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RESUMO

Synadenium carinatum Boiss € uma planta da familia Euphorbiaceae, que como
outras do mesmo género, € conhecida como cega-olho, leitosinha, janauba, e
outros. Ha muitos anos a populacao brasileira faz uso desta planta com finalidades
terapéuticas variadas — cancer, inflamacgdes, diabetes — mesmo nao existindo
comprovacoes cientificas sobre tais efeitos supostamente benéficos aos seres
humanos. Assim, os objetivos deste trabalho foram caracterizar a espécie
quimicamente, realizar testes in vitro para verificagao de possivel toxicidade animal e
estabelecer a densidade optica (DO) dos extratos de latex da planta, esta ultima com
0 objetivo de estabelecer uma dosagem padrao mais exata, visando contribuir para o
conhecimento popular e académico acerca da espécie. Foi realizado o screening
fitoquimico de S. carinatum, utilizando folhas frescas; os extratos apresentaram
diversos metabdlitos secundarios de interesse farmacoldgico, entre eles: cumarinas,
flavondides, esterdides e/ou ftriterpenos, taninos, e outros. Os testes de
citotoxicidade foram realizados utilizando o latex, metabdlito da planta utilizado
“terapeuticamente”, em concentracbes semelhantes aquelas usadas popularmente,
aplicadas em culturas de células de traquéia de feto bovino. Os resultados
demonstraram que, em concentracbes mais elevadas, o latex apresenta
citotoxicidade acentuada, o que inspira cuidados na sua utilizagdo e em futuros
testes em modelos animais € humanos.

Palavras-chave: Synadenium carinatum. Screening fitoquimico. Latex.
Citotoxicidade. Densidade 6ptica do latex.



ABSTRACT

Synadenium carinatum Boiss is a plant of Euphorbiaceae family that, like others of
this genus, is known how “cega-olho”, “leitosinha”, “janauba”, among others. For
many years the Brazilian population uses this plant with various therapeutic purposes
— cancer, inflammations, diabetes — even with no scientific evidences about this
supposed therapeutic effects for humans. Then, the objectives of this study was to
chemically characterize the specie, make in vitro tests to verify the possibility of
animal toxicity and to establish the optical density (OD) of the plant latex extracts to
establish a more accurate therapeutic dosing, contributing with the popular and
academic knowledge about the specie. The phytochemical screening of S.carinatum
was made with fresh leafs; the extracts did show many secondary metabolites with
pharmacological interesting, like: coumarins, flavonoids, steroids and/or triterpens,
tannins, and others. The cytotoxicity tests was made using the latex, the plant's
product used “therapeutically”, in concentrations similar to those used popularly,
applied in cell cultures of bovine embryo trachea. The results did show that in higher
concentrations, the latex show high cytotoxicity, requiring careful with their handling
and in future tests on animal and human models.

Key words: Synadenium carinatum. Phytochemical screening. Latex. Cytotoxicity.
Latex optical density.
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1. INTRODUGCAO

Existem no mundo cerca de 250 mil espécies botanicas conhecidas, das
quais apenas cerca de 5% foram estudadas quimicamente, e uma porcentagem
ainda menor é estudada sob o ponto de vista farmacolégico. E importante lembrar
que as plantas tém sido muito importantes, notadamente nos ultimos anos, para a
obtencao de diversos farmacos (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os vegetais sdo as maiores e melhores
fontes de farmacos para a humanidade (BEZERRA et al., 2006).

Sabe-se que a maioria dos farmacos de origem vegetal utilizados atualmente
foi pesquisada e posteriormente levada ao mercado baseado em informagdes da
chamada medicina tradicional ou popular, demonstrando assim que as substancias
de origem vegetal tém papel essencial na obtencdo de medicamentos e que partindo
do conhecimento popular, bons resultados podem ser obtidos (COLOMBO, 2008).

Nesse sentido, a etnobotanica vem contribuindo e muito para o
desenvolvimento de novas drogas (ELIZABETSKY, 2003). Segundo Amorozo
(1996), etnoboténica é a ciéncia que se ocupa do estudo do conhecimento e das
conceituagdes desenvolvidas pelas sociedades a respeito dos vegetais, incluindo o
uso que se da a eles. Trata-se, portanto, de uma ciéncia altamente interdisciplinar,
porque envolve ndo sé a botanica como também a fitoquimica, a farmacologia, a
medicina, a antropologia e outras (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).

As diretrizes da WHO (2003) (World Health Organization — Organizagao
Mundial de Saude) apontam para a necessidade de se identificar praticas seguras
na medicina tradicional, fomentando uma base soélida para que se garanta, através
dela, um direito universal e constitucional de todo cidadao, que é a saude; para isso,
entendem-se que € necessario aumentar o acesso da populagdo aos servigos de
saude e aos insumos terapéuticos, particularmente os medicamentos (DE LA CRUZ,
2005).

No caso do Brasil, sabe-se que uma parcela grande da populagéo vive em
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condicdes financeiras precarias e que 0 acesso aos servicos de saude basica e
medicamentos € bastante dificil. O pais tem um consumo per capita de
medicamentos de US$51,00/ano; 48% dos medicamentos vendidos sdo comprados
por 15% da populagao, que corresponde aos que possuem renda mensal acima de
10 salarios minimos. A parcela da populacdo que possui renda de menos de quatro
salarios minimos (51%) consome apenas 16% dos medicamentos comercializados
no pais (BRASIL, 2003). Assim fica evidente que o ndo-acesso ao medicamento é
um fator de exclusdo social, ja que impede o tratamento e pode, dessa forma,
agravar o quadro patolégico do individuo, impedindo-o gradativamente de exercer
livremente sua cidadania (DE LA CRUZ, 2005).

Apesar do incentivo a pratica da medicina tradicional por parte de 6rgaos
oficiais como a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), as agdes até agora tém sido
mais no sentido do medicamento fitoterapico que das praticas populares em si, néo
recebendo entdo a devida atencdo nem dos profissionais da area, nem da
comunidade académico-cientifica (FONTE, 2004).

Dessa maneira, com dificuldade de acesso aos medicamentos alopaticos,
grande parte da populagdo faz uso de plantas medicinais, sem conhecer os
eventuais riscos que o uso dessas plantas pode representar (FRANCA et al., 2008).

E iminente a necessidade de mais pesquisas no campo da etnobotanica,
especialmente no Brasil, visto que é o pais possuidor da maior biodiversidade do
planeta, possuindo uma imensa flora com potencial farmacoldgico ainda carente de
pesquisas (ALVES et al., 2007; FONTE, 2004). Os mesmos autores também
salientam que apenas 25 dos 191 paises que fazem parte da OMS tém desenvolvido
politicas referentes a medicina tradicional, sendo que o Brasil ndo figura neste
pequeno grupo.

Ainda no que toca a necessidade desse tipo de pratica académica no Brasil,
conforme a prépria WHO (2003), a pesquisa como forma de fundamentar a medicina
popular é essencial para as camadas mais pobres da populagcdo, como uma maneira

de ajudar a melhorar o seu status sanitario, ampliando o acesso aos tratamentos
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com um custo reduzido. Assim, torna-se necessario identificar praticas seguras e
eficazes através das quais esses tratamentos alternativos se tornem viaveis (WHO,
2008).

Além da questdo social, a pesquisa de novos farmacos de origem natural
também atende a uma mudancga que sutilmente vem ocorrendo no mercado, no qual
os consumidores tém preferido as substancias naturais as sintéticas, seja como
tratamento principal, seja como auxiliar a alopatia, por perceberem-nas menos
agressivas ao organismo (FRANCA et al., 2008; TARTUF, MARTINEZ,
STASHENKO, 2005).

A espécie Synadenium carinatum, popularmente conhecida no Brasil como
janauba ou leitosinha, vem sendo usada pela medicina popular ha muitos anos. Seu
uso era tradicional entre os indigenas, que a utilizavam na “garrafada”, obtida
através de diluicdo do latex da planta em agua pura e fresca, como remédio “cura-
tudo”. Tal uso foi muito difundido para a cura de variados tipos de cancer, mas ha
relatos de populares utilizando a planta para outras enfermidades, tais como
diabetes e a ulcera. Porém, sdo poucos os estudos a respeito das supostas acoes
farmacoldgicas da planta, ndo havendo, portanto, evidéncias cientificas que as
comprovem.

Grupo (1998) citou a escassez da literatura sobre o género Synadenium,
relacionada a taxonomia ou quimiotaxonomia. Assim, faz-se necessaria a
investigacao sobre o tema, em especial no Brasil, onde “extratos brutos” da planta
tém sido usados frequentemente pela populagdo como “cura” para varios males,
mesmo nao possuindo informacdes suficientes a respeito dessa acao.

