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RESUMO

ESTUDO FITOQUIMICO PRELIMINAR E TRIAGEM CITOTOXICA DO EXTRATO
ETANOLICO BRUTO DAS FOLHAS DE Varronia globosa Jacq. (BORAGINACEAE
sensu lato)

'Thays Thyara Mendes Cassiano; “lvana Maria Fechine
?Universidade Estadual da Paraiba — UEPB.
'thaysthyaracg@hotmail.com

Varronia globosa pertencente a familia Boraginaceae, ¢ uma planta conhecida popularmente
como Maria-preta. A espécie ¢ amplamente distribuida na regido Nordeste do Brasil, sendo
utilizada a decocgdo ou infusdo das suas folhas para alivio de dores reumaticas, indigestdes e
colicas menstruais. Porém, para que sua real atividade seja comprovada e a sua utilizagdo se
torne segura, alguns estudos como o boténico, fitoquimico, toxicologico e farmacologico, sdo
de fundamental realizacdo. O objetivo deste estudo foi obter o Extrato Etandlico Bruto (EEB)
das folhas de Varronia globosa, realizar estudos fitoquimicos qualitativos comparativos,
assim como investigar a atividade toxicologica frente a Artemia salina, do EEB. As folhas
foram coletadas em periodo com baixa umidade e volume pluviométrico, passaram por
processo de secagem e foram trituradas para a obtencdo da droga vegetal. Realizou-se a
prospeccdo fitoquimica para obtencdo do EEB e um screening fitoquimico qualitativo em
agua, metanol, cloroférmio e solu¢do de acido cloridrico, comparando a presenca de
metabolitos secundarios em EEB das folhas de V. globosa produzidos de plantas oriundas de
locais e épocas diferentes (Santa Luzia e Puxinand, Paraiba). Uma triagem realizada
anteriormente serviu como parametro de comparacdo. Realizou-se também a atividade
toxicologica do EEB, frente a ensaios com cistos de Artemia salina, determinando sua
concentragdo letal média (CLs0). A avalia¢ao fitoquimica preliminar sugeriu a presenca de
esteroides e triterpenoides majoritariamente, diferindo do estudo a qual foi comparado, que
apresentou saponinas e flavonoides de maneira significativa. O bioensaio toxicologico
apresentou como CL50 o valor de ~ 1.241 pg/mL, ndo sendo considerado toxico. Isto mostra
que, estes estudos sdo importantes no direcionamento para o isolamento e identificacdo de
compostos presentes e para caracterizagao da atividade biologica dessa planta medicinal, bem
como, a Varronia globosa apresenta um bom perfil fitoquimico, além de mostrar-se como
seguro para analises posteriores da espécie.

Palavras-chave: Varronia globosa, Etnobotanica, Fitoquimica, Toxicidade.



ABSTRACT

PRELIMINARY PHYTOCHEMICAL ANALYSIS AND CYTOTOXIC SCREENING
FROM CRUDE ETHANOLIC EXTRACT OF Varronia globosa Jacq. leaves
(BORAGINACEAE sensu lato)

'"Thays Thyara Mendes Cassiano; 2lvana Maria Fechine
'“State University of Paraiba — UEPB.
'thaysthyaracg@hotmail.com

The Varronia globosa, commonly known as “Maria preta”, is a plant which belongs to the
Boraginaceae family. It is widely spread in the northeast of Brazil, and the decoction or
infusion of its leaves is used to relieve rheumatic pain, indigestion and dysmenorrhea.
However, to prove its real activity and safety use, several studies such as botanical,
phytochemical, toxicological and pharmacological are required. We aimed to obtain the crude
ethanolic extract (CEE) from V. globosa leaves, to perform a comparative qualitative analysis,
and to investigate its CEE toxicological activity against Arfemia salina. Leaves were collected
during a period of low humidity and rainfall, underwent a drying process and were triturated
to obtain the drug. We carried out a phytochemical prospection to obtain the CEE, and a
qualitative phytochemical screening in water, methanol, chloroform and hydrochloric acid
solution to compare the secondary metabolites presence from the CEE of V. globosa leaves
produced from plants originated in different places (Santa Luzia and Puxinana, Paraiba) and
periods. There was also a previous screening as a parameter of comparison. The toxicological
activity of the CEE was performed to the Arfemia saline cysts assays to determine its median
lethal concentration (LCs0). Preliminary phytochemical analysis suggested the presence of
steroids and triterpenoids, different than the study which was compared to, where saponins
and flavonoids were most found. The LCs0 was ~ 1.241 pg/mL, therefore not considered
toxic. These studies are important to direct the isolation and identification of compounds and
to characterize the biological activity of V. globosa. In addition, it shows a good
phytochemical profile and safety for following analyses.

Keywords: Varronia globosa, Ethnobotany, Phytochemistry, Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Desde muito tempo, a sociedade acumulou e propagou informagdes acerca de
experiéncias no ambiente em que vivem, para que assim pudessem ser atendidas as suas
necessidades e garantida a sua sobrevivéncia (RANGEL e BRAGANCA, 2009). Muitas
foram as praticas difundidas pela sociedade e, dentre estas, se destaca a utilizacdo de
elementos naturais. Desta forma, as plantas sempre demonstraram papel fundamental,
trazendo como principal importancia as suas potencialidades terapéuticas aplicadas ao longo
das geracdes (MACIEL et al., 2002, p. 429).

As plantas sempre protagonizaram a historia da sociedade e ainda se mostram
efetivamente atuantes como: fontes para a terapéutica, modelo para novos medicamentos
sintéticos e matéria-prima que origina moléculas semissintéticas com alta complexidade. O
Brasil ¢ considerado um dos maiores centros de biodiversidade do mundo, inclusive
floristicamente, por abrigar centenas de grupos étnicos distribuidos em diversos lugares. Além
do conhecimento das culturas indigenas, outros povos trouxeram as suas contribui¢des para o
surgimento de uma medicina popular rica, a exemplo de escravos e imigrantes (AMORIM et
al., 2003).

