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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil fitoquimico e atividades biolégicas
de Cestrum intermedium, uma espécie de solanacea nativa do Brasil, muito utilizada
como ornamento por suas flores atraentes de odor agradavel. E considerada a
planta toxica de maior importancia em regides do sul do pais, desenvolvendo quadro
hepatotdxico em gado bovino que ingere suas folhas, ocasionando morte na maioria
dos casos. Os extratos brutos e fracdes de folhas e cascas da espécie foram
avaliados quanto a toxicidade aguda em microcrustaceos e larvas de Aedes aegypti,
quanto ao potencial hemolitico, antimicrobiano e antioxidante, além de tracar o perfil
fitoquimico da espécie. Os bioensaios tracaram um perfil ecotoxicoloégico e de
atividades biologicas preliminares da espécie, evidenciando ecotoxicidade aos
organismos testados, potencial hemolitico, fraco potencial antimicrobiano contra C.
albicans, S. epidermidis e S. aureus, moderada capacidade antioxidante comparavel
a rutina e butil-hidroxi-tolueno. Os resultados dos bioensaios foram avaliados
juntamente com o perfil fitoquimico obtido pela realizacdo de ensaio sistematico
fitoquimico, possibilitando inferir quais classes de metabdlitos secundarios sdo os
responsaveis pela atividade.

Palavras-chave: Coerana. Ecotoxicidade. Potencial hemolitico. Perfil fitoquimico.
Aedes aegypti.



ABSTRACT

This work presents as objective to evaluate Cestrum intermedium’s phytochemical
profile and biological activities, a Brazil native Solanaceae species, broadly used as
ornament for its attractive and pleaseant odor releasing flowers. Some country’s
southern regions it’s considered to be the most important toxic plant, for causing liver
toxicity in cattle which ingest its leaves, resulting in death most of the times. Leaves’
and barks’ gross extracts and it's fractions were evaluated for acute toxicity in
microcrustaceans and Aedes aegypti larvae, for hemolytic, antimicrobial and
antioxidant potentials, besides outlining species’ phytochemical profile. Bioessays
outlined species’ preliminary ecotoxicological and biological activities prolife, showing
toxicity for microcrustaceans tested, hemolytic potential, weak antimicrobial potential
against C. albicans, S. epidermidis and S. aureus, comparable to rutin and butyl-
hydroxi-toluen moderate antioxidant capacity. Bioessays’ results were evaluated
observing phytochemical essays’ results, providing an active secondary metabolites
panorama.

Key words: Coerana. Ecotoxicity. Hemolytical Potencial. Phytochemical profile.
Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para fins medicinais € uma das maneiras mais
antigas de prevenir, tratar e curar enfermidades. Certas comunidades em
desenvolvimento dispdem de plantas como Unica forma de cuidados bésicos de
saude (MACIEL et al., 2002). Por estimativa do Ministério da Saude (BRASIL, 2012),
cerca de 70% a 90% da populacédo de paises em desenvolvimento (no Brasil, cerca
de 82%) depende de plantas medicinais no que se refere a Atencédo Primaria a
Saude. Em paises desenvolvidos como Canad4, Franca e Alemanha, a mesma
parcela da populacao utiliza a medicina tradicional como complemento, alternativa
ou tratamento ndo-convencional (BRASIL, 2012). Mesmo com a evolucdo dos
tratamentos alopéaticos no século XX, o acesso facilitado as plantas medicinais e a
propria tradicdo de uso, perpetuam o habito de recorrer as feiras, quintais e
mercados populares (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

O Ministério do Meio Ambiente (BRASIL, 2014) afirma que, por ter
proporcdes continentais, o Brasil apresenta diversos ecossistemas e biomas,
estando na principal posicdo entre os paises megadiversos, detendo a maior
biodiversidade do planeta. Desta forma, € fundamental que pesquisas com espécies
nativas sejam intensificadas, valorizando nossa biodiversidade local ainda pouco
estudada, contribuindo para caracterizacdo dos metabdlitos presentes na flora
nacional.

A prospeccdao aleatéria da biodiversidade é uma forma de proceder a busca
de desenvolvimento de novas medica¢cdes (COSTA-NETO, 2012). A substituicdo de
medicamentos com efeitos colaterais, producdo de sinergia entre farmacos
tradicionais e a busca por alternativas enantiomericamente puras e seguras, sao
areas de pesquisa que também efervescem (VAZ, 2008).

Diversos setores industriais buscam novas substancias com propriedades
interessantes as suas atividades (BRAZ FILHO, 2010). Procuram alternativas a
produtos utilizados em nosso cotidiano, como agroquimicos, aditivos alimentares e
medicamentos, a fim de reduzir efeitos danosos inerentes ao seu uso ou melhorar
suas performances. Segundo Braz Filho (2010), estas alternativas sdo provenientes
nao somente de origens sintéticas, mas também de origens vegetais, uma vez que
plantas sédo fontes significativas de novos compostos, sendo bastante investigadas

para obtencéo de inovacoes.
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As propriedades de interesse a estes diversos setores da industria
geralmente sdo proporcionadas pelas substancias naturais presentes nas plantas,
denominadas metabolitos. Os metabdlitos primarios sdo substancias essenciais ao
funcionamento adequado do metabolismo basico da planta, tais como carboidratos e
proteinas. Os metabolitos secundarios, de maneira geral, sdo todos os outros. O
conhecimento sobre identificacdo, complexidade e quantidade destes tem crescido
geometricamente, evidenciando padrbes entre o vasto compilado de dados
arrecadado, inclusive sobre toxicidade (KINGSBURY, 1979; SANTOS, 2010).

Além da prospeccao aleatéria, a observacdo do comportamento de animais
selvagens e domesticados em relacdo a automedicacdo praticada instintivamente,
denominada automedicacdo animal, € muito Util na investigacdo de substancias de
diversos interesses. Muito da sabedoria medicinal, principalmente de comunidades
indigenas, é espelhada no comportamento animal e evoluida de acordo com as
necessidades (COSTA-NETO, 2012). Os animais também podem se intoxicar ao
fazer uso de plantas como alimento ou medicamento. A ingestdo de plantas téxicas
pode ocorrer por desconhecimento da planta pelo animal, palatabilidade agradavel,
fome (ingerindo também plantas de palatabilidade desagradavel), sede (que interfere
na selecao de paladar do animal), entre outros. A resposta toxica animal pode variar
entre espécies vegetais nas fases de crescimento, diferentes épocas do ano,
diferentes variedades, tipo de solo e fertilizacdo (HARAGUCHI, 2003).

Justifica-se 0 estudo de Cestrum intermedium Sendtn. (Solanaceae) para
investigar substancias com possiveis atividades biologicas, sejam estas toxicas, de
potencial terapéutico ou com aplicabilidade ambiental (como inseticida, por
exemplo). Além disso, para a elucidacdo das substancias responsaveis pelo quadro
hepatotoxico ocasionado a bovinos e ovinos que ingerem folhas desta espécie,
reportado por Furlan et al. (2008), Bandarra et al. (2009) e Wouters et al. (2013). Por
pertencer a uma familia muito rica em substancias bioativas, potencialmente
medicinais e ndo apresentar estudos aprofundados, torna-se necessario o estudo

desta espécie.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudos preliminares do perfil fitoquimico e de atividades bioldgicas

de Cestrum intermedium Sendtn.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar os parametros fisico-quimicos das folhas e cascas.

- Realizar ensaios sisteméticos fitoquimicos nos extratos de folhas e cascas.

- Realizar o isolamento e identificacdo de compostos quimicos presentes em
Cestrum intermedium.

- Avaliar toxicidade aguda dos extratos e fraces utilizando microcrustaceos.

- Avaliar atividade larvicida dos extratos e fracGes utilizando Aedes aegypti.

- Avaliar atividade hemolitica dos extratos e fracdes.

- Avaliar potencial de atividade antimicrobiana dos extratos e fragdes.

- Avaliar atividade antioxidante dos extratos e fracoes.
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3 REVISAO

3.1 A FAMILIA SOLANACEAE

Cerca de 96 géneros compdem a familia Solanaceae, uma das maiores e
mais complexas dentre as Angiospermas, abrigando em torno de duas a trés mil
espécies. Esta incluida na subclasse Asteridae, ordem Solanales de acordo com
Cronquist (1981). Distribuida geograficamente de forma muito ampla, com centros
de diversidade nas Américas e Oceania, possui representantes herbaceos,
arbustivos, arbodreos, escandentes e epifiticos, desenvolvendo-se em grande
variabilidade de ambientes, de florestas a campos, além de regibes antropizadas.
S&o dispersas predominantemente por animais, principalmente morcegos e
passaros (VENDRUSCOLO, 2009). Diversos processos histéricos como a migracao
de espécies, eventos geologicos e evolucdes resultantes do isolamento geografico e
ecologico influenciam a distribuicdo geografica, que nem sempre € uniforme,
principalmente por fatores ambientais como ventos, temperatura, taxa de
precipitacdo pluviométrica, altitude e tipo de solo (VENDRUSCOLO, 2009).

As solanaceas apresentam metabdlitos secundarios bioativos como
alcaloides do tipo tropano, pirrol, piridinicos e esteroidais, witanolidas, ecdisteroides,
sesquiterpenos, diterpenos, glicoalcaloides, flavonoides, esteroides, saponinas,
sapogeninas esteroidais, glicosideos esteroidais e antraquinonas (VAZ, 2008).
Assim como determinadas tribos e géneros, a familia Solanaceae € caracterizada
por seus metabdlitos secundarios, sendo que a auséncia ou presenca de
determinado metabdlito auxilia a classificacdo quimiotaxonémica dos membros da
familia (VAZ, 2008). A Figura 1 demonstra graficamente o esquema de uma rota
metabolica de todos os metabdlitos secundarios.

E provavel que os metabdlitos secundéarios tenham aparecido como produtos
finais de ciclos metabdlicos incompletos ou ndo totalmente balanceados e que
apresentassem potencial toxico caso fossem acumulados em tecidos. As plantas, ao
longo de seu curso evolutivo, desenvolveram a capacidade de tornar estas
substancias téxicas em atoxicas, estoca-las em locais inativos metabolicamente e
também emprega-las como defesa contra predadores. No grau da evolugdo em que

as plantas se encontram, os metabolitos secundarios, quaisquer que tenham sido os
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motivos para seu surgimento, sao fundamentais na questdo de defesa contra

herbivoros, micro-organismos, raios UV e atracdo de animais polinizadores ou

dispersores de sementes (KINGSBURY, 1979; SANTOS, 2010).
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FIGURA 1: ESQUEMA DE ROTA BIOSSINTETICA DE METABOLITOS SECUNDARIOS
FONTE: ADAPTADO DE SANTOS (2010)

Para uma planta ser considerada efetivamente toxica ndo basta a simples
presenca de metabdlitos téxicos em suas partes. Deve ser capaz de apresenta-lo
em concentragdo suficiente para intoxicar o animal, além de driblar quaisquer
mecanismos fisioloégicos ou bioquimicos que o organismo que 0 receba possa
desenvolver a fim de inativa-lo. Portanto, mesmo que uma planta apresente
guantidades significativas de um metabdlito téxico, ndo se pode presumir que

definitivamente tenha o poder de intoxicar um organismo (KINGSBURY, 1979).
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A principal causa da toxicidade dominante desta familia advém dos
alcaloides, substancias organicas ciclicas com nitrogénio em estado de oxidagéo
negativa, com distribuicdo limitada entre os organismos vivos de diversos reinos
(HENRIQUES et al., 2002). Este grupo quimico tem grande impacto na economia,
medicina e até em setores sociais e politicos. Desde a execuc¢do de SoOcrates com
extrato de cicuta (contendo coniina), passando pelo uso do curare (contendo
tubocurarina) nas pontas de flechas de indios, até o uso da atropina, extraida de
Datura stramonium e Atropa belladonna, como antiespasmédico (HENRIQUES et al.,
2002).

Os alcaloides afastam predadores devido ao seu gosto amargo e suas
propriedades tbxicas, apesar de inumeros deles terem diversas aplicacbes na
terapéutica (HENRIQUES et al., 2002). A verificagcdo da toxicidade depende de
experimentos em animais, que nem sempre mimetizam a toxicidade em humanos. O
principal interesse em plantas toxicas reside no potencial de intoxicar seres
humanos e animais, resultando em prejuizos significativos a saude publica e
pecuaria (SCHENKEL et al.,, 2002). Existem numerosas espécies vegetais de
toxicidade variada, sendo as ornamentais de risco relativamente pequeno, apesar de
existirem casos de efeitos mais lesivos. Algumas plantas ornamentais podem
produzir efeitos irritantes, distdrbios cutaneos e até sistémicos. Diversas solanaceas,
guando ingeridas, ocasionam um quadro toxico semelhante entre si, sobressaindo
0s géneros Datura, Cestrum e Solanum. O efeito toxico advém dos diversos
alcaloides nelas presentes (SCHVARTSMAN, 2004).

Sado alguns membros da familia Solanaceae: batata (Solanum tuberosum),
berinjela (Solanum melongena), tomate (Solanum lycopersicum), tabaco (Nicotiana
tabacum) e beladona (Atroppa belladonna), cada uma importante em diferentes
aspectos nutricionais, econémicos, toxicolégicos e medicinais (SILVA; AGRA, 2005;
VAZ, 2008). Dentre os membros da familia usados para cultivo ornamental,
principalmente pelas flores, destacam-se: as trepadeiras de Solanum com flores
roxas e frutos vermelhos, espécies de Cestrum com flores amarelo-ovo e
inflorescéncia semelhante a um guarda-chuva, Petunia e Salpiglossis. Muitos
individuos desta familia sdo toxicos, em destaque a Atropa belladonna, de onde se
extrai a atropina, medicamento largamente utilizado na terapéutica (JOLY, 1985).

Evidéncias indicam que as solanaceas manifestam potencial terapéutico que

deve ser investigado, sendo que diversos membros da familia Solanaceae s&o
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utilizados popularmente para tratamento de inUmeras moléstias. Por exemplo, a
berinjela para eliminar calculos de bexiga, a dama-da-noite para gastroenterite, o
tabaco para sarna e escabiose e as folhas de tomate como cicatrizante (GRANDI et
al., 1989; PASTORE et al, 2002). No entanto, algumas solaniaceas tém
propriedades toxicas em determinadas dosagens, como a Datura stramonium L.
(erva-do-diabo), Nicotiana tabacum L. (tabaco) e Brunfelsia uniflora (Pohl) D. Don
(manaca-de-cheiro). Quando ingeridos em determinadas quantidades, os frutos
verdes e folhas do tomate (Solanum lycopersicum L.) podem causar intoxicacéo
extrema e levar a morte por falha respiratéria (LORENZI; MATOS, 2008).

Algumas espécies de Solanaceae, como o tabaco (Nicotiana tabacum), tém
aplicacoes ambientais. As folhas preparadas para a confeccdo de charutos e
cigarros resultam em alto teor de nicotina e outros alcaloides. Solu¢des a 40% deste
material preparado s&o utilizadas como inseticidas agricolas, especialmente em
horticultura e floricultura, sendo esta uma aplicacdo ambientalmente viavel por
utilizar substancias naturais e biodegradaveis (LORENZI; MATOS, 2008).

3.2 O GENERO Cestrum

Embora seja considerado o segundo maior género da familia Solanaceae,
ndo ha extensa investigacdo das espécies brasileiras de Cestrum, ocasionando que
a identidade de muitas delas permaneca duvidosa. As relacdes intergenéricas, a
estabilidade morfolégica interespecifica e a variacdo morfolégica intraespecifica
comprometem a identificacdo dos taxons e a avaliacdo da magnitude do género,
gerando opinides divergentes quanto ao numero de espécies e a circunscricdo do
género (SOARES et al., 2007).

O género Cestrum (do grego: ‘kestron’, de ‘kestros’ = dardo) tem suas
espécies difundidas nas zonas tropicais e subtropicais das Américas, abrigando
cerca de 250 espécies. O Brasil € um dos maiores centros de diversidade de
espécies, estimando que detenha em torno de 50 das aproximadas 200 espécies
presentes na América. Pertencente a tribo Cestreae G.Don e a subfamilia
Cestroidae Schiltdl., o género tem a maior diversidade de espécies e endemismo nos
biomas de Mata Atlantica e Cerrado, ameagados por desmatamento (KISSMANN;
GROTH, 2000; SOARES, 2006; SOARES et al., 2007).
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Tipicamente americano, conta com espécies de valor ornamental (C.
diurnum L., C. nocturnum L., entre outras), empregadas na medicina popular (C.
laevigatum Schltdl. como emoliente (RODRIGUES; GUEDES, 2006), C. parqui e C.
calycinum para diarreias e C. pseudoquina e C. amictum como febrifugas (MENTZ et
al., 1997)) ou causadores de intoxicacOes e até morte em animais (C. intermedium
Sendtn., C. laevigatum Schitdl., entre outras) (KISSMANN;GROTH, 2000; SOARES,
2006; SOARES et al., 2007). Ainda assim, ndo h& levantamento aprofundado das
espécies brasileiras, ocasionando que a identidade e propriedades de muitas delas
nao estejam descritas (KISSMANN; GROTH, 2000; SOARES, 2006; SOARES et al.,
2007).

Em territorio brasileiro, as espécies sdo conhecidas pelo nome vulgar
‘coerana’ (do tupi-guarani: ‘cui’ = pimenta, e ‘rana’ semelhante, uma vez que seus
frutos assemelham-se as bagas de pimenta). Algumas espécies de Cestrum séo
plantas ornamentais muito populares, como a coerana-amarela (C. corymbosum
Schiltdl.), arbusto nativo do Brasil, cujas sementes servem de alimento para passaros
e a Dama-da-noite (C. nocturnum L.), arbusto com flores de marcante odor
agradavel (LORENZI; SOUZA, 2008).

Segundo Gallego (2011), com base nas caracteristicas do célice e da corola,
as espécies de Cestrum foram classificadas por Dunal (1852) como Habrothamnus
(Endl.) Schltdl. e Eucestrum; posteriormente, Urban (1903) adicionou a sec¢éao
Pseudocestrum com base em uma espécie das Antilhas. Gallego (2011) afirma que
mais recentemente, o estudo filogenético de Montero-Castro et al. (2006), indica que
nao sdo monofiléticas as se¢des tradicionalmente propostas em Cestrum.

A taxonomia do género é muito complexa, pois tem grande semelhanca
morfolégica com o género Sessea Ruiz et Pav., causando dificuldades de
identificacdo. As caracteristicas compartilhadas por Cestrum e Sessea sdo o porte
arbustivo ou arboreo, flores sempre articuladas na base, corola tubulosa, androceu
com cinco estames inclusos no tubo, anteras dorsifixas, nectario anelar e frutos
paucisseminados. Diferem-se pelo tipo de fruto e particularidades nas sementes, em
Cestrum séo angulosas, ndo aladas e alojadas no interior de bagas carnosas e em

Sessea sao compridas, aladas e contidas em capsulas lenhosas (SOARES, 2006).
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3.2.1 Exemplares investigados de Cestrum sp.