Ha diversos estudos publicados sobre outros géneros da mesma familia;
esses estudos mostram a presenga de compostos quimicos biologicamente ativos
variados, tais como terpendides, flavondides, alcaldides, glicosideos cianogenéticos
e taninos. Entre esses, chamam a atengao alguns diterpenos (tiglianos, ingenanos e
dafnanos), os quais produzem, além de efeitos urticantes, alguns tipos de cancer, ao

mesmo tempo em que inibem outros, acdo que, a principio, acredita-se ser
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determinada pela sua concentragédo (BITTNER et al., 2001).

Estudos recentes realizados com a espécie demonstraram um grande
potencial imunomodulador de um componente isolado a partir de seu latex, uma
lecitina (AFONSO-CARDOSO, 2007; ROGERIO, 2007). Contudo, sabe-se que a
populagdo faz uso do latex na sua forma “integral’” (sem qualquer processo de
purificacdo, da maneira como é extraido da planta); dessa maneira, pode-se dizer
que ha mais substancias além desta lecitina ja isolada, as quais podem atuar de
maneira conjunta, produzindo os efeitos benéficos sobre a saude humana
observados naqueles que dele fazem uso. Esta afirmacao se baseia no principio da
agao sinérgica dos compostos quimicos, neste caso, metabdlitos secundarios do
vegetal, o que significa que diferentes compostos quimicos que tém uma mesma
atividade atuam de forma conjunta, potencializando os efeitos uns dos outros
(YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001). Assim, embora o isolamento e
identificacdo dos compostos quimicos vegetais sejam de extrema utilidade, é preciso
lembrar que muitas vezes — no caso de remédios fitoterapicos — nao é
necessariamente aquela substancia isolada a mais util para o tratamento da doenca:
exemplo disto é o caso relatado por Id (2001), em que o grupo de pesquisa isolou e
identificou duas espécies quimicas a partir do vegetal Croton urucurara, sendo que
nenhuma das duas isoladamente teve o mesmo desempenho do extrato na forma
“integral”’, ou seja, como é utilizado pela populagdo, nos modelos biolégicos
testados.

As plantas do género Synadenium Boiss (GRUPO, 1998) tém sido
historicamente utilizadas pelas populagdes dos varios paises onde ocorrem —
principalmente em paises tropicais como o Brasil — como remédio para um grande e
diversificado numero de doengas. No entanto, ha pouca literatura disponivel sobre a
composi¢cao quimica destas plantas e sua suposta agcédo farmacoldgica. Id (1998)
demonstrou que a espécie Synadenium grantii ndo possui a acado antiulcerativa
indicada pela medicina popular. Outros autores, porém (PREMARATNA et al., 1981,

ROGERO et al., 2003), demonstraram agado benéfica de lecitinas encontradas no
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latex da mesma espécie sobre o sistema imunolégico. Poucos desses estudos, no
entanto, avancaram ou se desdobraram em novas pesquisas, 0 que acabou por
prejudicar substancialmente o conhecimento acerca do género.

Alheia a isso, a populacdo continua fazendo uso indiscriminado de plantas
do género Synadenium (AFONSO-CARDOSO et al., 2007), podendo se tornar até
mesmo um sério problema de saude publica, devido ao desconhecimento da
composi¢ao quimica da planta, o que pode implicar em intoxicagdes e alergias, além
do préprio problema da automedicacéo.

Além disso, o presente estudo busca nao s reconhecer ou descartar o uso
de Synadenium carinatum como planta medicinal, através da elucidagdo de sua
composi¢cao quimica, como também estabelecer niveis de seguranga preliminares
para seu uso, uma vez que ja foram descritas outras espécies deste género com

acgao toxica bastante potente (GRUPO, 1998).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 REV[SAO SOBRE BOTANICA, ETNOBOTANICA, ETNOFARMACOLOGIA E
FITOQUIMICA DA FAMILIA EUPHORBIACEAE E DO GENERO Synadenium BOISS

Estudar a medicina tradicional se constitui em assunto de primeira
importancia, principalmente em paises em desenvolvimento como o Brasil, por ter
relevante papel no resgate do patrimdnio cultural tradicional, por viabilizar o acesso
aos tratamentos terapéuticos através das “férmulas caseiras” (ou seja, com baixo
custo), e por organizar os conhecimentos tradicionais de forma a aproveita-los na
producao de novas tecnologias (AMOROZO, 1996; ALVES et al., 2007).

E nesse sentido que também a etnobotanica vem contribuindo e muito para
o desenvolvimento de novas drogas. Segundo id (1996), etnobotanica é a ciéncia
que se ocupa do estudo do conhecimento e dos conceitos desenvolvidos pelas
sociedades sobre os vegetais, incluindo o uso que se da a eles, sendo assim uma
ciéncia altamente interdisciplinar, porque envolve n&do sé a botanica, como também a
fitoquimica, a farmacologia, a medicina, a antropologia e outras (Id, 2007; FONTE,
2004).

A etnofarmacologia trata dos conhecimentos populares em relagdo aos
sistemas tradicionais de medicina (ELISABETSKY, 2003). Ela é, assim como a
etnobotanica, uma divisdo de uma grande area de conhecimento denominada
Etnobiologia, esta definida primeiramente por Berlin (1992) como o estudo das
complexas relagdes psicossociais e culturais entre o ser humano e os animais e as
plantas.

A abordagem etnofarmacoldgica consiste na combinagdo de conhecimentos
populares com estudos quimicos e farmacoldgicos para a pesquisa de novos
farmacos (ELISABETSKY, 2003). As informacgbes fornecidas pelas pessoas que
fazem uso desta ou daquela planta sdo muito valiosas, no sentido de que dao um
ponto de partida para as pesquisas, como por exemplo, modo de preparo e uso,

sendo que estas podem ou ndao comprovar os efeitos que sao atribuidos a planta
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(ALBUQUERQUE, HANAZAKI, 2006).

Tanto a etnoboténica quanto a etnofarmacologia tem sido instrumentos
importantes na identificagdo de substancias uteis aos seres humanos (Id, 2006).

ELIZABETSKY (2003) ainda ressalta que o fato de ser usado pela populagao
nao exclui a possibilidade de o extrato da planta apresentar toxicidade, e nesse
mesmo trabalho afirma que a importancia do conhecimento popular na obtencao de
substancias farmacologicamente ativas esta na sua eficiéncia em relagdo a outros
meétodos, pois os remédios da medicina popular ou tradicional levam em conta os
sintomas apresentados, proporcionando um “alivio rapido” ao paciente; ainda que
ignorando a etiologia do processo da doenga, este parece ser um método bastante
util, pois sua relagao custo versus beneficio em comparagao com as pesquisas nao
orientadas pela etnobotanica e etnofarmacologia apresentou resultados a cerca de
vinte e cinco vezes mais satisfatérios — 1:10.000 principios ativos aplicaveis na
industria farmacéutica, no caso das pesquisas com base etnofarmacoldgica, e
1:25.000, no caso das pesquisas “aleatoérias” (Id, 2006).

Muitos farmacos amplamente utilizados hoje foram pesquisados e
posteriormente levados ao mercado baseados em informagcbes da chamada
medicina tradicional ou popular (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Por esse motivo
pode-se dizer que aproximadamente 50% dos farmacos mais amplamente utilizados
hoje para o tratamento do cancer sdo derivados de produtos vegetais, percentagem
que € pouco maior — 60% — em relacdo ao desenvolvimento de medicamentos
antivirais desenvolvidos também com base em produtos naturais (ELIZABETSKY,
2003).

Todas as plantas produzem compostos quimicos derivados de seu
metabolismo primario — a fotossintese — aos quais damos o nome de metabdlitos
secundarios (MONTANARI; BOLZANI, 2001). Nem todos esses metabdlitos
secundarios tém funcdo totalmente esclarecida no metabolismo da planta
(JULKUNEN-TIHTO, 1985), embora acredite-se que a maioria deles tenha surgido

como auxiliar no mecanismo de defesa contra o herbivorismo (Id, 2001). Em geral,
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sdo esses 0s compostos de interesse farmacéutico presentes nos vegetais.