Neste cendrio, a caatinga possui uma enorme variedade de espécies vegetais, em sua
grande maioria, as informacdes disponiveis sobre as espécies medicinais deste local que hoje
sdo conhecidas e estudadas, foram obtidas com o auxilio de levantamentos etnobotanicos.
Estes estudos contribuiram de maneira efetiva, visto que, ressaltam as praticas de uso e
sugestdes hipotéticas sobre a explica¢do dos sistemas de uso tradicional pelas populacdes do
semiarido do Nordeste (ALMEIDA et al., 2005, ALBUQUERQUE et al., 2007a;
ALBUQUERQUE, 2010; ROQUE et al., 2010; ALENCAR et al., 2010; FERREIRA JUNIOR
et al.,, 2011). A partir disto, ¢ de fundamental importancia realizar estudos fitoquimicos,
biologicos, quimicos, dentre outros, que possam confirmar o seu potencial.

A familia Boraginaceae sensu /ato possui cerca de 134 géneros e 2.650 espécies. Seus
representantes sdo encontrados em regides tropicais, subtropicais, temperadas e articas.
Algumas encontradas ainda no Hemisfério Norte, em suas zonas temperadas (AL-SHEHBAZ
1991; JUDD et al., 2009). Dentre as suas representantes, 137 espécies e 11 gé€neros ocorrem
no Brasil. Destas, Cordia ¢ Myriopus com maior nimero de espécies. Na caatinga, Euploca

esta representada por sete géneros e 43 espécies (BFG, 2015).
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A espécie Varronia globosa distribui-se na vegeta¢do de caatinga, com registros do
Ceara a Bahia. Possuindo habito arbustivo, com individuos bastante ramificados, calice com
lacinios de épices filiformes e corola de 2,5-5 mm de comprimento (TARODA 1984;
MELO et al. 2010, 2012). A decocgdo ou infusdo das folhas de V. globosa ¢ utilizada para
alivio de dores reumaticas, indigestdes e coOlicas menstruais. Ensaios farmacologicos
constataram a atividade espasmolitica e vasodilatadora do extrato etandlico (95%) em cobaias
(ASPREY et al.,1955; AGRA, 2004).

Diante do exposto, torna-se necessaria a realizacdo de estudos farmacoquimicos,
farmacologicos e toxicologicos de extratos e substancias de V. globosa. Nesta perspectiva,
realizou-se o estudo fitoquimico preliminar e o bioensaio das folhas de Varronia globosa

frente as larvas de Artemia salina Leach.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Desde o ano de 2006, o governo federal tem desenvolvido projetos para incentivar a
pesquisa e o desenvolvimento do setor de plantas medicinais e fitoterapicos. Entre eles, a
Portaria Ministerial MS/GM n° 971, de 03 de maio de 2006, que aprova a Politica Nacional
de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS) e o
Decreto no 5.813, de 22 de junho de 2006, que aprova a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) e da outras providéncias. Essas politicas preconizam o
incentivo a pesquisa e o desenvolvimento com relacdo ao uso de plantas medicinais e
fitoterapicos, priorizando a biodiversidade do pais (CARVALHO, 2011).

A utilizagdo das plantas relaciona-se de tal forma com a historia da humanidade que
varios povos as tém como elementos que constituem a sua cultura (FIRMO et al., 2011).
Virios fatos levam a crer que o cultivo destas, desencadearam eventos marcantes como a
sustentacao do sistema colonial, sobretudo inglés, como afirma Behal (2010) “A indtstria do
chd, dos anos 1840 em diante a mais antiga empresa comercial estabelecida pelo capital
privado britanico no Vale de Assam”. O carater ritualistico e a necessidade de cura sempre
estiveram vinculados as plantas, desde os primordios da civilizagdo. A grande riqueza da flora
brasileira permitiu que o interesse pela pesquisa cientifica aumentasse. Também, a busca por
novas moléculas bioativas comprova que o empirismo das antigas populagdes ¢ de
fundamental importancia como ponto de partida para tal.

E possivel observar que, nos ultimos anos, ocorreu um grande avanco cientifico
relacionado a descoberta de constituintes quimicos de plantas, e estes estudos tém por
objetivo, obter novos compostos que apresentem atividade terapéutica (GURIB-FAKIM,
20006).

Quando citamos alguma matéria vegetal pouco conhecida, ¢ necessario que se realize
uma abordagem quimica, isto é, um exame rapido e superficial que forneca uma visdo
sincrética da composi¢do quimica da droga ou da planta. Isto ¢ feito através de testes
preliminares ou abordagem fitoquimica (MATOS, 1989). Estes testes preliminares podem
indicar o grupo de metabolitos secundarios relevantes das mesmas. Caso o interesse esteja
restrito a uma classe especifica de constituintes ou as substancias responsaveis por uma certa
atividade biologica, a investigacdo deverd ser direcionada para o isolamento e a elucidagao

estrutural da mesma. Desta forma, a pesquisa fitoquimica tem por objetivo conhecer os
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constituintes quimicos de espécies vegetais ou avaliar sua presenca (FALKENBERG et al.,
2004; SIMOES et al., 2002).

A concentracdo de principios ativos na planta ¢ dependente do controle genético e dos
estimulos proporcionados pelo meio, a exemplo de fatores edaficos (relacionados com o solo),
climaticos, exposi¢des a micro-organismos, insetos, outros herbivoros, poluentes, dentre
outros. (BRAZ-FILHO, 2010). Embora uma planta possa conter centenas de metabolitos
secundarios, apenas os compostos presentes em maior concentragdo sdo geralmente isolados e
estudados pela fitoquimica cldssica. A andlise de substancias ativas ¢ um caminho longo e
complexo a ser percorrido (CECHINEL FILHO; YUNES, 2001; MUNDO, 2007).