3.2.1.1 Cestrum nocturnum

A dama-da noite ou jasmim-noturno (C. nocturnum L.) é originaria das
Antilhas e utilizada como ornamental em diversos paises: Haiti, Republica
Dominicana, Cuba, Porto Rico, Antilhas Menores, México, Guatemala, Honduras,
Costa Rica, Panama, Coldmbia, Venezuela, Guianas, Brasil, Equador, Peru, Havali,
Estados Unidos da América, Espanha, Franca, Italia, india e China (SOARES et al.,
2007; CUARTAS; CASTANO, 2008; LORENZI; SOUZA, 2008). De acordo com
Lorenzi e Souza (2008), as flores apresentam forte fragrancia que pode causar
alergias devido ao odor marcante. H& evidéncias de apresentar glicosidios
esteroidais, flavonoides glicosilados, saponinas esteroidais (GALLEGO, 2011).

Dentre seus metabdlitos secundarios de interesse estdo as saponinas
(gitogenina e digitogenina, utilizadas como bases para medicamentos tonificadores
do musculo cardiaco, bradicardiacos e redutores de edema, dentre outras
propriedades), que provocam hemdlise e formam glicosideos com agucares, além de
serem extremamente téxicas; had uma significativa quantidade de alcaloides
(principalmente nicotina, atropina, escopolamina e hiosciamina), que podem
provocar alucinacdes e intoxicacdo (CUARTAS; CASTANO, 2008).

Em algumas comunidades, C. nocturnum € utilizada para combate de febres,
realizar limpezas e aliviar diarreias (GRANDI et al., 1989; GHENO-HEREDIA et al.,
2011). As folhas de dama-da-noite sdo utilizadas como substituto para a maconha
em algumas regifes do Brasil, apesar de seus efeitos alucinbgenos néo estarem
comprovados. Este uso pode ser justificado pelo fato das folhas conterem alto teor
de nicotina (cerca de 45%). Suas folhas foram investigadas quanto aos efeitos
analgésico, sedativo e antiepiléptico, inferindo possivel aplicacdo farmacoldgica para
tratamento de sindromes neuroldgicas (GALLEGO, 2011; CUARTAS; CASTANO,
2008).



25

3.2.1.2 Cestrum diurnum

Conhecida popularmente como jasmim-diurno, trata-se de um arbusto com
flores de fragrancia adocicada. Em ensaio sistematico fitoquimico, foram
encontrados alcaloides, saponinas, e taninos (KHATUN et al., 2014). Na Africa, seu
Oleo essencial é utilizado como repelente para 0 mosquito da malaria (assim como
Cestrum nocturnum) (AL-REZA et al.,, 2010). O 6leo essencial de C. diurnum
mostrou atividade antibacteriana eficaz contra P. aeruginosa e S. aureus
(BHATTACHARJEE et al.,, 2005), além de promissora atividade larvicida contra
Culex quinquefasciatus e Anopheles stephensi (PRASAD et al., 2013). Bagai (1999)
reporta que o jasmim-diurno apresenta o alcaloide nornicotina nas folhas,
propriedades cardiotdxicas e cardiotbnicas e pode provocar intoxicacdo devido a

presenca de saponinas.

3.2.1.3 Cestrum laevigatum

Segundo Vignoli-Silva (2009), C. laevigatum é considerada sinébnimo de C.
axillare, sendo uma das espécies do género mais faceis de serem encontradas em
pesquisas de campo. E concebida como uma das plantas toxicas mais importantes
no pais, encontrada no Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste, responsavel por mortes
de até 80% dos bovinos, caprinos e ovinos que ingerem suas folhas, ocasionando
um quadro hepatotédxico similar ao de C. intermedium: em doses equivalentes (cerca
25-50 g/kg) proporciona os mesmos sintomas descritos (ROSSETTI; CORSI, 2009).
A toxicidade de C. laevigatum esta relacionada as saponinas presentes na espécie:
cestrumida, gitogenina e digitogenina (GALLO, 1979 apud AFONSO; SANTOS,
1995; HARAGUCHI, 2003; ROSSETTI; CORSI, 2009).

Devido ao potencial toxico, ndo sdo aconselhadas préaticas de uso interno
para preparados de C. laevigatum. A espécie tem uso popular medicinal e
cosmeético: o sumo de folhas para problemas oftalmolégicos (BORGES et al., 1986)
e como emoliente (RODRIGUES; GUEDES, 2006). Madureira et al. (2002) reporta

moderada atividade antimalarica para extrato das folhas de C. laevigatum.
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3.2.1.4 Cestrum sendtnerianum

Vignoli-Silva (2009) considera C. sendtneriaum um sinbnimo de C.
mariquitense, arbusto de 7 metros de altura encontrado no Brasil, Venezuela,
Colémbia, Equador, Peru, Bolivia, Paraguai, Argentina, Costa Rica e Panama.

C. sendtneriaum provoca intoxicacbes em gado bovino como diversas
espécies do género, porém ndo sao relatados casos de morte e o quadro clinico é
diferenciado. Observa-se diarreia nos animais intoxicados, ndo desenvolvendo
manifestagdes nervosas ou relutancia em caminhar (AFONSO; SANTOS, 1995). De
acordo com Afonso e Santos (1995) apud Forsyth (1968) atribui-se que processos
diarreicos sdo manifestacfes de intoxicacdo por saponinas. Em outras espécies de
Cestrum que causam intoxicacdo em gado bovino observa-se ressecamento das
fezes, o que pode ser atribuido a existéncia de principios téxicos ndo comuns a

estas espécies e Cestrum sendtnerianum.

3.3 A ESPECIE Cestrum intermedium

Cestrum intermedium Sendtn. é uma espécie que ocorre tanto a beira de
matas quanto em locais antropizados. Ha indicios da floracdo (Figura 2) ocorrer de
marco a maio, assim como em dezembro e a frutificacdo em abril, maio, junho,
agosto, dezembro e janeiro. E uma das espécies do género Cestrum responsaveis
por intoxicagcdes em rebanhos bovinos, levando a lesGes hepéticas e consequentes
danos a economia (SOARES et al., 2007). Sua ocorréncia no territorio brasileiro esta
ilustrada na Figura 3.

A espécie de porte arbustivo a arbéreo (até cinco metros de altura),
popularmente chamada de ‘mata-boi’, ‘coerana’, ‘peloteira ou piloteira preta’ e ‘erva-
de-tinta’ de acordo com Kissmann e Groth (2000), tem o nome de C. intermedium
por ser considerada uma forma intermediaria entre C. parqui e C. cuspidatum e
como sinénimo C. megalophyllum Witasek. Sua variedade é C. intermedium var.
virgatum Witasek, como ilustrado no recorte da pagina online ‘The Plant List’, na

Figura 4.
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FIGURA 2: RAMO DE Cestrum intermedium EM FLORACAO (MAIO DE 2013)
FONTE: A AUTORA (2013)

FIGURA 3: DISTRIBUICAO DE Cestrum intermedium NO TERRITORIO BRASILEIRO
FONTE: Adaptado de STEHMANN et al. (2014)
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The Plant List — Angiosperms — Solanaceae — Cesfrum — Cestrum infermedium Sendtn.

* % Cestrum intermedium Sendtn. is an accepted name
This name is the accepted name of a species in the genus Cestrum (family Solanaceag).

The record derives from WCSP (in review) (data supplied on 2012-03-26) which reports it as an accepted name with original

Full publication details for this name can be found in IPNI: urn:1sid:ipni.orginames:815080-1,.

Synonyms:
See "Status”, "Confidence level”, "Source” for definitions.

Sort the name records using the ¥ buttons.

Name + Status ;7 Confidence level § Source 3  Date supplied 3

Cestrum intermedium var. virgatum Witasek ~ Synonym L WCSP (in review) 2012-03-26

FIGURA 4: CLASSIFICACAO TAXONOMICA DE Cestrum intermedium
FONTE: The Plant List (2015).

Vignoli-Silva (2009) discute o fato da etimologia do epiteto intermedium estar
baseado na alusdo ao espaco ocupado entre as espécies C. parqui e C. cuspidatum,
porém considera C. cuspidatum um sinénimo de C. intermedium. E considerada
toxica para gado bovino e experimentalmente denominada hepatotoxica (leva a
insuficiéncia hepatica aguda) em doses Unicas de 25 g.kg*. Um quadro clinico
semelhante ao causado por substancias hepatotoxicas agudas é ocasionado pela
ingestdo de folhas de Cestrum intermedium (BANDARRA et al., 2009; FURLAN et
al., 2008; WOUTERS et al., 2013).

Trata-se de uma planta perene, higrofita e helidfita, disseminada por
sementes (glabras, amarelo brilhantes, podendo apresentar fragmentos aderentes
ao fruto), com tendéncia a se restabelecer ap0s o corte. Apresenta tronco com
ramos compridos e glabros, com raizes bem desenvolvidas. Suas folhas (Figura 5)
sdo alternas, dispostas a volta dos ramos com curto distanciamento, apresentando
peciolos de até 15 mm. Os limbos séo estreito-lanceolados, atenuados na base e de
apice subacuminado, com até 14 cm de comprimento, lisos, glabros e verdes.
Inflorescéncias verde-amareladas, predominantemente axilares, em corimbos com
até 15 flores, com bracteas pequenas. Os frutos tornam-se pretos quando maduros
(KISSMANN; GROTH, 2000; VIGNOLI-SILVA, 2009). Sua taxonomia esta descrita
no Quadro 1 e 2, este de acordo com TROPICOS (2015), que utiliza APG I1l (2009)

em sua classificacao.



FIGURA 5: EXSICATA DE Cestrum intermedium Sendtn.
FONTE: STEHMANN et al., (2014)

REINO Plantae
FILO Tracheophyta
CLASSE Magnoliopsida
ORDEM Solanales
FAMILIA Solanaceae
GENERO Cestrum
ESPECIE Cestrum intermedium Sendtn.
SUBESPECIE/ | Cestrum intermedium Witasek var.
SINOMIMOS virgatum
Cestrum cuspidatum Sendtn.

QUADRO 1: CLASSIFICACAO TAXONOMICA DE C. intermedium Sendtn.
FONTE: STEHMANN et al. (2009); The Plant List (2012); Arctos (2013)

CLASSE Equisetopsida C. Agardh
SUBCLASSE Magnoliidae Novak ex Takht.
SUPERORDEM Astereranae Takht.

ORDEM Solanales Juss. Ex Bercht. & J. Presl
FAMILIA Solanaceae Juss.

GENERO Cestrum L.

ESPECIE Cestrum intermedium Sendtn.
VARIEDADE Cestrum intermedium var. virgatum Witasek

QUADRO 2: CLASSIFICACAO TAXONOMICA DE C. intermedium Sendtn.
FONTE: Tropicos (2015)



30

No extremo oeste e noroeste de Santa Catarina, assim como no Sudoeste
do Parana, é considerada a planta toxica de maior importancia. Apresenta
morbidade variavel ao gado que a consumiu, mas ocorre em até 70% dos casos. Os
compostos responsaveis ainda ndo s&o conhecidos (RIET-CORREA, MENDEZ e
SCHILD, 1993); (KISSMANN; GROTH, 2000). H& espécimes presentes no Parque
Municipal do Barigui (Curitiba-PR), contemplando a floresta ombrofila mista da
regido (KOZERA et al., 2006).

Os sintomas de intoxicagdo por Cestrum intermedium sao de anorexia,
tremores musculares, andar cambaleante, pelos arrepiados, focinho seco e
abundante salivagdo. As fezes apresentam-se secas, com presenca de muco e
estrias de sangue ou pastosas e escuras. Os animais apoiam a cabeca contra
obstaculos ou permanecem deitados. Pode-se observar agressividade, gemidos,
decubito esternal e lateral com movimentos da pelagem, salivagéo e morte (FURLAN
et al., 2008; BANDARRA et al., 2009; WOUTERS et al., 2013).

O Obito pode ocorrer entre um e trés dias ap0s a ingestdo de partes da
planta devido a lesGes no figado. Recomenda-se remover as plantas em areas de
pastagem, tomando o cuidado de retirar as partes cortadas do alcance dos animais,
pois 0s componentes toxicos as folhas cortadas e murchas sao ingeridas com maior
facilidade (RIET-CORREA; MENDEZ; SCHILD, 1993; KISSMANN; GROTH, 2000;
FURLAN et al., 2008; BANDARRA et al., 2009; WOUTERS et al., 2013).

3.4 TOXICOLOGIA

3.4.1 Ecotoxicologia

Em 2008, Zagatto apresenta a definicdo de ecotoxicologia, elaborada pelo
Committee of the International Council of Scientific Unions (ISCU):

Ciéncia que estuda os efeitos das substancias naturais ou
sintéticas sobre organismos vivos, popula¢cdes e comunidades, animais ou
vegetais, terrestres ou aquaticos, que constituem a biosfera, incluindo a
interacdo das substancias com o meio nos quais 0s organismos vivem num
contexto integrado. (Zagatto, 2008, p. 6)
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A ecotoxicologia exige conhecimentos de diversas areas, pois avalia 0s
danos ocorridos em ecossistemas ap0s a contaminacdo e previsdo de impactos
futuros. Ecologia, Toxicologia, Biologia, Bioquimica, Estatistica, Limnologia e
diversas outras disciplinas se enquadram na aplicacdo de Ecotoxicologia
(ZAGATTO, 2008).

Toda a substancia tem potencial toxico de acdo. Frente a capacidade dos
seres vivos desencadearem mecanismos de protecdo, geralmente metabdlicos,
substancias téxicas podem ter seu efeito mensurado em bioensaios. Efeitos estes
que podem apresentar-se no DNA, transporte de elétrons, sistemas enzimaticos,
compartimentos celulares e até gerar formacdes celulares. Nem sempre estes
efeitos sdo facilmente visualizados, tornando viavel o uso de biotestes para avaliar
resultados sem discriminar a causa fisiologica de um dano, como por exemplo
“‘morto” e “ndo-morto” (KNIE; LOPES, 2004).

A ecotoxicologia difere-se da toxicologia cladssica especialmente em seu
objeto de estudo (espécies de ecossistemas e homem). No Quadro 3, estdo as
diferencas basicas entre Toxicologia Classica e Ecotoxicologia ressaltadas por

Zagatto (2008):

Toxicologia Cldssica (mamiferos) Ecotoxicologia

Objetiva proteger populacdes e comunidades (aves,
peixes, mamiferos e outros organismos aquaticos e
terrestres)

Objetiva proteger o homem

Utiliza ratos, camundongos, coelhos,
cobaias, etc.

Podem ser utilizados os proprios animais que se
almeja proteger

Como a espécie de interesse é 0
homem, ha menor grau de incerteza
na extrapolacéo

A extrapolacdo dos dados é mais dificil devido as
variacdes de fatores ambientais (pH, temperatura,
dureza das 4guas, etc.)

A dose do agente quimico é calculada
e injetada diretamente no individuo

A concentracdo do agente quimico no meio (ar,
agua, solo, alimento) é mais variavel

Maior énfase em elucidar o
mecanismo de acdo

Maior énfase a medida da concentragdo do agente
guimico no meio, com vistas as necessidades
reguladoras, mecanismos de acéo e relacao
estrutura/atividade

Metodologias bem desenvolvidas,
sendo suas limitacdes e utilizacdo
bem conhecidas

Metodologias mais novas, algumas padronizadas,
outras em desenvolvimento

QUADRO 3 - COMPARACAO ENTRE TOXICOLOGIA CLASSICA E ECOTOXICOLOGIA

FONTE: ZAGATTO (2008)

Organismos vivos sdo expostos a agentes ambientais capazes de induzir

modificacdes quimicas em nivel celular e molecular, ocasionadas por agentes




32

quimicos, fisicos ou biolégicos. A bioatividade de extratos, fracdes e compostos
isolados de plantas tem sido frequentemente incorporada ao processo de
identificacdo e monitoramento de substancias potencialmente toxicas. Para tanto,
sdo utilizados ensaios biolégicos, a fim de avaliar os efeitos diversos e outras
propriedades lesivas (SOUZA, 2005).

Andlises quimicas de substancias identificam e quantificam compostos,
enquanto analises biologicas qualificam os efeitos causados por eles. Entre as
analises bioldgicas, estdo as ecotoxicoldgicas, revelando efeitos agudos ou crbnicos
causados por substancias na matéria viva, com a grande vantagem de, muitas
vezes, evidenciarem reacdo para concentracdes inferiores as detectaveis por
analises quimicas.

A principal finalidade da ecotoxicologia é verificar se, e em que propor¢ao,
determinada substancia (pura ou em mistura) é nociva, além de que maneira e em
que local ocorrem estes efeitos. Os sistemas vivos (organismos inteiros ou apenas
parte deles) respondem de forma especifica a perturbacbes diretas ou indiretas
promovidas por compostos nocivos. Em alguns casos, a resposta € tédo visivel e
mensuravel, que podem ser considerados sensores biologicos de medicdo de efeitos
(KNIE; LOPES, 2004; GUARANTINI et al., 2004).

3.4.1.1 Ensaios Ecotoxicologicos

A aplicagéo de ensaios ecotoxicoldgicos € muito vasta, desde avaliar o risco
potencial de substancias quimicas ao meio ambiente, monitorar a qualidade de
aguas e solos, controle da eficiéncia e fiscalizacdo de Estacbes de Tratamento de
Esgotos (ETEs), passando pela identificagdo de substancias poluidoras,
determinacdo de biodegradabilidade de substéancias, chegando a investigacdo de
sinergismo e antagonismo entre substancias e seu potencial bioacumulativo (KNIE;
LOPES, 2004).

De acordo com Knie e Lopes (2004) as reacbes de plantas e animais
ocasionadas a partir do contato com contaminantes da natureza levaram a
consideracdo o emprego de organismos como indicadores de impactos ambientais.
Ao longo dos anos, diversos procedimentos foram desenvolvidos e aperfeigcoados,

visando garantir a uniformidade entre ensaios. Hoje, em esséncia, as metodologias
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aplicadas sdo as mesmas aprimoradas outrora, porém, com adaptacdes que
agregam descobertas posteriores a suas consagra¢des na comunidade cientifica.
Os ensaios séo padronizados internacionalmente pela Organization for Economic
Co-operation and Development (OECD) e pela International Standard Organization
(ISO), garantindo a comparabilidade de resultados entre laboratérios (KNIE; LOPES,
2004). A Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) padroniza 0s ensaios
ecotoxicolégicos no Brasil.

A maioria dos biotestes tem o objetivo de encontrar agentes capazes de
afetar a niveis fisiolégicos e moleculares o organismo exposto. E valioso utilizar
organismos sensiveis a substancias presentes em mais de um ambiente (aquatico,
terrestre e atmosférico) e que permitam a deteccdo de muitas classes de danos em
diversos tipos de células (SOUZA, 2005).

De acordo com Knie e Lopes (2004), independentemente do objetivo da
andlise ecotoxicoldgica, alguns critérios devem ser obedecidos nos biotestes. Sao
eles:

o O cultivo ou manutencao dos organismos-teste, mantendo sempre o
sistema de teste disponivel,

o Escolha de organismo-teste de sensibilidade equilibrada, a fim de
evitar falsos-positivos ou falsos-negativos;

. Padronizacao das condicfes de teste, garantindo a reprodutibilidade
e a validade estatistica do resultado;

. Realizacdo dos testes de maneira que racionalize o tempo, espaco
fisico, recursos, materiais e organismos-teste, principalmente para testes de rotina;

. O tempo entre o primeiro contato do organismo-teste e a amostra
até o surgimento de reacdes visiveis ou mensuraveis, denominado rapidez, deve ser
0 mais curto possivel. Principalmente por ter um importante papel no screening de
substancias, atendimento de acidentes ou como sistema de alerta em forma de
biomonitores.