A familia Euphorbiaceae, que pertence a um clado superior, as Malpighiales,
possui cerca de 300 géneros e mais de 7000 espécies identificadas (BITTNER et al.,
2001). Segundo os caracteres descritos em APG I, os membros da familia
Euphorbiaceae podem apresentar diferentes aspectos: arbustivo, arbéreo, passando
por plantas rasteiras e lianas, podendo ser mondicos ou didicos; comumente sao
laticiferas; suas folhas sdo, em geral, dispostas helicoidalmente em torno do galho,
sendo menos comum a distribuicdo oposta das mesmas; flores em geral pequenas,
dotadas de estames e frutos deiscentes ou ndo, entre outras caracteristicas (APG I,
2003).

Os caracteres que marcam e identificam este e outros grupos botanicos
podem diferir segundo o sistema de classificagao adotado. Neste trabalho, adotou-
se o APG Il por ser este o sistema de classificacdo mais atualizado. Nao obstante,
sabe-se que outros sistemas tém sido utilizados para identificar e caracterizar os
vegetais nos trabalhos desta area, sendo que esses outros sistemas tendem a ser
gradativamente sobrepujados por outros mais aprimorados e editados mais
recentemente, como é o caso do APG — Angiosperm Phylogeny Group -, cuja ultima
edi¢do data do ano de 2003 (id, 2003).

E por apresentar essa diversidade de caracteristicas morfoldgicas que o
grupo botanico Euphorbiaceae € considerado o mais controvertido, e por isso
também se sugere que o grupo seja de origem polifilética (BITTNER et al., 2001), ou
seja, as espécies apresentam estruturas morfolégicas aparentemente relacionadas,
mas tém origens ancestrais diferentes.

Embora a classificagdo adotada para este trabalho siga o APG I, é
necessario cautela, uma vez que as relagbes filogenéticas do grupo ainda
permanecem em estudo (id, 2003).

As Euphorbiaceae tém tido um papel muito significativo nas pesquisas
fitoquimicas, em especial na determinagdo de novos compostos farmacologicamente
ativos (BITTNER et al, 2001); na familia sdo comuns triterpenos, do tipo

curcubitacina e lectinas. Na medicina tradicional, o uso da familia Euphorbiaceae é
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muito comum ao longo do desenvolvimento da prépria humanidade. Um exemplo € a
espécie Euphorbia fischeriana, que vém sendo utilizada ha mais de 2000 anos na
China para o tratamento do cancer (DEI-JI et al., 1991). Em pesquisa recente, Wang
et al. (2006) obtiveram dos extratos das raizes desta espécie nove diterpenos, dos
quais sete ainda ndo eram conhecidos, elucidando suas estruturas principalmente
por meios espectrofotométricos; destes compostos, dois apresentaram consideravel
citotoxicidade in vitro, a prostratina, um composto ja& conhecido e o 17-
acetoxiolkinolida B, composto descrito pela primeira vez por estes autores.

Wyde et al. (1993) demonstraram efeitos antivirais seletivos de polimeros
polifendlicos obtidos a partir de cascas do caule de plantas do grupo das
Euphorbiaceae contra diversos tipos de virus de acentuada relevancia em casos
clinicos principalmente para paises em desenvolvimento com o Brasil, tais como
parainfluenza tipo 1; virus influenza tipos A e B; e virus respiratorio sinsicial. Estes
sdao casos relevantes porque, nos paises em desenvolvimento, complicacbes
decorrentes de infeccbes causadas por virus destes tipos freqiientemente podem
levar a morte, principalmente em pacientes cujo estado fisico ja se encontre
debilitado em decorréncia de subnutricao e outros fatores.

Outro género bastante conhecido e explorado deste grupo é o Croton, cujos
Oleos costumam apresentar diversos ésteres forbdlicos, que sao compostos
reconhecidamente precursores de processos tumorais (ABDEL; RIZK, 1987,
HEGNAUER, 1989). Além disso, foi descrito em algumas espécies do género
Croton, conhecidas no Peru e em outros paises da América Latina, como “Sangre de
Drago” (C. lechleri, C. palanostigma e C. draconoides) a taspina, que apresentou
relevante atividade citotoxica in vitro e in vivo, além de acentuada acéao
antiinflamataria e cicatrizante (ITOKAWA et al., 1991; VAISBERG et al., 1989).

Manihot € outro género bem estudado fitoquimicamente, possivelmente por
ser uma espécie comum nos tropicos e por ser o género de uma das mais populares

fontes de carboidratos da América Latina — o aipim ou mandioca. Trease e Evans
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(1989) citam que Manihot esculentus (variedade amarga) contém heterosideos
cianogenéticos. Recentemente, EBUEHI (2005) realizou o estudo dos extratos
aquoso e etandlico dessa mesma espécie, encontrando nos extratos de raizes cruas
alcaldides, flavondides, taninos, acucares reduzidos e antocianosideos; nos extratos
de folhas, foi detectada a presenca dos grupos alcaldides, flavondides, taninos,
antraquinonas, flobatininas, agucares reduzidos e antocianosideos, além de outros
compostos de valor nutritivo.

Aproximadamente 90% das espécies da familia Euphorbiaceae estudadas
até o momento tinham principalmente como compostos biologicamente ativos os
terpendides (BITTNER et al., 2001). Os alcaldides também sao considerados como
possiveis determinantes na acgdo farmacoldgica, porque uma das ag¢des mais
apontadas pela populacdo é a antitumoral, acdo esta que deriva, na maioria dos
casos, da potencial acao citotoxica que exibem alguns alcaldides; alguns dos
farmacos mais utilizados no tratamento de cancer sao alcaldides de origem vegetal,
como os alcaldides da vinca (vincristina e vimblastina), o taxol e as podofilotaxonas
(ALMEIDA et al., 2005; CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

O estudo dos minerais presentes na planta também € importante para que
se possa compreender mais sobre seus aspectos metabdlicos e nutricionais
(ZANGARO et al., 2002), que podem influenciar na quantidade e no tipo de
metabdlitos secundarios encontrados. Além disso, alguns metais sado importantes
constituintes de moléculas organicas, tais como as metaloproteinas, constituidas em
enzimas associadas frequentemente a ions como o manganés (Mn) e o zinco (Zn) e
que, por exemplo, catalisam a producao de perdxido de hidrogénio.

Na familia Euphorbiaceae, sdo bastante estudadas sob o aspecto de
absorgao de minerais aquelas espécies de vegetacado “pioneira”, como algumas do
género Croton (VANDRESEN et al., 2007; MEYER et al., 2004), além das cultivadas
para alimentagcdo, como as do género Manihot. Pode-se observar, pelos resultados

desses trabalhos, que por se tratarem de plantas de vegetagao pioneira, apresentam
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grande retengdo de macronutrientes como nitrogénio (N), potassio (K) e calcio
(Ca'™), mas apresentam um deficit acentuado na absorcdo de fosforo (P), mais
pronunciadamente nos estagios iniciais do desenvolvimento, fato que levaria a
ocorréncia espontédnea de fungos radiculares do tipo micorrizas arbusculares, os
quais auxiliam na absorgédo desse nutriente (VANDRESEN et al., 2007; ZANGARO
et al., 2002).

Croton floribundus Spreng. segundo publicacdo de Macari et al. (2002),
apresenta uma média de ferro de aproximadamente 113 ppm (partes por milh&o),
determinada a partir de coletas sucessivas do vegetal em um determinado intervalo
de tempo. A concentracao deste e de outros minerais analisados (niquel e zinco, por
exemplo) variou em todas as coletas de forma mais ou menos significativa. Todos
estes sao parte constituinte do solo, sendo consumidos pelas plantas como
micronutrientes, ou seja, nutrientes minerais que Ihes servem como um “suplemento
alimentar” (DELAPORTE et al., 2005).

E de suma importancia a avaliagdo nutricional e, em especial, a
presenca de metais em plantas de interesse medicinal, sendo que estes ultimos
micronutrientes vegetais, podem influenciar em importantes processos organicos,
como a oxi-redugao (DELAPORTE et al.,, 2005). Além disso, segundo o mesmo
autor, o estudo da composi¢ao mineral de um vegetal contribui para que haja um
controle de qualidade com parametros mais seguros para a padronizacdo de
espécies cultivadas com fins terapéuticos.

Salienta-se a importancia do conteudo mineral de plantas, principalmente
daqueles considerados como “micronutrientes”; muitos sdo considerados
potencialmente téxicos e podem levar a quadros patolégicos, quando consumidos
por longos periodos de tempo ou a intoxicagbes agudas, quando aplicados em
concentragdes muito altas (D’MELLO; DUFFUS; DUFFUS, 1991).

