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RESUMO

ESTUDO FITOQUIMICO E AVALIACAO CITOTOXICA DO CAULE DE Varronia globosa Jacq.
(BORAGINACEAE sensu lato)

'Natanael Teles Ramos de Lima; *lvana Maria
Fechine

“2Universidade Estadual da Paraiba — UEPB

'teles.natanael@gmail.com

Nos dias atuais, a procura por medicamentos € majoritariamente destinada aos alopaticos, sendo esta
maior do que a busca por outras formas de tratamento, apesar das medidas alternativas de terapia
estarem em constante crescimento. Nesse cenario, Varronia globosa, pertencente a familia
Boraginaceae sensu /ato, conhecida popularmente como maria-preta, ¢ usada como analgésico para
colicas menstruais, resfriados e gripes, sangramentos e inflamacdo da garganta, reumatismos e
indigestdes. Diante disso, objetivou-se obter o extrato etandlico bruto (EEB) do caule de Varronia
globosa e realizar estudos fitoquimicos comparativos e de citotoxicidade com o mesmo, avaliando a
capacidade de provocar hemolise ou promover protecdo das hemdcias em frente ao estresse osmotico.
A metodologia adotada foi a de preparo de extratos através de macerag@o alcoolica, obtendo-se o
extrato etanodlico bruto. O estudo fitoquimico comparou a presenga de metabolitos secundarios em
extratos etanolicos brutos do caule de V. globosa oriundas de locais e épocas distintos, Santa Luzia e
Puxinand, na Paraiba. Com o EEB, foram preparadas solu¢cdes em concentracdes crescentes (10, 50,
100, 250, 500 e 1000 pl/mL) e foram usadas amostras de sangue dos tipos A, B e O para os testes de
citotoxicidade, avaliando o potencial hemolitico e a Fragilidade Osmoética Eritrocitaria (FOE) causada
por uma solugdo hipotonica de NaCl a 0,24%. O estudo comparativo dos EEB, mostrou que a planta
do municipio de Puxinand, em 2016, apresentou resultado negativo para presenca de flavonoides
quando comparada com a procedente de Santa Luzia, em 2013. Quanto a citotoxicidade, observou-se
que concentragdes mais altas (500 e 1000 pL/mL), causaram hemolise estatisticamente significativa,
além de ser notado hemolise mais elevada em sangue do tipo O; o ensaio de Fragilidade Osmotica
Eritrocitaria demonstrou que a V. globosa ndo apresenta caracteristicas protetoras de eritrocitos em
nenhuma das concentragdes testadas. A auséncia de flavonoides na coleta mais atual é decorrente da
acdo de fatores mesologicos sobre Varronia globosa, ¢ hemolitica nas concentracdes elevadas e ndo
possui atividade anti-hemolitica em nenhuma das concentra¢des testadas e recomenda-se dar
continuidade a investigacdo toxicologica para, entdo, avaliar as propriedades farmacologicas para
terapia efetiva, sem que haja inconvenientes para uso popular, de modo a ampliar o conhecimento dos
efeitos biologicos, farmacologicos e toxicologicos do vegetal, bem como prosseguir com estudos
fitoquimicos aprofundados para o isolamento e esclarecimento estrutural de compostos presentes em
V. globosa.

Palavras- chave: Varronia; Fitoquimica, Citotoxicidade.



ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL STUDY AND CYTOTOXIC EVALUATION OF Varronia globosa Jacq.
(BORAGINACEAE sensu lato) STEM

'Natanael Teles Ramos de Lima; *lvana Maria
Fechine
L2Universidade Estadual da Paraiba - UEPB

'teles.natanael@gmail.com

Nowadays, the demand for drugs is mostly destined to the allopathic ones, which is greater than the
search for other forms of treatment, although alternative therapy measures are constantly growing. In
this scenario, Varronia globosa, belonging to the Boraginaceae sensu /ato family, popularly known as
maria-preta, is used as an analgesic for menstrual cramps, colds and the flu, bleeding and
inflammation of the throat, rheumatism and indigestion. Faced with this, the objective was to obtain
the crude ethanolic extract (CEE) from Varronia globosa stem and perform comparative
phytochemical and cytotoxic studies with it, evaluating the ability to cause hemolysis or promote
protection of red blood cells against osmotic stress. The methodology adopted was the preparation of
extracts by alcoholic maceration, obtaining the crude ethanolic extract. The phytochemical study
compared the presence of secondary metabolites in crude ethanol extracts of V. globosa stem from
different locations and periods, Santa Luzia and Puxinand, in Paraiba. With the CEE, solutions were
prepared in increasing concentrations (10, 50, 100, 250, 500 and 1000 uL / mL) and types A, B and O
blood samples were used for cytotoxicity testing, evaluating the hemolytic potential and the
Erythrocyte Osmotic Fragility (EOF) caused by a hypotonic NaCl solution at 0.24%. The comparative
study of CEE showed that the plant of Puxinana city, in 2016, had a negative result for the presence of
flavonoids when compared to the one coming from Santa Luzia, in 2013. For cytotoxicity, it was
observed that higher concentrations (500 and 1000 pL/mL) caused statistically significant hemolysis,
besides being noticed higher hemolysis in type O blood; the Erythrocyte Osmotic Fragility test showed
that V. globosa does not exhibit protective characteristics of erythrocytes in any of the concentrations
tested. The absence of flavonoids in the most recent collection is due to the action of mesological
factors on Varronia globosa; it is hemolytic at high concentrations and has no anti-hemolytic activity
at any of the concentrations tested, therefore, it is recommended to continue the toxicological
investigation, and then, evaluate the pharmacological properties for effective therapy, without any
inconvenience to popular use, in order to increase the knowledge of the biological, pharmacological
and toxicological effects of the plant, as well as to continue with detailed phytochemical studies for
the isolation and structural clarification of compounds present in V. globosa.

Keywords: Varronia; Phytochemistry; Cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ um pais heterogéneo do ponto de vista geografico e climatico,
condicionando o estabelecimento de diversos ecossistemas ¢ tipos vegetacionais. Essas
caracteristicas fazem o Brasil um dos paises com uma das biotas mais ricas do mundo, sendo
estimada entre 170 e 210 mil espécies, cerca de 13,1% da riqueza mundial conhecida. Ha
mais de 100 anos, a biodiversidade e o potencial econdmico da flora brasileira, j4 eram
descritos em inventarios, testemunhando a sua riqueza em plantas produtoras de frutos
alimentares, resinas, 0leos, gomas, aromas, e, principalmente, o potencial medicinal de varias
espécies. Com relagdo as plantas, o Brasil possui 46.470 espécies catalogadas, incluindo
briofitas, samambaias, licofitas, gimnospermas e angiospermas, das quais, 55% sdo
endémicas do territério nacional. Isso faz com que o Brasil seja uma fonte grandiosa de
oportunidades para pesquisas cientificas e tecnologicas de produtos naturais (JACOBSON et
al., 2005; STEHMANN; SOBRAL, 2017).

A mega biodiversidade esta distribuida em seis biomas: Floresta Amazonica, Mata
Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pantanal e ainda os Pampas (ALVES, 2010). Dentre eles, A
Caatinga ¢ o unico bioma exclusivamente brasileiro, isso quer dizer que muitos achados
biolodgicos dessa regido ndo sdo encontrados em nenhum outro lugar do mundo além do
territorio brasileiro. Mesmo com essas caracteristicas Unicas, o bioma ainda ¢ negligenciado
quanto a pesquisa e exploracdo do potencial etnobotanico e farmacoldgico de suas plantas e
apesar da abrangéncia territorial e grande biodiversidade de fauna e flora, o uso de
fitoterapicos ¢ feito predominantemente por comunidades locais na medicina popular
(BRASIL, 2002; PEREIRA-JUNIOR et al., 2014).

A espécie Varronia globosa Jacq. ¢ uma planta de uso popular, encontrada em grande
parte do Nordeste, ¢ popularmente conhecida como maria-preta, bamburral, pau-pretinho
(AGRA et al., 2007). V. globosa pertence a familia Boraginaceae, recorrente na Caatinga, Al-
Shehbaz (1991 apud VIEIRA; CONCEICAO; MELO; STAPF, 2013) destaca que a familia
retne aproximadamente 130 géneros e 2.500 espécies. Sdo encontradas em diversos padrdes
climaticos (tropical, subtropical, temperado e artico) com centros de dispersao localizados nas
regides mediterraneas, México e América do Sul.

Maria-preta ¢ usada popularmente como analgésico para colicas menstruais, além de
resfriados e “aperto no peito” (ASPREY et al.,1955); para gripes, sangramentos e inflamacdes
da garganta (ALBUQUERQUE et al., 2007); o infuso ou decocto das folhas contra

reumatismos, indigestdes e colicas menstruais (AGRA et al., 2007).