Ensaios biologicos podem envolver desde os bioquimicos, com enzimas e receptores €
cultura de células animais e humanos até organismos inferiores, como microorganismos €
microcrustaceos. Dentro esses ensaios mais citados, estdo os que utilizam organismos e
métodos simples, a exemplo do microcrustaceo Artemia salina Leach. Que compde um teste o
qual antecede o estudo de extratos e metabolitos com potencial atividade biologica (MACIEL;

PINTO; VEIGA, 2002).

2.1 Estudos Etnobotanicos

A integragdo de varias areas na pesquisa de plantas medicinais ¢ bastante importante e
eficaz no que se refere a descoberta de medicamentos que serdo inseridos no mercado. Estas
areas envolvem investigacdes da medicina tradicional e popular (Etnobotanica); isolamento,
purificagdo e caracterizacdo de principios ativos (Quimica Organica: Fitoquimica);
investigacdo farmacologica de extratos e dos constituintes quimicos isolados (Farmacologia);
transformacdes quimicas de principios ativos (Quimica Orgénica Sintética); estudo da relagdo
estrutura/atividade ¢ dos mecanismos de acdo dos principios ativos (Quimica Medicinal e
Farmacologica) e finalmente, a operagdo de formulagdes para a producao de fitoterapicos.
(MACIEL et al., 2002).

A Caatinga apresenta uma vegetacdo estacional decidual com uma diversidade nos
seus conjuntos floristicos e fisionomias (PRADO, 2003; RODAL et al., 2008). Esta, ¢
responsavel por cobrir a maior parte do semidrido da regido nordeste do Brasil,
compreendendo uma area de 844,453 km? ou 11% do territério nacional (MMA, 2014).

Apresentando-se bastante complexa e diversa, essa regido se trata de uma ecorregido de
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floresta seca, cercada por florestas umidas e semiumidas, ¢ a sua distribui¢do tem

determinacdo referindo-se ao clima, relevo e embasamento geologico. (BRASIL, 2006).

2.1.1 Familia Boraginaceae sensu lato

A familia Boraginaceae pertence a ordem Lamiales, a sub-classe Asteridae e a classe
Magnoliopsida. Distribui-se nas regides tropicais, subtropicais e temperadas, algumas delas,
nas zonas temperadas do hemisfério Norte (AL-SHEHBAZ, 1991).

Varias atividades biologicas, a exemplo de anti-inflamatoria, analgésica,
antimicrobiana, entre outras, tiveram comprovacdo com extratos de espécies da familia
Boraginaceae (SERTIE et al., 1991). Quimicamente falando, esta familia se caracteriza pela
presenca de flavonoides, lignoides, quinonas, triterpenos e alcaldides (BRITO, 1986).

A regido Nordeste se destaca por concentrar com cerca de 70 espécies distribuidas em
7 géneros desta familia: Cordia L., Euploca nutt., Heliotropium L., Myriopus, Rotula L.,
Small e Tournefortia L. No Brasil, a familia encontra-se representada por 11 géneros e mais
de 130 espécies, sendo Cordia, Heliotropium, Varronia P. Browne ¢ Tournefortia os géneros
mais numerosos (FREITAS et al., 2008).

A importancia da madeira de algumas espécies de V. globosa ¢ reconhecida desde
muito tempo. A exemplo dos egipcios que faziam uso extensivo de madeiras de C. myxa, uma
arvore nativa do Egito, Pérsia, Arabia e India. Vérios géneros tém o seu reconhecimento pela
populagdo, por causa da sua importancia economica. Alguns ainda sdo reconhecidos por se
destacarem como produtores de madeira de boa qualidade e frutos comestiveis, outros por
apresentarem folhas, raizes ou flores com propriedades medicinais (JOLY, 1985). As espécies

de Boraginaceae podem ser caracterizadas morfologicamente por reunir:

“Plantas que variam de ervas, subarbustos, arbustos, trepadeiras ou arvores.
As folhas sdo simples, geralmente alternas, raro opostas ou verticiladas,
estipulas ausentes. Inflorescéncia predominantemente de tipos cimosas mais
raramente amplas de ramos escorpidides ou helicoides. Flores hermafroditas
e unissexuais, por aborto, diclamideas, actinomorfas ou zigomorfas. Calice
gamossépalo, tubuloso, com lobos curtos ou profundos, corola tubulosa,
infundibuliformes, campanulada, hipocrateriforme ou rotacea. Androceu
com cinco estames livres, ex certos ou ndo, com filetes curtos ou longos,
antera bilocular, rimosa, com loculos globosos, ovoides, oblongos. Gineceu
composto de dois a quatro carpelos, constituindo ovario supero, com dois a
quatro loculos, uniovulados, raro, uniloculares, com quatro 6vulos anatropos,
estilete inteiro ou bipartido no apice. Fruto indeiscente, carnoso, constituindo
uma drupa com dois a quatro loculos ou pirenado por aborto ou um
esquizocarpo com quatro nuculas livres ou concrescidas duas a duas, com
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estrutura drupacea. Semente com ou sem endosperma. Embrido reto ou
curvo, com cotilédones planos ou plicados. (BARROSO, et al, 1991, v.3).”

2.1.2 Espécie Varronia globosa

Varronia globosa, que tem Cordia globosa (Jacq.) como o mais conhecido sindnimo,
¢ um arbusto chamado vulgarmente de maria-preta, bamburral, pau-pretinho (AGRA et al.,
2007), chumbinho, pigarra ou moleque-duro (ALMEIDA et al., 2006). Distribui-se do sul dos
Estados Unidos (Florida), México até o Panamad, incluindo Antilhas, ¢ nordeste da América
do Sul (MILLER, 1988).

