativos aos quais pudessem ser responsaveis pelo processo de
solubilizagdo dos célculos biliares: 1) Extracdo por arraste a vapor; 2) Extracdo

estatica fria;3) Extracdo por tanque agitado e 4) Extracdo hidrica por cocg¢ao.

3.4.1 Extracao por arraste a vapor

O processo de extracdo por arraste de vapor é um método de separacao de
misturas que utiliza o vapor de agua para volatilizar substancias presentes em uma
planta. Normalmente é utilizado para obtencdo de 6leos essenciais. A extracdo foi
realizada em equipamento especifico para esse tipo de extracdo. Nesta extracao foi
utilizado 50g de material vegetal triturado (S. occidentalis) mergulhado em um litro
de agua destilada adicionados no baldo de destilacdo (Figura 7). A extracdo foi

realizada por um periodo de duas horas. Nao ouve indicios da presenca de 6leos
essenciais.
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Figura 7: Processo de extragdo por arraste a vapor.

3.4.2 Extracao estatica fria.

Foram confeccionados cartuchos com papel de filtro contendo 50g das folhas
secas trituradas de S. occidentalis (Figura 8) para extracdo estatica fria. No total

foram feitos 5 cartuchos.

Figura 8: Medida de massa das folhas trituradas de
S.occidentalis para extracéo estética.: Fonte O Autor

As extracdes foram realizadas em diferentes concentracdes de alcool a partir
da concentracdo de 96%. As diluicbes foram realizadas conforme mostra a Tabela
02. Também foi realizada uma extracdo aquosa. O extrato aquoso foi descartado

devido a proliferagdo de microrganismos no periodo de extracéo.
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Tabela 02:Concentracdes de alcool utilizadas na extracédo
hidroalcodlica estatica fria.

Numero de | Concentracdo | Concentragcdo
diluicdes de alcool (%) de dgua (%)
1 0 100
2 25 75
3 50 50
4 75 25

5 96 4

Na diluicdo das solucdes em diferentes concentracdes do solvente, foi

utilizada a seguinte equacao:

Vi= &7 '_Vf
Ci

Onde:

Vi = Volume inicial

Cf = Concentracao final

Vf — Volume final

Ci = Concentracao inicial

A extracdo consistiu em um cartucho com 50 gramas de S. occidentalis
adicionado em um recipiente de vidro contendo 1 Litro do solvente na concentragédo
preparada. Foram um total de cinco frascos (um para cada concentragao) (Figura
09). Os frascos foram deixados em repouso hum periodo sete dias em temperatura
ambiente (25 a 30°C) sem influencia de luz (cobertos com lona preta). Apds esse
periodo o extrato foi separado do cartucho e armazenado sob refrigeragédo para

utilizag&o nos testes posteriores.
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Figura 9: Recipientes de vidro utilizados no processo de extracao estatica fria nas diferentes
concentracdes de alcool e em agua. Fonte: O Autor.

3.4.3 Extracao por tanque agitado

Para esta etapada do trabalho, foi confeccionado um equipamento para a
realizacdo da extracdo por tanque agitado (Figura 10). Foi utilizado um recipiente de
vidro com capacidade de 1,8 L fixo em uma base de madeira. A vedacao também foi
ajustada em uma estrutura de madeira, inserida ao meio um “Mixer vertical com fungao

turbo” que funcionou como um agitador mecanico.

—

Figura 10: Reator mecénico de rotagdo para extracdo. Fonte: O Autor
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A extracdo foi realizada com as mesmas concentragcdes do solvente,
conforme a Tabela 2. O preparo foi com 20 gramas de S. occidentalis adicionado
(sem uso de cartucho) ao recipiente de vidro contendo 1 Litro do solvente na
concentracdo preparada (Figura 11). Foram realizadas cinco extragbes, um para

cada concentracao do solvente.