13

Considerando-se a gama de usos, especialmente para fins medicinais e ndo se tem
registro de sua citoxicidade, este trabalho teve por objetivo, o estudo toxicologico a fim de
sugerir doses seguras para sua utilizagdo. Além disso, seu estudo fitoquimico sera util para
engrandecimento cientifico de pesquisas conduzidas com plantas utilizadas na medicina

popular da Caatinga nordestina.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 PANORAMA GERAL DO USO DE PLANTAS E DERIVADOS PARA FINS
MEDICINAIS

As plantas acompanham a histéria do homem desde os primordios, ao longo desse
caminho, elas sempre forneceram combustivel, vestuario, alimento, abrigo, sempre foram e
sdo usadas como ferramentas em fenomenos culturais e religiosos, e principalmente, no alivio
de dores e mazelas servindo como remédios. O uso de plantas pelo homem para amenizagao
de moléstias data desde o periodo da pré-historia; por volta de 5000 anos a.C., os chineses,
indianos e egipcios ja catalogavam suas plantas medicinais e dominavam essa arte
(LAMEIRA; PINTO, 2008; BERNARDES et al., 2017). Esse conhecimento atravessa séculos
até os dias atuais, sendo passado oralmente ou de forma escrita, constituindo a sabedoria
tradicional do uso de plantas e sendo fonte de estudos de ciéncias como etnobotanica e
etnofarmacologia.

A imensa diversidade biologica e cultural do Brasil faz com que o uso de plantas para
fins medicinais reflita grandemente sobre o uso popular; a produgdo de chas, tinturas,
garrafadas, unguentos, banhos e lambedores, bem como a utilizagdo da planta /in natura sao
praticas comuns na medicina tradicional. Embora o uso de medicamentos alopaticos seja
predominante, os brasileiros estdo cada vez mais a procura de tratamentos a base de plantas
medicinais ¢ fitoterapicos, o que pode ser visualizado com o aumento de 161% na busca por
esses produtos no Sistema Unico de Satde (SUS) entre 2013 e 2015 (MONTELES;
PINHEIRO, 2007; MACIEL, 2016).

Observando-se a biodiversidade brasileira, e sabendo-se que entre 2007 ¢ 2013 o
Brasil saltou da décima para sexta colocagdo no mercado farmacéutico mundial; pode-se
imaginar que o mercado e desenvolvimento de fitoterdpicos no pais teria destaque mundial,
isso ndo ¢ o que acontece, ficando inclusive atrds de paises menos desenvolvidos
tecnologicamente. (PUBLIO, 2015; DE CASTRO, 2016)

Atualmente, nota-se que ¢ prevalente a producdo de medicamentos alopaticos na
indastria farmacéutica, mesmo sendo crescente a procura por terapias alternativas para cura
das afeccdes. Mesmo com o dominio de farmacos alopaticos, a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) reconhece que a maior parte da populagdo nos paises em desenvolvimento faz

uso da medicina tradicional e, hoje, 80% da populagdo mundial ¢ dependente de derivados de
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plantas como primeira linha de tratamento para alivio humano, no sistema de satide primario.
Nos Estados Unidos da América, por exemplo, 25% das prescri¢gdes farmacéuticas contém
pelo menos um componente derivado vegetal. As plantas sdo as principais fontes utilizadas
pela medicina tradicional, com a populacdo de modo geral utilizando um grande numero de
diferentes espécies, enquanto que no século passado, aproximadamente 121 produtos
farmaceéuticos foram formulados com base no conhecimento tradicional adquirido de diversas
procedéncias (SOUZA, 2012; NAYANABHIRAMA, 2016).

2.2 PRODUTOS NATURAIS: DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO E
FARMACOS

Com o surgimento de técnicas que favorecem o estudo quimico de compostos naturais
foi possivel promover uma transi¢do na forma do uso de remédios, antes sendo /in natura e
hoje de maneira mais refinada, passando por testes de controle de qualidade.

Os produtos naturais merecem grande mérito, jA que através deles foi possivel o
desenvolvimento de areas da fisiologia e farmacologia como instrumentos que conduziram a
elucidacdo de rotas fisiologicas, ndo sendo util apenas terapeuticamente. Substancias
derivadas de toxinas e venenos animais, fungos, microrganismos, seres de origem marinha e
principalmente plantas, nortearam o progresso do desenvolvimento de fairmacos e sem esses
compostos e pesquisas, a industria farmacéutica apresentaria uma quantidade diminuta de
produtos terapéuticos (BERNARDES et al., 2017).

Mesmo existindo diversas fontes para obtengdo de substiancias naturais, o Reino
Vegetal € que ocupa principal posi¢do no fornecimento de compostos para tratamento humano
e animal. A variedade e complexidade de substancias biossintetizadas por vegetais permitem
sua utilizacdo de diferentes formas, como ingredientes ativos e adjuvantes farmacéuticos
(MONTANARI; BOLZANTI, 2001).

Inimeros fdrmacos existentes sdo derivados direta ou indiretamente de plantas, por
meio de processos extrativos de isolamento, como no caso dos alcaloides vincristina e
vimblastina retiradas da espécie Catharanthus roseus (L.) G. Don; ou por semissintese,
substancias retiradas de plantas usadas como precursoras para outros farmacos, exemplo de
farmacos esteroidais preparados de fitoesterois de residuos de soja (BRANDAO et al., 2010;
BERNARDES et al., 2017).
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Numericamente, cerca de 50% das substancias farmacéuticas foram elaboradas com
base em compostos primeiramente encontrados ou isolados em plantas, incluindo
microrganismos, animais ¢ insetos, onde cerca de 80% dessas, sdo drogas antimicrobianas,

imunosupressoras, cardiovasculares e antineoplasicas (PAN et al, 2013).

2.3 ESTUDOS ETNOBOTANICOS

O conhecimento tradicional acerca do uso de plantas medicinais ¢ bastante extenso e
muitas vezes, em uma determinada regido ou grupo étnico, a presenca de plantas medicinais
comparada a outras plantas ornamentais ¢ mais pronunciada, pois elas por vezes sdo a Unica
forma de tratamento dessa populacdo; o que deixa evidente a marcante importancia da relagado
entre 0 homem e as plantas em uma comunidade (PASA; SOARES; GUARIM-NETO, 2005).

Nesse contexto, observa-se a Etnobotanica, que se ocupa no estudo da inter-relagdo
direta entre pessoas e plantas, e das formas de utilizacdo dos recursos vegetais nas mais
diversas camadas da experiéncia humana. Juntamente com a Etnobotinica, a
Etnofarmacologia apoia a busca por novas fontes terapéuticas das plantas medicinais,
estudando os preparos tradicionais de forma isolada ou associada a principios originados de
plantas, fungos, animais ou minerais com finalidade terapéutica (BETTEGA et al., 2011).

Segundo Coutinho et al. (2002), estudos etnobotanicos vém sendo realizados no Brasil
¢ no mundo, procurando conhecer a medicina tradicional ¢ moderna de varios povos, como
também a forma de organizagdo desses conhecimentos; revelando novas formas de tratamento
com plantas que possuem atividade terapéutica e, consequentemente, a descoberta de novos
farmacos.

Existem varias formas de abordagem para escolha do material vegetal, porém existem
trés que sdo mais empregadas: 1) abordagem randomica, onde a planta é escolhida
aletoriamente, tendo como determinante a disponibilidade da planta; 2) abordagem
quimiotaxondmica ou filogenética, em que se observam a ocorréncia de determinadas classes
quimicas de substincias presentes em um género ou familia; 3) abordagem
etnofarmacologica, nesta, a espécie ¢ selecionada de acordo com observacdes do uso

terapéutico em uma dada comunidade (MACIEL, 2002).
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2.3.1 Familia Boraginaceae

De acordo com a classificagdo tradicional, Al-Shehbaz (1991 apud MELO; LYRA-
LEMOS, 2008; VIEIRA; CONCEICAO; MELO; STAPF, 2013) aponta que a familia
Boraginaceae S./. possui aproximadamente 130 géneros e 2.500 espécies divididas em cinco
subfamilias: Boraginoideae Arn., Cordioideae (Link) Cham., Ehretioideae (Mart. ex Lindl.)
Am., Heliotropioideae (Schrad.) Arn. e Wellstedioideae Pilger. As suas espécies se
distribuem nas regides tropicais e subtropicais, sendo a América Central e as regides Noroeste
e Central da América do Sul os principais centros de diversidade de géneros e espécies, além
das zonas temperadas e articas e a regido Turco-iraniana e Mediterranica.

O Nordeste, especialmente o bioma da Caatinga, ¢ um importante centro de
diversificagdo taxonomica de Boraginaceae S./; dos 11 géneros e aproximadamente 137
espécies da familia registrados no Brasil, sete géneros e 43 espécies sdo encontradas nesta
regido. Dentre os seus géneros, Cordia L., Varronia P. Browne e Myriopus Small sdo os
encontradas em maior numero (VIEIRA; CONCEICAO; MELO; STAPF, 2013; BFG, 2015).