Na medicina popular da caatinga paraibana sdo utilizados o infuso ou decocto das
folhas contra reumatismos, indigestdes e colicas menstruais (AGRA et al., 2007). Na regido
de Xing6, em Alagoas, folhas e flores sdo usadas no tratamento de gripes, hemorragia e
garganta inflamada (ALMEIDA et al., 2006). Desta forma, estudos laboratoriais estdo sendo
feitos visando a validacdo de tais indicagdes, flavonoides, atividades antioxidantes ¢ de
captura de radicais livres ja foram encontrados nesta espécie (DA SILVA et al., 2004;
DAVID et al.,, 2007, DANTAS, 2015). Ensaios farmacologicos constataram a atividade
espasmolitica e vasodilatadora do extrato etandlico (95%) em cobaias (ASPREY et al.,1955;
AGRA, 2004).

No Brasil, Varronia globosa (Figura 1) distribui-se apenas na regido Nordeste (CE,
RN, PB, PE, AL, SE, BA) (MELO & LYRA-LEMOS, 2008). Est4 associada a vegetacdo de
caatinga hipo-xerofitica e hiper-xerofitica. Coletada com flores em janeiro, fevereiro, de maio

a julho e setembro e com frutos em fevereiro.
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Figura 1. Varronia globosa Jacq.: ramo reprodutivo

Fonte: Disponivel em: https://www.flickr.com/photos/68587888@N00/2925704571/. Acesso em: 10/11/2017.
A espécie Varronia globosa pode ser reconhecida pelas seguintes caracteristicas

morfologicas: Arbusto, ca. 1-2 m alt.; ramos com lenticelas, vilosos. Folhas alternas; lamina
5,3-6,7x1,8-2,6 mm, discolor, membrandcea, eliptica a lanceolada, apice agudo, margem
serreado-denteada, base obliqua, face adaxial vilosa, face abaxial tomentosa, venagdo
craspedodroma; peciolo 0,5-0,6mm compr., viloso. Inflorescéncia glomérulo-globosa,
congesta, axilar e supra-axilar; pedunculo 1,8-4cm compr. Flores ca. 4,5mm compr., sésseis;
calice ca. 3mm compr., campanulado, lacinios 1-1,2mm compr., ovados, de apice cirroso,
com curtos tricomas ferrugineos nas margens; corola ca. 4,5mm compr., infundibuliforme,
alva a amarelada, vilosa internamente e externamente, lobos ca. Imm compr., orbiculares;
estames subsésseis, anteras ca. 0,7mm compr., oblongas, divaricatas, dorsifixas; ovario 1-
1,2mm compr., cOnico; estilete ca. 3mm compr., viloso na por¢do superior; ramos
estigmaticos ca. 0,5mm compr., estigmas-4, ca. 0,7mm compr., folidceos, pubescentes. Drupa

ndo observada. (MELO & SALES, 2005).

2.2 Analise Fitoquimica

Os metabolitos primarios, como aminoacidos, nucleotideos, lipideos e agucares, sdo
encontrados em todas as plantas. Além disto, as mesmas produzem os metabolitos
secundarios, tudo isto advindo de seus metabolismos normais (WAKSMUNDZKA-HAJNOS;
SHERMA; KOWALSKA, 2008).
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Os metabolitos secundarios podem possuir um papel ecologico, como atrativos de
polinizadores, representando adaptagdes quimicas ao estresse do meio ambiente, ou serem
responsaveis pela defesa quimica da planta contra microrganismos, insetos e¢ predadores
maiores, ou mesmo outras plantas. Mostrando assim ndo possuirem fungdes Obvias no
metabolismo primdrio dos vegetais (crescimento, fotossintese, reprodugdo, ou outra func¢ao
primaria da célula vegetal) (WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA; KOWALSKA, 2008;
TAIZ; ZEIGER, 2009).

Além disto, os metabolitos secundarios, contrastam com o0s primarios, por serem
conhecidos na sintese em tipos celulares especializados e em distintos estagios de
desenvolvimento, tornando sua extracdo e purificacdo mais trabalhosa. Estes constituintes
quimicos sdo extremamente diversos. Cada familia, género e espécie produzem uma categoria
quimica caracteristica ou uma mistura delas, e elas, por vezes, podem ser utilizadas como
caracteres taxondmicos na classificagdo das plantas (WAKSMUNDZKA-HAJNOS;
SHERMA; KOWALSKA, 2008).

O homem utiliza muitos destes compostos como alimentos de alto valor nutritivo
(nutracéuticos), temperos, aromas ¢ fragrancias, 6leos vegetais, resinas, inseticidas, matérias-
primas agricolas, bem como medicamentos e outros fins industriais. Quimicos organicos
iniciaram esses estudos no século XIX e inicio do século XX, devido as suas diversas
aplicacdes (TAIZ; ZEIGER, 2009). Isto refletiu diretamente sobre os metabolitos secundarios
que sdo utilizados comercialmente como compostos biologicamente ativos (produtos
farmaceéuticos, temperos, fragrancias, dentre outros), gerando produtos de alto valor em
pequena quantidade quando comparados aos metabolitos primdrios (WAKSMUNDZKA -
HAJNOS; SHERMA; KOWALSKA, 2008).

Existem alguns fatores que sdo determinantes no que se refere a quantidade de
metabolitos produzidos pelos vegetais, podendo alterar ou regular os mesmos, sdo estes:
nutrientes, poluicdo atmosférica, disponibilidade hidrica, indugao por estimulos mecanicos ou
ataque de patogenos, sazonalidade, temperatura e altitude, dentre outros (GOBBO NETO;
LOPES, 2007).

