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ESTUDO FITOQUIMICO E AVALIACAO
DA CITOTOXICIDADE AGUDA FRENTE
A ARTEMIA SALINA (LEACH) DE
PLANTAS COMERCIALIZADAS EM
FEIRA-LIVRE

RESUMO

A tilizacdo de plantas medicinais como recurso terapéutico
constitui uma pratica historicamente difundida e muito comum.
As espécies Morus nigra, Morus alba, Cordia ecalyculata e
Anadenanthera macrocarpa, popularmente conhecidas como
amoreira-negra, amoreira-branca, folia-magra e angico,
respectivamente, sdo amplamente utilizadas pela populacdo
brasileira para diversos fins. O presente estudo objetivou realizar
o screening fitoquimico e avaliar a citotoxicidade aguda das
referidas espécies. Realizou-se a triagem fitoquimica através de
testes qualitativos, utilizando-se  extratos aquosos. A
citotoxicidade foi avaliada por meio da determinacdo da DLsg
frente a Artemia salina, submetendo-se 10 nauplios a extratos
aquosos nas concentracdes de 16,3 mg/mL; 8,15 mg/mL; 4,075
mg/mL; 2,0375 mg/mL e 1,0187 mg/mL. O bioensaio foi
realizado em triplicata e a mortalidade avaliada ap6s 24 h. A
triagem fitoquimica revelou a presenca de cumarinas,
flavonoides e taninos condensados nas amoreiras e folia-magra,
estando presente também nesta Ultima triterpenos/esteroides. No
angico, revelou-se a presenca de antraquinonas, saponinas,
taninos condensados e triterpenos/esteroides. No teste de
citotoxicidade, encontrou-se DLs, de 2.170 pg/mL para a
amoreira-negra, 2.243 pg/mL para a amoreira-branca, 1.805,9
pg/mL para a folia-magra e de 6.401 pg/mL para o angico. Os
extratos foram classificados como atéxicos mediante os critérios
estabelecidos por Meyer e colaboradores (1982). Identificou-se a
presenca de diferentes metabdlitos secundarios associados a
algumas das atividades terapéuticas relatadas na literatura.
Sugere-se a investigacdo do potencial bioldgico das espécies em
questdo, bem como, a pesquisa sobre a genotoxicidade e a
mutagenicidade de modo a contribuir com o uso racional das
plantas investigadas.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Prospecg¢do-Fitoquimica.
Artémia-salina. Fitoterapia. Plantas-Medicinais.

PHYTOCHEMICAL STUDY AND
EVALUATION OF ACUTE CYTO-
TOXICITY AGAINST THE SALINE
ARTEMIA (LEACH) OF PLANTS
MARKETED IN FAIR-FREE

ABSTRACT

The use of medicinal plants as a therapeutic resource is a
historically widespread and very common practice. The species
Morus nigra, Morus alba, Cordia ecalyculata and
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Anadenanthera macrocarpa, popularly known as amoreira-
negra, amoreira-branca, folia-magra and angico, respectively, are
widely used by the Brazilian population for various purposes.
The present study aimed to perform the phytochemical screening
and to evaluate the acute cytotoxicity of these species.
Phytochemical screening was carried out through qualitative tests
using aqueous extracts. Cytotoxicity was assessed by the
determination of LD50 against Artemia salina, subjecting 10
nauplii to aqueous extracts at concentrations of 16.3 mg/mL;
8.15 mg/mL; 4.075 mg/mL; 2.0375 mg/mL and 1.0187 mg/mL.
The bioassay was performed in triplicate and the mortality
evaluated after 24 hours. Phytochemical screening revealed the
presence of coumarins, flavonoids and condensed tannins in
amoreiras and folia-magra, being also present in this last
triterpenos / steroids. In the angico, the presence of
anthraquinones, saponins, condensed tannins and triterpenes /
steroids were revealed. In the cytotoxicity test, LD 50 of 2,170 pg
/ mL was found for amoreira negra, 2,243 pg/mL for amoreira
branca, 1,805.9 pg/mL for folia magra, and 6,401 pg/mL for
angico. The extracts were classified as nontoxic using the criteria
established by Meyer et al. (1982). It was identified the presence
of different secondary metabolites associated to some of the
therapeutic activities reported in the literature. It is suggested to
investigate the biological potential of the species in question, as
well as research on genotoxicity and mutagenicity in order to
contribute to the rational use of the investigated plants.