Em relagdo ao género Synadenium Boiss, dos estudos fitoquimicos que se

desenvolveram até o momento, a grande maioria foi realizada até o final da década
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de 80. Segundo KINGHORN (1980), este género compreende 15 plantas nativas do
Oeste da Africa que foram trazidas para as Américas e para a Europa com a
finalidade de serem usadas como plantas ornamentais. Na Africa e na Asia, porém,
sao bastante utilizadas como cercas-vivas em propriedades rurais, pois o contato do
gado com o latex da planta causa lesdes dérmicas, podendo inclusive levar o animal
a cegueira caso entre em contato com os olhos deste (BAGAVATHI et al., 1988)

A espécie Synadenium carinatum, popularmente conhecida no Brasil como
janauba ou leitosinha, vem sendo usada pela medicina popular ha muitos anos.
Nativa da Africa, seu uso é tradicional entre os indigenas, que utilizam a “garrafada”,
obtida através de diluicdo do latex da planta em agua pura e fresca, como remédio
“cura-tudo”. Os estudos relacionados a essa espécie, porém, ainda sao poucos.

Ha diversos estudos publicados sobre outros géneros da mesma familia que
mostram a presenca de compostos quimicos biologicamente ativos variados bem
como compostos altamente téxicos; toxicidade esta que parece estar estreitamente
relacionada com sua concentragao (BITTNER et al., 2001).

Synadenium grantii, apresenta diversos compostos quimicos com possivel
acao farmacoldgica, entre eles diterpenos, alcaldides, flavondides entre outros.
Porém, ha indicios de que nenhum dos extratos obtidos possui a acado antiulcerativa
apontada pela medicina popular; também foi evidenciada a presenca de glicosideos
cianogénicos ou cianogenéticos, que sao potencialmente toxicos a um grande
numero de organismos vivos, demonstrando o risco da administracao de extratos
desta planta (FRANCISCO e PINOTTI, 2000; GRUPO, 1998).

Se por um lado foi demonstrado que S. grantii possui uma variedade de
compostos toxicos, também ficou claro que ha outros tantos interessantes
farmacologicamente, principalmente devido a agdo antioxidante de alguns desses
grupos de compostos, em especial os fendlicos, tal como é o caso dos flavondides
(TARFUT; MARTINEZ; STASHENKO, 2005).

Synadenium grantii demonstrou agdo molusquicida nas fragdes ricas em

ésteres diterpénicos, com especial atencdo a ocorréncia de classes incomuns
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desses ésteres — tiglianos, ingenanos e dafnanos (EL SAYED, 1992).

Em 2005, Souza et al. isolaram e purificaram uma proteina presente no latex
de S. carinatum por cromatografia de afinidade. Essa proteina, uma lecitina, é
apontada por este mesmo trabalho como um potente agente de aglutinagdo de
eritrocitos humanos, e, segundo os mesmo autores, € encontrada em diversas
outras espécies da familia Euphorbiaceae.

Outros trabalhos anteriores a esse ja haviam isolado e purificado
parcialmente lecitinas do latex de S. granti (PREMARATNA et al., 1981),
demonstrando algumas de suas possiveis agdes sobre as células do sistema
imunoldgico.

Em sua pesquisa, Rogero et al. (2007) demonstraram a importancia da agao
das lecitinas de S. carinatum sobre os quadros de inflamacao crénica, ressaltando
ainda seu potencial como imunomodulador e como fonte de possiveis novas
terapias. Este trabalho foi um dos pioneiros na aplicagdo de um unico componente
totalmente isolado de S. carinatum em modelos biolégicos, comprovando a agao
deste sobre o sistema imunolégico. Esse trabalho foi muito importante porque
demonstrou que esta espécie vegetal pode realmente apresentar uma acéao
antiinflamatoria eficaz.

Outro importante aspecto ressaltado pela pesquisa foi a resisténcia
apresentada por essa lecitina aos acidos gastricos, demonstrando que sua
administragao via oral pode alcangar bons resultados (ROGERO et al., 2007).

As lecitinas podem, ao mesmo tempo, estar ligadas a um efeito
imunomodulador, com a estimulagcdo de citocinas, como também com um efeito
fortemente citotdoxico; a obtencdo desses efeitos com a mesma molécula esta
diretamente ligada a concentragéo em que é aplicada (MOCKEL et al., 1997).

Trabalhos com outras espécies do género Synadenium também
demonstraram a presenga de glicoproteinas biologicamente ativas (MENON et al.,
2002), o que pode nos levar a crer que a distribuicdo de certo tipo de padrao de

proteinas de latex seja caracteristico deste grupo vegetal. Além disso, muitos
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trabalhos recentes apontam para a necessidade de maiores estudos sobre a familia,
e em especial, 0 género Synadenium, assim como afirmam, por exemplo, Souza-

Fagundes et al. (2002), Bittner et al. (2001) e Oliveira et al. (2005).

2.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA SOBRE ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE IN VITRO

Interessante notar que a realizacdo de testes para determinagcdo da
citotoxicidade in vitro tem se tornado uma etapa cada vez mais freqliiente em
trabalhos para a determinacdo de toxicidade de produtos obtidos a partir de
materiais naturais, em especial os de origem vegetal. Ensaios in vitro com as
substancias de origem vegetal podem fornecer importantes dados sobre seu modo
de acao, e assim guiar as proximas etapas de estudo (DAVID et al., 2007). Dessa
forma chegou-se ao desenvolvimento de importantes drogas na atualidade, tais
como o etoposido e o paclitaxel, utilizados para o tratamento de varios tipos de
cancer, e que sao substancias sintetizadas a partir da podofilotoxina, a toxina
encontrada nas plantas do género Taxus. Id (2007) descreve ainda em estudo
inédito a acao citotoxica in vitro dos extratos cloroférmicos das partes aéreas de
Eriope blanchetii (Benth.) Harley, uma planta que ocorre exclusivamente no territorio
brasileiro, demonstrando uma atividade das lignanas presentes nos extratos
testados nesses ensaios.

Além disso, a tendéncia € que o numero de protocolos para testes in vitro e
o numero de estudos realizados utilizando este tipo de metodologia aumente com o
passar do tempo, devido a questdes éticas relacionadas com o trabalho utilizando
animais (CRUZ et al., 2004).

Rogero et al. (2003) também chamou a atencdo para a necessidade de
desenvolvimento e padronizagao de ensaios in vitro, principalmente para a detecgao
de toxicidade de biomateriais com aplicagdo clinica. Além disso, resolugdes da
International Standard Organization, constantes da ISO 10993 (INTERNATIONAL

STANDARD, 1992), indicam que os ensaios de citotoxicidade in vitro devem ser os
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primeiros a serem realizados na pesquisa de dispositivos clinicos, apontando a partir
disso para a continuidade ou nao dos testes; s entdo, a partir da resposta obtida
nos testes in vitro, seria decidida a conveniéncia e importancia dos testes in vivo.

Os testes de citotoxicidade in vitro consistem em expor direta ou
indiretamente uma cultura de células de mamiferos a uma determinada substancia,
observando-se posteriormente as alteragdes causadas, como por exemplo, lise
celular, inibicado da formacao de colbnias celulares, descolamento do tecido, entre
outros (ROGERO et al., 2003). Essas modificagbes sdo observadas normalmente
através de mecanismos de coloracdo, que sao aplicados a cultura de células apés
um determinado periodo de exposicdo ao material em teste. Id (2003) também
afirma que com a coloragao € possivel analisar a viabilidade celular, que € um dos
testes mais freqlentes para a analise da citotoxicidade in vitro. Um teste muito
utilizado é o da coloragdo com azul de Tripan, que avalia a integridade da membrana
celular e que cora de azul o citoplasma das células lisadas, permitindo diferencia-las
das células vivas que nao adquirem a coloragdo (CARVALHO et al., 2004,
VALADARES; CASTRO; CUNHA, 2008). Dessa forma s&o estabelecidos os
parametros de viabilidade celular daquela substancia sobre a cultura de células
analisadas. As células sdo entdo contadas e sao determinados os parametros
estatisticos necessarios para que se estabelecam as diretrizes quantitativas da
citotoxicidade do material sobre a cultura (SILVA et al., 2004).

O procedimento normal dos ensaios preliminares de toxicidade aguda
consiste em testar uma série de dosagens diferentes do produto em estudo,
utilizando intervalos regulares os quais sao estabelecidos a partir da toxicidade
presumida do produto, levando em conta informacgdes prévias — no caso do trabalho
com plantas medicinais, obtidas fundamentalmente a partir da populacdo que faz
uso da planta; essas informacdes iniciais levam ao estabelecimento de niveis de
seguranga que guiam as etapas posteriores, sendo assim de fundamental
importancia para o estudo toxicolégico (LOOMIS, 1990).