Na pesquisa fitoquimica, busca-se avaliar a presenca dos constituintes quimicos ou
mesmo conhecé-los. Algumas espécies podem nao apresentar estudos quimicos, neste caso, a
analise fitoquimica preliminar pode indicar o grupo de metabolitos secundérios relevante da
mesma. Caso o interesse esteja restrito a uma classe especifica de constituintes ou as
substancias responsaveis por uma certa atividade biologica, direciona-se a investiga¢ao para o

isolamento e a elucidagdo estrutural da mesma (FALKENBERG et al., 2004).
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Geralmente os compostos que estdo presentes em menor quantidade na planta, sdo
responsaveis por apresentar melhores efeitos bioldgicos. Isto torna a analise complexa e
longa, embora centenas de metabolitos secundarios estejam presentes, apenas os que estado em
maior concentragdo geralmente serdo estudados e isolados pela fitoquimica cldssica
(CECHINEL FILHO; YUNES, 2001; MUNDO, 2007).

Classicamente, a caracterizagdo dos principais grupos de substincias vegetais de
interesse tem sido conseguida pela realizacdo de reagdes quimicas que resultem no
desenvolvimento de coloracdo e/ou precipitado caracteristico. Estas, sdo realizadas para a
triagem fitoquimica (screening fitoquimico) permitindo verificar a presenca de classes de
substancias oriundas do metabolismo secundario das plantas (FALKENBERG; SANTOS;
SIMOES, 2001).

2.3 Bioensaio Citotoxico com Artemia salina Leach

Diversos ensaios biologicos simples foram desenvolvidos no intuito de serem
utilizados no monitoramento de extratos vegetais, dentre esses, a toxicidade sobre A. salina,
que ¢ um bioensaio rapido € conveniente como “screening” prévio no monitoramento de
extratos de plantas. O primeiro trabalho relativo ao uso de A. salina em bioensaios foi
publicado em 1956 e a partir dai inimeros artigos tém sido reportados na literatura em estudos
ambientais, utilizando produtos e toxinas naturais, além de extratos de plantas
(CAVALCANTE et al., 2000). Muitos laboratorios de Produtos Naturais tém inserido esse
ensaio biologico dentro de suas rotinas de isolamento, purificagdo e elucidagdo estrutural, no
intuito de selecionar e monitorar o estudo fitoquimico de extratos de plantas na procura de
substancias bioativas (MAYORGA et al., 2010).

Artemia salina ¢ caracterizada como um microcrustaceo da ordem Anostraca que vive
em agua salgada e serve como alimento vivo para peixes (NASCIMENTO et al., 2008). Esta
espécie tem a habilidade de produzir cistos e nauplios. Os cistos apresentam didmetro médio
de 250 um, podem ser armazenados a seco, suportando o vacuo. Os nauplios recém-eclodidos
possuem 450 um de comprimento e uma artemia adulta possui corpo alongado, medindo
cerca de 10 mm de comprimento (Figura 2) (IGARASHI, 2008). Os ovos de A. salina Leach
(Figura 3) sdo comercializados em lojas de animais a um baixo custo € quando colocados em
dgua marinha, eclodem dentro de 24h gerando quantidade de larvas para o uso experimental
(BARREIRO, 2001).
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Figura 2. Artemia salina.

Fonte: Warren Photographic. Disponivel em: https://www.warrenphotographic.co.uk/04850-brine-shrimp-adult-
male. Acesso em: 10/11/2017.
Figura 3. Fémea de Artemia salina com ovos.

Fonte: Warren Photographic. Disponivel em: https://www.warrenphotographic.co.uk/05378-brine-shrimp-
female-with-eggs. Acesso em: 10/11/2017.

Este método apresenta-se como sendo rapido, seguro e bastante acessivel. Embora seja
considerada um organismo simples, a espécie Arfemia salina pode ser utilizada como um
monitor conveniente para a citotoxicidade de produtos. Os ensaios de letalidade utilizando o
microcrustaceo Artemia salina sdo amplamente usados como técnica de triagem para verificar
a atividade biologica de toxinas naturais ¢ de extratos vegetais e seus compostos isolados
(MOHAMED et al., 2006; LUNA et al., 2005).

Meyer e seus colaboradores (1982) mostram que, para a realizagdo deste bioensaio, ¢

necessario que as amostras vegetais com diferentes dilui¢des, sejam colocadas em incubacdo
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durante 24 horas com a larva do microcrustaceo e, passado este periodo, sdo quantificadas a
quantidade de Artemias vivas. Varias atividades biologicas podem estar relacionadas a este
bioensaio, pois parte-se da premissa de que, os compostos toxicos podem ser potencialmente
ativos em relagcdo a dose. Existe boa correlagdo deste bioensaio com a atividade citotoxica in

vitro, atividade larvicida e inseticida (MCLAUGHLIN et al., 1991).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar qualitativamente o perfil quimico da espécie Varronia globosa e determinar a

toxicidade a partir do Extrato Etanolico Bruto (EEB) da espécie, frente a Arfemia salina.

3.2 Objetivos especificos

. Coletar as folhas de V. globosa;

. Produzir o extrato etanolico bruto (EEB) das folhas de V. globosa;

. Realizar o screening fitoquimico qualitativo das folhas de V. globosa;

. Avaliar a toxicidade do EEB das folhas de V. globosa frente a Artemia salina e

determinar a CL50.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta do material vegetal

Amostras de V. globosa foram coletadas em fevereiro de 2016, na zona rural do
municipio paraibano de Puxinana (07° 08 62, 1”°S, 35° 58” 31, 4”W) (Figura 4), Nordeste do
Brasil. O material vegetal foi processado na cidade de Campina Grande, Paraiba, no
Laboratério de Fitoquimica (LAFIT) na Universidade Estadual da Paraiba. A exsicata
encontra-se no Herbario da Universidade Federal da Paraiba sob o numero de tombo JPB
36075 Varronia globosa Jacq. Brasil: Paraiba: Santa Luzia, M. F. Agra 6561- 01/03/2006.