Keywords: Cytotoxicity. Screnning Phytochemical. Artemia
salina. Phytotherapy. Medicinal plants.
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1. INTRODUCAO aplicadas a descoberta de novos compostos nos
diferentes estudos etnoboténicos e
farmacoboténicos (FREITAS et al, 2012;
ALVES et al., 2016).

Com a ascendéncia dos processos de
urbanizacdo e industrializacdo, a utilizacdo de

plantas medicinais passou por um declinio devido . . n
O interesse no desenvolvimento de opgdes

ao crescimento da oferta e do consequente . .. ..
terapéuticas eficientes, baseadas na medicina

consumo de medicamentos sintéticos. Nesse , . .
popular, é sustentado pela vigente caréncia dos

cenario, houve a contencdo das pesquisas L o , .
¢ Pesq Orgdos publicos de salde, e a dificuldade que

envolvendo a caracterizagdo dos fitoquimicos, .
estes enfrentam em custear a aquisi¢do dos

bem como, a reducdo dos estudos que buscassem . , -
diferentes farmacos que compBem o arsenal
terapéutico (PARENTE; ROSA, 2001; FREITAS

et al, 2012).

investigar os possiveis efeitos bioldgicos a eles
associados (LORENZI; MATOS, 2008; LOS et

al., 2012). No entanto, nas Ultimas décadas, se o . .
Além disso, e importante se considerar o

observa o0 aumento da exploragdo do potencial o _
saber cultural que se materializa no habito da

bioldgico das plantas medicinais, no Brasil e no L . , .
aquisicdo dos diferentes preparados das espécies

mundo, impulsionado pelas novas tecnologias . . L. o
vegetais, disponiveis na flora brasileira e
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comercializados em feiras livres, como o
responsavel por preservar e difundir opcoes
terapéuticas que foram transmitidas entre as
diferentes geracbes ao longo do tempo (MAIOLI-
AZVEDO; FONSECA-KRUEL, 2007,
MONTEIRO et al., 2010).

A M. nigra e a M. alba pertencem a
familia Moraceae e sdo popularmente conhecidas
como amoreira-negra e  amoreira-branca,
respectivamente. S&o nativas da Asia, Africa e
América do Norte, mas também podem ser
encontradas em outras regides do mundo,
incluindo o Brasil (WASANO et al., 2009). As
indicagbes medicinais destas plantas incluem a
reducdo do indice glicémico, dos niveis do
colesterol e dos sintomas caracteristicos da
menopausa (VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006),
bem como, apresentam efeitos sedativos,
expectorantes, diuréticos, laxativos, antiepiléticos,
analgésicos, anti-inflamatdrios, antioxidantes,
anti-helminticos,  dentre  outros  (ERCISLI;
ORHAN, 2007; CHEN et al., 2013).

Folia-magra, Porangaba e Cha-de-bugre
sdo trés diferentes denominacgdes populares para a
espécie Cordia ecalyculata Vell. (sinonimia de
Cordia salicifolia Cham.). Pertencente a familia
Boraginaceae, pode ser encontrada em florestas
tropicais da Argentina e do Paraguai, como
também em diferentes regibes do Brasil
(LORENZI, 2002; BARROSO et al., 2002). A C.
ecalyculata é empregada como agente
emagrecedor e diurético, utilizada no tratamento
de Ulceras gastricas, Ulceras externas (em forma
de banho), tosses catarrais, reumatismo, picada de
cobra, como agente anti-inflamatério, ténico,

hipolipidémico e redutor de colesterol,

cardiotébnico e energético (BARROSO et al,
2002; ARREBOLA et al, 2004; DIAS, 2004;
BARBOSA-JUNIOR, 2005; DUARTE, 2006;
PELIZZA, 2010; PI1ZZIOLO et al, 2011).

A espécie Anadenanthera macrocarpa,
por sua vez, pertence a subfamilia Mimosoideae,
da familia Leguminosae. E conhecida pela
denominacdo de angico ou angico vermelho,
sendo nativa das florestas tropicais da América do
Sul, pode ser encontrada em varias regifes do
Brasil (CARVALHO, 1994; SILVA, 2011).
Dentre as indicacBes terapéuticas da A.
macrocarpa estdo incluidas: o tratamento de
inflamac@es, bronquite, tosse, coqueluche, aftas,
febre, disenteria, helmintoses e dores nas pernas
(MATOS, 1997; DESMARCHELIER et al.,
1999; MUNQZ, et al, 2000; FIGUEREDO et al.,
2013; RODRIGUES, et al., 2014).