Quimicamente, a familia apresenta flavonoides, lignoides, quinonas, triterpenos e
alcaloides pirrolizidinicos (BRITO, 1986). Nesse contexto, Heywood (1996 apud
ABRANTES; AGRA, 2004) destaca que as Boraginaceae sdo ainda relevantes
economicamente, ja que varias de suas espécies sdo cultivadas para fins ornamentais, a
exemplo de Heliotropium, Mertensia, Myosotis e Borago, para fabricacdo de cosméticos, na
culinaria e para propdsitos medicinais, como Symphytum officinale L., Borago officinalis L. e

algumas espécies de Cordia e Heliotropium.

2.3.2 Varronia globosa Jacq.

A espécie Varronia globosa Jacq. (= Cordia globosa (Jacq.) Kunth) (Figura 1) ¢ um
arbusto conhecido popularmente por maria-preta, bamburral, pau-pretinho, chumbinho,
picarra ou moleque-duro (ALMEIDA et al., 2006; AGRA et al., 2007). Distribui-se em
grande parte do Nordeste, no Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia e
Alagoas e em todo o bioma da Caatinga. Fora do Brasil ¢ achada desde o Sul dos Estados
Unidos (Florida), México e América Central, inclusive nas Antilhas, chegando a Venezuela
(MELO et al., 2010; VIEIRA; CONCEICAO; MELO; STAPF, 2013).

Varronia globosa Jacq.,
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Arbusto, 1,5-3,5 m, ereto; ramos estrigosos a escabrosos, lenticelas esbranquigadas.
Folhas alternas; lamina 1,5-4,2 X 0,5-2 c¢m, membranacea, discolor, lanceolada,
oval a lanceolada, base cuneada a truncada, épice agudo, margem serreada, face
adaxial estrigosa a escabrosa, face abaxial escabrosa ou tomentosa, peciolo 0,2—0,8
mm, estrigoso a hirsuto; venagdo semicraspedodroma. Inflorescéncia 0,5-1 cm,
glomérulo-globosa, terminal e internodal, congesta; pedunculo 0,5-5 cm, escabroso
a hirsuto. Flores 3-7 mm, sésseis; calice 3-3,5 mm, campanulado, verde,
externamente estrigoso a hirsuto, internamente glabro, lacinios 1-1,2 x 1 mm,
obovais, apice filiforme; corola 2,5-5 mm, infundibuliforme, alva, glabra, lobos 1-2
x 1-1,5 mm, truncados; estames 5, epipétalos, livres, pilosos na base, filetes 1,5-2
mm, anteras 0,6—1 mm, oblongas a lanceoladas; ovario ca. 1,5 mm, piriforme, disco
nectarifero 0,8—1 mm; estilete ca. 1,2 nas flores brevistilas, 2,4-3,5 mm nas flores
longistilas, estigmas 0,5-0,8 mm, clavados. Drupa ca. 3,5 mm compr. x 1,5-2 mm
diam., globosa, vermelha na maturidade, glabra, calice persistente. Semente 1, ca. 3
mm compr. X ca. 1,5 mm didm, cdnica a ovoide (VIEIRA; CONCEICAO; MELO;
STAPF, 2013).

A classificagao de V. globosa pode ser visualizada na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagao da espécie Varronia globosa Jacq.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Divisao Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Asteridae
Ordem Boraginales
Familia Boraginaceae

Género Varronia
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Figura 1. Varronia globosa Jacq.

~

e

Fne. D.D. ra. Disvel em: http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB105525

Varronia globosa Jacq., maria-preta, ¢ usada tradicionalmente para diversos fins, na
forma de infuso ou decocto das folhas, contra indigestdes, colicas menstruais e reumatismo
(SILVA et al., 2004). Na Jamaica ¢ usada para os mesmo propositos, sendo adicionalmente
utilizada contra tosses, resfriados e “aperto no peito” (ASPREY et al., 1955). Gripes,
sangramentos e inflamacdo da garganta (ALBUQUERQUE et al., 2007). Martinez Martin e
colaboradores (2011) afirma que em Cuba a planta ¢ conhecida como “yerba de la sangre” por
seus efeitos benéficos sobre afec¢des renais e também como anti-hipertensivo; e em estudo
conduzido pelo mesmo autor foi comprovado efeito diurético da sua tintura. Também ¢
conhecida por este nome pois segundo Godinez-Caraballo e Volpato (2008) a decocgao da
parte aérea da planta ¢ administrada internamente como purificador do sangue e¢ como
hemostatico se aplicado externamente. Utilizada ainda em desordens Osseas e musculares

(MATIAS et al., 2015).

2.3.3 Distincao de géneros: Varronia P. Browne e Cordia L.



20

O género Varronia foi inicialmente descrito por volta dos anos 1700, e era facilmente
diferenciado de outros membros do género Cordia devido a sua morfologia. Varronia
apresentava duas espécies restritas a Jamaica e posteriormente passou a ser considerado um
subgénero de Cordia L. No entanto, estudos subsequentes tornaram evidente que Varronia é
um grupo irméo de Cordia e, consequentemente, deve ser tratado como um género distinto
(MILLER; GOTTSCHLING, 2007; STAPF, 2010; MELO; VIEIRA, 2015).

Varronia difere de Cordia por reunir espécies que sdo quase exclusivamente arbustos
de multicaulescentes, enquanto as espécies de Cordia sao arvores, em sua maioria. Além
disso, as folhas de Varronia também diferem por apresentarem margens serreadas e venagao
craspedodroma, ao contrario de espécies do género Cordia, que ndo possuem margem
serreada e venagdo broquidodroma. Outras estruturas se apresentam distintas, como
inflorescéncias e grao de polen (MILLER; GOTTSCHLING, 2007).

Varronia reune aproximadamente 100 espécies dispersas no continente americano, do
Arizona (Estados Unidos) a Argentina, das quais cerca de 30 ocorrem no Brasil, sendo sete
endémicas da regido Nordeste. No territorio brasileiro, suas espécies distribuiem-se além da
Caatinga, Floresta Amazonica, Mata Atlantica, Cerrado Pantanal ¢ Pampas (MILLER;
GOTTSCHLING, 2007; STAPF, 2010; BFG, 2015; MELO; VIEIRA, 2015).

2.4 ESTUDO FITOQUIMICO

Segundo a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos:

O Brasil é o pais de maior biodiversidade do planeta que, associada a uma rica
diversidade étnica e cultural que detém um valioso conhecimento tradicional
associado ao uso de plantas medicinais, tem o potencial necessario para
desenvolvimento de pesquisas com resultados em tecnologias e terapéuticas
apropriadas (BRASIL, 2016).

No Brasil, além de serem usadas como substrato para fabricagdo de medicamentos, as
plantas também sao usadas como remédios caseiros. Com todo esse potencial para pesquisa e
vasto numero de espécies, apenas cerca de 8% foram estudadas quanto aos compostos
bioativos e 1.100 foram analisadas quanto as propriedades medicinais (BRASIL, 2016).

Por esse motivo a andlise fitoquimica se torna importante, ja que essa ciéncia busca
verificar a presenca de grupos de metabdlitos e caracterizar os constituintes quimicos das

plantas. Essa caracterizacdo pode ser realizada em espécies vegetais onde a constituicdo
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quimica ¢ desconhecida, na busca por compostos em espécies ja caracterizadas previamente e
ainda baseada em aspectos entofarmacologicos e/ ou quimiotaxondmicos (REGINATTO,
2017).

Os produtos naturais sao fontes incalculaveis de substancias organicas, os processos de
biossintese sdo responsaveis pela formagdo, acimulo e degradagdo de varios desses
compostos presentes no interior de células que compdem os tecidos animais e vegetais. Com
isso, a quimica de produtos naturais tem como objetivo o esclarecimento dessas substancias
resultantes dos metabolismo dos seres vivos, através da isolamento, identificagdo ¢ elucidagao
de suas estruturas moleculares (MATOS, 1997).

Os produtos resultantes do metabolismo nos vegetais sdo divididos em dois grupos:
metabolitos primarios e metabolitos secundarios, melhor denominados como metabdlitos
especiais. O metabolismo primario, denominado ainda metabolismo basal ou de distribuicao
ubiquitaria ¢ composto pelos produtos: aminoacidos, agucares, vitaminas, nucleotideos e
acidos graxos; ou seja, o metabolismo basal das plantas inclui todos compostos e processos
que sdo essenciais para o crescimento, desenvolvimento, reproducao e manutengdo da vida de
um ser, além de apresentarem semelhangas entre diversos organismos (KREIS; MUNKERT;
PADUA, 2017).