Com localizagdo em area de transi¢do entre a zona da mata ¢ a zona das caatingas
interioranas, o agreste da Paraiba possui trechos imidos como no litoral e secos como no
sertdo (PEREIRA et al., 2002). O clima da cidade de Puxinana ¢ tropical, possuindo estacao
chuvosa entre os meses de janeiro a margo, com término entre os meses de julho a agosto. Os
indices pluviométricos da cidade observados na sede do municipio, tém sido registrados com
uma média de 651 mm/ano, com temperatura maxima de 28°C ¢ minima de 16°C (AESA
2006). Dantas (2015), coletou as folhas da V. globosa no més de maio de 2013, na zona rural
de Santa Luzia — Paraiba (Figura 5), este periodo apresentou temperaturas que variaram de
27°C a 36°C, com a ndo ocorréncia de chuvas no periodo que antecedeu ¢ no momento da

colheita.

Figura 4. Mapa do municipio de Puxinand, Paraiba.
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Fonte: Via Michelin. Disponivel em: https://www.viamichelin.es/web/Mapas-Planos/Mapa_Plano-
Puxinana-58115-Paraiba-Brasil. Acesso em: 10/11/2017.

Figura 5. Mapa do municipio de Santa Luzia, Paraiba.
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Fonte: Google maps. Disponivel em: https://www.google.com.br/maps/place/Santa+Luzia+-+PB/@-6.9187596,-
37.044989,11z/data=!3m1!4b1!4m5!3m4!1s0x7af0dba998b7749:0xa44070468661007!8m2!3d-6.8717978!4d-36.9213101.
Acesso em: 10/11/2017.

4.2 Obtencao do material pulverizado

As amostras foram submetidas a secagem em estufa com circulacdo de ar (a 40°C),
durante aproximadamente duas semanas. As folhas secas foram submetidas a trituragdo em

moinho de facas. Ap6s moagem, obteve-se a droga vegetal das folhas.

4.3 Preparacao do extrato etanélico bruto das folhas de V. globosa

A droga vegetal das folhas foi submetida a maceragdo exaustiva, em etanol absoluto,
onde, a solugdo alcodlica foi retirada a cada trés dias e¢ o liquido extrativo armazenado em
recipientes de vidro ambar devidamente etiquetados. Realizou-se um total de 10 extragdes,
obtendo-se 7 litros de solugdo extrativa etanolica das folhas de V. globosa. Seguiu-se com a
remocdo do solvente em rota evaporador sob pressdo reduzida a temperatura de 50°C,
obtendo-se um peso seco do extrato no valor de 5,08g, ¢ posteriormente acondicionado sob
refrigeracao (MATOS, 1982).



28

4.4 Screening fitoquimico qualitativo do EEB das folhas de V. globosa

Para a realizagdo deste teste foi utilizado o Extrato Etanolico Bruto (EEB) das folhas
de Varronia globosa. Os metabolitos secundarios analisados foram: flavonoides,
polissacarideos, fendis, taninos, catequinas, esteroides, triterpenos, saponinas e alcaloides,

descritos na tabela 1. Analisados de acordo com sua solubilidade em diferentes solucdes.

Tabela 1. Pesquisa de metabélitos secundarios em Varronia globosa.

Metabolito Secundario Reagente
Saponinas Teste de espuma
Alcaloides Drangedorf, Mayer, Bouchardat

Esteroides/ Triterpenos Liebermann - Buchard

Fenois/Taninos Solugdo alcolica de FeCly a 1%
Flavonoides Reado de Shinoda
Polissacarideo Lugol

4.4.1 Testes que utilizam como solvente H,O

Foi preparada uma solu¢do mae com o EEB das folhas de V. globosa para realizar os
testes que utilizam agua destilada como solvente. Para isso, foi pesado 140 mg do EEB, que
foi dissolvido em 28 mL de 4gua destilada. Em seguida, esta solucdo foi levada ao banho de
ultrassom a fim de dissolver todo o soluto. Posteriormente, a solugao foi filtrada em papel de
filtro Whatman qualitativo, reservando o filtrado e obtendo-se a solu¢do mae.

Para determinacdo das saponinas espumidicas, transferiu-se 5 mL da solu¢do mae para
o tubo de ensaio, sendo diluida em 15 mL de agua destilada. Posteriormente, a solucdo foi
agitada vigorosamente por 2 minutos em tubo fechado. O resultado foi considerado positivo
quando a camada de espuma permanecesse estavel por mais de meia hora.

Para determinagdo de polissacarideos, foi transferido 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 determinacdo de fendis e taninos, foram transferidos 5 mL da solu¢do mae para

tubo de ensaio, adicionado de 2 gotas de solugdo alcodlica de FeCl3 a 1%. Qualquer mudanga
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na coloracdo ou formagdo de precipitado indica reacdo positiva, quando comparado com o
teste em branco (solvente + reativo). Uma coloracdo inicial entre o azul e o vermelho ¢
indicativa da presenca de fenodis. Um precipitado escuro de tonalidade azul indica presenga de

taninos pirogalicos, e verde, presenga de taninos catéquicos.

4.4.2 Testes que utilizam como solvente MeOH

Foi preparada uma solugdo mae com o EEB das folhas de V. globosa para realizar os
testes que utilizam MeOH como solvente. Para isso, foram pesados 120 mg de EEB e
dissolvido em 24 mL de MeOH. Em seguida, esta solugdo foi levada ao banho de ultrassom a
fim de dissolver todo o soluto. Posteriormente, a solu¢dao foi filtrada em papel de filtro
Whatman qualitativo, reservando o filtrado e obtendo-se a solugao mae.

Para a determinacdo de flavonoides, foram transferidos 10 mL da solu¢do mae para
tubo de ensaio e, em seguida, adicionadas 5 gotas de HCI concentrado e raspas de magnésio.

O surgimento de uma coloragdo rosea indica reagdo positiva.