O presente estudo teve o intuito de
identificar os metabdlitos secundarios presentes
nos infusos obtidos das plantas Morus nigra,
Morus alba, Cordia ecalyculata e
Anadenanthera  macrocarpa, bem  como,
objetivou avaliar a citotoxidade aguda mediante a

determinacédo da dose letal mediana (DL50).

2. METODOLOGIA

Os materiais botanicos foram adquiridos
em feira livre, no mercado publico de Porto
Alegre, estado do Rio Grande do Sul. Como
critérios para a selecdo e aquisicdo dos
exemplares, se considerou as espécies mais
comercializadas na época, sendo que, as
embalagens estavam devidamente integras e
identificadas pelos seus respectivos nomes

cientificos e partes vegetais. As amostras,
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portanto, corresponderam as folhas de Morus
alba, Morus nigra e Cordia ecalyculata e as
cascas de troncos de Anadenanthera macrocarpa.

As amostras foram transportadas e 0s
experimentos foram desenvolvidos no laboratorio
de fitoquimica do Centro Universitario Luterano
de Ji-Parana, estado de Rondbnia. Apds a
inspecdo da integridade das embalagens, foram
produzidas das infusdes das folhas e o decocto da
A. macrocarpa.

Para a prospeccdo  fitoquimica
padronizou-se a utilizacdo de 15 g das amostras
para cada 150 mL de agua destilada, resultando
na concentracdo de 100 mg/mL (DICKEL et al.,
2010).

No teste de citotoxicidade aguda a
concentracdo inicial baseou-se no relato popular
do uso de duas colheres de sopa do material
vegetal para uma Xicara de cha (240 mL), o que
estabeleceu a padronizacdo da concentracdo de
16,3 mg/mL e, em seguida, se realizou
consecutivas diluicBes seriadas (1:2, 1:4, 1:8,

1:16).

2.1 Prospecgéo Fitoquimica

A realizacdo de triagem fitoquimica a
partir dos extratos aquosos das folhas de M.
nigra, M. alba, Cordia ecalyculata e cascas do
tronco de Anadenanthera macrocarpa ocorreu
fundamentada a a partir de testes qualitativos
baseados no principio de colorimetria e
precipitacdo de compostos, seguindo
metodologias  reconhecidas. Os  compostos
pesquisados  foram: Flavonoides, Taninos,
Saponinas, Cumarinas (RADI; TERRONES,

2007), Antraquinonas (RODRIGUES et al.,

2009), Purinas e Triterpenoides/esteroides
(TEIXEIRA et al., 2012).

2.2 Citotoxicidade Aguda

Os nauplios do microcrustaceo foram
obtidos apds a eclosdo em solugdo de sal marinho
(pH 8,5), sob controle de temperatura 25°C (+ 2),
incidéncia de luz de (100 w) e aeracdo, por 48
horas.

Todas as concentracdes preparadas para
cada um dos extratos aquosos das espécies
vegetais foram testadas em triplicatas, a partir da
adicdo de 10 nauplios de A. salina a 5 mL as
diferentes diluicbes. Como controle negativo se
utilizou apenas a solucdo marinha, seguindo a
metodologia proposta por Meyer e colaboradores
(1982).

Decorridas 24 horas, se realizou a
contagem dos sobreviventes e calculou-se o
percentual de mortalidades (%M), conforme a

formula que segue:

%M = 100 - (MIVX100/MIVcn)

*MIV = média dos individuos vivos por
concentracdo; **MIVcen = Média dos individuos
vivos do controle negativo.

A determinacdo da dose letal mediana
(DL50) foi realizada por meio do método de
regressdo linear considerando a equacgdo da reta
obtida pela relacdo logaritma das concentragdes
com as suas respectivas mortalidades.

Considerando ainda a sobrevivéncia dos
nauplios, determinou-se a andlise da variancia
seguida pelo teste de Dunnet para multiplas
comparacbes de cada extrato em relacdo ao
controle, com o auxilio do software Graphpad
Prism (Verséao 5.0).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a realizacdo da triagem fitoquimica
foi possivel constatar a presenca ou auséncia de
compostos pertencentes as classes de metabdlitos

secundarios (taninos, flavonoides, esteroides,

triterpenos, saponinas, antraquinonas, purinas e
cumarinas) na analise das quatro plantas. A
tabela 1 exibe os resultados obtidos na triagem

fitoquimica de cada espécie vegetal testada.

Tabela 1 — Resultados do screening fitoquimico realizado a partir das infusdes das folhas de M. alba, M. nigra, C.

ecalyculata e decocto das cascas do tronco de A. macrocarpa.