Esse tipo de teste oferece outras vantagens, além das relacionadas com as
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questdes éticas da pesquisa, como em relagdo ao custo, rapidez na obtencao de
resultados e facil reprodutibilidade (SILVA, 2004). O fato de poder ser reproduzido
com facilidade também pode conferir mais credibilidade ao estudo. Além disso,
também é possivel limitar adequadamente o numero de variaveis, o que facilita a
realizagao do teste e contribui também para o aumento da confiabilidade estatistica.

Os testes in vitro sdo ainda uns 6timos complementos, por apresentarem a
citada possibilidade do controle das variaveis e também pela facil manutencao das
culturas, quando comparadas aos animais em laboratério (SIMONI et al., 2002).

Os testes de citotoxicidade permitem uma analise comparativa facil em
relagdo as reagdes das células in vitro ao extrato ou composto em teste e os
beneficios/maleficios trazidos por eles; isso permite que se estabelega a viabilidade
e/ou a necessidade de testes com animais, e também permite que se estabelecam
niveis de seguranga para a realizagdo desses testes, caso sejam considerados
convenientes (SEGNER, 1994).

As células de traquéia de feto bovino se caracterizam pelo crescimento em
uma unica camada de células, ou seja, ndo formando estratos, e se aderem as
paredes do pogo de cultivo; apresentam ainda formato ligeiramente alongado, com
nucleo mais ou menos central. Elas foram escolhidas para este estudo por serem de
facil cultivo e por apresentarem resposta clara e rapida a estimulos exdgenos
(COLES, 1984; KRUGER et al., 1998, MARCONDES; GONCALVES, 2008).

A possivel presenca de flavondides em outras espécies de plantas do
género Synadenium (GRUPO, 1998) também justifica a realizacdo de testes de
citotoxicidade in vitro, uma vez que dessa forma pode ser mais facil avaliar a
ocorréncia de seus efeitos mais comuns ja descritos. Os flavondides tém
demonstrado diversas atividades farmacolégicas, entre elas analgésica e
antiinflamatéria (SIMONI et al., 2002), além de atuarem como potenciais
antioxidantes (HAVSTEEN, 2002).

Quando ocorre ruptura do equilibrio entre substancias antioxidantes e

radicais livres, estes ultimos formados normalmente como subprodutos das reacdes
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celulares sdo gerados a situagdo de estresse oxidativo, a qual promove danos
celulares e/ou teciduais, afetando membranas e mesmo acidos nucléicos, de forma a
interferir diretamente no ciclo de vida celular (CHOW, 2002). O uso de produtos que
possuam espécies quimicas antioxidantes tem por objetivo retardar ou inibir esse
processo, prolongando assim a vida da célula (FRAGA FILHO, 2003).

E importante lembrar que os extratos de Synadenium carinatum usados pela
populacdo sdo bastante diluidos. Isso diminui a concentracdo dos compostos e,
consequentemente, pode reduzir a sua citotoxicidade, conforme descrito por outros

autores (MOCKEL et al., 1997).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Caracterizar os principais grupos de compostos quimicos das folhas e
avaliar o grau de citotoxicidade do latex de Synadenium carinatum Boiss, sobre

cultivo de células de traquéia de feto bovino.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

a) Selecionar, dentro da familia Euphorbiaceae o género Synadenium Boiss;

b) Escolher, dentre o género Synadenium, a espécie Synadenium carinatum;

c) Coletar amostras da planta para sua identificagdo e catalogacdo em
herbario;

d) Coletar amostras de folhas e latex de Synadenium carinatum para
obtencao dos extratos;

e) Obter extrato hidroalcodlico bruto a partir das folhas;

f) Obter fragdes a partir do extrato por particao liquido/liquido com solventes
de diferentes polaridades;

g) Caracterizar os principais grupos quimicos presentes nas fragdes, através
de metodologias especificas;

h) Obter extrato aquoso das folhas do vegetal;

i) Caracterizar os principais grupos quimicos presentes no extrato aquoso;

j) Determinar as concentragdes dos metais: manganés, aluminio, zinco e
ferro nas folhas do vegetal,;

I) Fazer o cultivo de células traquéia de feto bovino, seguindo o protocolo
estabelecido por KRUGER et al. (1998);

m) Analisar a citotoxicidade do extrato aquoso do latex aplicado nas culturas

de células em diferentes concentragdes;
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n) Evidenciar a importancia do conhecimento académico em associagdo com

o conhecimento popular em relacido as plantas medicinais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 POPULAGCAO E AMOSTRA DA PESQUISA

4.1.1 Populagao e amostra do material vegetal

4.1.1.1 Identificagao e catalogagao da amostra vegetal

Uma amostra da espécie vegetal em estudo foi coletada na cidade de Bauru,
Sao Paulo. Uma exsicata da espécie foi enviada ao Instituto de Botanica da
Universidade de Sao Paulo (USP), aos cuidados da Prof? Dr?. Inés Cordeiro, para

identificacéo e catalogacgao.

4.1.1.2 Analise fitoquimica

A espécie vegetal analisada, Synadenium carinatum, teve amostras
coletadas de um exemplar na cidade de Bauru, no Estado de Sao Paulo, entre os
meses de junho e julho do ano de 2007.

Das folhas frescas destas amostras vegetais, foram preparados extratos
brutos hidroalcodlico e aquoso, a partir dos quais foram realizadas as determinacdes

dos principais grupamentos quimicos presentes.

4.1.2 Populagdo e amostra de células — analise citotoxica

4.1.2.1 Grupo analisado

O grupo de células analisado foi constituido de células de traquéia de feto
bovino padronizadas pelo Setor de Cultivo Celular do Laboratério Marcos Enrietti,
Curitiba, Estado do Parana, através de protocolo estabelecido pelo préprio

Laboratério (KRUGER et al., 1998).
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A estes grupos de células foram acrescidas diferentes diluicbes do extrato
(latex) vegetal a fim de analisar a citotoxicidade dos mesmos. Os cultivos que
receberam o extrato (latex) sdo chamados de “grupo analisado”, ou “grupo teste” e

sdo comparados a um grupo nao exposto ao extrato, chamado “grupo controle”.

4.1.2.2 Grupo controle

O grupo controle foi constituido pelo mesmo padrdo de células de traquéia
de feto bovino, obtido no Laboratério Marcos Enrietti.

Estes grupos de cultivo celular ndo receberam os extratos, de forma a
comparar-se a sua viabilidade em relagdo ao “grupo teste” apds a coloragdo com o

corante azul de Tripan.

4.2 OBTENGAO DO EXTRATO BRUTO HIDROALCOOLICO 20%

O extrato hidroalcodlico foi preparado segundo a metodologia de Moreira
(1979) modificada por Nakashima (1993). O extrato bruto foi obtido por maceracgéao a
frio. Folhas do vegetal foram fragmentadas com o auxilio de uma tesoura e deixadas
imersas no liquido extrator em diferentes concentragbes em frasco ambar
devidamente fechado, durante um periodo de aproximadamente 10 dias para cada
concentracao do liquido extrator. O liquido extrator usado foi o etanol (EtOH) em
diferentes concentragcdoes, sendo elas P.A., 70% e 50%, Apds o periodo de
maceracao, os extratos foram reunidos formando o extrato bruto, que foi filtrado em
funil de vidro com papel de filtro, do qual foi separado uma aliquota e, Itransferido a
um baldo apropriado para ser concentrado em rotavapor até que seu volume fosse
reduzido a aproximadamente um tergo do original. O processo visa a concentragao

do extrato para diminuir a interferéncia deste no processo posterior de
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particionamento.

4.3 OBTENCAO DO RESIDUO SECO

A determinacgéo do teor de residuo seco foi obtido através de secagem, em
capsula de porcelana previamente tarada, de uma aliquota de 10 mL do extrato
hidroalcodlico bruto. A capsula foi levada a secagem em estufa e posteriormente a
um dessecador, foi pesado até um peso constante e calculado o teor de residuo

SecCo.

4,4 OBTENGAO DAS FRAGCOES

As fragdes foram obtidas a partir do extrato bruto hidroalcodlico concentrado
pelo processo de particdo liquido-liquido, que consiste da adicdo de solventes
organicos de polaridades crescentes: n-hexano, cloroférmio e acetato de etila. A
extragao foi realizado em funil de separagcdo, com 20 mL do liquido extrator, até
completar 200 mL. Apds a extragao com diferentes solventes o extrato bruto foi
levado a evaporagao em banho-maria para retirada do excesso do liquido extrator e
que foi reconstituido com etanol a 70%, obtencgéo o a fragao hidroalcodlica.