Os metabolitos especiais tem estrutura complexa, baixo peso molecular e possuem
atividades biologicas e farmacologicas marcantes (VON POSER, 2017). O metabolismo
secundario ¢ assim chamado pois seus metabolitos sdo derivados do metabolismo primario,
diferindo desse ultimo por seus caminhos biossintéticos serem restritos, na maioria da vezes, a
taxa especificos (ndo sdo universalmente similares). No metabolismo especial sdo vistas a
producdo de substincias e a presenca de processos que ocorrem através da inter-relacdo do
individuo com seu meio ambiente: sazonalidade, ritmo circadiano, disponibilidade hidrica e
de nutrientes, temperatura, radiacdo ultravioleta, altitude, reagdes por estimulos mecanicos ou
ataque de patogenos. Esses fatores ambientais promovem a produgdo ou alteram a quantidade
dos metabolitos presentes nas plantas, e com isso s30 necessarios componentes que garantam
a sobrevivéncia e existéncia de uma espécie em seu ambiente (GOBBO-NETO; LOPES,
2007; KREIS et al., 2017).

Matos (1997) descreve um roteiro geral para o estudo quimico de plantas em seis
etapas principais:

a) Obtenc¢ao do material vegetal;

b) Identifica¢do botanica da planta escolhida;
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c) Prospeccido preliminar de sua composi¢ao quimica

d) Isolamento e purificacdo dos constituintes;

¢) Determinagdo estrutural dos compostos isolados;

f) Levantamento bibliografico.

A obtengao do material vegetal refere-se a forma de escolha da planta e a coleta. A
escolha pode ser baseada no uso popular ou de forma aleatoria. Sendo importante observar
fatores ambientais que influenciam a biossintese de metabolitos especiais no momento da
coleta: época, clima e tipo de solo, além de data e hora da coleta (CECHINEL FILHO;
YUNES, 1998).

Para prospeccao preliminar devem ser realizados a secagem e moagem do vegetal,
para entdo serem preparadas solucdes e extratos (com o solvente adequado) do obtido. A
triagem fitoquimica se dd por reagdes quimicas envolvendo essas solugdes que adquirem
coloragdo e/ ou geram precipitado, dependendo da classe de metabolitos nela presente. Com o
desenvolvimento tecnologico, diversas técnicas de extracdo, isolamento e purificacdo foram
surgindo, classicamente pode-se citar: cromatografia liquida em coluna e cromatografia em
camada delgada e como métodos mais modernos a cromatografia gasosa e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). O avango da tecnologia também fui util para elucidagao
estrutural de compostos naturais, muitos métodos existem para este fim: espectrometria no
ultravioleta (UV), espectrometria no infravermelho (IV), espectrometria de massas (EM) e
espectrometria de ressondncia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio e carbono, utilizando
métodos uni e bidimensionais (COSY, NOESY, HETCOR, HMBC, etc), técnicas que juntas
fornecem a informagdes necessarias para “montar” a molécula estudada (FALKENBERG et
al, 2007).

2.5 ESTUDO TOXICOLOGICO

A falta de acesso a servigos de saude, como centros de atendimento hospitalares,
exames e medicamentos, juntamente com a facil obtencdo de plantas medicinais e o uso
tradicional difundido, contribuem para utilizacdo destas pelas populagdes em paises em
desenvolvimento. O uso de plantas para fins medicinais provenientes das medicinas
tradicionais ayurvedica (India) e chinesa est4 cada vez mais difundido, sustentadas no senso
comum de que “o natural, ¢ seguro”, o que constitui um agravante pois muitas dessas plantas

orientais sdo desconhecidas pelos povos ocidentais. Logo, as supostas propriedades
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farmacolédgicas e toxicologicas de alguns destes vegetais ndo possuem confirmagdes
cientificas, por ndo terem sido estudadas ou por nao terem passado por testes ndo-clinicos e/
ou clinicos (VEIGA-JUNIOR et al, 2005).

Para Woolley (2008) os objetivos gerais de um estudo toxicologico sdo:

a) Estabelecer uma curva da relagdo quantitativa entre a dose e a resposta;

b) Garantir a seguranca de novos quimicos, antes de serem registrados para uso geral.
Esse tipo de estudo toxicologico ¢ regulado por diretrizes governamentais e
internacionais que determinam como o estudo deve ser conduzido. Os toxic6logos nas
autoridades reguladoras sdo responsaveis em assegurar que a seguranca de novos
produtos quimicos ou a relevancia de novos métodos seja investigada antes de permitir
a exposicao humana significativa;

c) Estabelecer o modo ou mecanismo de agdo para efeitos toxicos vistos em outros
estudos;

d) Produzir estudos epidemiolédgicos explicando efeitos observados na populagao;

e) Investigar ou validar novos métodos de teste ou investigagdo, particularmente aqueles
realizados “in vitro” em vez de em animais.

Na andlise toxicologica de plantas, o principal objetivo ¢ identificar os efeitos
adversos provocados pelo material € com isso determinar a gravidade desses efeitos, os niveis
seguros de exposi¢do e os limites em que surgem os efeitos indesejaveis. Outro objetivo
igualmente importante de testes toxicologicos ¢ a deteccdo de extratos toxicos de plantas ou
compostos deles derivados nos estagios iniciais (ndo-clinicos) e tardios (clinicos) da
descoberta e desenvolvimento de farmacos a partir de fontes vegetais. Isso facilitard a
identificagdo de compostos toxicos, os quais podem ser descartados ou modificados, a fim de
surgir possibilidades de avaliagdo do candidato a fairmaco, em alternativas mais seguras e
promissoras. Dependendo do composto, agdes como redugdo da dose ou ajustes na sua
estrutura molecular podem melhorar sua tolerabilidade (IFEOMA; OLUWAKANYINSOLA,
2013).

Os métodos “in vitro” sao ferramentas importantes na avaliagdo e compreensdao dos
efeitos perigosos que diversos compostos podem implicar nos seres vivos, ajudando a preve-
los. Esses sistemas sdo utilizados para fins de triagem, para gerar perfis toxicologicos mais
abrangentes, estudos de efeitos locais ou de tecido e alvo especificos e obtencdo de
informacdes derivadas do mecanismo (EISENBRAND et al., 2002). Estes métodos diminuem

o uso de animais, compreendendo o principio dos 3 Rs: substituicdo (replacement), troca de
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experimentos que usam animais por outro que ndo necessite; reducdo (reduction) da
quantidade de animais e refinamento (refinement), diminuicdo da severidade dos
procedimentos; com isso tem-se uma prévia dos efeitos toxicologicos “in vivo”, fazendo uso
de bactérias, fungos, algas e crustaceos, fragoes subcelulares presentes no sistema biologico
como suspensdes celulares, cultivo de tecidos, cultivos celulares, enzimas e proteinas
(BEDNARCZUK et al., 2010).

“Os métodos “in vitro” apresentam vantagens em relagdo aos “in vivo” tais como
poder limitar o nimero de varidveis experimentais, obter dados significativos mais facilmente

além do periodo de teste ser, em muitos casos, mais curto” (ROGERO et al., 2003).

2.5.1 Testes de citotoxicidade

A citotoxicidade se caracteriza, principalmente, pela capacidade de um composto
induzir a morte celular. Na avaliacdo de toxicidade aguda, prevé-se que, na maioria da vezes,
um composto toxico provoque injuria a estrutura e/ou funcdes celulares; na toxicidade basal,
ou seja, a capacidade intrinseca de um composto de causar a morte celular, é possivel definir a
faixa de concentragdo para testes “in vitro” mais detalhados. Faz-se importante considerar a
citotoxicidade basal como ponto de partida, pois fatores cinéticos e de especificidade do 6rgao
alvo quanto ao efeito toxico, nem sempre permitem a correlagdo entre animais € humanos. Os
parametros mais usados nos testes de toxicidade celular baseiam-se no desarranjo da
membrana celular, reducdo da fungdo mitocondrial, alteragdes na morfologia celular e

mudangas na replicagdo celular (EISENBRAND et al., 2002).