Para diferentes objetivos, opta-se por diferentes principios de analise. Os
testes agudos detectam efeitos imediatos e, geralmente, irreparaveis. Os efeitos
agudos sdo causados geralmente por altas concentracdes. Os testes cronicos ou
subletais evidenciam danos causados por longas exposicbes a baixas
concentracdes (KNIE; LOPES, 2004; GUARANTINI et al., 2008). Em bioensaios com
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organismos aquaticos como microcrustaceos, o efeito toxico frequentemente
avaliado € a imobilidade porgue, devido ao pequeno tamanho desses organismos, é
dificil avaliar se estdo mortos (COSTA et al., 2008).

A verificacdo da toxicidade depende de experimentos em animais, que nem
sempre mimetizam a toxicidade em humanos. O principal interesse em plantas
toxicas reside no potencial em intoxicar seres humanos e animais, resultando em
prejuizos significativos a saude publica, as atividades pecuarias e ao ambiente.
Porém, algumas substancias toxicas podem gerar danos ao ecossistema, sem
apresentar toxicidade aos humanos (SCHENKEL et al., 2002; GUARANTINI et al.,
2004). A relevancia em avaliar o potencial ecotoxicolégico de Cestrum intermedium
fica evidente, principalmente por ja estar comprovada sua toxicidade em bovinos,
como relatado em Furlan et al., (2008), Bandarra et al. (2009) e Wouters et al.

(2013).

3.4.1.1.1 Ensaio de Toxicidade Aguda em Artemia salina

O ensaio de toxicidade em Artemia salina, um microcrustaceo de agua
salobra/salgada, é largamente utilizado em pesquisas de produtos naturais. Seus
cistos liofilizados sdo comercializados como alimento para peixes de aquario e sao
eclodidos de maneira pratica. Trata-se de um experimento simples (facil dominio,
sem necessidade de assepsia, rapido e acessivel economicamente) e suas
aplicagdes incluem investigagdo de fontes de toxicidade de amostras ambientais e
misturas quimicas, deteccdo de toxinas naturais em alimentos e produtos
farmacéuticos, além de pardmetros de citotoxicidade (MEYER et al., 1982;
PERSOONE; WELLS, 1987).

O objetivo do método concentra-se em avaliar preliminarmente se existem
compostos bioativos e se ha necessidade de submeter as amostras a ensaios mais
especificos. Desde a introducédo por Meyer et al. (1982), verificando a toxicidade
aguda de extratos de diversas espécies vegetais, este método vem sendo utilizado
no isolamento de agentes antitumorais ativos in vivo e pesticidas produzidos por
plantas (GHISALBERTI, 2008). Obtém-se uma boa correlagdo entre o bioensaio
prévio realizado em Artemia salina e os testes em culturas celulares tumorais.

Diversos estudos procuram correlacionar a toxicidade sobre Artemia salina com
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atividades como: antifingica, viruscida, antimicrobiana, parasiticida e
tripanossomicida (SIQUEIRA et al., 1998).

3.4.1.1.2 Ensaio de Toxicidade Aguda em Daphnia magna

As dafnias s@o microcrustaceos plancténicos (3 mm) de agua doce que
atuam como consumidores primarios da cadeia alimentar aquatica, alimentando-se
com filtracdo do material organico em suspenséo. Trata-se de um organismo-teste
facil de cultivar, de manuseio muito simples, que reage sensivelmente a diversos
agentes nocivos e produzem descendentes geneticamente idénticos por
partenogénese, assegurando uniformidade de resposta aos ensaios. (KNIE; LOPES,
2004). E um organismo largamente utilizado devido ao seu tamanho pequeno, ciclo
de vida curto e facilidade de estabelecer cultura em laboratorio (TONKOPII; IOFINA,
2007).

Sao organismos muito sensiveis a diversas substancias quimicas e faceis de
manipular, sendo a espécie recomendada para testes de toxicidade aguda de novos
compostos quimicos, produtos farmacéuticos, metais pesados e abordagens
ecotoxicogenOmicas (juntamente com teste de toxicidade aguda em peixes,
sensiveis a menor espectro de substancias) (TAYLOR, 2010). Neste trabalho,
Daphnia magna e Artemia salina foram empregadas em ensaios preliminares de
toxicidade, enriquecendo o perfil ecotoxicoldgico do objeto de estudo com diferentes
niveis troficos e habitats.

3.4.1.1.3 Ensaio de Toxicidade Aguda em Aedes aegypti

O ensaio de toxicidade aguda em Aedes aegypti verifica o efeito bioldgico de
compostos complexos ou isolados sobre larvas, buscando alternativas para o
controle da proliferacdo do mosquito de maior dispersdo em areas urbanas no
mundo. O controle de proliferacéo tem relevancia para a saude publica, uma vez que
0 Aedes aegypti tem capacidade de vetorizar os quatro sorotipos de dengue e virus
da febre amarela (SILVA, 2004).
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Ha populacdes de Aedes aegypti resistentes aos inseticidas convencionais
empregados, levando a tentativas mal sucedidas de controle dos vetores da dengue.
Portanto, a busca por alternativas eficientes no combate das larvas ou do proprio
mosquito, além de apresentarem baixa toxicidade ao meio ambiente, enquadra
extratos vegetais e substancias naturais como alvo de pesquisas para controle do
desenvolvimento de Aedes aegypti (HEMINGWAY; RANSON, 2000). No caso do
uso de plantas para controle dos vetores da dengue e febre amarela, ha a
possibilidade de utilizar macerados de folhas em aguas paradas, enquadrando como
uso popular de espécies vegetais. Esta aplicabilidade de utilidade publica seria
extremamente bem empregada em assentamentos, por exemplo.

Apbs a obtencdo dos ovos de Aedes aegypti, trata-se de um ensaio rapido e
de facil execucdo. E um importante ensaio preliminar de toxicidade e pode
evidenciar possibilidades relevantes para controle do vetor da dengue, problema de
salude publica em nosso pais, devendo ser analisado com ensaios toxicoldgicos

mais aprofundados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BOTANICO

Para a obtencdo do material botanico Cestrum intermedium foi avaliado um
possivel exemplar da planta, presente no bairro Campo Comprido em Curitiba
(25°26'46.3"S 49°20'50.5"W). A identificacdo foi realizada por Osmar dos Santos
Ribas, curador do Herbario do Museu Botanico Municipal de Curitiba, comparando
as exsicatas arquivadas no herbario. O depdsito da exsicata do material identificado
ocorreu nesta instituicdo, sob o registro MBM384025 (Figura 6). ApGs o processo de
identificacdo e depdsito de exsicata, ramos do exemplar foram coletados no més de
abril de 2013.

B

FIGURA 6 - EXSICATA DE Cestrum intermedium DEPOSITADA NO HERBARIO DO MUSEU
BOTANICO MUNICIPAL DE CURITIBA
FONTE: A AUTORA (2013)
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4.2 TRATAMENTO DO MATERIAL BOTANICO

ApoOs a coleta, iniciou-se o preparo do material botanico para subsequente
obtencdo dos extratos de folhas e cascas. Para tanto, as folhas foram separadas
dos ramos, gerando dois objetos de estudo. Os ramos mais espessos foram
descascados com auxilio de facéo (inutilizando o lenho). As cascas foram reunidas
aos ramos menos espessos previamente segmentados com auxilio de tesouras de
jardinagem, como mostra a Figura 7. Para o presente trabalho, o material resultante
da unido dos ramos segmentados e cascas dos ramos mais espessos foi

denominado cascas de Cestrum intermedium.

(DENOMINADOS CASCAS)
FONTE: A AUTORA (2013)

As folhas e cascas foram processadas separadamente. Primeiramente,
foram secas em estufa com circulagdo de ar a 60° C por 12 horas, a fim de
estabilizar processos enzimaticos e de degradacdo, garantindo integridade do
material botanico, de acordo com o método descrito na Farmacopeia Brasileira

(BRASIL, 2010). Em seguida, foram trituradas em moinho de martelos e facas
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(marca TRAPP modelo TR40), facilitando o manuseio do material e otimizando a
percolacdo de solventes para a extragcdo de seus componentes. No fim deste
processo, obteve-se cerca de 990 g de folhas e 1850 g de cascas, em fragmentos
menores que 3 mm. O armazenamento do material seco, estabilizado e triturado

ocorreu em local fresco, de baixa umidade e ao abrigo de luz.

4.3 ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Os ensaios fisico-quimicos s&o importantes parametros a se estabelecer,
pois definem/confirmam padrdes de controle de qualidade para determinada
espécie, uma vez que denunciam adulteracbes ou falsificacbes de materiais. No
caso de Cestrum intermedium, foram estabelecidos pela primeira vez, agregando

dados inéditos ao compilado da espécie.

4.3.1 Determinacéo da Perda por Dessecacéo

O procedimento foi executado em sextuplicata através do método
gravimétrico, de acordo com a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). Utilizando
material seco, triturado e estabilizado, foi pesado 1 g de amostra em cadinho de
porcelana previamente seco, padronizado e identificado. O conjunto foi levado a
estufa de circulagédo forcada de ar a 100-105°C, por cinco horas. Os cadinhos foram
depositados em dessecador até resfriamento completo (permanecendo livres de
variacdo de massa por absorcdo de umidade do ar) e procedeu-se a pesagem
novamente. O teor de umidade pode ser determinado a partir da diferenca (em
massa) entre a umidade do material estabilizado e a umidade do material seco em
estufa em relagcdo ao material estabilizado, caracterizando a perda por dessecacao

(em U%, porcentagem de umidade), como demonstrado na Equacao 1:

(1)

u% (Massa Cadinho Material Estabilizado - Massa Cadinho Material Seco em Estufa)x100
0 —

Massa Cadinho Material Estabilizado - Massa Cadinho
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4.3.2 Determinagao do Teor de Cinzas Totais

Utilizando o mesmo material avaliado na Determinacdo do Teor de Umidade
em sequéncia foi realizada a Determinacéo do Teor de Cinzas Totais de acordo com
a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). Os cadinhos recém-pesados
(sextuplicata) na etapa final da Determinacdo do Teor de Umidade foram inseridos
em mufla, com aumento de temperatura gradativo até 600+25° C, até que todo o
material fosse incinerado, tornando-se cinzas. Os cadinhos foram colocados em
dessecador para resfriamento sem variacdo de massa por absor¢do de umidade do
ar, para entdo proceder-se a pesagem. O Teor de Cinzas Totais foi calculado em

relacdo material estabilizado, de acordo com a Equacéo 2:

(2)
(Massa Cadinho Cinzas — Massa Cadinho) x 100
Massa Cadinho Material Estabilizado — Massa Cadinho

Cinzas% =

4.3.3 Determinagao da Densidade Aparente

A determinacdo da densidade aparente do material foi realizada de acordo
com a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). A partir do material seco, estabilizado
e triturado foi determinada a densidade aparente das folhas e cascas em
sextuplicata, verificando o volume que o material compactado de massa conhecida

ocupa em proveta de plastico apdés um nimero padronizado de batidas.

4.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES

4.4.1 Obtencgéo dos Extratos Brutos

Os extratos brutos etandlicos das folhas e cascas secas e estabilizadas

foram obtidos em aparelho de Soxhlet com etanol 95° GL ao longo de oito horas. Os
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extratos foram filtrados em funil de Buchner acoplado a Kitassato. Utilizando uma
pequena aliquota dos extratos filtrados, foi realizada parte do Ensaio Sistematico
Fitoquimico e a Determinacao do Teor de Sdlidos Totais.

Os extratos brutos aquosos de folhas e cascas secas e estabilizadas foram
obtidos em agua destilada a 20% (p/v) em banho-maria (70° C) ao longo de uma
hora. Os residuos vegetais foram filtrados e lavados com agua quente destilada, até
completar para 100% o volume dos extratos. Estes extratos foram utilizados
somente em parte do Ensaio Sistematico Fitoquimico e na determinacdo do Teor de
Solidos Totais, imediatamente ap0s a obtencdo, a fim de evitar proliferacdo
microbioldgica e provavel degradacgéo dos extratos.

4.4.2 Determinacao do Teor de Sélidos Totais

Utilizando placas de Petri de massa conhecida, foi determinado o Teor de
Sdlidos de aliquotas de extratos brutos etandlicos, assim como dos extratos brutos
aquosos, em triplicata. As aliquotas de 10 mL foram levadas a secura total em estufa
a 60° C e o Teor de Solidos Totais (g/mL) foi determinado pela verificacdo da massa
dos extratos secos nas placas de Petri, apds resfriamento em dessecador, de

acordo com a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010).

4.4.3 Reserva de Extrato Bruto Etandlico para Bioensaios

Para contemplar os objetivos propostos, foi necessaria a obtencdo de
fragcbes dos extratos brutos das folhas e cascas, procedendo ao particionamento
com solventes em escala de polaridade crescente. Porém, havia a necessidade de
empregar 0s proprios extratos brutos, além de suas fracdes, nos testes
preconizados. Portanto, previamente ao particionamento, foram reservados volumes
equivalentes a 5 g dos extratos brutos secos das folhas e cascas. A partir da
Determinacéo de Teor de Solidos, foi possivel verificar o volume (mL) dos extratos
brutos de folhas e cascas equivalente a quantidade pré-estabelecida (g) de extratos

brutos secos das folhas e cascas.
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As amostras de extratos brutos das folhas e cascas que n&o foram
consumidas no Ensaio Sistemético Fitoquimico, Ensaio de Teor de Sdlidos ou
reservadas para avaliacdo nos bioensaios, foram concentradas em rotaevaporador,
recuperando o etanol, para entdo proceder-se ao fracionamento com solventes em
escala de polaridade crescente. As aliquotas reservadas foram levadas a secura em
banho-maria. Em todos os calculos em relacdo aos extratos e fracdes foi

considerada a retirada da aliquota para bioensaios.

4.4.4 Obtencgéo das Fracdes dos Extratos Brutos

O fracionamento dos extratos brutos em escala de polaridade é realizado
para auxiliar a identificacdo das possiveis classes de metabdlitos com atividades nos
bioensaios, por segmentar em quatro fracbes distintas as classes reunidas no
extrato. Aléem de facilitar a identificacdo, a possibilidade de isolamento destes
metabdlitos interessantes € muito maior desta forma, se comparada as tentativas
baseadas apenas no extrato bruto. Os extratos brutos ndo sdo fracionados em
totalidade, pois é importante avalia-los integros nos ensaios biolégicos, uma vez que
as classes metabdlicas reunidas podem apresentar efeitos distintos as classes
isoladas, através de mecanismos de sinergismo ou antagonismo.

Apos a realizacdo do Ensaio Sistematico Fitoquimico e reservada a aliquota
de extratos brutos etandlicos necessaria aos procedimentos de bioensaios, 0
restante dos extratos brutos das folhas e cascas (EBF e EBC) foi fracionado por
extracdo liquido-liquido em aparelho de Soxhlet modificado, em etapas sequenciais
com hexano, cloroférmio e acetato de etila (em escala crescente de polaridade). O
produto remanescente da Ultima etapa de fracionamento desta cascata foi
denominado como fracdo etandlica ou remanescente. Por fim, foram obtidas oito
fracGes (quatro de folhas e quatro de cascas: hexanica (HF e HC), cloroférmica (CF
e CC), acetato de etila (AEF e AEC) e remanescente (RF e RC)) correspondendo a
quatro polaridades. Estas fracdes foram avaliadas nos bioensaios e demais testes
juntamente com 0s proprios extratos brutos, totalizando dez amostras analisadas.
Os extratos e fracbes foram armazenados em geladeira a fim de evitar possivel
degradacdo ao longo do periodo de realizacdo deste trabalho. O diagrama de

obtencéo e fracionamento dos extratos esta detalhado na Figura 8.
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FIGURA 8 — ESQUEMA DE OBTENGAO DE EXTRATOS BRUTOS E FRACOES E EXTRATO
AQUOSO
FONTE: A AUTORA (2013)

4.4.5 Rendimento dos Extratos Etandlicos e Fracdes

A partir da Determinacdo do Teor de Solidos Totais foi possivel verificar o
rendimento dos extratos brutos e fragbes, uma vez que o volume de extratos obtidos
€ conhecido, assim como a quantidade (g) de material botanico seco utilizado em
sua obtencdo. Esta informacdo nos permite rastrear a quantidade de material
botanico seco e estabilizado é necessaria para provocar os efeitos observados nos
organismos ou testes in vitro a partir das concentracfes de extratos e fracbes
estabelecidas. Correlacionando volumes dos extratos e massas dos extratos secos,
o resultado € expresso em g/mL e, a partir da quantidade de material seco e
estabilizado utilizado para obtencdo do extrato, pode-se obter o resultado em

porcentagem (rendimento) para os extratos brutos, como mostra a Equacéo 3.
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3
Teor de Sélidos Totais x 100

. o) —
Rendimento(%) Material Seco e Estabilizado

Para determinar o rendimento das fracbes dos extratos brutos etandlicos,
faz-se uma relacédo entre o teor de solidos do extrato bruto e o teor de sdlidos de

cada fracdo, como mostra a Equacéo 4:

4)
Teor de Sélidos Totais da Fragdo x 100

Rendi to(%) =
endimento (%) Teor de Sélidos Totais do Extrato Bruto

4.5 ENSAIOS FITOQUIMICOS

A analise fitoquimica preliminar € realizada para obter informacfes
qualitativas acerca dos principais grupos de metabdlitos presentes na amostra.
Utilizando o método apresentado por Moreira (1979) adaptado por Miguel (2003), foi
realizada a avaliacao fitoquimica preliminar dos extratos de cascas e folhas de
Cestrum intermedium, buscando verificar as classes de metabdlitos sollveis em
alcool (etanol) e em agua, utilizando entéo os extratos brutos etandlicos e aquosos.
O Ensaio Sistematico Fitoquimico utiliza diversas reacgdes especificas que indicam
qualitativamente a presenca de determinados metabdlitos, seja por mudanca de
coloracao, precipitacdo, formacéo de gas ou fluorescéncia, as vezes utilizando mais
de um método.

Devido ao carater qualitativo da avaliacdo e relativamente subjetivo, prefere-
se avaliar os metabdlitos solUveis em adgua em extratos aquosos, neste trabalho
obtidos unicamente para este propdésito. Os metabdlitos sollveis em agua estédo
presentes nos extratos brutos etandlicos obtidos (uma vez que foi utilizado etanol
95°GL para a extracdo), porém em conjunto com diversos outros metabolitos, o que
pode dificultar a visualizacdo dos resultados. Os extratos aquosos carreiam apenas

metabdlitos sollveis em agua, 0 que 0s torna mais concentrados nestas substancias
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gquando comparados aos extratos brutos, facilitando a deteccédo qualitativa destes
metabolitos secundarios.

Em relacdo as técnicas mais avancadas para deteccdo e identificacdo de
grupos metabdlicos, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o
Ensaio Sisteméatico Fitoquimico é um classico menos refinado, porém ainda é uma
opcéo vélida. Principalmente por se basear em métodos simples que exigem poucos
recursos, nao requerer conhecimento técnico para 0 uso de equipamentos
sofisticados ou habilidade para avaliagdo dos resultados por estes expressos, nao
implicar em etapas de purificacdo, muitas vezes inevitaveis quando se elege outros
métodos, devido a natureza complexa das matrizes a serem analisadas. Seu
objetivo € a avaliacdo preliminar, utilizando matrizes muito complexas que, apo0s
processamento direcionado, podem ser avaliadas de maneira mais aprofundada,

empregando entdo as técnicas mais modernas de identificacdo.