Todas as fragdes foram acondicionadas em frascos rotulados e devidamente
fechados em geladeira até o momento do seu uso na triagem fitoquimica e foram
denominadas F1 (fragdo n-hexanica), F2 (fracao cloroférmica), F3 (fragcao acetato de

etila) e HA (fracao hidroalcodlica).

4.5 ENSAIOS FITOQUIMICOS

Foram realizados ensaios fitoquimicos para verificacdo da presenca dos
principais grupamentos quimicos nas fragoées obtidas a partir dos extratos das folhas

de S. carinatum.
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4.5.1 Ensaios com fragdes obtidas do extrato hidroalcodlico

4.5.1.1 Pesquisa de alcalbides

Levou-se a secura em banho-maria 50 mL de cada uma das fragdes
(hexano, cloroférmio, acetato de etila, hidroalcodlica), em capsula de porcelana. O
residuo seco foi dissolvido em 1 mL de etanol (EtOH) absoluto e acrescido de 20 mL
de acido cloridrico (HCI) 1%.

Cada fragao tratada, com o volume total de 1 mL, foi colocada em 5
diferentes tubos de ensaio. Foram adicionados os reagentes a seguir, observando-
se a ocorréncia ou nao da reacao positiva (presenga confirmada de alcaloides)
indicada:

a) reativo de Mayer: adicionaram-se duas gotas. Reacdo positiva:

precipitado ou leve turvacéo brancos;

b) reativo de Dragendorff: foram adicionadas duas gotas. Reagao positiva:

precipitado vermelho-tijolo;

c) reativo de Bouchardat: adicionaram-se duas gotas. Reacdo positiva:

precipitado alaranjado;

d) reativo de Bertrand: foram adicionadas duas gotas. Reacdo positiva:

precipitado ou leve turvacéo brancos.

Quando ocorreu a reagao positiva, foi feita a reagcado de confirmagao. Para
tanto, transferiu-se o restante do extrato cloridrico da fragao positiva para um funil de
separacgao e alcalinizou-se com hidréxido de aménio (NH,OH) até se obter um pH de
9 a 10. Foi efetuada uma extragdo com aproximadamente 50 mL (2x25) de uma
mistura de éter:cloroférmio na propor¢ao 3:1, a mistura foi levado em seguida a
secura em banho-maria. Ao residuo, adicionou-se 0,5 mL de EtOH e 5 mL de HCI
1%, aquecendo ligeiramente. Apds resfriamento, foi transferido 1 mL em cada um
dos cinco tubos de ensaios e adicionou-se trés gotas dos reativos utilizados

anteriormente (Mayer, Dragendorff, Bouchardat, Bertrand). Quando ocorreu a
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formagao de precipitado, foram adicionados gota a gota no maximo 2 mL de solugéo

alcodlica de acido tartarico 5%.

4.5.1.2. Pesquisa de heterosideos flavnicos

4.5.1.2.1 Reacéo de Schinoda

Transferiu-se para capsulas de porcelana 20 mL das fragdes F1, F2 e F3 e
foi levado a secura em banho-maria. O residuo seco foi ressuspendido em 10 mL de
EtOH. Nao ha necessidade de concentrar a fracdo hidroalcodlica para esta reacgao.

Foram preparados tubos de ensaio com 200 mg de limalha de magnésio e
adicionou-se 5 mL de cada uma das fragdes nos tubos. Os tubos foram colocados
em béquer com gelo e adicionou-se lentamente 0,5 mL de HCI fumegante.

A confirmagdo da presenca de heterosideos flavénicos ocorreu quando
houve a mudanca de coloragdo da fragdo: amarelo a vermelho, para flavonas;
vermelho a vermelho-sangue para flavonol e diidroflavonol; vermelho a violeta para

flavononas; vermelho rosado, para derivados antocioanicos.

4.5.1.2.2. Reacao de Taubock ou oxalo-bdrica

Levou-se a secura em banho-maria 10 mL de cada uma das fragbes. Ao
residuo seco, adicionaram-se 5 gotas de acetona e 30 mg de uma mistura de acido
bdrico e acido oxalico, na propor¢cao de 1:1. Agitou-se e levou-se a secura. Ao
residuo, adicionaram-se 5 mL de éter etilico, transferindo entdo para tubos de
ensaio. Foi observado sob ultravioleta (UV).

Considerou-se a reacdo com resultado positivo quando observada

fluorescéncia amarelo-esverdeada.

4.5.1.2.3 Reacéao de Pacheco



33

Em capsulas de porcelana, 10 mL de cada fracdo foram levados a secura
em banho-maria. Adicionou-se ao residuo seco alguns cristais de acetato de sddio
(AcONa) e 0,1 mL de anidrido acético, aquecendo em fogareiro. Em seguida,
adicionou-se 0,1 mL de HCI concentrado.

A reacao foi considerada positiva quando houve aparecimento de coloracio

roxa.

4.5.1.2.4 Reacao de Zinco (Zn) em HCI

Preparou-se um tubo de ensaio para cada fragdo com uma pastilha de zinco
(Zn). Colocou-se 10 mL das fragbes F1, F2 e F3 em capsulas de porcelana e levou-
se a secura em banho-maria. Ndo ha necessidade de concentrar a fracao
hidroalcodlica. Ao residuo seco das fracbes levadas ao banho-maria, adicionou-se
10 mL de EtOH.

Levaram-se 5 mL de cada fragdo aos tubos de ensaio previamente
preparados, em um béquer com gelo. Na capela, adicionou-se lentamente 0,5 mL de
HCI fumegante.

A mudanca da coloracdo da fracdo para roxo confirmava a reacdo como

positiva.

4.5.1.3 Pesquisa de cumarinas

4.5.1.3.1 Reacéao 1

Em capsulas de porcelana, foram concentrados 30 mL das fragbes F1, F2 e
F3 em banho-maria, até que seu volume se reduzisse a 5 mL.

O mesmo volume da fragdo HA (30 mL) teve seu pH reduzido para 1 com a
adicao de HCI 2N. Apds esse procedimento, a fracdo HA foi levada ao banho-maria

para que fosse concentrada até o volume de 5 mL. Apds esfriar a fragao



34

concentrada foi levada para um funil de separacéo, foi extraido com 20 mL de éter
etilico (2 vezes de 10 mL) obtendo-se a fragdo etérea, que foi levada para
concentrar em banho-maria até que seu volume fosse reduzido a 5 mL.

Com as fragdes concentradas (F1, F2, F3 e etérea) 3 mL foram transferidos
para tubos de ensaio. Adicionaram-se 2 mL de hidroxido de sodio (NaOH) 1N recém-
preparado e os tubos foram levados para uma camara de luz ultravioleta (UV) em
366 nm, por um periodo de 15 minutos.

A confirmagdo da reagao positiva para cumarinas ocorria se houvesse

fluorescéncia azul ou verde-amarelada.

4.5.1.3.2 Reacao 2

Os 2 mL restantes das fracbes preparadas para a reagao anterior foram
depositados em tiras de papel de filtro previamente preparadas e identificadas,
formando trés pontos de aproximadamente 1cm cada. Sobre duas das manchas,
aplicou-se uma gota da solugdo de NaOH 1N recém-preparada (manchas 1 e 2). A
mancha 1 foi coberta com uma moeda ou papel-aluminio e exposta ao UV a 366 nm
por 15 minutos.

A presencga de cumarinas era confirmada quando ocorria fluorescéncia azul

ou verde-amarelada na mancha 2 expostas a luz UV.

4.5.1.4 Pesquisa de heterosideos antraquinbnicos

4.5.1.4.1Reacédo de Borntraeger

Transferiu-se 30 mL de cada uma das fragdes para baldes de fundo
redondo, com capacidade para 100 mL ou 250 mL. Adicionaram-se 5 mL de acido
sulfarico (H2SO4) 10%. Acoplou-se ao condensador e foi levado para refluxo por 30
minutos, filtrando em seguida, ainda quente, com papel de filtro.

As fragdes hexanica, cloroférmica e acetato foram levadas para funis de
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separagao onde se adicionou 30 mL de agua destilada, formando entdo uma fracéo
organica de cada fragao original.

A fragédo hidroalcodlica foi extraida com 20 mL de éter etilico, em funil de
separacao, formando assim a fragao etérea da fragéo original.

As fragbes foram concentradas em banho-maria até que se atingisse um
volume de aproximadamente 5 mL. As fragcdes concentradas foram transferidas para
tubos de ensaio e adicionou-se 5 mL da solugdo de hidroxido de aménia (NH4OH),
agitando lentamente.