2.5.1.1 Teste de hemolise (sistema RBC — Red Blood Cells)

A membrana eritrocitaria ¢, como varias outras que constituem o organismo humano,
formada por uma bicamada fosfolipidica de estrutura complexa (Figura 2) composta por dois
tipos de elementos: lipideos, que formam a por¢do externa, e proteinas que constituem o
citoesqueleto. As proteinas do citoesqueleto (alfa e beta espectrinas, anquirinas, bandas 4.1,
4.2, demantina, actina, aducina, bandas 6 e 7) interagem com componentes presentes na
bicamada lipidica e sdo as responsaveis pela forma, flexibilidade, mobilidade e
deformabilidade e transporte de macromoléculas do eritrocito (MURADOR; DEFFUNE,
2007; PINTO et al., 2013).
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A membrana da hemadcia possui diversos elementos, tais como: os fosfolipideos
fosfatidilcolina (30%), fosfatidiletanolanima (28%), fosfatidilserina (14%), esfingomielina
(25%); proteinas transmembranosas (integrais), que atravessam a camada da célula e
proteinas interiores (periféricas) constituem o citoesqueleto e se situam na base interna da
bicamada lipidica. A proteina integral AE1 (anion exchanger 1, AEI), ou banda 3, atua na
troca de CI/HCOs, elevando a capacidade do sangue transportar CO,, garantindo a
homeostase e o equilibrio &cido-basico; possui ainda antigenos eritrocitarios, sendo
conhecidos mais de 250 tipos diferentes agrupados em 29 sistemas, tendo como mais
importantes, AB0O, Rhesus, MNS, Lewis, Lutheran, Kell, Duffy, Kidd e Xg (LORENZI, 2006;
MURADOR; DEFFUNE, 2007).

Figura 2. Estrutura da membrana do eritrocito evidenciando proteinas integrais e periféricas (citoesqueleto)

Glicoforina A Eo:z
i # Glicoforina C # Glicoforina B
Glut-1

Proteina de
banda 3 (AE-1)

Anquirina

Actina Banda 4.1 Alfa espectrina Beta espectrina

Tropomiosina

Fonte: Pinto et al. (2013)

Agentes caotropicos sdo aqueles que promovem o desarranjo da membrana, de acordo
com aqueles componentes que possuem mais afinidade, induzindo a desorganizacdo ou caos
celular. Dentre os agentes caotropicos pode-se citar: extremos de pH, estresse mecanico,
estresse hipotdnico, temperatura elevada e diversos solutos como ureia, etanol e hidrocloreto
de guanidina. Contrariamente, a estabilidade de uma membrana pode ser refor¢ada por ph
ideal, isotonicidade, temperatura 6tima e solutos estabilizantes com distintos mecanismos de
acdo. Tanto os lipideos quanto as proteinas podem sofrer agdo de substancias caotropicas
(SILVA, 2006).

O eritrocitos sdo bons objetos de estudo das membranas biologicas devido a sua
estabilidade, facilidade de coleta e relativa simplicidade na realizagdo de testes. Dado a que
hemoglobina ¢ liberada na ocorréncia de algum estresse sofrido pela célula, caracterizando

hemolise, essa proteina liberada para o meio pode ser quantificada por leitura
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espectrofotométrica no comprimento de onda de 540nm, sendo a absorbancia resultante
proporcional a extensao da lise dos eritrocitos (FIRMINO, 2007).

Esse principio ¢ utilizado em um dos ensaios aplicados para avaliacdo da
citotoxicidade, o teste de hemolise (sistema RBC — Red Blood Cells), com base na
quantificacdo de proteinas ap6s dano celular, ndo se detendo apenas a hemoglobina. Segundo
o Guia para Avaliagdo de Seguranca de Produtos Cosméticos da ANVISA (2012), esse
método, além da quantificagdo da hemolise, pode subsidiar resultados em avaliacdo do
potencial de irritacdo ocular, e ainda é usado para quantificar e avaliar os efeitos adversos dos
tensoativos empregados produtos de higiene pessoal e cosméticos sobre a membrana

plasmatica.

2.5.2 Fragilidade Osmoética Eritrocitaria (FOE)

A regulagdo do volume celular pela eliminac¢do de solutos que para a célula ¢ um dos
mecanismo pelo qual o organismo evita a lise das células “/n vivo”, conservar a concentragao
de sodio intracelular baixa faz com que o equilibrio osmético seja mantido. Contudo, na
presenca venenos metabolicos ou por certas doengas hemoliticas, o metabolismo energético
do eritrdcito pode ser interrompido e com isso acarretando em distirbios na osmolaridade da
célula e seu volume (MAKINDE; BOBADE, 1994).

A lise de hemacias por osmose ocorre quando a célula se encontra em ambiente
hipotonico, sendo espaco intracelular hipertonico em relagdo ao meio, com isso observa-se
entrada de solvente na célula, aumentado seu volume e, consequentemente, provocando seu
rompimento.

A FOE pode ser caracterizada como a resisténcia dos eritrocitos a hemolise, tem sido
usada para avaliar a viabilidade da células vermelhas e clinicamente, no diagnodstico da
anemia hemolitica e esferocitose hereditaria. O método consiste em determinar a fragilidade
das hemacias a hemolise numa solugdo salina hipotonica, ou seja, solugdes tamponadas de
Cloreto de Sodio (NaCl) em adaptacdes de concentragdes entre 0,85% a 0%. Além de
doengas, fatores como pH, temperatura e oxigenagdo, além da forma, volume e tamanho da
célula podem aumentar ou diminuir a fragilidade osmotica (ELIAS et al., 2004; BARROS et
al., 2016).

Muitas plantas utilizadas popularmente ndo possuem seu perfil farmacologico e

toxicologico tracados, dessa forma, elas podem causar efeitos indesejaveis se ndo usadas
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corretamente, como repercussdes cardiovasculares, disturbios respiratorios, metabolicos,
gastrintestinais e neurologicos (CAMPOS; SILVA; CAMPANA; ALMEIDA, 2016). Nesse
cendrio, a realizacdo de estudos toxicologicos acerca de produtos de origem vegetal ¢
importante, pois esta promove a utilizagdo segura de plantas medicinais e permite a abertura

de novas alternativas para o tratamento de outras enfermidades.

3. OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudos fitoquimicos e ensaios biologicos com o Extrato Etandlico Bruto

(EEB) do caule de Varronia globosa Jacq.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
= Preparar o extrato etanélico bruto do caule Varronia globosa;
= Realizar procedimentos fitoquimicos com o EEB de V. globosa e comparar
qualitativamente os metabdlitos secundarios em coletas de locais e épocas distintos;

= Avaliar o potencial hemolitico do EEB do caule de V. globosa em eritrocitos humanos
dos tipos A, Be O;

= Avaliar a Fragilidade Osmotica Eritrocitaria do extrato do caule;

4 METODOLOGIA
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4.1 LOCAIS DA PESQUISA

Os procedimentos fitoquimicos foram conduzidos no Laboratorio de Fitoquimica
(LAFIT) e no edificio do Complexo das Trés Marias da Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB); e procedimentos fitoquimicos e de citotoxicidade foram realizados no Instituto de
Pesquisa em Férmacos e Medicamentos (IPeFarM) na Universidade Federal da Paraiba

(UFPB).
4.2 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

Amostras de V. globosa foram coletadas no municipio de Puxinand, Paraiba em
01/02/2016. O voucher encontra-se depositado no Herbario Lauro Pires Xavier, Departamento
de Sistematica ¢ Evolugdo, Centro de Ciéncias Exatas e Naturais da UFPB, sob nimero de
tombo JPB 36075, Varronia globosa Jacq. Brasil: Paraiba: Santa Luzia, M. F. Agra 6561-
01/03/2006.

4.3 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

Ap0s a coleta, o material foi conduzido até o LAFIT onde foram separadas as folhas, o
caule e as raizes. Em seguida, as partes foram levadas a secagem em estufa de circulacdo de
ar, com temperatura de 50° C, por aproximadamente trés dias. As partes secas foram
pulverizadas em moinho de facas, obtendo-se 108,538g de droga vegetal do caule, 47,762g de
droga vegetal das folhas e 7,060g das raizes.

4.4 PREPARACAO DO EEB DO CAULE DE V. GLOBOSA

A droga vegetal do caule (p0) foi submetido @ maceragdo com etanol (EtOH), sendo o
solvente substituido diariamente, até¢ a perda da coloracdo do agente extrator. As solugdes
obtidas foram armazenadas em recipientes devidamente etiquetados e estocados em geladeira,

tais solugodes tiveram o solvente evaporado em um rotaevaporador a temperatura de 50°C.

4.5 AVALIACAO FITOQUIMICA
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4.5.1 Screening fitoquimico qualitativo do EEB do caule de V. globosa

O screening fitoquimico realizado avaliou a presenca de fenois e taninos,
polissacarideos, flavonoides, alcaloides, esteroides/triterpenoides, realizados de acordo com a
metodologia descrita por Barbosa (2001) e Peixoto Sobrinho et al. (2012) especificadas na
Tabela 2.

Tabela 2. Resumo dos testes fitoquimicos realizados com Varronia globosa Jacq.