Metabolitos secundarios M. alba

. nigra C. ecalyculata

A. macrocarpa

Antraquinonas -
Cumarinas

Flavonoides

Purinas -
Saponinas -
Taninos Condensados +
Taninos Hidrolisaveis -
Triterpernos/Esteroides -

- - +

- + +

Legenda: “+” = Positivo ou Presente. “-* = Negativo ou Ausente. Fonte: Autores.

Na analise fitoquimica de ambas as
amoreiras, foram detectadas as mesmas classes de
metabolitos secundarios: cumarinas, flavonoides e
taninos condensados. Em triagem fitoquimica
realizada nas folhas de M. nigra por Lima e
Cunha (2018) determinou-se a presenca de
cumarinas, chalconas e auronas, bem como, a de
terpenoides e esteroides, por Padilha e
colaboradores (2010), na mesma parte vegetal.
Ainda, foram relatadas a presenga de saponinas,
taninos e flavonoides nas folhas de M. alba por
Yadav & Nade (2008) e Wang e colaboradores
(2008).

Diversos compostos fitoquimicos séo
encontrados em plantas do género Morus sp.,
como o alcaloide moranolina e glicoproteinas,
associados ao efeito hipoglicemiante, além da
desoxinojirimicina um potente inibidor da alfa-
glicosidade, em raizes e folhas (KIM et al., 1999).
Além disso h registros da presenca de compostos

fenolicos, incluindo flavonoides isoprenilados,

estilbenos, 2-arilbenzopiranos, cumarinas,
cromonas, xantonas e outros (NOMURA et al.,
1988; NOMURA; HANO, 1994).

Conforme os achados no presente estudo,
para a C. ecalyculata, compostos da classe dos
alcaloides também sdo relatados em pesquisas, as
quais incluem a cafeina, o &cido alantoico, a
alantoina, bem como, glicosideos como a
consolidina, taninos e pigmentos (ASSONUMA,
2009). Arrebola e colaboradores (2004)
ressaltam, ainda, que algumas dessas substancias
sdo encontradas na familia Mimosoideae como
um todo, tais como: os alcaloides, as quinonas,
saponinas, taninos, acidos fendlicos, mucilagens,
polissacarideos, flavonoides e acidos graxos de
interesse terapéutico e nutricional, como o &cido
gamalinolénico.

Ja na analise das cascas do tronco de A.
macrocarpa ou angico vermelho, evidenciou-se a
presenca de compostos das classes antraguinonas,

saponinas, taninos condensados e
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triterpenoides/esteroides. ~ Tal  espécie  é
amplamente conhecida por ser rica em taninos
justamente nesta parte da planta. No entanto,
outros compostos evidenciados também ja foram
relatados, incluindo triterpenoides (em especial a
luperona e lupeol), alcaloides, flavonoides e fenois
(dalbergina; 3,4,5- dimetoxidalbergiona) (DUKE,
1985; SILVA, 2011).

A variacdo dos resultados encontrada na
triagem fitoquimica, realizada nesta pesquisa e
corroborada por outros trabalhos, pode ser
explicada conforme descrevem Simdes e
colaboradores (2000), os quais mencionam que a
presenca de metabolitos secundarios em plantas €
dependente de diversos fatores, tais como: a
sazonalidade, época do ano e métodos de coleta,
nivel de estimulo externo para a sintese e a
qualidade do solo. Essas condi¢des influenciam na
oscilacdo desses fitoquimicos de um espécime
para outro, uma vez que, tais compostos ndo sdo
distribuidos de modo homogéneo dentro do
mesmo organismo vegetal.

Ap6s a contagem dos sobreviventes,
calculou-se o percentual médio das mortalidades
de Artemia salina nas diferentes concentragdes
testadas para cada infuso preparado, conforme
demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 — Percentual Médio de Mortalidade de A.
salina em infusdes de M. alba, M. nigra, C.

ecalyculata e A. macrocarpa em diferentes
concentragoes.
Percentual Médio de Mortalidade
C.
[] :
M. alba M. nigra ecalyculat
mg/mL a macrocarpa
16,3 100% 100% 100% 100%
8,150 80% 100% 100% 60%
4,075 63,33% 73,33% 80% 16,67%
2,037 50% 40% 64,44% 13,33%

1,018 40% 33,33%  36,66% 6,67%
CN 0% 0% 0% 0%
Legenda: “[ ]” = Concentra¢des testadas. “CN” =

Controle Negativo. Fonte: Autores.