Figura 11: Extracdo com folhas de S.
occidentalis em tanque agitado. Fonte: O Autor

O periodo de extracdo total teve a duracdo de 1 hora e 30 minutos. Neste
periodo de tempo, a agitacdo com o Mixer foi de 15 segundos de funcionamento e 3
minutos de repouso em uma hora de trabalho e, novamente repouso de 30 minutos.
Este procedimento ajudou no processo de maturacdo do extrato. Essa metodologia
de funcionamento se deu pela recomendacdo de uso do mixer segundo as
especificacdes técnicas fornecidas pelo fabricante no manual de funcionamento do
produto, o qual recomenda o uso maximo de 15 segundos e um periodo de 3
minutos de descanso. ApOGs esse tempo o extrato foi coado em peneira para
separacdo do material vegetal solido (Figura 12). O extrato foi armazenado sob

refrigeracdo para os testes posteriores.
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Figura 12: Processo de filtragem do liquido e
separacgdo das moléculas. Fonte: O Autor

3.4.4 Extracdo hidrica por cocgao

Nos extratos aquoso realizados pelos dois processos de extragdo citado
anteriormente (Estatico e em Reator) ocorreu a proliferacdo de microrganismo
durante os ensaios de solubilizagdo dos calculos biliares. Dessa forma, optou-se
pela extracdo aquosa por coccao (preparacdo de um chd) das folhas trituradas de S.
occidentalis. Foi adicionado 50g de material triturado da planta em 1,5L com agua
destilada. A mistura ficou em cocc¢do por um periodo de 15 minutos, apds o inicio da
ebulicdo. A mistura foi coada para separa¢do do material sélido e armazenada para

0S ensaios posteriores.

3.5 Ensaios in vitro.

Os ensaios foram realizados com os célculos biliares, frente ao contato com
os extratos de S. occidentalis nas diferentes concentracdes alcodlica e com agua e
diferentes processos de extracdo. Vale ressaltar que néao foi realizado os testes com
0s extratos por arreste a vapor (item 3.4.1), por ndo ter se obtido 6leos essenciais a

partir das folhas da planta.
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3.5.1 Ensaio controle.

Em dois tubos de ensaios foram adicionados 20 mL de agua destilada
esterilizada (solvente aquoso) e mais dois tubos com 20 mL do alcool 96% (solvente
alcoodlico). Em cada tubo foi adicionado um calculo biliar, com massa devidamente
mensurada e datada a registro para comparacdes futuras. Os tubos foram vedados e
identificados segundo sua condicdo de ensaio. Em seguida ficaram em repouso,
sem incidéncia de luz e em temperatura ambiente, por um periodo de sete dias.
ApOs esse periodo, os céalculos foram retirados, submetidos a secagem por 48 horas
e aferida sua massa novamente (massa final). Os ensaios foram realizados em

duplicatas.

Figura 13: Medida de massa inicial dos Calculos Biliares. Fonte: O Autor

3.5.2. Ensaios de solubilidade com os extratos de Senna occidentalis.

Da mesma forma como nos ensaios controle, foi adicionado 20 mL de cada
extrato (dois tubos para cada concentracdo — duplicatas) cada um contendo um
calculo biliar, devidamente aferido com sua massa inicial. Foram um total 16 tubos,
sendo oito tubos de ensaios para os extratos hidroalcodlicos estatico a frio e oito
tubos para os extratos hidroalcolicos por reator rotativo (Figura 14).

Os tubos foram vedados e identificados segundo sua condi¢cdo de ensaio. Em
seguida ficaram em repouso, sem incidéncia de luz e em temperatura ambiente, por
um periodo de sete dias. Apds esse periodo, os célculos foram retirados,

submetidos a secagem por 48 horas e aferida sua massa novamente (massa final).
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Figura 14: Tubos de ensaio no suporte para repouso de
uma semana. Fonte: O Autor

Os ensaios com 0 extrato aquoso por cocgao, seguiu 0 mesmo procedimento
gue os demais ensaios.

3.6 Analise e tabulac&o dos dados.
Os dados obtidos foram tabulados, plotados em tabelas e graficos por meio
do programa Excel, para analise dos resultados em cada ensaio experimental. As

interpretagdes e discussdes dos resultados serd com base na literatura disponivel.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados do trabalho foram apresentados em 3 partes segundo a
sequéncia metodoldgica: 0s ensaios controle; 0s ensaios com 0s extratos

hidroalcolicos e os ensaios com extratos hidricos por cocgao.

Tabela 3: Demonstrativo dos resultados do ensaio controle na presenca de agua e alcool frente a
solubilidade de célculos biliares.