Metabdlito secundario Teste de Identificacao Resultado Positivo
Polissacarideos Lugol Colorag¢ao azul
Fenois Azul — vermelho

. FeC13 1%
Taninos Azul e/ou verde
Flavonoides Reagdo de Shinoda Rosea — laranja
Esteroides e triterpenoides Recagdo de Liebermann-Burchard Azul a verde

) Precipitagdo e/ou
Alcaloides Buchardat/Mayer/Drangendorff
turvagao

4.5.1.1 Testes que utilizam agua como solvente

Foi preparada uma solugdo-mae com o EEB do caule de V. globosa pesando-se 140
mg do mesmo, que foi dissolvido em 28 mL de dgua destilada. Em seguida, esta solucao foi
levada ao banho de ultrassom para dissolver todo o soluto. Filtrou-se a solugdo papel filtro,
sendo o filtrado a solu¢do-mae final.

Para determinagio de polissacarideos, transferiram-se 5 mL da solugdo-mae para tubo
de ensaio, adicionado de 2 gotas de lugol. O aparecimento de coloracdo azul indica o
resultado positivo.

Para determinagdo de fendis e taninos, foram transferidos 5 mL da solugdo-mae para
tubo de ensaio. Em seguida, foram adicionadas 2 gotas de solugdo alcoodlica de FeCls a 1%.
Qualquer mudanga na coloragdo ou formagdo de precipitado indica reacdo positiva, quando
comparado com o teste em branco (solvente + reativo). Uma coloragdo inicial entre o azul e
vermelho ¢ indicativa da presenga de fendis. Um precipitado escuro de tonalidade azul indica

presenca de taninos pirogalicos, e verde, a de taninos catéquicos.
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4.5.1.2 Testes que utilizam metanol (MeOH) como solvente

A solug¢ao-mae do caule de V. globosa foi preparada com 120 mg do EEB e dissolvido
em 24 mL de MeOH. Posteriormente, esta solu¢do foi levada ao banho de ultrassom para
dissolver todo soluto. A solug¢do foi filtrada em papel filtro, obtendo-se a solugdo-mae
(filtrado).

Para determinagao de flavonoides, transferiram-se 10 mL da solu¢do-mae para um
tubo de ensaio que foi entdo, acrescido de 5 gotas de HCI concentrado e raspas de magnésio.

O surgimento de uma coloragdo rosea-alaranjada indica reagdo positiva.

4.5.1.3 Testes que utilizam cloroférmio (CHCIl3) como solvente

Foi preparada uma solu¢do-mae com os EEB do caule de V. globosa pesando-se 75
mg do EEB, que foi dissolvido em 15 mL de CHCI;. Em seguida esta solugdo foi levada ao
banho de ultrassom a fim de dissolver todo o soluto. A solugdo foi filtrada em papel filtro,
obtendo-se a solugao-mae (filtrado).

Para a determinacdo de esteroides e triterpenoides, 10 ml da solugdo-mae foi filtrada
e adicionado 1 mL de anidrido acético, sob agitacdo suave. Em seguida, foram adicionadas 3
gotas de acido sulfurico (H,SO4) concentrado. O rapido desenvolvimento de cores que vao do

azul evanescente ao verde persistente indicam resultado positivo.

4.5.1.4 Teste para alcaloides

O EEB do caule de V. globosa foi solubilizado em 5 mL de solugdo de HCI 5% e logo
apos filtrados. Em seguida, foram divididos trés tubos de ensaio contendo 1 mL cada, e neles,
foram adicionados gotas dos reagentes de Bouchardat, Dragendorff e Mayer, cada tubo deve
conter apenas um reagente. Precipitacdo e/ou turvacdo em pelo menos um tubo ¢ indicativo

de presenca de alcaloides.

4.5.2 Analise comparativa de triagens fitoquimicas
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A comparacdo foi feita a partir de uma coleta realizada por Reis (2014), na zona rural
do municipio de Santa Luzia, Paraiba, em 31/05/2013. Tais resultados foram comparados com

uma nova coleta procedida em 01/02/2016 em Puxinana, Paraiba.

4.6 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO EEB DO CAULE DE VARRONIA
GLOBOSA

O ensaio foi conduzido apds aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa, com ntmero
de protocolo: 55007615.6.0000.5187 (ANEXO).

O sangue foi obtido de quatro doadores voluntarios na UFPB, as amostras representam
foram de trés tipos sanguineos do sistema ABO (A, B e O), sendo estas conservadas em
EDTA.

Os ensaios foram realizados com seis concentragdes do extrato (10, 50, 100, 250, 500
e 1000 pL/mL).

4.6.1 Avaliacao do potencial hemolitico do EEB de Varronia globosa

Inicialmente, as amostras sanguineas foram submetidas a lavagens através de solugdo
de Cloreto de Sodio (NaCl) a 0,9%. Em seguida, passaram por centrifugacdo a 2500 rpm por
5 minutos, sendo obtido o concentrado de eritrocitos separado do plasma. Apds a
centrifugagdo, preparou-se uma solugdo a 0,5% com o precipitado de eritrocitos. A solucdo de
eritrocitos foi preparada retirando-se 500 pL do precipitado e depois ressuspendendo-os em
100 mL da solugdo de NaCl a 0,9%. Esse procedimento foi realizado para cada tipo
sanguineo.

Transferiram-se 2 mL da solu¢do de eritrocitos para tubos e em seguida foram
adicionados a eles as amostras com o extrato nas concentracdes de 10, 50, 100, 250, 500 e
1000 pL/m. Para controle negativo foi usada apenas a solugdo de hemacias (0% de hemolise)
e para controle positivo foi usada a solu¢cdo de hemadcias adicionada de uma solugdo de Triton
X-100 (100% de hemolise). Os tubos foram deixados em repouso a temperatura de 25°C por 1
hora, sendo realizadas leves agitagdes em certos momentos. Apos 1 hora os tubos foram
novamente centrifugados e o sobrenadante retirado para andlise espectrofotométrica (540 nm)

(RANGEL et al., 1997). O experimento foi realizado em triplicata para cada tipo sanguineo.



33

4.6.2 Avaliacdao do potencial anti-hemolitico ou Fragilidade Osmética Eritrocitaria
(FOE)

Apos a andlise espectrofotométrica, o sobrenadante dos tubos foi descartado e o
precipitado de eritrocitos foi ressuspenso em solucdo hipotonica de NaCl a 0,24% na
temperatura de 25°C por 20 minutos. Decorrido o tempo, os tubos foram centrifugados a 2500
rpm por 30 segundos e o sobrenadante usado para andlise de espectrofotometria (540 nm)
(DACIE, 2001).

Tomou-se como controle negativo a solu¢ao de eritrocitos (0% de hemolise) e como
controle positivo (100% de hemolise) a solugdo hipotonica de NaCl (0,24%). Este

experimento também foi realizado em triplicata.
4.6.3 Analise estatistica

Os resultados dos experimentos de citotoxicidade foram analisados com o software
GraphPad Prism 7.0®, San Diego, CA, EUA. Seus valores foram expressos em média + erro

padrao da média (e.p.m.) e considerados significativos quando p < 0,05. Empregando-se o

teste ANOV A seguido pelo pos-teste de Dunnett.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO FITOQUIMICO
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5.1.1 Obtencédo do EEB do caule de V. globosa

Dos 108,538g de droga vegetal do caule, obteve-se 8,643g de EEB, com rendimento
de 7,96%.

5.1.2 Analise comparativa de triagens fitoquimicas

A Tabela 3 mostra um comparativo em relacdo a resultados alcangados por Reis
(2014) a partir de uma coleta realizada na zona rural no municipio de Santa Luzia - Paraiba
em 31/05/2013. Em comparagdo a coleta realizada em maio/2013, constatou-se a auséncia de

flavonoides no EEB do caule na coleta de 01/02/2016 em Puxinana — Paraiba.

Tabela 3. Comparacdo dos resultados de triagens fitoquimicas do EEB do caule de V. globosa de diferentes

coletas.
. Material obtido Material obtido
Metabdlito L
. Teste de Identificacao em 2013 em 2016
secundario . L
(Santa Luzia) (Puxinana)
Polissacarideos Lugol @) )
Fenois
_ FeCl; 1% ) )
Taninos
Flavonoides Reagdo de Shinoda (+++) @)
Esteroides e )
] . Reacdo de Liebermann-Burchard (++) (++)
triterpenoides
Alcaloides Buchardat/Mayer/Drangendorff ) )
Saponinas Espuma GO

Legenda: (—) negativo; (+) fracamente positivo; (++) moderadamente positivo; (+++)

fortemente positivo.

Fatores ambientais como altitude, temperatura, incidéncia solar, disponibilidade
hidrica e quantidade de nutrientes no solo podem alterar grandemente a presenca ou

concentragao de metabolitos secundarios nos vegetais (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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Santa Luzia ¢ um municipio enquadrado como semidrido, a exemplo dos anos de 2012
e 2013, que apresentaram valores de precipitacdo bem menores quando comparados com o
ano de 2011 (PAULA; ALMEIDA, 2013).