A mudanca da coloragcdo da fragao para vermelho indicaria que o resultado

da reacéo foi positivo.

4.5.1.5 Pesquisa de esterdides e/ou triterpenos

4.5.1.5.1 Reacéao de Libermann Bouchard

Em capsulas de porcelana, evaporou-se 30 mL de cada uma das fragcbes em
banho-maria até a secura. Os residuos foram dissolvidos em 5 mL de cloroférmio e
filtrados.

Com o auxilio de uma pipeta, transferiram-se, de cada uma das fragdes, as
seguintes aliquotas a trés tubos de ensaio diferentes: 0,1 mL; 0,5 mL; 1,0 mL. Em
seguida, os volumes foram completados com cloroférmio até 2 mL.

Em seguida adicionou-se 1 mL de anidrido acético e 0,5 mL de acido
sulfurico (H2SO4) concentrado lentamente, observando-se entdo o desenvolvimento
de coloracéo.

A mudanca da coloracdo do extrato para résea ou azul pode indicar a
presenca de esterdides ou triterpenos com fungao carbonila (C=0) no carbono 3 e
dupla ligagao entre os carbonos 5 e 6 da estrutura.

Se ocorresse coloragédo verde, haveria indicios de fungao hidroxila (OH) no

carbono 3 e dupla ligagao entre os carbonos 5 e 6.
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Coloragao amarela indicaria possivel metilagédo (CHs) no carbono 14.

4.5.1.5.2 Reacéao de Keller Kelliani

Preparou-se 4 tubos de ensaio, adicionando 2 mL de H,SO,.

Levou-se a secura 2 mL de cada uma das fragbes no banho-maria, em
capsulas de porcelana. Os residuos foram dissolvidos com 2 mL de acido acético
glacial e 0,2 mL de solugdo aquosa de cloreto férrico 1%. Cautelosamente as
misturas foram transferidas para os tubos de ensaio previamente preparados, onde
foi observada a ocorréncia de coloracao.

O desenvolvimento de coloragdo azul na zona de contato entre os dois
liguidos ou na fase acética podia indicar presenga de desoxi-agucares do tipo
esterdides.

Desenvolvimento de coloragdo verde na zona de contato ou na fase acética

podia indicar a presenca de desoxi-agucares do tipo triterpendides.

4.5.1.5.3 Reacéo de Baljet

Preparo prévio de duas solugoes:

a) Solucao A: acido picrico em etanol, a 5%;

b) Solugéo B: hidréxido de sédio 10%.

Colocou-se 2 mL de cada uma das fragdes em tubos de ensaio e adicionou-
se, em cada tubo, 1 mL de cada uma das solugdes A e B.

A reacao positiva foi indicada com coloragéo laranja.

4.5.1.5.4 Reacéo de Tollens

Levou-se a secura, em capsulas de porcelana, 2 mL de cada uma das fragdes
em banho-maria. Ao residuo, adicionou-se 1 mL de piridina, 0,5 mL de solugao

aquosa de nitrato 10%, 0,5 mL de solugdo aquosa de hidroxido de sodio 5% e
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adicionou-se hidroxido de amodnia até a completa dissolugao do precipitado. Levou-

se a solugé&o a uma chama até atingir fervura.

A reacao positiva foi indicada com a formacao de espelho de prata.

4.5.1.5.5 Reacdo de Kedde

Preparou-se previamente os seguintes reativos:

a) reativo A: 4cido 3,5-dinitrobenzdico a 2%, em EtOH;

b) reativo B: hidroxido de potassio a 6%, em agua destilada.

Levou-se cada uma das fracbes a secura em capsulas de porcelana, no
banho-maria. O residuo foi dissolvido em metanol e transferido para tubos de ensaio.
Adicionou-se 0,5 mL do reativo A e 0,5 mL do reativo B.

Na ocorréncia da coloragao violeta ou azul a reacao foi considerada positiva.

4.5.1.5.6 Reacéo de Legal

Levou-se a secura 2 mL de cada uma das fragdes, em capsulas de
porcelana, no banho-maria. Os residuos foram dissolvidos em piridina.

Transferiu-se entdo para tubos de ensaio. Nos tubos, adicionaram-se duas
gotas do reativo nitroprusiato de sédio e uma pastilha de NaOH.

A reacao foi considerada positiva quando houve desenvolvimento de

coloragao rosa.

4.6 OBTENGCAO DO EXTRATO AQUOSO 20%

O extrato aquoso 20% foi preparado segundo a metodologia de Moreira

(1979) modificada por Nakashima (1993). Folhas frescas do vegetal foram
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fragmentadas e colocadas em recipiente de vidro com agua destilada. Este
recipiente foi levado ao banho-maria (BM), a uma temperatura aproximada de 60°C
por um periodo de 3 horas. Apos este periodo, o liquido foi filtrado com papel de
filtro em funil de vidro, resultando assim no extrato aquoso 20%, no qual foi realizado

a triagem fitoquimica.

4.6.1 Ensaios com o extrato aquoso

4.6.1.1 Pesquisa de heterosideos antocianicos

Em trés tubos de ensaio, devidamente numerados de 1 a 3, colocaram-se 5
mL do extrato aquoso. Acidificou-se o tubo numero 1 (pH 4); alcalinizou-se o tubo
nuamero 2 (pH 10); e neutralizou-se o tubo numero 3 (pH 7).

A reacao foi considerada positiva quando houve as seguintes mudangas de
coloracao:

a) meio acido (tubo 1): tons avermelhados;

b) meio basico (tubo 2): tons azulados;

c) meio neutro (tubo 3): tons violaceos.

Aparecimento da coloragao verde € possivel em qualquer um dos tubos,

indicando também uma reagao positiva.

4.6.1.2 Pesquisa de heterosideos saponinicos

Ensaio da espuma: os trés tubos de ensaio do teste anterior (4.6.1.1), foram
agitados energicamente, durante 5 minutos. A altura do anel de espuma formado
logo apés a agitagao foi mesurada.

A persisténcia de anel de espuma de tamanho igual ou maior que 1 cm apdés

o repouso (30 min) indicava a presenga de heterosideos saponinicos.

4.6.1.3 Pesquisa de heterosideos cianogénicos
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4.6.1.3.1 Reacéao do isopurpurato de sodio

Transferiu-se para um tubo de ensaio ou tubo de Roux, 5 mL do extrato
aquoso de modo a ndo umedecer as paredes do tubo. Foram adicionados ao extrato
1 mL de H,SO4 1N. Suspendeu-se dentro do tubo uma tira de papel picro-sddico
como auxilio de uma rolha de cortica, de modo que o papel ndao tocasse no liquido.
O tubo foi levado ao banho-maria a 60°C, por 30 minutos.

A reacao foi considerada positiva quando o papel picro-sddico adquiriu uma

coloracao avermelhada.

4.6.1.3.2 Reacao de Schoembein

Em capsula de porcelana, foram depositados 5 mL do extrato aquoso.
Adicionaram-se 4 gotas de solugao de NaOH 10% ou KOH (hidroxido de potassio)
10%, 3 cristais de sulfato ferroso e uma gota de cloreto de ferro Il (FeClz) 1%. A
mistura foi aquecida até a ebulicdo e adicionou-se 1 gota de HCI concentrado.

O desenvolvimento de coloragao azul caracteristica — azul da Prussia —

indicava presencga de heterosideos cianogénicos.

4.6.1.4 Pesquisa de taninos

4.6.1.4.1 Reacao com cloreto férrico

Adicionaram-se 3 a 5 gotas de solugdo aquosa de cloreto férrico 1% em 1

mL do extrato aquoso.
Desenvolvimento de coloragao azul indicava possivel ocorréncia de taninos;
coloracao verde, possivelmente flavonodides; e coloracdo marrom podia dar indicios

da presenca de poli fendis.

4.6.1.4.2 Reacéo da solugao de gelatina
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Em trés tubos de ensaio, identificados de 1 a 3, adicionou-se 0,5 mL; 1,0 mL;
2,0 mL do extrato aquoso em cada tubo, respectivamente. Adicionou-se em cada
tubo 2,0 mL de solugao de gelatina 2,5%.

A formacgao de precipitado indicava reagao positiva.

4.6.1.4.3 Reacéo de sulfato de ferro amoniacal

Adicionou-se 2 gotas de sulfato de ferro amoniacal a 5 mL do extrato
aquoso, em tubo de ensaio.

A ocorréncia de coloragao azul indicava reacéo positiva para taninos.

4.6.1.4.4 Reacao de cloridrato de emetina

Em tubo de ensaio, depositou-se 1 mL do extrato aquoso. Adicionou-se 4 mL
de agua destilada e 2 gotas de solugdo aquosa de cloridrato de emetina 1%.