4.4.3 Testes que utilizam como solvente cloroférmio (CHCI;)

Foi preparada uma solugdo mae com o EEB das folhas de V. globosa para realizar os
testes que utilizam CHCl; como solvente. Para isso, foram pesados 75 mg de EEB e
dissolvido em 15 mL de CHCIl;. Em seguida esta solugao foi levada ao banho de ultrassom a
fim de dissolver todo soluto. Posteriormente, a solucdo foi filtrada em papel de filtro
Whatman qualitativo, reservando o filtrado e obtendo-se a solugao mae.

Para a determinagao de esteroides e triterpendides, 10 ml da solugdo mae foi filtrada e
adicionado 1 mL de anidrido acético, sob agitacdo suave. Em seguida, foram adicionadas 3
gotas de H,SO4 concentrado. O rapido desenvolvimento de cores que vao do azul evanescente

ao verde persistente indicam resultado positivo.
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4.4.4 Teste para determinacao de alcaloides

25 mg do EEB das folhas de V. globosa foram dissolvidos em 5 mL de solugdo de
HCI 5% e filtrados. Foram separadas trés por¢des de 1 mL em cada tubo de ensaio e
adicionado em cada tubo gotas dos reativos de Bouchard, Dragendorff, Mayer. Precipitagdo

ou turvagao em pelo menos uma cavidade ¢é indicativa de resultado positivo.

4.5 Atividade toxicoldgica frente a Artemia salina

O bioensaio com A. salina é baseado na técnica descrita por Meyer e colaboradores
(1982). Apo6s a escolha e preparagdo do extrato, procedeu-se a implantagdo e padronizagdo da
metodologia com A. salina.

Inicialmente, preparou-se a solugdo salina oriunda da solubilizagdo de 19,5 g de sal
marinho em 0,5 litros de agua destilada. Dessa forma, foi realizado o ensaio e, posteriormente,
os cistos de A. salina foram colocados na incubadora, junto com a solugdo salina, em um dos
lados do recipiente. A parte do sistema contendo os cistos foi recoberta com papel aluminio,
para que as larvas ap0s a eclosdo dos cistos, fossem atraidas pela luz do outro lado do sistema,
forcando-as a atravessar a divisoria.

Ap0Os 24 horas, em temperaturas compreendidas entre 22° C — 29° C e sob iluminagdo
de uma lampada incandescente (40 W), os cistos eclodiram. Em um béquer mediu-se 0,02 g
do EEB de V. globosa, que foi dissolvido em 40 pL de Tween® (solvente) ¢ 5 mL da solugdo
salina, obtendo-se a solugdo mae, no qual a concentragdo utilizada foi de 0,0039 g mL,
obtida através da C = m/v, onde, C = 0,02g / 0,04 + 5. Em seguida, em tubos de ensaio, foram
adicionados 480, 960, 1920, 3840 pL da solu¢do mae e 5 mL da solugao salina. Em cada tubo
foram adicionadas 10 Artemias. Estas, foram coletadas com auxilio de uma pipeta de Pasteur.
Cada concentragdo foi testada em triplicata e repetida em pelo menos trés experimentos.

O conjunto permaneceu em incubagao sob luz artificial por 24h e, posteriormente, foi
realizada a contagem do numero de larvas vivas e mortas, para determinagdo da CLs0
(concentragdo que produz 50% de letalidade).

Os valores de CLs0 foram calculados através da expressdo dos resultados como uma
percentagem dos controles e determinados graficamente a partir das curvas.

Concentracao-resposta por regressao nao-linear com intervalo de confianca de 95%,

utilizando-se o programa “Graph Pad Prism” 4.04.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise fitoquimica preliminar

Os resultados deste estudo preliminar de identificagdo de compostos (folhas), ndo
corrobora com os resultados obtidos em 2015, com o mesmo extrato e parte da planta
utilizados. O local da coleta ¢ fatores ambientais podem ser responsaveis pela diferenga
destes, ja que os mesmos foram coletados em época e local distintos.

E possivel observar que o estudo realizado por Dantas (2015), detectou a presenca de
quantidade significativa de flavonoides, além de saponinas. Os outros testes para alcaloides,
taninos, polissacarideos, esteroides e triterpenos apresentaram-se negativos. Em contrapartida,
o presente estudo demonstrou significativa quantidade de esteroides e triterpenos e
negatividade para os outros testes, demonstrando a diferenga dos resultados entre os estudos
analisados. Vale salientar que, a negatividade dos resultados ndo justifica a auséncia dos
constituintes abordados. Existe a possibilidade de que tenha ocorrido interferéncia de outros
constituintes quanto a formagdo de cores ou precipitados ou ainda, que a quantidade destes
metabolitos em andlise tenha sido menor que o suficiente para que as reagdes pudessem
ocorrer.

Triterpenos foram também encontrados na mesma espécie anteriormente, estando
presentes em Cordia spinescens L. (NAKAMURA et al., 1997), Cordia rufescens A. DC.
(SANTOS et al., 2005), Varronia curassavica Jacq. (VINCENT et al., 1982) e Varronia
multispicata Cham. (KUROYANAGI et al., 2003; KUROYANAGTI et al., 2001). Um dos
estudos conduzidos com as folhas desta ltima espécie relata o isolamento de dez triterpenos
de esqueleto damarano, estes com atividade anti-androgénica. Outros triterpenos foram
isolados das folhas de C. multispicata, sendo seis de esqueleto ursano, também apresentando
atividade anti-androgénica e mais sete de esqueletos variados: acido lantanolico, acido 3-
epipomolico, &cido lantico, icterogenina, lantadeno A, lantadeno B, 4cido ursdmico e acido
pomonico. Diterpenos e sesquiterpenos também foram isolados de espécies de Cordia.
Sesquiterpenos com atividade anti-inflamatoria estdo presentes em C. trichofoma ¢ C.
verbenacea (MEDEIROS et al., 2007; MENEZES et al., 2005), também na espécie C.
latifolia (BINA et al., 2006) foram isolados dois novos diterpenos de esqueleto abietano com

atividade nematicida.
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A tabela 2 demonstra as mudangas de metabdlitos encontrados, comparando o estudo
realizado anteriormente e o presente estudo. As classes de metabolitos antes e agora obtidas

foram as seguintes:

Tabela 2. Resultados do comparativo do screening fitoquimico do EEB das folhas de Varronia globosa.