Diferentemente, Puxinana apresenta periodos chuvosos mais frequentes e pela altitude
mais elevada, possui temperatura média menor, sendo esta 24,9°C em 2016, segundo
informacgdes colhidas por estagdes meteorologicas do Aeroporto Presidente Jodo Suassuna
(SBKG) (O TEMPO, 2017).

A incidéncia de radiacdo ultravioleta e solos de baixa fertilidade quimica
proporcionam maiores niveis de fenois totais, como flavonoides, taninos, quinonas
(JACOBSON et al., 2005; GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Com isso, infere-se que a planta
oriunda de Santa Luzia, por ter sofrido maior exposicdo a radiagdo solar e ter sido sujeita a
maiores temperaturas, apresentou maior estimulo para producao de flavonoides, logo, maior
probabildiade de possuir tais metabolitos. Contrariamente, a proveniente de Puxinana,
demonstrou resultado negativo para flavonoides pois ndo se encontrava nas mesmas
condigdes da anterior, estando em um local de maior altitude (menos temperatura) ¢ maior

aporte de chuvas.

5.2 TESTES DE CITOTOXICIDADE

5.2.1. Avaliacao do potencial hemolitico do EEB do caule de Varronia globosa

Nas figuras 3, 4 e 5 pode-se perceber que a medida que a concentracdo do extrato
aumenta, a porcentagem de hemolise também se eleva; as concentragdes de 250, 500 e 1000
ug/mL demonstraram atividade hemolitica, em comparagdo com o controle negativo, ou seja,
solucao salina a 0,9%. Em concentragdes mais baixas, 10, 50 e 100 pg/mL, ndo foi observada
indugdo de hemolise significativamente relevante, causada pelo extrato.

No sangue do tipo A (Figura 3), as concentragdes em que se observou hemolise
relevante foram as de 500 e 1000 ug/mL. No sangue do tipo B (Figura 4) a concentracao de
250 pg/mL apresentou discreta, mas estatisticamente significativa, inducdo hemolitica,

embora concentragdes superiores do extrato se mostrem mais evidentes.

Figura 3. Avaliacao do potencial hemolitico do EEB do caule de Varronia globosa em sangue tipo A.
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Sangue A
1501
Il Controle negativo (sol salina 0,9%)
a8 5% EEtOH-Vg (caule) 10 pg/mL
2 1004 - 1 EEtOH-Vg (caule) 50 ug/mL
§ . EEtOH-Vg (caule) 100 pg/mL
T ol B EEtOH-Vg (caule) 250 pg/mL
- T mm EEtOH-Vg (caule) 500 pg/mL
5,03% 587% 5395 7.34% 8:96% . . B EEtOH-Vg (caule) 1000 pg/mL
0- - h Controle positivo Triton X

EEtOH-Vg (caule) pg/mL

Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. Andlise por ANOVA seguido por pos-teste de Dunnett.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (n=3)
Segundo Rangel e colaboradores (1997), o percentual de hemolise quando entre 0 e

40% ¢ caracterizado como baixo, entre 40 ¢ 80% ¢ considerado moderado ¢ acima de 80%,

alto.
O sangue tipo A apresentou grau de hemolise significativa de 13,9% na concentragdo
500 pg/mL e 26,7% na de 1000 pg/mL; mesmo em concentragdes mais elevadas, a hemolise

nesse tipo sanguineo foi considerada baixa, ja que em todas as concentragdes do extrato a

hemolise foi menor que 40%.

Figura 4. Avaliagao do potencial hemolitico do EEB do caule de Varronia globosa em sangue tipo B.

Sangue B

150+
Controle negativo (sol salina 0,9%)

EEtOH-Vg (caule) 10 pg/mL
EEtOH-Vg (caule) 50 pg/mL
EEtOH-Vg (caule) 100 pg/mL
EEtOH-Vg (caule) 250 pg/mL
EEtOH-Vg (caule) 500 pg/mL
EEtOH-Vg (caule) 1000 pg/mL
Controle positivo Triton X

100%
dedek

1004 i

38% 59% 683%

44%
*kk

% Hemolise

3
<

16%

9% sk
10%

ERENgcon

EEtOH-Vg (caule) pg/mL

Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. Andlise por ANOVA seguido por pos-teste de Dunnett.

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (n=3).
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O tipo sanguineo B apresentou 9% de hemolise (baixa) na concentracdo 250 pg/mL;
para as concentragdes de 500 pg/mL e 1000 pg/mL a o percentual de hemolise foi,
respectivamente, 16% (baixo) e 44% (moderado).

O tipo sanguineo O (Figura 5) apresentou hemolise mais expressiva quando
comparada com os outros grupos sanguineos, porém apenas na maior concentragdo. O
percentual de hemolise exibida pelo no sangue tipo O (77%) ¢ considerado moderado, embora

se encontre proximo a valores considerados altos.

Figura 5. Avaliagdo do potencial hemolitico do EEB do caule de Varronia globosa em sangue tipo O.

Sangue O
150+
Il Controle negativo (sol salina 0,9%)
" — EEtOH-Vg (caule) 10 pg/mL
» 1004 o S [ EEtOH-Vg (caule) 50 pg/mL
2 ws EEtOH-Vg (caule) 100 pg/mL
£ B EEtOH-Vg (caule) 250 pg/mL
€ - ms EEtOH-Vg (caule) 500 pg/mL
aas 58% S5% 7 B EEtOH-Vg (caule) 1000 pg/mL
oL —— Controle positivo Triton X

EEtOH-Vg (caule) pg/mL

Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. Analise por ANOVA seguido por pos-teste de Dunnett.

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (n=3).

A hemolise mais elevada no sangue tipo O se dé, provavelmente, pela superficie
dessas hemadcias ndo apresentarem aglcares especificos para a produgdo de antigenos do tipo
A ou B, apenas o antigeno H, presente nos eritrocitos de todos os grupos sanguineos, com
isso, deixando a membrana das hemacias tipo O mais desprotegidas. Nos tipos sanguineos A e
B sdo encontrados agucares, que foram transferidos para o antigeno H presente na superficie
dos eritrocitos, por enzimas especificas: a N-acetil-galactosamina transferase e a 3-N-
galactosil transferase, respectivamente. (BATISSOCO; NOVARETTI, 2003). A existéncia
desses acticares na membrana dos eritrocitos A e B sugere que sua presenca pode ter causado
maior protecao mecanica das hemacias contra a hemolise, o que pode ser visualizado em taxas
de hemolise mais baixas.

A hemolise, além de causar perda da fun¢do da hemacia, prejudicando o transporte de

oxigénio, pode causar problemas renais (nefrotoxicidade) pela hemoglobina livre liberada
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com a ruptura da célula. Além disso, a hemoglobina livre tem grande afinidade pelo 6xido
nitrico (NO) presente no organismo, retirando-o da circulacdo, causando problemas
cardiovasculares (ARRUDA, 2010).

A triagem fitoquimica realizada por REIS (2014), utilizando o EEB do caule de V.
globosa obteve resultado positivo para flavonoides, saponinas e esteroides presentes no
extrato. Saponinas sdo notadamente lembradas por causarem hemolise em eritrocitos,
corroborando com alguns achados dessa pesquisa.

Segal e colaboradores (1973) demonstraram que a aglicona de uma saponina ¢
responsavel pela atividade hemolitica, para isso, duas condigdes devem ser obedecidas: a
parte lipofilica da molécula deve ser absorvida pela membrana do eritrocito e a ligagao
glicosidica deve ser hidrolisada; pressupondo que um saponina ¢ inativa quando ndo ha
absor¢ao pela membrana ou ndo existem enzimas capazes de romper a ligagdo glicosidica.
Kaiser e colaboradores (2010), estudando 20 saponinas das espécies Aesculus hippocastanum,
Dolichos lablab ¢ Glycine max verificaram que a atividade hemolitica ¢ promovida pela
presenga de grupos —OH no carbono 16, CH,OH em C-17, grupamentos acetila em C-22 e um
acila em C-21.

Os resultados do experimento permitiram verificar que, em concentragdes mais
elevadas, o EEB do caule de Varronia globosa causa hemolise moderada e estatisticamente
consideravel. Os valores do grau de hemolise podem ser usados para estabelecer limites de
utiliza¢do da planta por populares, e caso torne-se um fitoterapico de producao industrial.

Por outro lado, a hemolise resultante pode servir como base para proximos estudos de

citotoxicidade, avaliando o efeito do extrato sobre células tumorais.

5.2.2 Avaliagdo do potencial anti-hemolitico ou Fragilidade Osmética Eritrocitaria
(FOE)

“In vivo”, o volume celular é controlado através da eliminagdo ativa de solutos, esse €
um mecanismo o qual se evita a lise celular nos organismos. Os eritrocitos quando em meio
hipotonico aumentam de volume devido a entrada de solvente, o volume aumenta a tal ponto
em que ocorre a lise da célula. Dessa forma, a fragilidade celular varia conforme a
concentragdo de soluto e segue uma distribuicdo normal em organismos sadios, havendo

diferencas entre espécies (ELIAS, 2004).
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Na Figura 6, observam-se os resultados em concentracdes em que nao ocorreu

hemolise consideravel (10, 50, 100 e 250 pg/mL) no experimento de avaliacdo do potencial

hemolitico.