4.5.1 Metabolitos Solaveis em Alcool

Foram analisadas aliquotas dos extratos brutos etandlicos das folhas e caules

de Cestrum intermedium.

4.5.1.1 Pesquisa de Alcaloides

Os alcaloides sdo compostos biolégicos de carater basico variavel, devido a
disponibilidade do par de elétrons do nitrogénio (podendo ser acido quando o
nitrogénio é quaternario), facilmente atraidos por densidades eletrénicas negativas,
como no cloro, presente no cloroférmio. Portanto, h4 chances de isolamento de
alcaloides na fracdo cloroférmio e assim como na fracdo remanescente. Sua
solubilidade varia de acordo com o pH, sendo que na forma basica sdo sollveis em
solventes organicos e na forma de sal sdo soluveis em solventes aquosos. O
principio deste ensaio é a capacidade dos alcaloides em estado de sal combinarem-
se com iodo e metais pesados.

A pesquisa qualitativa de alcaloides foi realizada com os reativos gerais para

alcaloides: Reativo de Mayer, Reativo de Dragendorff, Reativo de Bouchardat e
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Reativo de Bertrand. Uma aliquota dos extratos brutos das folhas e cascas foi
evaporada em banho-maria a 50° C e os residuos ressuspensos em 1 mL de etanol
absoluto e entdo diluidos em 5 mL de HCI 1%. A acidificacdo torna os alcaloides em
sais solluveis em agua, capazes de complexar com iodo e metais pesados. A
solucéo cloridrica dos extratos foi disposta em cinco tubos de ensaio sendo um
deles o controle negativo (somente com a solugéo cloridrica) e o restante para os
reativos gerais de alcaloides (um tubo para cada reativo). Foram adicionadas duas
gotas de cada reativo geral para alcaloides e a reacdo € considerada positiva
quando as seguintes caracteristicas se desenvolveram para cada reativo:
e Mayer (mercurio tetra-iodeto de potassio): formacao de precipitado branco
ou leve turvacao branca
e Dragendorff (tetra-iodeto bismuto de potassio): formacéo de precipitado de
coloracéao tijolo
e Bouchardat (iodo/iodeto de potassio): formacao de precipitado de coloracao
alaranjada
e Bertrand (&cido silico-tingico): formacao de precipitado branco ou leve
turvacao branca
Podem ocorrer reacdes falso-positivas em contato com substancias de alta
densidade eletrdnica (em Dragendorff e Bouchardat, o precipitado torna-se preto) ou
pela precipitacdo de resinas (Bertrand), desformando o complexo apds alguns

instantes, desfazendo o precipitado.

4.5.1.2 Pesquisa de Leucoantocianidinas

A reducao de leucoantocianidinas (flavonoides monoméricos 3,4-dibis ou 4-
0is) a antocinanidinas, em meio &cido, promove um deslocamento batocrémico na
banda | (aumento de comprimento de onda (A)), permitindo a observacdo da
mudanca de coloracdo de amarelo para vermelho. Para a realizacdo da pesquisa de
leucoantocianidinas, os extratos brutos das folhas e cascas foram levados a secura
em capsulas de porcelana e os residuos dissolvidos em 5 mL de alcool etilico
absoluto e em seguida, foram adicionadas cinco gotas de HCI concentrado, sob
aguecimento até ebulicdo. A reacéo é considerada positiva com o desenvolvimento

de coloracéo vermelha.
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4.5.1.3 Pesquisa de Heterosideo Flavonico

Os flavonoides se caracterizam por esqueleto de 15 carbonos e um anel
cromona (benzopirona). Aliquotas dos extratos brutos foram levadas a secura em
capsulas de porcelana e os residuos foram dissolvidos em 10 mL de etanol absoluto.
Em tubo de ensaio, foi adicionado lentamente a solugdo etandlica limalhas de
magneésio e HCI fumegante. A reacéo se observa pelo deslocamento batocrémico da
banda | dos derivados flavonicos e reducédo da funcéo cetona a monoméricos 3,4-
didis ou 4-6is, desenvolvendo as cores conforme as estruturas quimicas: flavonas
desenvolvem amarelo-vermelho, flavonol e diidroflavonol desenvolvem vermelho-
vermelho sangue, derivados antocianicos desenvolvem vermelho que clareia para
rosa, chalconas, auronas, diidrochalconas, isoflavonas e flavononas né&o

desenvolvem coloragéo.

4.5.1.4 Pesquisa de Flavonodis

Aliquotas dos extratos brutos foram levadas a secura em capsulas de
porcelana e em seguida foi realizado o teste do Oxalico Bérico (Teste de Taubock).
Ao residuo foram adicionadas cinco gotas de acetona, 30 mg da mistura de acido
borico e acido oxalico (1:1) e levado novamente a secura. Ao residuo € adicionado 5
mL de éter etilico. A reacdo é considerada positiva quando sédo formados quelatos
que ocasionam deslocamentos ipsocrémicos da banda | dos derivados do &cido
borinico, observando em ultravioleta longo (200-400 nm) fluorescéncia amarelo-
esverdeada para flavononoides, sendo que flavonas e isoflavonas ndo apresentam
essa propriedade. Antocianicos coram-se, mas nao produzem fluorescéncia. Podem
ser observadas fluorescéncias de outras cores como laranja ou azul, sendo

provenientes de clorofila e cumarinas, respectivamente.

4.5.1.5 Pesquisa de Dihidroflavonois

A pesquisa de dihidroflavonois foi realizadas por dois métodos:
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e Ensaio de Pacheco

Em capsulas de porcelana os extratos brutos foram levados a secura e o
residuo foi aquecido em bico de Bunsen com cristais de acetato de sodio e 0,1 mL
de anidrido acético. Em seguida foi adicionado 0,1 mL de HCI fumegante. O
desenvolvimento de coloracéo roxa, produzida pelo deslocamento batocromico das
bandas | e I, indica resultado positivo para diidroflavononois. Chalconas, auronas,

flavonais e flavonas apresentam resposta negativa.

e Ensaio com Zinco em Acido Cloridrico

Aliguotas dos extratos brutos foram levadas a secura em capsulas de porcelana e
em seguida dissolvidas em 10 mL de etanol absoluto. Transferiu-se a solucéo para
tubos de ensaio com pastilhas de zinco e HCI fumegante foi adicionado lentamente.
O resultado é considerado positivo se visualizada coloragdo roxa, produzida

somente por diidroflavonois (flavononas e flavanol ndo produzem coloracéo).

4.5.1.6 Pesquisa de Cumarinas

A dissolucdo de cumarinas em alcali caustico seguida de clivagem do anel
pirrélico consequentemente formam o acido hidroxicinamico e sais de seu anion. A
formacao do sal alcalino fluorescente do acido hidroxicinamico € verificada sob luz
UV, que desloca suas ligacdes ocasionando fluorescéncia.

Aliguotas dos extratos brutos foram levadas a secura em capsulas de
porcelana a 50° C e os residuos recuperados com 5 mL de acetato de etila, com
ajuste de pH até 1 por adicdo de HCI 2N. A mistura foi resfriada e transferida para
um funil de separacédo para extracdo com éter etilico, concentrando em banho-maria
até 5 mL.

Destas fracoes, foram transferidos 3 mL para tubos de ensaio e adicionados 2
mL de NaOH 2N. Os tubos foram submetidos a luz ultravioleta longo (366 nm)
durante 15 minutos. A reacédo é positiva pela observacao de fluorescéncia azul/verde

amarelada, deslocando a ligacao de cis para trans do anion cumarinico.
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4.5.1.7 Pesquisa de Heterosideos Antraquindnicos

Antraquinonas e naftoquinonas séo polifenois que, em pH elevado, formam
fenolatos hidrossollveis de coloracdo rosea devido a ionizacdo de hidroxilas
fendlicas.

Em balbes de fundo chato foram transferidos 30 mL dos extratos brutos
juntamente com 5 mL de solucdo aquosa de acido sulfurico a 10%. A mistura é
levada a refluxo por uma hora e posteriormente filtrada, adicionando em seguida 30
mL de &gua. A mistura foi transferida para um funil de separagéo e procedeu-se a
extracdo com éter etilico (2 x 10 mL). As fracbes obtidas foram reunidas e
concentradas em banho-maria, até um volume de 5 mL. Em seguida, foram
adicionados 5 mL de NH4;OH (Reacdo de Borntraeger). A reacdo € considerada
positiva com observacdo de coloracdo vermelha na solucdo alcalina, devido a
ionizacdo das hidroxilas fendlicas, indicando a presenca de naftoquinonas e/ou

antraquinonas.

4.5.1.8 Pesquisa de Esteroides e Triterpenos

Aliguotas dos extratos das folhas e cascas foram levadas a secura em
capsulas de porcelana e, em seguida, os residuos redissolvidos em 5 mL de
cloroférmio e filtrados em algoddo. Cada uma das amostras foi transferida em
aliquotas de 0,1, 0,5 e 1,0 mL para tubos de ensaio e o volume foi completado para

2 mL com cloroférmio.

. Reacéo de Liberman-Bouchard

Para esta reacao foram adicionados aos tubos de ensaio 1 mL de anidrido
aceético e lentamente 2 mL de H,SO, concentrado. As coloragfes indicam:

- Rosea ou azul: presenca de fungéo carbonila na posi¢éo 3 e duplo enlace
nas posicdes 5e 6 ou 7 e 8.

- Verde: funcéo hidroxila em 3 e dupla ligacdo entre 5e 6 ou 7 e 8.

- Amarela: grupamento metila no carbono 14.
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e Reacao de Keller Kelliani

Foram levados a secura 2 mL dos extratos cloroférmicos preparados
anteriormente e os residuos foram dissolvidos com 2 mL de acido acético glacial e
0,2 mL de solucéo aquosa de cloreto férrico 1%. As misturas foram transferidas para
tubos de ensaio contendo 2 mL de H,SO,4. O desenvolvimento de coloracéo azul ou
verde na zona de contato entre as duas fases indica a presenca de desoxiagucares,

sendo que azul indica esteroides e verde indica triterpenos.

4.5.2 Metabolitos Solliveis em Agua

Foram utilizados os extratos brutos aquosos de folhas e cascas de C.

intermedium imediatamente apos obtencéo.

4.5.2.1 Pesquisa de Heterosideos Antocianicos

Antocianidinas sao pigmentos hidrossollUveis presentes nas plantas e sua
coloracdo varia de acordo com o pH: vermelho quando acido e azul quando basico.
Para a determinacdo de presenca de heterosideos antocianicos, foram colocados 5
mL de cada extrato bruto em trés tubos de ensaio. Em um dos tubos, foi colocado
HCl 1% até pH 4, sendo considerada reacdo positiva a que desenvolveu tons
avermelhados. Outro dos tubos foi alcalinizado com NaOH até pH 10, sendo
considerada positiva a reacdo que desenvolveu tons azulados. O ultimo tubo foi
neutralizado a pH 7, sendo considerada positiva a reacdo que desenvolveu tons
violaceos.

A determinagdo de presenga de antocianidina foi realizada a partir da
extracdo de 10 mL dos extratos brutos em alcool butilico por duas vezes seguidas
em funil de separacéo. As fracBes obtidas sdo concentradas até 5 mL em cépsulas
de porcelana em banho-maria. O desenvolvimento de coloracdo vermelha ao
adicionar cinco gotas de HCI concentrado, aquecendo até ebulicdo, indica reagao

positiva para presenca de antocianidinas.
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4.5.2.2 Pesquisa de Heterosideos Saponinicos

As saponinas sado substancias de carater anfotero, reduzindo a tenséo
superficial dos compostos em solu¢cdo aquosa, promovendo formacédo de espuma
mediante agitacdo. Para determinagdo da pesquisa de heterosideos saponinicos
foram utilizados trés tubos de ensaio para cada amostra com a mesma quantidade
de cada extrato bruto. Estes foram agitados energicamente por cinco minutos e a
altura da espuma formada foi medida. ApOs repouso de 30 minutos, a presenca de

saponinas é confirmada pela persisténcia de espuma com altura superior a um

centimetro (1 cm).

4.5.2.3 Pesquisa de Heterosideos Cianogénicos

Para determinar a presenca de heterosideos cianogénicos foram
adicionados 5 mL dos extratos brutos e 1 mL de H,SO,4 10% ou 1 N, sem umedecer
as paredes dos tubo de ensaio. Foi suspendida tira de papel picro-sédico, sem
encosta-la nas paredes, com o auxilio de uma rolha de cortigca, mantendo em banho-
maria (60° C) por 30 minutos. O resultado positivo para heterosideos cianogénicos
foi considerado com desenvolvimento de coloracdo marrom a vermelha no papel

picro-sédico.

4.5.2.4 Pesquisa de Taninos

Os taninos séo divididos entre hidrolisaveis e condensados de acordo com os
nucleos fendlicos existentes e a unido destes. Os taninos hidrolisaveis apresentam
acido galico ou acido hexaidroxidifénico com derivados esterificados de glicose,
sendo facilmente hidrolisados em acidos fendlicos e acgucares. Os taninos
condensados contém nucleos fendlicos que geralmente estdo ligados a carboidratos
ou proteinas.

Para a determinacdo da presenca de taninos foi transferido 1 mL dos
extratos brutos para cinco tubos de ensaio e 0s seguintes reagentes foram

adicionados:
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o Tubo 1: 3 gotas de cloreto férrico. Considerando coloracédo azul ou
verde, com formacéo ou ndo de precipitado como resultado positivo.

o Tubo 2: 1 a 3 gotas de sulfato amoniacal. Considerando coloracéo
azul ou verde como resultado positivo.

o Tubo 3: 1 a 3 gotas de cloridrato de emetina. Considerando a
formacao de precipitado como resultado positivo.

. Tubo 4: 5 mL de acido acético (gota a gota) e 5 mL de acetato de
chumbo. Considerando a formacéo de precipitado como resultado positivo.

o Tubo 5: 3 gotas de dicromato de potassio 1%. Considerando a
formacao de precipitado como resultado positivo.

Para a pesquisa de taninos condensados e hidrolisaveis foram transferidos
30 mL do extrato para um baldo de fundo chato junto com 6 mL de formaldeido 40%
e 4 mL de acido cloridrico 37%. Esta mistura foi aquecida em refluxo por uma hora e
depois de resfriada foi filtrada. O residuo do papel de filtro foi lavado com solugéo de
alcool 50% e entdo adicionado algumas gotas de KOH a 5%. A coloracdo verde
indica a presenca de taninos condensados. Ao filtrado foi adicionado excesso de
acetato de sodio e gotas de solucdo aquosa de cloreto férrico 1%, a coloracao azul

indica a presenca de taninos hidrolisaveis.

4.6 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Levando em conta o direcionamento proporcionado pelo ensaio sisteméatico
fitoquimico, buscou-se isolar metabdlitos presentes para proceder a identificacdo
dos mesmos. Para tanto, recorreu-se a cromatografia liquida em coluna, realizada
em coluna de vidro utilizando como fase estacionéria silica gel 60 (0,063-0,2 mm
Merck®). As fragbes de escolha foram solubilizadas em metanol e incorporadas
proporcionalmente a duas partes de silica-gel para cada parte de amostra em gral
adequado. A mistura foi constantemente triturada com auxilio de pistilo, promovendo
a evaporacao total do solvente até a formacao da pastilha, sendo esta submetida a
cromatografia liquida em coluna.

A coluna foi empacotada com silica-gel na proporcao de cinco partes em

relacdo a pastilha, sendo que esta foi isolada entre camadas de papel de filtro, a fim
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de minimizar possiveis perturbacdes na coluna. Como fase movel foram utilizados
solventes combinados em gradiente crescente de polaridade. Para a fracao
cloroférmio das folhas, iniciou-se com 100% hexano em volume de 100 mL, tendo
cloroférmio e metanol como gradiente de polaridade, com variacdo de 5% em 5%,
até 100% de metanol. Foram coletadas subfragfes de aproximadamente 15 mL em
frascos de vidro em sequéncia. O mesmo procedimento foi realizado com a fragcéo
acetato de etila das folhas, utilizando gradiente de polaridade de hexano 70%-
acetato de etila-metanol-agua-acido acético 5%, com variacdo de 5% em 5%.

Dentre as analises para elucidacdo dos compostos isolados dos extratos e
fracbes semipurificadas de C. intermedium foram utilizadas técnicas
espectroscopicas como RMN de H*, C**, DEPT, e correlacdes HSQC e HMBC, além

de espectrometria na regido do Infravermelho.

4.7 BIOENSAIOS

4.7.1 AVALIACAO PRELIMINAR DA TOXICIDADE DOS EXTRATOS
BRUTOS E FRACOES DE FOLHAS E CAULES

4.7.1.1 Avaliagéo da toxicidade aguda em Artemia salina

Para a avaliacdo de toxicidade aguda dos extratos e fracdes de Cestrum
intermedium no microcrustaceo de agua salobra/salina Artemia salina foi utilizado o
método descrito por Meyer et al. (1982) com adaptacdes de Petrobras (1996), que
determina a CEsp em pug/mL de compostos ativos e extratos no meio. Foi utilizada
solucdo salina de sal marinho artificial em agua destilada (30 g/L) como meio de
eclosao e cultivo dos microcrustaceos. O pH foi ajustado para 9,0 com carbonato de
sédio, para viabilizar a sobrevivéncia dos nauplios, uma vez que valores de pH
superiores a 6,0 séo ideais para o desenvolvimento de Artemia salina, ndo devendo
ultrapassar valores de 10,5.

Os cistos de Artemia salina adquiridos em loja de aquérios foram colocados
em funil de separagédo com solugéo salina (200 mg/L) por 24 horas para eclodirem,
sob aeracdo continua, em auséncia de luz (viabilizada por papel aluminio ao redor

do funil), com controle de temperatura (27-30° C) e pH (8-9). Ao fim das 24 horas, o
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papel aluminio foi aberto na parte inferior, proximo a torneira e foi posicionada
iluminacao artificial (lampada fria). Devido ao fototropismo dos nauplios, a coleta foi
facilitada com o uso da torneira do funil. Os cistos n&do eclodidos foram descartados,
o funil foi reabastecido com nova salina e os nauplios reinseridos, novamente sob
aeracao e auséncia de luz por mais 24 horas. Ao fim destas 24 horas, os nauplios de
48 horas de vida foram coletados e em seguida inseridos nos meios-teste e
controles.

As solucbes de extratos brutos e fragcbes das folhas e cascas nas
concentragdes de 10, 100, 250, 500 e 1000 pg/mL de DMSO 1% em solugéo salina
foram testadas em quadruplicata, acondicionadas em placas-teste de cultura celular
de 24 pocos (Marca Prolab). As amostras dos extratos foram dissolvidas em
dimetilsulféxido (DMSO) 1% em salina para melhor solubilizacdo e garantia da
concentracéo efetiva das amostras. Portanto, além do controle negativo (salina), os
nauplios foram avaliados frente ao solvente (DMSO 1% em salina). Como controle
positivo foi utilizado dodecilsulfato de sédio (SDS) nas concentracdes de 10, 20, 30,
40 e 50 pg/mL de solucéo salina. Todos os controles também foram realizados em
quadruplicata.