ENSAIO CONTROLE

o ) Diferenca de
Solvente Massa Inicial (g) Massa Final(g)

Massa (g)

0,135 0,139 -0,004
0,099 0,102 -0,003

H20
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Alcool 0,139 0,113 0,026
96% 0,112 0,084 0,028

De acordo com estes resultados percebe-se que no ensaio quando havia
somente o solvente aquoso, ndo houve perda de massa nos calculos. Este fato pode
estar associado ao aprisionamento de moléculas de 4gua na estrutura de cristais
presente nos calculos biliares. Esses resultados podem ser explicados pelos
processos de solvatacdo e solubilizacdo, onde nos testes com agua acontece
interacdo de ions do soluto com as moléculas do solvente. Esta ligacdo ocorre entre
ions de sédio presente nos cristais, que tem carga positiva com os ions de oxigénio
de carga negativa, presente na molécula de agua e séo polares.

Por outro lado, observa-se que houve perda de massa quando o ensaio foi
com o solvente hidroalcoodlico (96%). O percentual de perda foi de 22%, o que pode
representar a degradacdo da massa dos calculos biliares. O grupo OH da
moléculade alcool é polar e forma ligac6es de hidrogénio com as moléculas de agua.
Dito isso possivelmente, o solvente exerceu alguma influéncia sobre os célculos. De

outra forma estes resultados estdo demostrados na figura 15.y

ENSAIO CONTROLE
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0,040
0,020
0,000

M PESO INICIAL M PESO FINAL APOS 48H

Figura 15: Grafico demonstrativos dos ensaios controle na solubilizacéo
de célculos biliares com o solvente agua e alcool (96%).Fonte: o autor
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Os resultados obtidos no ensaio com os extratos hidroalcodlico com extracao

estatica fria, estdo descritos na Tabela 4,

Tabela 4: Demonstrativo dos resultados do ensaio com extratos hidroalcodlico com extracao estatica
fria, frente a solubilidade de célculos biliares.

EXTRACAO HIDROALCOOLICA ESTATICA FRIA
Concentracao de Massa Inicial (g) Massa Final (g) Diferencial de
Etanol na Massa (g)
solucéo(%)
25 0,116 0,117 -0,001
0,129 0,131 -0,002
50 0,124 0,125 -0,001
0,090 0,092 -0,002
75 0,087 0,084 0,003
0,096 0,093 0,003
96 0,122 0,070 0,052
0,102 0,066 0,036

Este resultado apresenta um padrdo de valores nas perdas de massa. Nota-
se a influéncia do alcool na perda de massa dos calculos biliares.

Observa-se que nas concentracdes menor teor alcodlico ou com
proporcionalidade igual com a agua, a massa do calculo biliar foi afetada, causando
um aumento ou estabilidade variavel na massa final do calculo, como no ensaio
controle. onde havia somente agua. A figura 16 representa graficamente estes

resultados.

EXTRACAO HIDROALCOOLICA ESTATICA
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Figura 16: Grafico demonstrativos dos ensaios com extratos hidroalcodlico com
extragdo estatica fria, frente a solubilidade de calculos biliares. Fonte: o autor
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As concentracdes onde o teor alcodlico se apresenta superior a quantidade
de agua na solucéo, percebe-se a uma perda de massa maior na contracdo de 96%
de alcool, correspondendo aos resultados no ensaio controle com perda de massa
meédia de 22%, porem neste ensaio (Tabela 4), o percentual de perda foi de 40% em
média, potencializando a acdo do extrato da Senna occidentalisna solubilizacdo dos

calculos, biliares.

Tabela 5: Demonstrativo dos resultados do ensaio com extratos hidroalcodlicona extracéo por tanque
agitado, frente a solubilidade de calculos biliares.

EXTRACAO HIDROALCOOLICA POR TANQUE AGITADO
Concentracao Massa Inicial (g) Massa Final (g) Diferencial de
de Massa (g)

Etanol na
solucéo(%)

25 0,110 0,112 -0,002

0,101 0,103 -0,002

50 0,083 0,083 0,000

0,107 0,106 0,001

75 0,124 0,122 0,002

0,130 0,128 0,002

96 0,133 0,086 0,047

0,134 0,092 0,042

Os testes realizados com extratos obtidos em reator com agitacéo,
apresentou resultados similares aos obtidos pelo processo de extracao estatica fria,
confirmando que nas concentracdes onde havia maior concentragcdo de &lcool
(96%), a perda de massa foi maior, com média de 34% (Tabela 5). Possivelmente
ocorreu a solubilizacdo nos calculos biliares, potencializados pelos compostos

bioativos extraidos da planta. A figura 17 representa graficamente estes resultados.
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EXTRAGAO HIDROALCOOLICA POR TANQUE AGITADO
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Figura 17: Grafico demonstrativos dos ensaios com extratos hidroalcodlico com
extragdo por tanque agitado, frente a solubilidade de calculos biliares.
Fonte: o autor