Na determinacdo da dose letal mediana
(DLsp) foram encontrados os valores de 2.243
Mg/mL para a M. alba, 2.170 pg/mL para a M.
nigra, 1.805,9 pg/mL para a C. ecalyculata e
6.401 pg/mL para a A. macrocarpa.

Conforme o0 descrito por Meyer e
colaboradores (1982), os extratos que apresentaram
valores de DLsy superior a 1000 pg/mL sdo
considerados atdxicos, ao passo que 0S que
apresentarem valor inferior a 1000 pg/mL séo
considerados  potencialmente  téxicos.  Logo,
seguindo estes parametros, todas as quatro espécies
demonstraram-se atoxicas frente ao microcrustaceo
Artemia salina L., visto que, ambas apresentaram
valores de DLsy acima do valor pré-estabelecido.

Extratos etanolicos brutos das folhas de
Morus nigra também foram avaliados frente ao
microcrustaceo Artemia salina Leach por Lima e
Cunha (2018), onde obteve-se um resultado de
DLsy superior a 1000 pg/mL, classificando-0s,
portanto, como atoxicos frente as larvas. Oliveira e
colaboradores (2013) avaliaram a toxicidade
subcritica do extrato aguoso da amoreira-negra em
ratos, determinando que o extrato pode ser
considerado de baixa toxicidade, visto que ndo
produziu efeitos toxicos nos animais tratados.

Além disso, Castro (2010) avaliou a
atividade estrogénica de extratos hidroalc6olicos
das folhas de Morus nigra em ratas Wistar,
demonstrando que o tratamento crdnico com o
extrato nas doses avaliadas ndo apresentou

toxicidade.
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A citotoxicidade das folhas de Morus
nigra L. também fora avaliada sobre linhagens
celulares humanas, de hepatoma (HepG2),
queratinéticos (HaCat) e fibroblastos humanos
(HDFa), conclui-se que o extrato pode ser
considerado seguro mediante a toxicidade celular
(ALMEIDA-CINCOTTO et al., 2016).

Os resultados que caracterizam as
infusbes das folhas de C. ecalyculata como
atéxicos corroboram com o encontrado nos
estudos de Silva e colaboradores (2010), os quais
investigaram o potencial genotdxico e citotdxico
de extratos da mesma planta em camundongos
suicos, constatando a auséncia dos mesmos.

Em estudo similar desenvolvido por Luna
e colaboradores (2005), a partir de extratos
etandlicos das cascas de A. macrocarpa,
constatou-se a inducdo de 80% de mortalidade
dos nauplios de Artemia salina a 1000 pg/mL,
onde tambeém se demonstrou um consideravel
efeito  citotoxico. Toxicidade também foi
observada por Mufioz e colaboradores (2000),
exibindo relevante atividade in vivo. Tais
evidéncias contrariam os resultados observados
nesta pesquisa, provavelmente devido a maior
concentragdo utilizada e de diferentes metabolitos
extraidos da planta pela utilizacdo de outro
solvente.

O potencial biolégico das plantas testadas
pode ser avaliado mediante o uso racional das
mesmas nos diferentes sistemas organicos,
Carvalhinho e colaboradores (2017), por
exemplo, concluiram sobre a eficicia da A.
macrocarpa contra lepidopteros, destacando-a no

manejo de pragas.

A determinacéo de padrdes de seguranga
para 0 uso terapéutico de plantas necessita de
estudos, in vitro e in vivo, que caracterizem a
relacdo dose efeito dos compostos fitoquimicos
das diferentes partes vegetais (Barcelos et al.,
2017). Bem como no estabelecimento de
concentragbes médias de metabdlitos ativos
encontrados nas diferentes espécies, métodos de
extracdo, posologias e indicacBes (VALIATTI, et.
Al., 2018).

4. CONCLUSAO

No presente estudo foi possivel realizar a
prospeccdo fitoquimica das plantas Morus nigra,
Morus alba, Cordia  ecalyculata e
Anadenanthera macrocarpa, na qual foram
evidenciados compostos derivados do
metabolismo secundario dos vegetais, 0s quais
sdo conhecidos por exercerem diversas atividades
bioldgicas, justificando grande parte do potencial
terapéutico de plantas medicinais. Atrelado a
estes fatos, a partir do teste de citotoxicidade
aguda frente o sistema de microcrustaceos
Artémia salina L., as amostras vegetais
demonstraram baixa toxicidade ou até mesmo

como atoxicas.
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