Em cada pogo foram colocados 10 nauplios e cerca de 2,5 mL de amostra-
teste. As placas foram incubadas em estufa (27-30° C) ao longo de 24 horas e ap0s
este periodo o numero de nauplios iméveis foi contabilizado com auxilio de
iluminacéo artificial e lupa. As placas foram incubadas novamente e avaliadas apo6s
outras 24 horas (completando 48 horas de exposicdo). Os dados foram analisados
pelo método Probit com o objetivo de estimar a concentracdo efetiva a 50% dos
individuos (CEsp) com 95% de confiabilidade. Foram consideradas amostras ativas

as que CEso for menor que 1000 ppm (1000 pg/mL), de acordo com Meyer (1982).

4.7.1.2 Avaliacao da toxicidade aguda em Daphnia magna

O ensaio de toxicidade aguda em Daphnia magna foi realizado de acordo
com a ABNT NBR 12713:2009. O cultivo de dafnias reproduzidas por partenogénese
foi realizado em agua de diluicdo em pH de 7,6 a 8, com dureza de 175 a 225 mg/L
de carbonato de célcio. Os organismos foram mantidos em lotes com menos de 25

adultos por litro, com luz difusa entre 12 e 16 horas e 18-22° C, sendo alimentados
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com algas verdes unicelulares cultivadas. Os lotes sé&o limpos diariamente, sendo
retirados os filhotes novos.

Os extratos foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) 1% em agua de
diluicdo, para viabilizar a solubilizacdo e garantir da concentracdo efetiva das
amostras. Portanto, além do controle negativo (agua de dilui¢cdo), os filhotes também
foram avaliados frente ao solvente (DMSO 1% em agua de diluicdo). Como controle
positivo foi utilizado dicromato de potassio nas concentracdes de 0,38 a 1,86 pug/mL
(devendo a sensibilidade aceitavel dos filhotes variar entre 0,6 e 0.9 pg/mL). As
solugbes de extratos brutos e fracbes de folhas e cascas foram testadas nas
concentracdes de 10, 100, 250, 500 e 1000 pg/mL em triplicata, assim como todos
os controles. Todas as solucbes-teste foram preparadas no momento da
transferéncia dos organismos (20 por replicata).

O teste ocorreu em ambiente escuro, com temperatura de 18-22° C, sem
alimentacdo dos organismos, sendo verificado o nimero de organismos imoéveis no
periodo de 48 horas de exposicédo. Os dados foram analisados pelo método Probit
com o objetivo de estimar a concentracdo efetiva a 50% dos individuos (CEsp) com
95% de confiabilidade. Foram consideradas amostras ativas as que CEsg for menor
gque 1000 ppm (1000 pg/mL).

4.7.1.3 Avaliacao da toxicidade aguda em Aedes aegypti

A atividade larvicida dos extratos brutos e fracdes de Cestrum intermedium
em Aedes aegypti foi verificada segundo a metodologia de World Health
Organization (WHO) (1981a) com modificacbes. Os ovos de Aedes aegypti da
linhagem Rockfeller (utilizada como padrao de susceptibilidade a inseticidas para a
espécie Aedes aegypti) foram fornecidos pela Fundacao Osvaldo Cruz — RJ. Para a
eclosdo dos ovos, foram adicionados 500 mL de agua mineral em Becker de plastico
e levados a estufa BOD (marca Novatecnica modelo NT 704) em temperatura de
27+2° C e umidade relativa de 80+5%.

A dieta das larvas no periodo de eclosdo até o 3° estadio larval
(aproximadamente 48 horas de idade) consistiu em ragdo de peixe (Aldon Basic,
MEP 200 Complex). Larvas no 3° estadio de desenvolvimento foram utilizadas para

0S ensaios, por apresentarem tecidos mais desenvolvidos. As larvas de 4° estadio
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podem virar pupa e evoluir a mosquito rapidamente, por isso evita-se utilizar larvas
neste estadio, apesar da semelhanca anatdbmica. Devido a esta semelhanca
anatbmica, pode-se inferir que larvas sensiveis no 3° estadio serdo sensiveis no 4°
estadio. As larvas em 1° e 2° estadios séo imaturas anatomicamente, com sistema
vascular pouco desenvolvido, tornando-se sensiveis em demasia para avaliacdes de
toxicidade. A triagem para selecionar o 3° estadio consistiu em verificar o
desenvolvimento de papilas anais (formacdo completa), a distincdo nitida entre
papila anal e sifao respiratorio.

Foram testadas as solucdes de concentracdo de 10, 100, 250, 500 e 1000
pHg/mL dos extratos e fragOes de folhas e cascas, solubilizando as amostras com
0,5% de dimetilsulféxido (DMSO) em agua mineral. O ensaio foi realizado em
triplicata, utilizando 10 organismos por replicata. Como controle negativo foi utilizada
a solucdo DMSO 0,5% em agua mineral e o inseticida utilizado como controle
positivo foi o Temefds grau técnico 90% lote 005/2011 (marca Fersol Mairinque), em
concentracdo 0,060 mg/mL (o dobro concentracdo letal que causa imobilidade de
99% de uma cepa susceptivel), como definido pela WHO (1981 a,b). A cepa
utiizada no teste é resistente a dose usual de Temefds, organofosforado
biodegradavel que ndo acumula em tecidos, agindo por contato ou ingestao.

A atividade larvicida foi avaliada apés 24 e 48 horas por meio da contagem
do numero de larvas mortas em cada amostra. Larvas moribundas, incapazes de
atingir a superficie da agua quando tocadas, foram consideradas como mortas
(WHO, 1981a). Os dados foram analisados pelo método Probit com o objetivo de
estimar a concentracdo efetiva a 50% dos individuos (CEsp) com 95% de
confiabilidade. Foram consideradas amostras ativas as que CEs, for menor que 1000
ppm (1000 pg/mL).

4.7.1.3.1 Avaliacao da morfologia das larvas de Aedes aegypti

Apoés o término de 48 horas, nas maiores concentracbes em que as larvas
foram consideradas vivas, sua morfologia anatdbmica interna e externa foram
avaliadas. As larvas coletadas foram fotografadas com Camera digital Sony
(morfologia externa), conectada a um microscépio Olympus CX 41 aumento de 4x
(100 pm) (morfologia interna) (VIEIRA et al., 2012).
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4.7.1.4 Avaliagcdo Hemolitica in vitro

Para o ensaio de atividade hemolitica in vitro foi utilizada a técnica proposta
por Banerjee (2008) adaptada por Henneberg (2013), empregando solucdo de
hemécias de carneiro em tampéo fosfato (papa de eritrécitos 2% em PBS). A papa
de eritrocitos foi obtida a partir de sangue de carneiro homogeneizado (Newprov®),
lavado com tampao fosfato gelado e centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos, por no
minimo trés vezes. O centrifugado livre de sobrenadante (papa de eritrocitos) foi
diluido a 2% em PBS (phosphate buffer saline).

Os extratos e fragcbes foram testados em concentragdes de 100, 250, 500 e
1000 pg/mL, em triplicata. Em eppendorfs foram colocados 200 pyL dos extratos
diluidos em PBS e 200 pl de solugédo de eritrécitos a 2%. Para a realizagédo dos
controles, as amostras foram substituidas por PBS para o controle negativo
(hemolise basal) e por 4gua destilada para o controle positivo (hemolise total),
respectivamente. As amostras foram incubadas em estufa por 3 horas a 37° C. Apés
incubacdo, os eppendorfs foram centrifugados por 5 minutos a 3000 rpm. Os
sobrenadantes foram observados para verificagdo da ocorréncia ou ndo da formacgéo
de hemdlise total (solugéo limpida, vermelha e sem depdsito de eritrdcitos).

Para a quantificacdo da hemolise, os sobrenadantes foram pipetados para
uma placa de ELISA e a absorbancia lida em 540 nm (Multiskan FC — Thermo
Scientific). A hemdlise foi calculada com base nos valores de absorbancia do tubo
de hemdlise total, cujo valor € considerado 100%. Os dados obtidos foram
submetidos a analise variancia (ANOVA) (a=0,05) e quando necessério ao teste de
Tukey com nivel de significancia de 5% (a=0,05) para comparagdo de médias. A

taxa de hemodlise foi calculada da seguinte maneira (Equacao 5):

(5)

Absorbancia Amostra — Absorbancia Basal

Hembolise (%) =
emolise (%) Absorbancia Total — Absorbancia Basal



58

4.7.2. AVALIACAO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS IN VITRO

4.7.2.1 Avaliagéo do potencial de atividade antimicrobiana

A avaliacdo do potencial de atividade antimicrobiana foi realizada através
das técnicas de difusdo em agar e de microdiluicdo em caldo para a determinacéo
da concentracao inibitéria minima. Foram utilizados os seguintes microrganismos:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Candida albicans (ATCC 10231).

4.7.2.1.1 Método da difusdo em agar

A metodologia de difusdo em &agar utilizando discos de papel de filtro
impregnados com as amostras foi realizada conforme metodologia descrita por
Bauer et al. (1966) com adaptacdes. As amostras dos extratos brutos e fracdes de
Cestrum intermedium foram testadas em duplicatas impregnadas em discos de
papel na concentracao de 1000 ug.

As colbnias isoladas dos micro-organismos teste com crescimento em agar
de 18-22horas foram transferidas para um tubo de solucado salina a 0,49% e, apos
homogeneizagao, as suspensdes dos micro-organismos teste foram ajustadas para
aproximadamente 10® células/mL, compativel com a escala 0,5 de McFarland (por
comparacdo de turbidez). Os in6culos microbianos foram espalhados sobre a
superficie de agar Mueller-Hinton (bactérias) e sobre agar Sabouraud (levedura)
com o auxilio de swab estéril.

Discos de papel foram impregnados com 10 yL das amostras (100 mg/mL) e
deixados secar a temperatura ambiente. Os discos impregnados foram colocados
sobre as placas inoculadas com os micro-organismos teste com o auxilio de pinca
estéril. As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica (por 48 horas em 26° C
quando leveduras e 24 horas em 35° C quando bactérias). O teste foi realizado em
duplicada para cada amostra. Todo procedimento foi realizado dentro de camara de
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fluxo laminar com material previamente esterilizado em autoclave a 120° C por 15
minutos. Amostras padrbes dos controles positivos, fungicida Cetoconazol (50
Mg/disco) e do bactericida Cloranfenicol (30 upg/disco), foram utilizadas para
comparacao de resultados entre os ensaios. Os diametros dos halos formados pelos
controles serviram de comparacdo para a capacidade de inibicdo do crescimento

dos micro-organismos pelos extratos.

4.7.2.1.2 Determinac¢ao da concentragao inibitéria minima

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada
utilizando-se a metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
- CLSI (2012), com modificagbes. Foram preparadas solugbes-mae na concentracao
de 2000 pg/mL a partir dos extratos brutos e fracdes de folhas e cascas,
empregando metanol (25%) em agua como solvente.

Para o teste com bactérias foi utilizado o caldo de Mueller-Hinton e para o
ensaio com a levedura foi utilizado o caldo Sabouraud Dextrose. Foram processadas
diluicdes seriadas, para resultar em concentragcdes entre 1000 e 7,8 ug/mL das
amostras em estudo, distribuidos em 100 yL em cada orificio da microplaca estéril
com 96 pogos em ‘U’. Em seguida, foram adicionados 10 uL dos indculos contendo
aproximadamente 108 UFC/mL e as placas foram incubadas em estufa
bacteriol6gica a 35°C+1°C por 24 horas quando bactérias e por 48 horas quando
levedura. Cada amostra foi avaliada em duplicata, sendo que as cepas néo foram
misturadas nas placas, a fim de evitar contaminacoées.

ApoOs o periodo de incubacdo de 20-23 horas adicionaram-se 20 pyL de
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) (0,5% p/v) em agua, a cada cavidade das
microplacas utilizadas, que foram novamente levadas a temperatura de incubacéo
durante uma hora para verificar a presenca de organismos viaveis, indicado pelo
desenvolvimento de coloragdo vermelha. Os testes foram realizados em duplicata,

utilizando Cloranfenicol, a 30 ug/mL e Cetoconazol a 50 ug/mL como padrao.
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4.7.2.2 Avaliagéo da Atividade Antioxidante

Para avaliar o potencial antioxidante das folhas e caules da espécie Cestrum
intermedium foram utilizados trés métodos: Reducédo do complexo fosfomolibdénio,
sequestro de radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e determinagédo de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).

4.7.2.2.1 Doseamento de polifenois

O teste de Folin-Ciocalteu é um dos métodos mais antigos para determinar o
conteudo de fendlicos totais. O reagente de Folin-Ciocalteu é composto por anions
heteopoli-fosfotungstatos-molibdatos que reagem com compostos fenélicos em meio
basico, formando um complexo molibdénio-tungsténio de coloracdo azul intensa,
detectada espectrofotometricamente (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; ROGINSKY;
LISSI, 2005).

A determinacdo do teor de fendlicos totais seguiu 0 método descrito por
Singleton et al. (1999) com adaptacfes. Utilizando o &cido galico como controle,
construiu-se uma curva de calibragédo (2,5, 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 17,5 e 20 pg/mL)
para interpolar as absorbancias das amostras. Amostras (320 pL) dos extratos
brutos e fragbes de Cestrum intermedium diluidas em metanol (80 pg/mL) foram
reunidas a agua destilada (quantidade suficiente para completar 4 mL). A seguir, foi
adicionado 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteu e, apds repouso de 10 minutos, 0,4
mL de carbonato de sédio a 10%. Ap6s 30 minutos de repouso em temperatura
ambiente, foram realizadas as leituras espectrofotométricas em 760 nm.

Os teores de fendlicos totais foram determinados em miligramas de extrato
bruto equivalentes de &acido galico por grama (mg/ g EAG), utilizando curva de

calibracéao.

4.7.2.2.2 Ensaio da Redug&o do Complexo Fosfomolibdénio

Esta andlise se baseia na técnica descrita por Prieto et al.,, (1999) e

apresenta a vantagem de avaliar a capacidade antioxidante pela reducdo de
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complexos tanto de componentes lipofilicos e hidrofilicos. Através da reducdo do
molibdénio VI a molibdénio V, promovida pela amostra analisada, ocorre a obtencgéo
do complexo fosfato-molibdénio V de coloragdo verde, determinado
espectrometricamente. O reativo fosfomolibdénio é formado pela reacédo da solucéo
de fosfato de sodio tribasico (28 mL de 0,1 mol/L) com solu¢cdo de molibdato de
amonio tetraidratado (12 mL de 0,03 mol/L) e solugéo de H,SO, (20 mL de 3 mol/L),
em meio aquoso, sendo o volume final ajustado com agua destilada para 100 mL.

Os extratos e fracbes foram solubilizados em metanol com concentracéo
final de 200 pg/mL. Destas, aliquotas de 0,3 mL foram adicionados a 3 mL de
solugdo reagente do complexo fosfomolibdénio. Os tubos foram incubados em
banho-maria a 95° C por 90 minutos. Foi utilizado 0,3 mL de metanol com 3 mL do
reagente como branco e como padrbes utilizou-se a vitamina C e a rutina, nas
mesmas concentracdes das amostras. Todas as amostras foram avaliadas em
triplicata. Apos resfriamento, realizou-se a leitura a 695 nm em espectrofotbmetro
UV-1601 Shimadzu® para obtencdo das absorbancias.

A capacidade antioxidante das amostras foi expressa em atividade
antioxidante relativa (AAR%), em relacdo a rutina (200 ug/mL) e vitamina C (200
Mg/mL), usadas como padrao. Os dados obtidos foram submetidos a andlise
variancia (ANOVA) (a=0,05) e quando necessério ao teste de Tukey com nivel de
significancia de 5% (0=0,05) para comparacdo de médias. Os resultados foram

calculados da seguinte maneira (Equacao 6 e 7):

(6)

AAR% Vit C = Absorbancia Teste — Absorbancia Branco 100
ovitL = Absorbancia Vitamina C — Absorbancia Branco "

(7)

] Absorbancia Teste — Absorbancia Branco
AAR% Rutina =

Absorbancia Rutina — Absorbancia Branco
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4.7.2.2.3 Avaliacao da Atividade Antioxidante pela Reducéo do Radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazina)

O potencial de reducédo do radical DPPH foi determinado segundo o método
descrito por Mensor et al. (2001), utilizando a vitamina C e a rutina como padrdes.
Este ensaio consiste na avaliagdo da atividade sequestradora do radical livre 2,2 -
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de colorac&o purpura. Por acdo de um antioxidante
ou espécie radicalar, o DPPH é reduzido, formando difenil-picril-hidrazina, tornando-
se amarelo. O consequente desaparecimento da absor¢éo pode ser monitorado pelo
decréscimo da absorbancia em UV visivel. A partir dos resultados obtidos determina-
se a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres.

Foram preparadas solucfes metandlicas das amostras em concentracdes
variando de 5 yg/mL a 500 pg/mL e dos padrdes variando entre 1,6 e 8 ug/mL para
a vitamina C e 2,0 a 12 yg/mL para a rutina para construcéo de curva de calibragéo.
Foram adicionadas aliquotas de 2,5 mL a 1 mL de uma solucdo metandlica de
DPPH na concentracdo de 0,03 mmol/mL (preparada minutos antes da utilizacao).
Como controle negativo utilizou-se 2,5 mL de metanol em 1 mL de DPPH. Apés
trinta minutos de reagdo, em temperatura ambiente, foi realizada leitura em 518 nm
em espectrofotometro, utilizando o metanol como branco. Foram calculados os
valores da concentracéo necessaria para reduzir 50% do DPPH disponivel (ICsp) em
curva de calibracdo. Os dados obtidos foram submetidos a andlise variancia
(ANOVA) (0=0,05) e quando necessério ao teste de Tukey com nivel de significancia

de 5% (a=0,05) para comparacado de médias.

4.7.2.2.4 Ensaio de Atividade Antioxidante pelo Método do Acido
Tiobarbiturico-Espécies Reativas (TBARS)

O método aplicado de acordo com Kishida et al. (1993) e Morais et al. (2006)
com adaptacdes envolve a peroxidacao lipidica da gema de ovo por meio da
formacao de substéncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

A peroxidacao lipidica € um mecanismo de dano celular e tecidual muito
estudado, sendo um processo que indica estresse oxidativo em células e tecidos em

plantas e animais. Os lipoperéxidos sao instaveis e se decompde formando diversos
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compostos complexos, inclusive o malondialdeido (MDA) (CAYMAN CHEMICAL,
2014). A reacdo do MDA com o acido tiobarbitirico (meio acido e elevada
temperatura) forma um cromdéforo roseo, facilmente identificado por espectroscopia,
tornando possivel a mensuracéo da peroxidacao lipidica. A fonte lipidica utilizada foi
solucdo de gema de ovo (5%) em dodecilsulfato de sodio (SDS) 0,55%.