Figura 6. Avaliagdo do potencial anti-hemolitico do EEB do caule de Varronia globosa em sangue tipo A.

Sangue A
150 B
3 Controle positivo NaCl (0,24%)

95% | EEtOH-Vg (caule) 10 ug/mL + NaCl (0,24%)
@ 89%  97% 06% 97% %
& 1004 e —-— [1 EEtOH-Vg (caule) 50 ug/mL + NaCl (0,24%)
'g = EEtOH-Vg (caule) 100 ug/mL + NaCl (0,24%)
T 504 B EEtOH-Vg (caule) 250 ug/mL + NaCl (0,24%)
# mm Controle negativo Hb + NaCl (0,9%)

5%
0 T T Ll

Tratamentos

Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. Andlise por ANOVA seguido por pos-teste de Dunnett.

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (n=3).

Na Figura 7, verificam-se os resultados em concentragdes onde ndo ocorreu hemolise

consideravel (10, 50, 100 e 250 pg/mL) no experimento de avaliacdo do potencial hemolitico.

Figura 7. Avaliagdo do potencial anti-hemolitico do EEB do caule de Varronia globosa em sangue tipo B.

Sangue B
150+
=3 Controle positivo NaCl (0,24%)
| EEtOH-Vg (caule) 10 ug/mL + NaCl (0,24%)
100 2% sex  esw L) esw I EEtOH-V: 9
2 il x* g (caule) 50 ug/mL + NaCl (0,24%)
'g mm EEtOH-Vg (caule) 100 ug/mL + NaCl (0,24%)
T 80 B EEtOH-Vg (caule) 250 ug/mL + NaCl (0,24%)
® mm Controle negativo Hb + NaCl (0,9%)
‘ 3.8%
0 " - ) Je e e

Tratamentos

Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. Andlise por ANOVA seguido por pos-teste de Dunnett.

#p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (n=3).
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A Figura 8 exibe os resultados em concentragdes onde ndo ocorreu hemolise

consideravel (10, 50, 100, 250 e 500 pg/mL) no experimento de avaliacdo do potencial

hemolitico.

Figura 8. Avaliagdo do potencial anti-hemolitico do EEB do caule de Varronia globosa em sangue tipo O.

Sangue O
150+ -
3 Controle positivo NaCl (0,24%)

EEtOH-Vg (caule) 10 ug/mL + NaCl (0,24%)
@ 99% gy 101% 101% 101% g7q
9 100 mun = I 1 EEtOH-Vg (caule) 50 ug/mL + NaCl (0,24%)
'g mm EEtOH-Vg (caule) 100 ug/mL + NaCl (0,24%)
£ @ BE EEtOH-Vg (caule) 250 ug/mL + NaCl (0,24%)
. mm EEtOH-Vg (caule) 500 ug/mL + NaCl (0,24%)

o M Controle negativo Hb + NaCl (0,9%)
0 T Ll L]

Tratamentos

Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. Analise por ANOVA seguido por pos-teste de Dunnett.

#p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (n=3).

Como constatado no ensaio de hemolise, os maiores valores no teste de FOE também
pertencem ao sangue do tipo O, possivelmente pelo motivo anterior; a auséncia de aglicares de
membrana que caracterizem antigenos do tipo O.

Visto que concentragdes mais altas causaram hemolise consideravel, amostras nessas
faixas de concentracdo ndo foram utilizadas nos testes de FOE. A partir dos dados obtidos foi
possivel constatar que o EEB do caule de V. globosa ndo foi capaz de promover atividade
anti-hemolitica significativa e consequentemente protecdo dos eritrocitos contra a hemolise

em nenhum dos tipos sanguineos usados (A, B ¢ O), em comparagdo com o controle positivo.
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6 CONCLUSAO

O EEB da coleta do municipio de Puxinana apresentou resultado negativo para
presenca de flavonoides, diferentemente da coleta mais antiga, em Santa Luzia; inferindo a

interferéncia de fatores mesologicos no metabolismo de compostos especiais.

O extrato apresenta atividade hemolitica significativa em concentragdes mais altas,
500 e 1000 pg/mL; para o tipo A a hemolise observada é caracterizada como baixa nas
concentragoes testadas; o sangue tipo B apresentou hemolise baixa em concentragcdes menores
e moderada em concentragdes acima de 500 pg/mL; o sangue tipo O apresentou efeito
hemolitico mais intenso quando comparado com outros tipos sanguineos, sendo este
considerado moderado. O extrato ndo provocou percentual de hemolise alto em nenhum tipo

sanguineo e em nenhuma concentragao testada.

Verifica-se que, como causador de hemolise, o extrato ndo apresentou efeito protetor

contra a ruptura das hemacias em nenhum dos tipos sanguineos estudados.

Sugere-se a avaliacdo dos resultados para um uso terapéutico eficiente, sem que haja
inconvenientes no para uso popular, de modo a ampliar o conhecimento dos efeitos

biologicos, farmacolédgicos e toxicoldgicos do vegetal.

Sdo interessantes estudos fitoquimicos aprofundados, com o intuito de isolar
compostos presentes na planta e enriquecer o conhecimento quimico acerca da espécie, e
ainda associa-los com efeitos biologicos provocados pelo extrato bruto, bem como a pesquisa

de outros efeitos interessantes para essas substancias.
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ANEXOS

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA

COMITE DE ETICAEM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS - CEP/UEPB
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIB/
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUIS
GOMITE DE ETI E

PARECER DO RELATOR: (25)

Numero do Protocolo: 55007615.6.0000.5187

Data da 1? relatoria PARECER DO AVALIADOR: 11/04/2016

Pesquisadora Responsavel: lvana Maria Fechine

Apresentagdo do Projeto: O projeto é intitulado: AVALIAGAO DOS EFEITOS
CITOTOXICOS DE Calotropis procera E Varronia globosa.O Brasil possui uma das
maiores diversidades vegetal do mundo e inumeras experiéncias vinculadas ao
conhecimento popular das plantas medicinais e tecnologia para correlacionar o saber
popular e cientifico. A partir do histdrico da terapéutica percebemos claramente que o
tratamento de doengas por meio de drogas vegetais vem desde a antiguidade. O uso
de plantas medicinais e seus produtos pode tornar-se um problema, pois algumas das
substancias que as compéem podem desencadear efeitos deletérios que resultam em
um quadro clinico severo, algumas vezes, fatal. Assim, a aplicagdo de testes de
avaliacdo de possiveis efeitos toxicos, genotoxicos e citotoxicos é extremamente
importante. Desta forma, este trabalho tem como objetivo avaliar as propriedades
citotoxica dos extratos de folhas e caules de Calotropis procera e Varronia globosa.
Para tanto, serao realizados testes para avaliar o efeito hemolitico.

Objetivo da Pesquisa: Tem como Objetivo Geral: Avaliar a atividade toxica dos extratos
etandlicos brutos dos vegetais e fases particionadas destes, ampliando as opgbes que
constituam importantes ferramentas farmacoldgicas.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios: A pesquisadora ndo faz mengao a riscos na versao
acostada a Plataforma Brasil. Entretanto, em sua versédo impressa declara que: “Os riscos
sdo minimos uma vez que estamos trabalhando seguindo todas as normas de seguranga
para trabalhar com microrganismos preconizadas pela ANVISA. Os tubos de sangue
humano serao obtidas no Laboratério de Anadlises Clinicas - LAC da Universidade Estadual
da Paraiba - UEPB. A manipulagdo e o descarte dos eritrocitos serdo realizados de acordo
com as Normas de Seguranca seguidas pela referida unidade. Beneficios: Investimento na
pesquisa e o desenvolvimento de novos medicamentos, sejam eles de origem natural ou
sintética, constituindo- se assim em fontes promissoras de novas alternativas
farmacoterapéuticas”.



49

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa: A referida pesquisa foi cadastrada na
Plataforma Brasil em 26 de maio de 2015. Entretanto, os docentes da UEPB deflagaram
greve em junho de 2015 e permanecendo assim até o fim do més de novembro e a referida
pesquisadora s6 veio apresentar o projeto conforme lista de checagem em abril de 2016. A
pesquisa apresenta relevancia cientifica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagcado obrigatoria e Parecer do Avaliador:
Encontram-se anexados os termos de autorizagdo necessarios para o estudo.
Recomendagdes: Sem Recomendagoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes: O projeto € relevante, e nao
apresenta inadequacodes.

Situagao do parecer: Aprovado.