Entre os experimentos realizados nota-se que ndo a diferenca entre 0s
resultados comparados nos diferentesprocessos de extracdo. Observa-se que néo
ouve alteracdo de massa nos calculos submetidos ao experimento nesta
concentracdo onde apresenta-se uma quantidade alta de agua, supondo de que néo

houve interacdo direta nem da agua.

Ambos os resultados obtidos, tanto no experimento do controle, quanto no
experimento com o0s processos de extracdo, levam a crer que a concentragdo onde
apresenta-se alto indice de é&lcool, ha de fato a solubilizacdo dos calculos, e que a
mesma se torna potencializada com a adi¢cao do extrato de S. occidentalis, isso leva a
conclusdo de que o principal composto bioativo que esta atuando de fato na
solubilizacédo dos calculos, esta sendo extraido pelo extrato com maior concentracao
de é&lcool.

Considerando que a extracdo por taque agitado é um processo superior, 0
mesmo atua com catalisadores fisicos que auxiliam no processo na extracao,
possibilitando 0 aumento da superficie de contato das moléculas assim como a
agitacdo da substancia levando a colisdo entre soluto e esolvente, o que catalisa a
absorcao pelo solvente

Os ensaios com a extracdo hidrica por coccdo, em que os célculos biliares
foram expostos ao contato em uma concentracdo de solvente 100% aquoso,

mostraram os resultados conforme a Tabela 6.



36

Tabela 6: Demonstrativo dos resultados do ensaio com extratos aquoso na extracdo por cocc¢ao,
frente a solubilidade de calculos biliares.

EXTRACAO HIDRICA POR COCCAO

Massa Inicial (g) Massa Final (g) Diferencial de Massa (g )
0,116 0,110 0,006
0,099 0,093 0,006

Os testes realizados com extratos obtidos por coc¢ao, apresentou resultados
de perdas de massa nos calculos biliares, embora o percentual de perda tenha sido
menor (7%) em relagcdo aos demais ensaios (Tabela 6). A figura 20 representa

graficamente estes resultados.

EXTRAGAO HIDRICA POR COCCAO

1 2

B MASSA INICIAL ~ m MASSA FINAL

0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Figura 18: Gréafico demonstrativos dos ensaios com extrato aquoso com
extragdo por coccao, frente a solubilidade de calculos biliares.
Fonte: o autor

Quando comparado aos testes com o controle, o qual apresentou um
percentual de perda de massa negativo, ou seja, um ganho de massa, fica claro que
no teste de extracdo hidrica por coccdo, houve fatores que influenciaram para que
ocorresse 0 processo de solubilizacdo do calculo. Fatores que podem estar
relacionados com a acao de compostos presente no extrato de S. occidentalis. Visto
que foi o Unico fator que poderia influenciar no resultado, dada as condi¢cbes de
ensaio.

Como demostrado nos resultados dos testes realizados neste trabalho, é real

a possibilidade que ocorra a solubilizagcéo in vitro de calculos biliares, com o extrato
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da S. occidentalis, levando a crer que o fator que influenciou na solubilizacdo séo os

compostos bioativos presentes nos extratos da planta.

CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho visou avaliar o processo de solubilizacdo in vitrode calculos
biliares em diferentes concentragcbes de extratos de Senna occidentalis L
(paramarioba). Os resultados mostraram que houve aumento na massa dos calculos

quando a concentracao de agua era maior que a concentracao de alcool.

Os métodos de extracdo utilizado no trabalho demonstram indicios da
possibilidade da influéncia da espécie S. occidentalis, na solubilizacdo dos célculos
visto que o mesmo potencializou a degradacdo em meio alcodlicoe meio aquoso,

mesmo nao havendo perdas de massa nos resultados do ensaio controle.

O presente trabalho abriu um leque de possibilidade a respeito da influéncia
da planta na solubilizacdo de célculos biliares, abrindo perspectivas sobre novas
possibilidade de pesquisas na busca de solugdes para o controle de doengas ou a

busca de novos farmacos.
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