Em cinco tubos de ensaio de tampa de rosca para cada amostra, foram
adicionados 0,5 mL de solucdo de gema de ovo, 0,1 mL de amostra em metanol (3
mg/mL) e o volume foi completado com agua destilada para 1 mL. O mesmo
procedimento foi realizado com o controle positivo (butilhidroxitolueno — BHT) em
metanol (3 mg/mL). Em seguida, foi acrescentado a cada um dos tubos de ensaio
0,05 mL de solugdo de 2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto (ABAP)
0,035%, 1,5 mL de solucdo de acido acético 20% e 1,5 mL de solucédo de acido
tiobarbitarico (TBA) 0,4%. Nos brancos da amostra, o ABAP foi substituido por agua
e no controle negativo foi utilizado metanol no lugar das amostras. Os tubos de
ensaio tampados foram imersos em banho-maria (95 C) por 1 hora.

Apos resfriamento, foram acrescentados 5 mL de n-butanol a cada tubo,
sendo submetidos a agitacdo lenta seguida de repouso de 10 minutos. Os tubos
foram entdo centrifugados por 10 minutos (5000 rpm). Os sobrenadantes foram lidos
em espectrofotometro zerado por n-butanol, em 532 nm. Os dados obtidos foram
submetidos a analise variancia (ANOVA) (a=0,05) e quando necessario ao teste de
Tukey com nivel de significancia de 5% (a=0,05) para comparacdo de médias. O

indice antioxidante foi calculado pela Equacéo 8:

(8)

(Absorbancia Amostra — Absorbancia Branco Amostra)
1A% = |1 — — - .100
Absorbéancia Controle Negativo
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Segundo Farias (2010), o teor de umidade maximo para vegetais
estabilizados determinado por diversas farmacopeias varia entre 8 e 14%, intervalo
gue garante a inibicdo de enzimas que acarretariam a degradacdo de constituintes
quimicos, da degradacdo por hidrélise e do desenvolvimento microbiano. A
determinacdo do teor de cinzas quantifica substancias inorganicas nao-volateis
(minerais) e pode ser aplicada, assim como o teor de umidade e densidade
aparente, como parametro de controle de qualidade, evitando falsificacbes ou
adulteracdes (FARIAS, 2010). A combinacdo destes parametros fisico-quimicos é
exclusiva de cada espécie, sendo considerada como identidade da planta. Neste
trabalho, os parametros fisico-quimicos de C. intermedium foram determinados pela
primeira vez, sendo ainda necessarias diversas repeticdes para estabelecer padrbes

de intervalos aceitaveis, garantindo a repetibilidade dos ensaios.

5.1.1 Determinacao dos teores de umidade, cinzas e densidade aparente das folhas

e cascas de Cestrum intermedium

A partir das metodologias descritas, foram obtidos os resultados de Teor de
Umidade (%), Teor de Cinzas Totais (%) e Densidade Aparente (g/mL) para as
folnas e cascas secas, estabilizadas e trituradas, sendo apresentados os valores
médios na Tabela 1. Os resultados médios obtidos sdo coerentes, pois se
enquadram em valores preconizados por farmacopeias de varios paises (FARIAS,
2010).

TABELA 1: TEOR DE UMIDADE, CINZAS E DENSIDADE APARENTE DE FOLHAS E CASCAS DE

C. intermedium

Amostra U% Cinzas% Densidade Aparente (g/mL)
Folhas 8,76+0,07 11,82+0,13 0,25+0,01
Cascas 3,30+0,13 6,40+0,20 0,27+0,02
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52 DETERMINA(;AO DO TEOR DE SOLIDOS DOS EXTRATOS DAS FOLHAS
E CASCAS DE Cestrum intermedium

Assim como os teores de umidade, cinzas e densidade aparente, o teor de
sélidos de extratos das folhas e cascas pode ser aplicado como parametro de
controle de qualidade dos extratos. Nao h& padrdo estabelecido para valores
aceitaveis de teor de soélidos de extratos de Cestrum intermedium, pois também é
uma determinacao inédita para a espécie. A partir da metodologia descrita, foram
obtidos os seguintes resultados de Teor de Soélidos Totais (g/mL) para os extratos
brutos etandlicos e aquosos das folhas e cascas (Tabela 2):

TABELA 2: TEOR DE SOLIDOS DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E AQUOSO DE C. intermedium

Teor de Sélidos (g/mL)

Amostra Ext. Bruto Etandlico Ext. Bruto Aquoso
Folhas 0,0080+0,06 0,0209+0,05
Cascas 0,0499+0,13 0,013310,11

5.3 RENDIMENTOS DOS EXTRATOS ETANOLICOS E FRACOES

Pode-se calcular o teor de sdlidos totais passiveis de ser extraidos das
partes utilizadas, uma vez que sdo conhecidos o volume de extrato obtido e a
guantidade de material utilizada. Ou seja, determina-se a porcentagem de massa
extraida das partes da planta, o rendimento da extracao.

Para obter 95,31 g de extrato bruto seco de folhas foram necessarios 652,58
g de folhas secas e estabilizadas. Considerando que o material seco e estabilizado
seja 100%, temos que o teor de solidos extraiveis estd em torno de 14,86%.
Utilizando do mesmo raciocinio, temos que a partir dos 754,54 g de cascas secas e
estabilizadas obtivemos 87,7536 g de extrato bruto seco de cascas, portanto, cerca
de 10,97% de teor de soélidos extraiveis.

J& para determinar o rendimento das fragdes, consideramos que 100% seja
0 extrato bruto seco (g) e que a fragcdo seca (g) nos apresenta o rendimento. Os

rendimentos de extratos brutos e fracdes das folhas e cascas estdo na Tabela 3.
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TABELA 3: RENDIMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS E FRAGOES DE FOLHAS E CASCAS DE C.

intermedium

Amostra Rendimento (%)
Ext. Bruto Folha 14,86
Hexano Folha 27,24
Cloroférmio Folha 4,20
Acet. Etila Folha 2,78
Remanesc. Folha 39,24
Ext. Bruto Casca 10,97
Hexano Casca 22,28
Cloroférmio Casca 8,13
Acet. Etila Casca 3.36
Remanesc. Casca 57,15

Esta relacdo estabelece a possibilidade de extrapolar os efeitos bioldgicos
além do extrato em si, j& que se pode determinar quanto de planta seca e
estabilizada ha na concentracdo escolhida para teste, facilitando a determinacao de

dose em alguns casos de toxicidade, como a intoxicacao do gado bovino.

5.4 ENSAIO SISTEMATICO FITOQUIMICO

O ensaio sistematico fitoquimico delineia o perfil quimico dos extratos,
direciona o estudo do vegetal e auxilia a prever suas possiveis atividades,
identificando grupos quimicos ou classes de metabdlitos sollveis em etanol e
sollveis em agua que possam estar presentes no material botanico. Portanto, para
determinadas pesquisas de grupos, fez-se necesséria a obtencdo de extrato aquoso
das folhas e cascas, sendo este o Unico momento em que foram utilizados. Os
metabalitos solUveis em alcool (utilizando os extratos brutos etandlicos) investigados
foram alcaloides, flavonoides, cumarinas, heterosideos antraquindnicos, esteroides e
triterpenos. Nos extratos brutos aquosos recém-obtidos foi investigada a presenca
de heterosideos antocianicos, heterosideos saponinicos, heterosideos cianogénicos
e taninos.

Os resultados sao informagdes qualitativas acerca dos principais grupos de
metabalitos, utilizados como roteiro para o isolamento de substancias, sendo eles:
alcaloides, heterosideos flavonicos, flavonois e heterosideos saponinicos (presentes
em folhas e cascas), cumarinas, esteroides e triterpenos (presentes somente nas

cascas). Os resultados do ensaio sistematico fitoquimico evidenciam os metabdlitos
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soluveis em etanol (Tabela 4) e em &gua (Tabela 5), que especificam quais
reagentes/reagdes foram escolhidas para realizar cada pesquisa.

Os metabolitos detectados em Cestrum intermedium estdo de acordo com
0s metabdlitos secundarios mais comuns no género, que € conhecido por apresentar
saponinas (gitogenina e digitogenina), significativa quantidade de alcaloides como
nicotina, nornicotina e atropina, flavonois e terpenoides (GALLO, 1979 apud
AFONSO; SANTOS, 1995; HARAGUCHI, 2003; CUARTAS; CASTANO, 2008;
ROSSETTI; CORSI, 2009; YIN et al., 2012; KHATUN et al., 2014), sendo estas
classes metabdlicas também constatadas em Cestrum intermedium, consideradas

marcadores quimiotaxondmicos do género e familia, respectivamente.

TABELA 4: ANALISE SISTEMATICA FITOQUIMICA DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS E
CASCAS DE C. intermedium

ANALISES FOLHAS CASCAS
Meyer + +
Dragendorff + +
Alcaloides Bouchardat + +
Bertrand + +
Leucoantocianidinas - -
Heterosideos flavbnicos + +
Flavonoides Flavonois + +
Dihidroflavonois - -
Cumarinas - - +
Heterosideos antraquinbnicos - - -
R.de Liberman - Bouchard - -
Esteroides/Triterpenos R. de Keller - Kelliani + +

TABELA 5: ANALISE SISTEMATICA FITOQUIMICA DO EXTRATO AQUOSO DAS FOLHAS E
CASCAS DE C. intermedium

ANALISES FOLHAS | CASCAS
pH 4 - -
Heterosideos pH 7 - -
Antocianicos pH 10 - -
Antocianidina - -
Heterosideos saponinicos + +

Heterosideos cianogénicos - -
Cloreto férrico - -
Sulfato amoniacal - -
Cloridrato de emetina - -
Taninos Acido acético e acetato de chumbo - -
Dicromato de potassio - -
Hidrolisaveis - -
Condensados - -
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5.5 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO

A partir das indicacGes obtidas através do ensaio sistematico fitoquimico,
procedeu-se as tentativas de isolamento para identificacdo de metabdlitos
secundérios presentes. Optou-se por iniciar com as fracdes das folhas, mais
especificamente fracdo cloroférmica (em busca dos alcaloides) e acetato de etila
(em busca de flavonoides). Algumas amostras isoladas diretamente dos extratos
brutos foram enviadas para identificacdo apos tentativas de purificacdo, porém
muitas ndo puderam ser avaliadas por dificuldade de isolamento devido ao baixo
rendimento e presengca de impurezas. Apenas uma tinha as caracteristicas

necessarias para finalizar as analises (EBCPPT).

5.5.1 Cromatografia em coluna

O particionamento da fracdo cloroformica das folhas em coluna
cromatografica com gradiente de solventes entre hexano-cloroférmio-metanol
resultou em 152 frascos de 15 mL de capacidade, distribuindo grupos de
substancias por polaridade. Na regido de 30/70 e 20/80 (mL de hexano/mL de
cloroférmio), apresentou-se um precipitado branco e uniforme, solivel em
cloroférmio. Foi coletada uma aliquota denominada CF88 para andlise em
ressonancia magnética nuclear.

O particionamento da fracdo acetato de etila das folhas em coluna
cromatografica com gradiente de solventes entre hexano-acetato de etila-metanol-
agua-acido acético resultou em 159 frascos, sendo os 100% &agua e 5% acido
acético coletados em frascos de 500 mL. Na regido 85/15 e 80/20 (mL acetato de
etila/mL de metanol), formaram-se cristais brancos em formato de estrela, sollveis
em DMSO que, apo6s purificados, foram analisados em ressonancia magnética
nuclear com a denominagcdo AEF100CRT, assim como o sobrenadante amarelo
resultante da purificacdo destes cristais com a denominacdo de AEF100SBD.
Também resultante da fracdo acetato de etila das folhas, na regido de acido acético
5% formaram-se cristais com formato de rafides soliveis em DMSO, analisados em

ressonancia magnética nuclear com a denominagéo de AEF159CRT.
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5.5.2 ldentificag@o por Ressonancia Magnética Nuclear

Foram encaminhadas para obtencéo de espectros de *H (200,12 MHz) e *C
(50,56 MHz) em espectrdbmetro de ressonancia magnética nuclear no
eespectrometro (Bruker modelo DPX 200 MHz em 4.7 Tesla) amostras precipitadas
no processo de extracdo do extrato bruto etandlico das cascas (seis amostras) e
folhas (uma amostra), assim como aliquotas das subfracfes das colunas da fracéo
cloroférmio (uma) e acetato de etila das folhas (trés). Devido a pequena quantidade
(resultando em baixissimas concentragfes), impurezas e misturas, principalmente
nas amostras de extratos brutos, ndo foi possivel proceder ao isolamento em
algumas amostras. Portanto, poucas amostras eram elegiveis para a identificacédo
através dos espectros obtidos por ressonancia magnética nuclear.

Diretamente do extrato bruto etandlico das cascas, foi possivel identificar um
triterpeno associado a hidrocarboneto denominado Balanophorin B (palmitato de
lupeol) (XI-KUI et al.,, 1998), que precipitou ao longo do resfriamento (amostra
EBCPPT). Com auxilio da ferramenta SCIFINDER, foram verificados os diversos
sindnimos da molécula: Lup-20(29)-en-3-ol, hexadecanoato, (3p), Lup-20(29)-en-3[3-
ol, palmitato, 3-Palmitoilupeol, Balanophorin B, Docosanoillupeol, Lupenil palmitato,
palmitato de lupeol, Lupeil palmitato, Sambuculin A.

Hodges et al. (2003), o palmitato de lupeol é derivado do triterpenoide
pentaciclico denominado lupeol. Apresentando uma ligagdo ao acido graxo de
cadeia longa, assim como o lupeol e seus outros derivados, o palmitato de lupeol
possui atividade anti-inflamatéria, sendo um de seus usos contra artrite reumatoide
(HODGES et al., 2003; CHAKRABORTY; RANGARI, 2011).

A Figura 9 representa graficamente a molécula do isolado EBCPPT (palmitato
de lupeol). Na Figura 10 est4 representado o espectro de RMN de *H do isolado
EBCPPT, onde pode-se observar os deslocamentos quimicos caracteristicos do
esqueleto lup-20(29)-eno, sendo as marcacdes em verde (singletos 1,03, 0,94, 0,90,
0,88, 0,84 e 0,79 que representam os hidrogénios das metilas 23-28 e 30), em
vermelho (singleto 1,68 do hidrogénio da metila na posicéo 23) e em amarelo (4,68 e
4,57 que representam os hidrogénios da dupla exociclica), caracteristicos para o
lupeol. Em azul (2,28 do hidrogénio caracteristico do carbono 2’), em roxo (1,33 o
hidrogénio do carbono 15’) e em laranja (o pico dos hidrogénios dos carbonos de 4’-

14’), caracteristicos do palmitato.
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Na Figura 11 esta representado o espectro de RMN de *C do isolado
EBCPPT, apresentando os sinais em lilds (150, e 109,4 representando a dupla entre
os carbonos 20 e 29) e em verde (80,7) caracteristicos de triterpeno com esqueleto
lup-20(29)-eno e em rosa (173,3 referente ao carbono 1’ da carboxila) e laranja (29,7
referente aos carbonos 4’-13’) caracteristicos do acido graxo de cadeia longa
denominado palmitato. A Tabela 6 compara o0s deslocamentos quimicos

determinados experimentalmente com os relatados na literatura XI-KUI et al. (1998).

30

24 25
FIGURA 9: MOLECULA DO ISOLADO EBCPPT (PALMITATO DE LUPEOL)
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FIGURA 10: ESPECTRO DE RMN DE ‘H DO ISOLADO EBCPPT (PALMITATO DE LUPEOL)
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TABELA 6: DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE **C DO ISOLADO EBCPPT (PALMITATO DE

LUPEOL)

C Literatura Experimental
1 37,8 37,8
2 23,4 23,7
3 80,7 80,6
4 38,54 38,4
5 55,5 55,4
6 18,3 18,2
7 34,3 34,1
8 40,9 40,9
9 50,4 50,3
10 38,1 38,1
11 21,0 20,9
12 25,2 25,1
13 37,2 37,1
14 42,7 42,8
15 27,5 27,5
16 35,6 35,6
17 43,0 43,0
18 48,4 48,4
19 48,0 48,0
20 150,8 150,8
21 29,4 29,3
22 40,0 40,0
23 27,5 27,4
24 16,3 16,1
25 16,3 16,0
26 16,3 16,5
27 14,5 14,5
28 18,3 18,3
29 109,4 109,3
30 19,4 19,4
1 173,5 173,2
2 34,8 34,8
3 25,2 25,1
4 29,3 29,7
13 30,8 30,1
14 31,9 31,9
15’ 22,7 22,7
16’ 14,5 14,5
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Uma das amostras, isolada diretamente do extrato bruto das cascas,
nao indicou presenca de carbonos (mostrando ser de natureza inorgéanica),
sendo entdo encaminhada para analise em espectro de infra-vermelho. A
elucidacao da estrutura permanece em andamento.

A partir dos espectros de carbono e hidrogénio em RMN da amostra
retirada da cromatografia em coluna da fracao cloroférmio (CF88), avaliamos a
possibilidade da presenca de triterpeno diferente do encontrado no extrato
bruto das cascas, sendo a elucidacdo da estrutura permanece em andamento.

As amostras obtidas a partir da cromatografia em coluna da fracao
acetato de etila das folhas foram avaliadas, mas apenas o0s cristais
(AEF100CRT) puderam ser analisados, pois o sobrenadante da purificacdo dos
cristais (AEF100SBD) da regido 85/15 e 80/20 (mL acetato de etila/mL de
metanol) tratava-se de mistura muito complexa para identificacdo a partir dos
espectros gerados por RMN de 'H e **C. A partir da amostra retirada da
cromatografia em coluna da fracdo acetato de etila (AEF100CRT), avaliamos a
possibilidade da presenca de alcaloide nicotinico. A elucidacdo da estrutura
permanece em andamento.

A amostra AEF159CRT ndo concedeu espectro de *C satisfatorio
mesmo quando analisada em sonda direta (BBO), sendo entdo encaminhada

para analise em espectrdmetro de massas, ainda em andamento.

5.6 BIOENSAIOS

5.6.1 AVALIACAO PRELIMINAR DA TOXICIDADE DOS EXTRATOS BRUTOS
E FRACOES DE FOLHAS E CAULES

5.6.1.1 ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA EM Artemia salina

Como demonstrado em Petrobrds (1996), a concentragdo efetiva
(CEso) do dodecilsulfato de sédio (SDS) esta em torno de 13 pg.mL™, o que foi

verificado nos resultados obtidos: CEso sps 24n = 13,88 pug.mL™ e CEsg sps 4sn =
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13,57 ug.mL™. Esta constatacdo demonstra que os nauplios estdo com a
sensibilidade padronizada, evitando resultados falsamente exacerbados ou
atenuados. Os resultados para toxicidade aguda em Artemia salina servem
como parametro para a espécie, uma vez que ensaios ecotoxicolégicos nunca
haviam sido realizados para se estabelecer comparacoes.

Em Khatun et al. (2014), extratos metanolicos de Cestrum diurnum
foram avaliados em Artemia salina, apresentando CEsp= 0,074 pg.mL™ em
apenas duas horas de ensaio, sendo a toxicidade atribuida pelos autores aos
alcaloides, esteroides e taninos presentes. Apesar de nao reproduzir as
condicdes (periodo de analise) do teste apresentado no presente trabalho, os
resultados de Khatun et al. (2014) mostraram-se mais significativos em relacéo
aos obtidos com Cestrum intermedium, uma vez que em curto periodo de
tempo apresentaram CEsp muito inferiores.

Em Cestrum intermedium a atividade téxica ocorreu nas fracoes
cloroférmio, acetato de etila e remanescente das folhas e cascas, sendo que os
resultados mais expressivos foram em acetato de etila das cascas. Esta fracdo
foi a mais toxica para Artemia salina, com CEsp= 68,38 pg/mL (em 48 horas de
exposi¢ao), cerca de cinco vezes menos toxica que o controle positivo utilizado
(SDS).