Metabdlito Secundario  Teste de Identificacao Dantas Presente Estudo
(2015)
Alcaloides Bouchardat/Mayer/Drangendorff

Esteroides e triterpenos Reacdo de Liberman-Bouchard

- +++
Fenois e taninos FCl3
Polissacarideos Lugol - -
Flavonoides Reacdo de Shinoda ++ -
Saponinas Teste de espuma + -

Legenda: (-)negativo; (+) fracamente positivo; (++) moderadamente positivo; (+++) fortemente positivo.

5.2 Avaliacao da toxicidade frente a Artemia salina

Apos a conversdo realizada, a partir das concentragdes do EEB de V. globosa
utilizadas, obteve-se as concentracdes de 384; 768; 1536; 3072 pg/ml, como ¢é descrito

abaixo:

. CIxV1I=C2xV2
0,004 g/ml x 480 pg/ml=C2 x 5 ml
C2 =384 pg/ml

2. CIlxV1I=C2xV2
0,004 g/ml x 960 pg/ml=C2 x 5 ml
C2 =768 pg/ml
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3. CI1xV1I=C2xV2
0,004 g/ml x 1920 pg/ml = C2 x 5 ml
C2=1536 pg/ml

4. C1xVI=C2xV2
0,004 g/ml x 3840 pg/ml =C2 x 5 ml
C2=3072 pg/ml

Observou-se que nos ensaios de A. salina em que se utilizou o EEB de V. globosa os
resultados obtidos tiveram uma média de de 0; 27,8; 58,9; ¢ 100% de Artemias mortas,

respectivamente, como mostra a Tabela 3, representada abaixo:

Tabela 3 - Resultados dos testes realizados com EEB da espécie V. globosa.
CONCENTRACOES Artemias vivas Artemias % de Artemias % de Artemias

mortas vivas mortas
Controle 90 0 100% 0%
384 pg/ml 90 0 100% 0%
768 pg/ml 65 25 72,2% 27,8%
1536 pg/ml 37 53 41,1% 58,9%
3072 pg/ml 0 90 0% 100%

O valor da CLs0 obtido a partir do EEB da espécie V. globosa foi de CLs0: ~ 1.241

(Longo) pg/mL que esta representado no Grafico 1.
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Grafico 1- CLs, do do EEB da espécie V. globosa
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Em conformidade com a literatura (MOREIRA, 2013), a determinacdo da CLs0, que
foi realizada neste trabalho por meio do uso de metanduplios de Arfemia salina Leach,
fornece um indicativo do nivel de toxicidade de uma determinada substancia. As curvas de
toxicidade obtidas apresentaram o comportamento sigmoide tipico das curvas “dose —
resposta” (Concentragao - Viabilidade das larvas), permitindo o ajuste das mesmas e o calculo
dos valores de concentragdo letal — 50% (CLs0) para os diferentes extratos testados
(CASTELLO-BRANCO, 2009; OGA et al., 2008). A determinacao da CLs50 que ¢ realizada
por meio do uso de metanduplios de Arfemia salina Leach, fornece um indicativo do nivel de
toxicidade de uma determinada substancia. A literatura refere-se que uma CL50 inferior a
1.000 pg/mL, apresenta uma potencial toxicidade para os organismos que possam ser
expostos a ela (BARROS et al., 2010). Dessa forma, os resultados encontrados nesta pesquisa
revelam que o EEB da espécie V. globosa nao foi considerado toxico, por apresentar um valor
da CLs0 de ~ 1.241 pg/mL.

No que se refere a polaridade, a literatura afirma que produtos naturais mais polares
sdo considerados frequentemente possuidores de maior bioatividade. Entretanto, ndo se pode
estabelecer uma relacdo entre bioatividade e toxicidade, haja vista que produtos que

apresentam toxicidade ainda possam ser considerados bioativos (OLIVEIRA et al., 2011).
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6 CONCLUSAO

Pode-se observar no presente estudo que, a variedade de metabolitos secundarios
encontrados nas folhas de V. globosa ¢ bastante significativa. O estudo comparativo entre
diferentes locais e épocas de coleta da mesma pdde comprovar isto. Os componentes
majoritarios foram os esteroides e triterpenos, embora outro estudo recentemente
desenvolvido com a espécie tenha evidenciado que, os compostos predominantes foram as
saponinas e os flavonoides.

O ensaio de toxicidade frente as larvas de Artemia salina evidenciou-se como uma
ferramenta util e versatil, podendo ser utilizado para a avaliagdo e fracionamento monitorado
de bioatividades, além de proporcionar versatilidade para estudos de toxicidade com alta
sensibilidade. Os resultados encontrados para este teste, revelaram que o extrato etanodlico
bruto de V. globosa nao foi considerado toxico, por apresentar um valor da CL50 de ~ 1.241
pug/mL. Desta maneira, a toxicidade apresentada pelo extrato torna-se importante no
direcionamento para isolamento e identificacdo de compostos presentes e na caracterizagao da
atividade biologica da espécie abordada.

De maneira complementar aos estudos fitoquimicos preliminares realizados, a
associagdo do bioensaio de toxicidade com a A. salina mostrou-se importante no intuito de
monitorar a pesquisa desse extrato vegetal, direcionando-o para a investigagdo de

propriedades farmacologicas.
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