Os resultados do teste de toxicidade analisados pelo método Probit em

Artemia salina estdo apresentados na Tabela 7.

TABELA 7: TOXICIDADE DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES EM Artemia salina

INTERVALO DE CONFIANCA

AMOSTRA CEso (Hg/mL) 95%
24 h 48 h 24 h 48 h

Ext. Bruto Folhas > 1000 > 1000 - -
Hexano Folhas > 1000 > 1000 - -
Cloroférmio Folhas 801,07 715,32 715,32-897,09 | 676,26-756,64
Acetato de Etila Folhas 508,05 355,76 440,26-586,27 | 291,32-434,44
Remanscente Folhas > 1000 884,87 - 715,49-1094,33
Extrato Bruto Cascas > 1000 > 1000 - -
Hexano Cascas > 1000 > 1000 - -
Cloroférmio Cascas 770,01 626,24 716,88-827,08 | 555,05-707,45
Acetato de Etila Cascas 116,48 068,38 95,40-142,21 51,96-90,00
Remanescente Cascas > 1000 818,20 696,95-960,54

*controle positivo SDS: CEsgg 24 = 13,88 pg/mL CEsg 4gn = 13,57 pg/mL
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Baseando-se em Meyer et al. (1982), podemos considerar tdxicas
amostras que demonstram CEsp < 1000 pg/mL. Porém, em Amarante et al.
(2011), foi estabelecida uma nova relagéo entre o grau de toxicidade e CEso:

- baixa toxicidade: CEsp > 500 pg/mL
- moderada toxicidade: 100 pg/mL < CEsp < 500 pg/mL
- alta toxicidade: CEsp < 100 pg/mL

Portanto, os extratos brutos e as fracdes hexanicas de folhas e cascas
sdo consideradas nao toxicas, fracdes cloroférmicas e remanescentes das
folnas e cascas sdo consideradas amostras de baixa toxicidade, a frac&o
acetato de etila folnas é considerada de moderada toxicidade e a fragcéo
acetato de etila cascas é considerada de alta toxicidade.

Além das causas sugeridas por Khatun et al. (2014), ha possibilidade
de heterosideos saponinicos, possivelmente presentes entre as fracdes acetato
de etila e remanescente, serem 0s responsaveis pela atividade tbxica
observada. Ha saponinas com atividade toxica, porém, ha chances de as
saponinas interferirem na solubilidade de oxigénio do meio e prejudicar o

desenvolvimento dos nauplios por anoxia.

5.6.1.2 ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA EM Daphnia magna

Os ensaios com Daphnia magna respeitaram os limites de
sensibilidade, utilizando filhotes que apresentaram morte a 50% dos individuos
entre 0,78 e 0,81 pg/mL, assegurando a confiabilidade do experimento. Foi
verificado potencial toxico aos filhotes de microcrustaceo Daphnia magna, com
excecao aos expostos aos extratos brutos das folhas, fracdo hexanica das
folhas, fracdo remanescente das folhas e fragdo remanescente das cascas. Os
resultados do teste de toxicidade analisados pelo método Probit em Daphnia
magna estao apresentados na Tabela 8.

ApOs exposicado de 48 horas, verificou-se similaridade ao bioensaio
realizado com Artemia salina, porém os organimos tem sensibilidades distintas,
ou seja, as CEsp diferem entre organismos. Daphnia magna mostrou mais
sensivel aos extratos e fracdes de Cestrum intermedium, uma vez que CEsg

foram menores e mais amostras mostram-se efetivas.



77

TABELA 8: TOXICIDADE DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES EM Daphnia magna

AMOSTRA CEso INTERVALO DE CONFIANCA 95%
(Hg/mL)
Extrato Bruto Folhas > 1000 -
Hexano Folhas > 1000 -
Cloroférmio Folhas 302,62 265,76-344,59
Acetato de Etila Folhas 344,20 326,51-362,84
Remanescente Folhas > 1000 -
Extrato Bruto Cascas 344,20 326,51-362,84
Hexano Cascas ~31,62 -
Cloroférmio Cascas 542,33 470,31-625,37
Acetato de Etila Cascas <10 -
Remanescente Cascas > 1000 -

*controle positivo Dicromato de Potassio: 0,78-0,81 pg/mL.

5.6.1.3 ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA EM Aedes aegypti

Embora Jawale et al. (2010) tenham observado potencial larvicida a
Aedes aegypti com Cestrum nocturnum, este efeito ndo € evidenciado para a
espécie Cestrum intermedium. N&o houve letalidade expressiva nas primeiras
24 horas de exposicdo as concentracdes testadas nas larvas. A Unica fracéo
gue apresentou toxicidade foi a hexanica de cascas, em 48 horas com
atividade toxica moderada (CEso= 521,23 pug/mL), possivelmente pela presenca
de triterpenos com potencial toxico (diferentemente de Jawale et al. (2010), em
que a fracdo hexanica de C. nocturnum ndo apresentou toxicidade).
Chandrashekhar et al. (2011) também determinaram alta atividade larvicida
para extratos de C. nocturnum. Os resultados do teste de toxicidade analisados

pelo método Probit em Aedes aegypti estdo apresentados na Tabela 9.

TABELA 9: TOXICIDADE DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES EM Aedes aegypti

CEso (Hg/mL) INTERVALO DE CONFIANCA 95%
AMOSTRA 24h 48 h 24h 48 h
Extrato Bruto Folha > 1000 > 1000 - -
Hexano Folha > 1000 > 1000 - -
Cloroférmio Folha > 1000 > 1000 - -

Acetato de Etila Folha > 1000 > 1000 - -
Remanescente Folha > 1000 > 1000 - -

Extrato Bruto Casca > 1000 > 1000 - -
Hexano Casca > 1000 521,23 - 225,67-1203,87
Cloroférmio Casca > 1000 > 1000 - -

Acetato de Etila Casca > 1000 > 1000 - -
Remanescente Cascas > 1000 > 1000 - -
*controle positivo Temefds: 30 pg/mL.
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Apesar dos extratos e fragbes da espécie ndo provocarem atividade
larvicida no periodo de 24 horas, ao fim de 48 horas foi observada letalidade
das larvas na fracdo hexano das cascas. Desta forma, infere-se que o tempo
de exposicao das larvas a fracdo hexanica das cascas pode estar relacionado
a esta taxa de mortalidade. Viera et al. (2012) demonstrou em seus estudos
gue o potencial larvicida da espécie Indigofera suffruticosa aumenta em funcéo
do tempo de exposicdo e que uma mortalidade de 100% das larvas é
observada apds 72 horas de exposicdo. Ha possibilidade de que um maior

tempo de exposicao acarretaria em atividades larvicidas mais expressivas.

5.6.1.3.1 Avaliacdo da morfologia larval de Aedes aegypti

Alteracdes morfolégicas internas e externas que inviabilizam a
evolucdo da larva ao estagio de mosquito foram observadas ao fim de 48 horas
de exposi¢cao aos extratos e fracbes das folhas e cascas de C. intermedium,
definindo que ha toxicidade com potencial letal as larvas. A seguir, sequéncia
de fotos que evidencia as alteragcbes morfolégicas incompativeis com a
sobrevivéncia e evolucdo das larvas ao estadio de mosquito.

Na Figura 12, em relacdo as larvas expostas ao controle negativo,
observa-se extrusdo da membrana peritréfica nas larvas expostas ao extrato
bruto das folhas e fracdo cloroférmio, nas quais também foi observado
alongamento da cérvice. Nas larvas expostas a fracdo acetato de etila,
observou-se compressdo da cérvice e alongamento entre o térax e abdémen.
Nas larvas expostas as fracdes hexanica e remanescente das folhas nao foram
observadas alteracdes morfoldgicas que trouxessem risco ao desenvolvimento
das larvas. O alongamento da cérvice foi descrito por Phophiro (2008) como
uma alteracdo em larvas de Aedes aegypti, causada por intoxicacao ao 6leo de
Carapa guianensis (andiroba) e Copaifera sp. (copaiba) apés 24 horas de
exposicao.

Na Figura 13, larvas expostas a fracdo cloroférmio das cascas
apresentam extrusdo da membrana peritrofica e aspecto vermiforme. Nas
larvas expostas a fragdo remanescente das cascas nota-se uma nitida

diminuicdo na gordura que recobre o0s segmentos e reentrAncias nos
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segmentos que dao aspecto de ruptura da camada de gordura. O extrato bruto
e fracbes hexano e acetato de etila das cascas ndo ocasionaram alteracoes
morfolégicas visiveis. Alguns destes sintomas foram observados pelo uso do
inseticida novarulon, que causa danos na cuticula e provoca alteracbes na
camada de gordura, prejudicando o desenvolvimento e locomocao das larvas
(FARNESI et al., 2012).

FIGURA 12: ALTERACOES MORFOLOGICAS EXTERNAS OBSERVADAS EM LARVAS
EXPOSTAS AO EXTRATO E FRACOES DAS FOLHAS DE C. intermedium

[Controe |

FIGURA 13: ALTERAGCOES MORFOLOGICAS EXTERNAS OBSERVADAS EM LARVAS
EXPOSTAS AO EXTRATO E FRAGOES DAS CASCAS DE C. intermedium
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Na Figura 14, as alteragbes morfolégicas internas observadas em
relacdo as larvas expostas ao controle sdo diversas. As larvas expostas ao
extrato bruto das folhas apresentam segmentos mais alongados, gordura
corporal com pontos mais claros, indicando rompimento da camada de gordura
e membrana peritrofica evidenciada apds extrusdo do alimento. As larvas
expostas a fragcdo hexanica da folhas apresentaram dobras entre a cuticula e
camada de gordura, o epitélio que recobre o segmento apresenta-se mais
espesso tanto na regido anterior quanto na posterior, ha espessamento na
membrana peritrofica e a gordura corporal esta menos espessa em relacdo ao
controle.

As larvas expostas a fracdo cloroférmio das folhas (Figura 14)
mostraram espessamento das células que recobrem o epitélio, granulos e
bordas nas células do epitélio, espessamento de cuticula em alguns pontos e
gordura corporal menos espessa. A fracdo acetato de etila das folhas (Figura
14) ocasionou as larvas expostas aspecto irregular e escurecido do epitélio
externo que recobre o segmento e extrusdo da membrana peritréfica com
presenca de alimento. As larvas expostas a fragdo remanescente das folhas
apresentaram segmentos com aspecto mais escuro, diminuigdo na camada de
gordura corporal, espessamento do epitélio que recobre os seguimentos e
escurecimento na cuticula (Figura 14).

O escurecimento de larvas no 3° estadio também foi observado por
Salvador (2002), que evidenciou em larvas de Aedes aegypti expostas ao
temefés uma reducdo de cerca de 50% no comprimento dos segmentos
abdominais e escurecimento causado pela sobreposicdo das cuticulas sobre
estes. Borges et al. (2004), utilizando o inibidor de crescimento diflubezuron em
larvas de Aedes aegypti, encontraram menor tamanho e aspecto alterado em
razdo do acumulo de mudas incompletas.

Na Figura 15, pode-se observar espessamento do epitélio e extrusdo
da membrana peritréfica nas larvas expostas ao extrato bruto das cascas. Nas
larvas expostas a fragdo hexanica a cuticula adquiriu aspecto mais escuro e
bordas indicando rompimento da estrutura cuticular, houve diminuicdo da
camada de gordura corporal, espessamento das células do epitélio do
segmento, escurecimento do epitélio. A fragdo acetato de etila causou as larvas

o desenvolvimento de segmentos com aspectos menos turgidos, apresentando
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dobras ao longo de todo o segmento e epitélio de desenvolvimento mais
escuro. As larvas expostas a fracdo remanescente apresentaram bordas na
cuticula, esta mais espessa e com aspecto enrugado, diminuicdo da gordura

corporal e espessamento no epitélio que recobre o segmento.

»] Controle

koo

Legenda: CT = cuticula; GC = gordura corporal; MP = membrana peritréfica; SG = segmento;

RM = regido do mesentério (intestino médio)
FIGURA 14: ALTERACOES MORFOLOGICAS INTERNAS OBSERVADAS EM LARVAS
EXPOSTAS AO EXTRATO E FRACOES DAS FOLHAS DE C. intermedium
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Legenda: CT = cuticula; GC = gordura corporal; MP = membrana peritréfica; SG = segmento;
RM = regido do mesentério (intestino médio)

FIGURA 15: ALTERACOES MORFOLOGICAS INTERNAS OBSERVADAS EM LARVAS
EXPOSTAS AO EXTRATO E FRACOES DAS CASCAS DE C. intermedium

Os resultados agregam informacf6es ao perfil ecotoxicolégico de
Cestrum intermedium, considerando as alterac6es morfoanatdémicas nas larvas.
Os efeitos observados demonstram comprovar os resultados de Artemia salina
e Daphnia magna, uma vez que foi verificada toxicidade a todos os
organismos-teste empregados. Os extratos e fracdes da espécie apresentam
importante potencial para controle do vetor da dengue, mesmo néo
ocasionando letalidade as larvas dentro do periodo de 48 horas de exposicéo,
principalmente por inviabilizar o desenvolvimento da fase de mosquito, na qual
ocorre transmissao da dengue. De acordo com Al-Reza et al. (2010) e Rashed
(2013), o Oleo essencial de C. nocturnum é utilizado como repelente para o
mosquito da malaria em regides africanas.

Neste caso, os efeitos foram verificados em ambos 0s extratos brutos,
ou seja, em caso de utlizacdo direta das folhas (ou folhas e cascas
concomitantemente), seriam observados os efeitos esperados (impedimento da
evolucdo a mosquito), sem haver a necessidade de obter extratos especificos
(analogos as fracdes). A informacdo do teor de sélidos e rendimentos dos

extratos promove a possibilidade de determinar aproximadamente quanto do
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material vegetal seco de C. intermedium é capaz de provocar estas relevantes
alteracdes nas larvas.

Portanto, podemos inferir que se o material de escolha para utilizacdo
fosse folhas secas de C. intermedium, seria necessario o suficiente para suprir
1 g de extrato bruto/ L (1000 pg/mL). A utilizacao de folhas frescas dificulta a
relacdo com os extratos, principalmente pelo alto teor de umidade, devendo-se
entdo utilizar folhas secas para melhor padronizacao.

O rendimento do extrato bruto das folhas é de cerca de 14,86%, ou seja,
a cada 100 g de folhas secas pode-se obter 14,86 g de extrato bruto seco. Para
cada litro de agua parada passivel de proliferar larvas de Aedes aegypti, faz-se
necessario 1 g de extrato bruto seco, ou seja, 6,73 g de folhas secas de
Cestrum intermedium para inviabilizar a proliferacdo de mosquitos. Ha
ressalvas nesta afirmacé@o, uma vez que o extrato bruto foi obtido com alcool
etilico 95° GL e ndo com agua impura. Possivelmente o poder extrator da agua
parada na qual as larvas desenvolvem-se € diferente do alcool utilizado,
portanto a quantidade de folhas provavelmente seria maior.

A confirmacéo seré verificada assim que novos lotes de ovos forem
cedidos pela Fiocruz, utilizando extrato aquoso de rendimento determinado
obtido com agua mineral. Este procedimento traria informacdo mais precisa em
relacdo ao uso informal (uso direto das folhas) com objetivo de controlar o

desenvolvimento do vetor da dengue.

5.6.1.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA

A hemolise consiste na lise dos eritrécitos, ocasionando a liberagcéo de
hemoglobina no plasma, situacdo esta que pode gerar danos aos rins
(nefrotoxicidade) e ao coracdo (efeito vasomotor). Processos hemoliticos
liberam ions potassio no meio extracelular (sendo que a detecgdo destes no
plasma serve como marcador bioquimico de hemolise) e um rapido aumento de
K* pode levar a parada cardiaca e morte (CARVALHO et al, 2007). Assim
sendo, torna-se importante verificar o potencial de desenvolvimento de

processos hemoliticos.



84

Foi observada atividade hemolitica ocasionada pelos extratos e fracdes
de C. intermedium em graus variados, sem evidenciar relacdo dose-
dependéncia, uma vez que nao foi verificada relacdo diretamente ou
inversamente proporcional entre aumento de concentracdes e intensidade de
hemdlise. Proporcionalmente, considerando que a hemodlise total (provocada
pela agua destilada) seja 100%, pode-se inferir que a hemolise basal (aquela
ocorrida naturalmente em solucdo tampdao) foi de cerca de 7,6%. Tendo este
raciocinio como base, ha amostras que ocasionaram hemolise superior a basal
(ou seja apresentam hemolise significativa) a partir de 10,86% até 95,27%. No
Gréfico 1 estdo dispostas as atividades hemoliticas (%) das amostras que
apresentaram atividades hemoliticas significativas (maiores que o controle
negativo) e os controles positivo (100%) e negativo (basal). Na Tabela 10

seguem os resultados encontrados pelo teste de Tukey.
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GRAFICO 1: CONTROLES E AMOSTRAS DE C. intermedium COM ATIVIDADE HEMOLITICA
SIGNIFICATIVA



TABELA 10: POTENCIAL HEMOLITICO DOS EXTRATOS E FRACOES DAS FOLHAS E

CASCAS DE C. intermedium
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Amostra (ug/mL)

Hemodlise (%)

Classificag8o do Teste de Tukey

EBC 100-1000 0,00 al

AEC 100-500 0,00 al

RC 100-500 0,03 al

EBF 100-250 0,00 al

AEF 100 0,00 al

AEF 250 0,03 al

AEF 500 0,03 al

RF 100 1,08 al a2

RC 1000 3,14 al a2

AEC 1000 10,86 al a2 a3

AEF 1000 11,51 a2 a3

CF 100 14,15 a3

EBF 500 21,69 a3 a4

CF 250 27,55 a4 a5

CC 100 29,13 a4 a5

HC 1000 31,07 a4 a5 ab

CF 1000 33,08 a5 a6 a7

CC 1000 33,64 a5 a6 a7

CF 500 36,07 a5 a6 a7

HC 500 41,33 a6 a7 a8

HF 100 42,31 a7 a8

CC 500 43,34 a7 a8

HF 1000 43,77 a7 a8

HF 500 48,64 a8 a9

HC 250 48,69 a8 a9

CC 250 49,04 a8 a9
EBF 1000 49,60 a8 a9

HF 250 55,10 a9

HC 100 55,76 a9

RF 250 86,60 al0
RF 1000 87,33 al0
RF 500 95,27 al0 all
Agua 100,00 all

*amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente

As maiores capacidades de hemdlise foram na fracdo remanescente
das folhas (86,60%, 87,33% e 95,27%, em laranja no Grafico 1), muito

similares ao controle positivo (onde observa-se 100% de hemdlise, também em

laranja no grafico). Em sequéncia, as hexanicas (55,76% para as folhas e

55,10% para as cascas). As fracbes hexanicas, devido a baixa polaridade,

podem interagir com a membrana lipidica dos eritrocitos e ocasionar hemolise.

Cuartas e Castafio (2008) relacionam a atividade hemolitica & presenca de

saponinas nos extratos de C. nocturnum.
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5.6.2 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS IN VITRO

5.6.2.1 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO

5.6.2.1.1 Método da difusdo em agar

Apls a exposicdo ao longo de 24 horas (bactérias) e 48 horas
(levedura) nas condicfes ideais, foram comparados os halos produzidos pelos
controles as respostas promovidas pelos extratos e fracdes de Cestrum
intermedium. Nao foram observados halos provocados pelos extratos e
fracOes, apenas pelos controles, demonstrando n&o haver sensibilidade das
cepas as amostras-teste neste método.

Pode-se sugerir que, devido ao carater lipofilico ou elevada massa
molecular de substancias de diversas fracdes, a difusédo das amostras no agar
pode ter sido prejudicada, resultando num possivel falso-negativo promovido

pela ndo-difuséo os principios de potencial atividade.

5.6.2.1.2 Microdiluicdo em caldo

ApOs a exposicdo ao longo de 24 horas (bactérias) e 48 horas
(levedura) nas condigdes ideais, foi avaliado o desenvolvimento microbiano das
cepas inoculadas em extratos e fracdes de Cestrum intermedium pela adicédo
da solucao de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) e re-incubacgédo por uma
hora. O desenvolvimento de coloracdo rdsea-purpura indica crescimento
microbiano, inferindo incapacidade da substancia em inibir o desenvolvimento
das cepas. Houve verificacdo de potencial antimicrobiano, diferentemente do
método avaliado anteriormente, possivelmente por haver contato direto dos
extratos e fragbes com as cepas, eliminando a necessidade de difusdo para

gerar efeito.
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O crescimento microbiano pode ser evidenciado ao longo das dilui¢ées,
ou seja, pode-se verificar inibicdo em concentracdes superiores, que se dissipa
ao longo da diminuicdo de concentracdo de amostra no meio. As
concentracdes dispostas na placa iniciam em 1000 ug e seguem até 7,8 ug,
reduzindo a metade a cada poco. Foi observado crescimento de E. coli, P.
aeruginosa e E. faecalis em todos os extratos e fracdes de C. intermedium,
demonstrando ndo acarretarem inibicdo destas cepas nem mesmo na maior
concentracdo testada (1000 pg/mL). Porém, S. aureus, S. epidermidis e C.
albicans foram inibidas por diferentes fracdes e extratos.

A cepa mais sensivel aos extratos e fracbes de C. intermedium foi S.
epidermidis, sendo que o extrato bruto e fracdo cloroférmica das cascas
ocasionaram inibicdo em 1000 pg/mL, extrato bruto e cloroférmica das folhas e
hexénica das cascas obtiveram concentragdo inibitdria minima de 500 pg/mL e
a fracdo hexanica das folhas inibiu o crescimento desta cepa até 250 pg/mL (o
resultado mais promissor de todo o teste).

S. aureus foi a segunda cepa mais inibida pelos extratos e fragoes,
sendo que o extrato bruto das folhas, cloroférmica das folha e cascas e acetato
de etila das folhas ocasionaram inibicdo em 1000 pg/mL e as fracdes
hexanicas das folhas e cascas tiveram concentracdo inibitéria minima de 500
pg/mL.

A cepa menos inibida dentre as cepas que mostraram-se sensiveis aos
extratos e fracbes de C. intermedium foi C. albicans, apresentando
sensibilidade a fracdo hexanica e acetato de etila das folhas na concentracéo
de 1000 pg/mL e a fragcdo hexano das cascas em 500 pg/mL. Em
Bhattacharjee et al. (2005), o 6leo essencial de C. diurnum mostrou forte
atividade antibacteriana contra P. aeruginosa e S. aureus. Rhased (2013)
reporta atividade bactericida de C. nocturnum. Khan et al. (2011)
demonstraram atividade antimicrobiana de C. nocturnum contra P. aeruginosa,
S. aureus, B. subtilis, E. coli, Shigella flexenari, Candida sp. e Microsporium
canis. Prasad et al. (2013) demonstraram atividade antimicrobiana de
C.aurantiacum, C. nocturnum e C. diurnum contra S. typhi, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, Trichoderma sp e Aspergillus sp.

As fragBes hexano das folhas e cascas foram as uUnicas a promover

atividade antimicrobiana nas trés cepas que se demonstraram susceptiveis aos
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extratos e fracdes de C. intermedium. Porém, Rios et al. (1988) consideram
gue extratos vegetais com CIM de 100 pg/mL tem bom potencial antimicrobiano
e gue substancias puras com atividade superior a 100 pg/mL ndo apresentam
aplicacdo clinica. Na Tabela 11, estdo apresentadas as concentracoes
inibitérias minimas (CIM) dos extratos e fragdes com atividade antimicrobiana,
sendo que as concentracfes superiores as expressas compartilham do poder

inibitorio.

TABELA 11: CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (ug/mL) PARA CEPAS SUCEPTIVEIS
AOS EXTRATOS E FRACOES DE C. intermedium.

Amostra C. albicans S. aureus S. epidermidis
Extrato Bruto Folha >1000 1000 500
Hexano Folha 1000 500 250
Cloroférmio Folha >1000 1000 500
Acetato de Etila Folha 1000 1000 >1000
Remanescente Folha >1000 >1000 >1000
Extrato Bruto Casca >1000 >1000 1000
Hexano Casca 500 500 500
Cloroférmio Casca >1000 1000 1000
Acetato de Etila Casca >1000 >1000 >1000
Remanescente Casca >1000 >1000 >1000

5.6.3 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

5.6.3.1 Doseamento de polifendis

A partir do método Folin-Ciocalteu foi determinado o teor de polifendis
(grupo de grande polaridade, muito reativo e susceptivel a acdo de enzimas
composto por fendis simples, cumarinas, acidos fendlicos, flavonoides, taninos
e ligninas) dos extratos brutos e fracdes de C. intermedium. Sousa et al.(2007)
afirmam que este ensaio permite a determinagdo do teor de substancias
redutoras presentes ndo necessariamente de natureza fendlica. Portanto, ndo
obrigatoriamente atividades antioxidantes verificadas estariam relacionadas a
elevado teor de fendlicos.

As fragBes hexanicas ndo foram avaliadas, pois devido a baixa

polaridade turvam e precipitam compostos no meio reacional, prejudicando a
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leitura em espectrofotobmetro. Portanto, apenas os extratos brutos e fragbes
cloroférmicas, em acetato de etila e remanescentes tiveram seus teores
fendlicos determinados.

Os resultados séo expressos em mg/g EAG (mg de fendlicos por g de
equivalente ao acido galico. De acordo com Chew et al. (2011), a quantidade
de fendis totais de espécies vegetais podem ser divididas em quatro classes:
alta (> 50 mg EAG/g), média-alta (entre 30 e 50 mg EAG/g), média baixa (entre
10 e 30 mg EAG/g) e baixa (inferior a 10 mg EAG/g). As fracdes cloroformicas
das folhas e cascas e acetato de etila das folhas e cascas s&o consideradas
amostras com alto teor de polifendis, extrato bruto e remanescentes das folhas
e cascas sao consideradas amostras de médio-alto teor de polifendis. O
Grafico 2 mostra a curva de calibracdo do acido gélico utilizada para interpolar
as absorbancias das amostras e a Tabela 12 evidencia as relagcbes em mg/ ¢

EAG das amostras.
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GRAFICO 2: CURVA DE CALIBRACAO DO ACIDO GALICO

TABELA 12: TEOR DE FENOLICOS EM RELACAO AO ACIDO GALICO

AMOSTRA mg/g EAG
EBF 39,00
CF 59,83
AEF 56,31
RF 34,64
EBC 46,86
CC 126,69
AEC 66,74

RC 36,02
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5.6.3.2 Ensaio da Reduc¢éo do Complexo Fosfomolibdénio

As atividades antioxidantes relativas (AAR%) dos extratos brutos e
fracbes foram determinadas em relacdo aos controles positivos vitamina C e
rutina, que apresentam cinéticas de mecanismo antioxidante distintas. Na
Tabela 13 e 14 seguem os resultados encontrados pelo teste de Tukey em
relacdo a vitamina C e rutina, respectivamente.

As amostras demonstraram atividade antioxidante inferior a 40% em
relacdo a vitamina C, porém em relacdo a rutina as amostras apresentam maior
poder antioxidante, como esperado (devido a rutina, em relagcéo a vitamina C,
ter uma atividade antioxidante relativa de 44,98%). Além disso, a rutina € um
flavondide, o que embasa a atividade similar, pois estruturalmente se aproxima
mais das amostras testadas do que a vitamina C (acido ascorbico). O Gréfico 3
evidencia os potenciais redutores das amostras e rutina em relacdo a vitamina
C.

TABELA 13: ATIVIDADE ANTIOXIDANTE RELATIVA DOS EXTRATOS BRUTOS E FRA(;C)ES
EM RELACAO A VITAMINA C.
Amostra AAR% Vit. C Classificacdo do Teste de

Tukey
RF 7,05 al
HF 9,05 al a2
AEF 10,23 al a2 a3
AEC 11,33 al a2 a3 a4
RC 13,77 a2 a3 a4
EBF 15,63 a3 a4
EBC 17,04 ad
CF 27,19 ab
CC 37,39 a6
HC 37,86 a6
Rutina 44,98 a7
Vit. C 100,00 a8

*amostras classificadas no mesmo grupo néo diferem estatisticamente

O alto de teor de fenolicos encontrados na fracdo cloroférmio das
folhas é evidenciado com o poder redutor que apresenta (60,45% em relacdo a
atividade da rutina). A fracdo remanescente das folhas apresentou o menor
teor de fendlicos dentre as amostras analisadas, embasando o baixo potencial

BN

redutor encontrado (15,92% em relacdo a atividade da rutina). A fracdo
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cloroférmica das cascas, que apresentou o maior teor de fendlicos, mostrou-se
uma das amostras de melhor atividade redutora (82,33% em relacdo a

atividade da rutina).

TABELA 14: ATIVIDADE ANTIOXIDANTE RELATIVA DOS EXTRATOS E FRACOES EM
RELACAO A RUTINA

Amostra AAR% Rutina  Classificagdo do Teste de

Tukey
RF 15,92 al
HF 20,12 al a2
AEF 23,01 al a2 a3
AEC 23,88 al a2 a3
RC 30,62 a2 a3 a4
EBF 34,73 a3 a4
EBC 38,16 ad
CF 60,45 ab
CC 82,33 ab
HC 83,11 ab
Rutina 100,00 a7

*amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente
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GRAFICO 3: CAPACIDADE DE REDUCAO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO DOS
CONTROLES E AMOSTRAS

5.6.3.3 Avaliacao da Atividade Antioxidante pela Reducéo do Radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazina)

A avaliacdo do potencial antioxidante pela capacidade de sequestro de
radicais DPPH é determinada em amostras que demonstraram ter capacidade
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de reduzir 50% do DPPH presente, determinando por regressao linear.
Amostras de concentragdo inibitoria (ICsp) maior de 500 pg/mL foram
consideradas inativas, ndo apresentando potencial sequestrador de radicais
livres. Fora deste grupo, foram determinadas apenas trés amostras: as fracoes
acetato de etila das folhas e cascas e a fracado cloroférmica das cascas. A
Tabela 15 seguem os resultados encontrados pelo teste de Tukey.

TABELA 15: IC5o DAS AMOSTRAS COM ATIVIDADE SEQUESTRADORA DE RADICAIS
LIVRES

Amostra IC50 Classificac&o do
Teste de Tukey

Vitamina C 5,99 al

Rutina 6,78 al

AEF 65,98 a2

CcC 186,99 a3

AEC 266,63 a4

A fracdo acetato de etila das folhas apresenta alto teor de fendlicos que
nao resultaram em atividade redutora marcante, porém evidenciam a razao da
capacidade sequestradora de radicais livres. O ensaio de capacidade de
sequestro de DPPH evidenciou a melhor atividade dentre as amostra ativas
com um ICso de 65,98 pg/mL, atividade cerca de 10 vezes menor que 0S
controles vitamina C (5,99 pg/mL) e rutina (6,70 pg/mL). O Grafico 4 mostra a
curva de calibracdo utilizada para a determinacéo da ICso da fracdo acetato de

etila das folhas.
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GRAFICO 4: CURVA DE CALIBRACAO PARA DETERMINACAO DA ICs, DA FRACAO
ACETATO DE ETILA DAS FOLHAS
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A fracao cloroférmio das cascas € amostra de maior teor de fendlicos, o
que foi evidenciado na avaliagdo da capacidade redutora. Porém, nao
apresenta capacidade sequestradora tdo marcante quando comparada a fracéo
acetato de etila das folhas (de teor de fendlicos cerca de 50% menor). A IC5o da
fracdo cloroférmica das cascas foi de 186,98 pug/mL, em torno de 30 vezes
menos ativa que os controles vitamina C e rutina. O Grafico 5 mostra a curva
de calibracdo utilizada para a determinacdo da ICsy da fracdo cloroférmio das

cascas.
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GRAFICO 5: CURVA DE CALIBRACAO PARA DETERMINACAO DA ICso DA FRACAO
CLOROFORMIO DAS CASCAS

A fracdo acetato de etila das cascas apresentou alto teor de fendlicos
sem demonstrar atividade redutora ou atividade sequestradora satisfatoria, com
ICs5o de 226,70 pg/mL, quase 40 vezes menos ativa que os controles vitamina C
e rutina. O Grafico 6 mostra a curva de calibracdo utilizada para a

determinacao da ICsy da fracdo acetato de etila das cascas.
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GRAFICO 6: CURVA DE CALIBRACAO PARA DETERMINACAO DA ICs, DA FRACAO
ACETATO DE ETILA DAS CASCAS
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5.6.3.4 Ensaio de Atividade Antioxidante pelo Método do Acido
Tiobarbiturico-Espécies Reativas (TBARS)

O meétodo de TBARS € um importante meio de verificacdo de processo
oxidativo, detectando a presenca de malondialdeido através de sua reacdo
com o A&cido tiobarbitdrico, que resulta em composto roseo identificado
espectrofotometricamente, neste caso formado pela oxidacéo lipidica da gema
do ovo. Porém, trata-se de um teste que conta com diversos interferentes como
a nao-especificidade do &cido tiobarbitarico, podendo este reagir com outras
substancias presentes na amostra (como proteinas e carboidratos), além da
formacao in vitro de aldeidos, devido as condi¢cdes experimentais (meio acido e
temperatura elevada) (ANTUNES et al., 2008).

Em comparacgdo ao controle butil-hidroxi-tolueno (BHT), os extratos e
fracbes de C. intermedium apresentam atividade muito similar ou superior,
resultando em indice antioxidante (IA%) 36,48% e 63,96%. Apesar da diferenca
entre a menor (36,48% fracdo hexanica das folhas) e maior atividade (fracao
hexénica das folhas 63,96%), o teste de Tukey ndo diferenciou nenhuma das
amostras em grupos distintos (Tabela 16). Mesmo superior, 0 Fcaculado €ra
Muito proximo ao Fiapelado, O que trouxe a consideracao verificar os dados com
ANOVA com a=0,01, nesta ocasido, ndo indicando diferenca significante entre

as amostras, uma vez que 0 Fcaiculado €& menor que 0 Fiapelado-

TABELA 16: INDICE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS, FRACOES E BHT

Amostra 1A% Classificacdo do
Teste de Tukey

HC 36,48 al

RF 36,98 al

CF 37,23 al

CC 41,54 al

BHT 41,58 al

EBC 45,31 al

AEF 49,88 al

AEC 52,36 al

EBF 52,60 al

RC 62,35 al

HF 63,96 al

*amostras classificadas no mesmo grupo ndo diferem estatisticamente
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A grande variabilidade ocasionada pelos interferentes do ensaio, a
forma que a gema de ovo oxida e o proprio teor lipidico da gema podem ter
ocasionado que atividades antioxidantes tdo distintas tenham sido classificadas
como estatisticamente semelhantes, uma vez que naturalmente ha grande

variagao entre as replicatas de cada amostra, inclusive do controle.



96

6 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho contribuiu com o compilado de informacfes em relacéo a
espécie Cestrum intermedium. Pode-se caracteriza-lo como inédito, uma vez
que ndo haviam sido encontrados estudos em relagdo ao perfil fitoquimico ou
atividades biolégicas, além da toxicidade ao gado bovino em estudos
veterinarios sem determinacdo das substancias responsaveis pelos efeitos
observados.

Foi delineado um perfil fisico-quimico da espécie vegetal, o que pode
vir a ser utilizado como parametro para controle de qualidade para futuras
comparacdes. O ensaio sistematico fitoquimico evidenciou 0S grupos
metabdlicos presentes na espécie, o que foi confirmado por revisdo de
literatura do género e familia, identificando diversos marcadores taxondmicos.
Foram encontrados alcaloides, flavonoides, cumarinas, esteroides, triterpenos
e saponinas. Os alcaloides podem ser encontrados nas fraces cloroformicas e
remanescentes. Os heterosideos saponinicos, como foram determinados a
partir do extrato aquoso, estariam presentes nas fracbes mais polares, como
acetato de etila e remanescente.

Foi possivel delinear quais classes de metabdlitos podem ser as
responsaveis pelo quadro toxicolégico em bovinos que ingerem folhas de
Cestrum intermedium: a acéo téxica pode ocorrer pela presenca de alcaloides
e/lou heterosideos saponinicos, ambas classes com exemplares
conhecidamente toxicos e presentes na familia e no género, respectivamente.
Os ensaios em microcrustaceos demonstraram coeréncia com esta suposicao,
sendo estes sensiveis as fracBes cloroférmicas e em acetato de etila, assim
como as larvas de Aedes aegypti que desenvolveram alteracbes em contato
com estas fracdes. O potencial hemolitico foi mais expressivo na fracao
remanescente, também apoiando a suposicdo em relacdo ao potencial toxico.

Os bioensaios demonstraram potencial toxico aos microcrustaceos e as
larvas de Aedes aegypi, propriedade esta interessante em relacdo a
aplicabilidade ambiental como inseticida, além de util em relacdo a saude
publica. O grande potencial de atividade hemolitica in vitro de algumas fracdes

confirma a toxicidade verificada nos ensaios in vivo. Nao foi verificado potencial
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antimicrobiano de uso clinico, devido a concentragdo inibitéria minima dos
extratos e fracbes nas cepas sensiveis testadas ser elevada. O potencial
antioxidante observado € moderado, utilizando como comparacao a vitamina C,
rutina e butil-hidroxi-tolueno.

Foi isolada e identificada uma substancia denominada palmitato de
lupeol, conhecida pela propriedade anti-inflamatoria. As demais substancias
avaliadas ainda estdo em processo de identificacdo com auxilio de técnicas de
ressonancia magnética nuclear, espectroscopia na regido do infravermelho e
espectroscopia de massas. Além destas, ha possibilidade de isolar e identificar
diversas outras substancias das colunas cromatograficas realizadas, inclusive
realizando novas colunas com as fracbes ainda nao trabalhadas.
Eventualmente, pretende-se empregar estes isolados nos ensaios biolégicos in
Vivo e in vitro ja realizados e em outros.

E essencial prosseguir com os estudos utilizando Cestrum intermedium
investigando aplicacfes, propriedades e seus metabdlitos secundarios. Ha
promissora atividade toxica que deve ser avaliada em relacdo a células
tumorais, a organismos-alvo além de Aedes aegypti (como pragas agricolas,
por exemplo), ao potencial alelopético, entre outras utilizagbes de interesse,

contribuindo com estudos inéditos adicionais.
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