O desenvolvimento de precipitado indicaria a presenca de taninos.

4.6.1.4.5 Reacéo de cianeto de potassio

Preparou-se previamente uma solugao de acido acético diluido em 1 mL de
solugdo aquosa de cianeto de potassio 10%. Adicionou-se uma gota desta solugéo a
5 mL do extrato, em tubo de ensaio.

Desenvolvimento de coloragao rosada indicaria a presenga de taninos.

4.61.4.6 Reacéo de acido nitroso

Transferiu-se para uma capsula de porcelana 5 mL do extrato aquoso.

Foram adicionados alguns cristais de nitrito de potassio e 5 gotas de acido sulfurico
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0,5%.
Havendo aparecimento de coloracdo rosada, que passa a purpura € ao

indigo, consideramos a reacgao positiva para a presenga de taninos.

4.6.1.4.7 Reacao do dicromato de potassio

Em tubo de ensaio, depositaram-se 5 mL do extrato aquoso e foram
adicionadas 3 gotas de dicromato de potassio 1%.
Desenvolvimento de precipitado ao término da reagado era considerado

positivo, indicando a presenga de taninos.

4.6.1.4.8 Ensaio de Staniasny

Transferiu-se para um baldo de junta 24/40 de 250 mL de capacidade, 30
mL do extrato aquoso, 6 mL de formaldeido 40% e 4 mL de HCI 37%. Acoplou-se a
um condensador de bolas e levou-se a refluxo durante uma hora. Apds esfriar, oi
filtrado com papel de filtro. Foram utilizados o filtrado e os residuos do papel de filtro.

Reacdo com os residuos: lavou-se o papel de filtro com etanol 50% e
gotejou-se sobre o residuo lavado algumas gotas de solugdo aquosa de KOH 5%.

Coloracéo verde indicava reag¢ao positiva para taninos nao-hidrolisaveis.

Reacé&o com o filtrado: sem agitar, adicionou-se acetato de sédio e algumas
gotas de solugédo aquosa de cloreto férrico 1%.

Coloracédo azulada ao término da reacao indicava a presenca de taninos

hidrolisaveis.

4.6.1.5 Pesquisa de aminogrupos

Reacdo com ninhidrina: em capsula de porcelana, depositou-se 10 mL do

extrato aquoso e levou-se para concentrar em banho-maria, a uma temperatura
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aproximada de 60°C, até atingir 5 mL.

Em papel de filtro ou em placa cromatografica (CCD), foram depositadas 5
gotas do extrato concentrado, formando uma mancha. Apds deixar secar, nebulizou-
se com ninhidrina sobre a mancha. A placa foi levada a estufa para aquecimento,
durante aproximadamente 15 minutos.

A reacao foi considerada positiva se houvesse coloracido azul ou violeta.

4.6.1.6 Pesquisa de acidos fixos

Transferiu-se para um baldo de 100 mL, 20 mL do extrato aquoso e 2 mL de
NaOH 1N. Foi acoplado a um condensador de bolas e levado a refluxo por 30
minutos. Deixou-se esfriar e acidificou-se a solugdo com H,SO,, extraindo com éter
etilico em seguido, o qual foi adicionando-o em trés vezes, de 10 mL cada.

Adicionou carvao ativado a fragcado éterea, filtrou-se e levou a secura em
banho-maria a 50°C. O residuo foi aquecido durante 10 minutos, em estufa, a
temperatura de 100°C. Apods esfriar, adicionou-se 5 mL de solugdo aquosa de
hidroxido de amoénia 1N. Foi filtrado e depositou-se 3 gotas deste extrato em um
papel, formando uma mancha de aproximadamente 1cm. Gotejou-se sobre a
mancha o reativo de Nesseler.

O desenvolvimento de coloragao indicaria a presenca de acidos fixos.

4.6.1.7 Pesquisa de acidos volateis

Em um tubo de ensaio, depositaram-se 5 mL do extrato aquoso sem
umedecer as paredes. Suspendeu-se uma tira de papel de tornassol ou de pH (0-14)
com auxilio de uma rolha de cortica, de modo que o papel nao tocasse o liquido. O
tubo foi levado ao banho-maria, a uma temperatura de 60°C por 30 minutos.

Caso haja a presenga de acidos volateis, o papel ira adquirir coloragéo

avermelhada.
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4.7 DETERMINACAO DE TEOR DE MINERAIS

A determinacado do teor de minerais seguiu o preparo de amostra de cinzas
totais em ftriplicata para este trabalho conforme a Farmacopéia Brasileira (BRASIL,
1988), modificado para este estudo.

Folhas de S. carinatum foram secas a sombra e a temperatura ambiente. A
quantidade de 1 g destas folhas foi pesada em balanga analitica, sendo
posteriormente triturada e pulverizada em graal de porcelana. Em cadinho de
porcelana previamente tarado, o p6 obtido foi colocado e levado a mufla, com
temperatura entre 625-650°C, por aproximadamente 5 horas, até que todo o carvao
fosse eliminado e se obtivesse um po6 branco. Apds o resfriamento da amostra em
dessecador, esta foi pesada em balanca analitica e posteriormente dissolvida em 20
mL de agua deionizada em erlenmeyer de 100 mL. A amostra dissolvida foi levada a
aquecimento em chapa elétrica até a fervura.

Quando a mistura entrou em ebulicdo, foram adicionados 5 mL de agua
régia (acido nitrico e acido cloridrico, na propor¢cao de 1:3, preparado segundo
Assumpcao e Morita, 1968) em pequenas por¢des, sem deixar que secasse,
observando-se a eliminagcdo de fumos amarelos.

Em seguida, a mistura foi filtrada em papel faixa azul (Merck) e recolhida em
baldo volumétrico de 100 mL, completando o volume para 100 mL com agua
deionizada.

As amostras permaneceram acondicionadas a -20°C até que fossem
enviadas ao laboratério Teclab Analises Ambientais (Sado José dos Pinhais, PR), o

qual realizou as analises com técnicas fotométricas.

4.8 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE COM CULTIVO DE CELULAS IN VITRO
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O modelo de ensaio in vitro deste trabalho foi desenvolvido a partir de
Moreira, Weiss e Kruger (2000), com adaptacgdes as condi¢gbes desse experimento.

As culturas de células de traquéia de feto bovino foram obtidas do
Laboratorio Marcos Enrietti, através do cultivo de células de fetos bovinos abortados.

As culturas de células utilizadas neste estudo foram previamente
estabilizadas por 48 horas apdés a semeadura, em meio de cultura constituida de um
meio basico F10-199 Invitrogen (EDDINGTON; BRIDGES, 1985), adicionado de
10% de FBS (soro bovino fetal), penicilina (100Ul/ mL), estreptomicina (100 ug/ mL)
e anfotericina B (2,5 ug/ mL) (MOREIRA; WEISS; KRUGER, 2000).

As culturas de células foram feitas e mantidas em placas de cultivo com 98
pocos (NAPCO, modelo 6100), conforme mostra a FIGURA 1, e em incubadora de
CO;, para cultivo de células (TRP) a 28°C e a uma saturagdo maxima de 5% de COa.

Este estudo se utilizou de 3 placas de cultivo com 96 pocos cada; no
entanto, apenas 64 desses pocos de cada placa foram analisados, uma vez que
apenas neste numero foi aplicado o produto a ser analisado. Em duas delas foi
aplicado o produto; a terceira serviu como controle.

O método de aplicacdo do produto e a analise de seus resultados foram
criados pelos autores do trabalho e por seus colaboradores, e esta em processo de
padronizagao.

Foram extraidos por gotejamento 100 uL de latex do peciolo da planta com o
auxilio de uma micropipeta. Este volume foi dissolvido em 900uL de agua destilada.
Esta primeira solucdo foi chamada de “diluicao 1, correspondendo ao volume 107", A
diluicdo seguinte — 10 — foi feita diluindo-se 100 ul desta primeira solugdo em 900
ML de agua destilada, seguindo dessa forma um padrao de diluigdes crescentes de
base 10. Ao final, obtiveram-se 8 diferentes diluicdes, as quais foram nomeadas de
10" até 10°.

As 8 diluicbes foram aplicadas nos pocos de cultura das placas A e B, sendo
feitas 8 repeticoes para cada diferente diluicdo. Na placa A, foi aplicado um volume

de 10 uL de cada uma das solugdes-teste. Na placa B, foi aplicado um volume de 20
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ML de cada solucao-teste nos pogos de cultivo. O controle foi feito utilizando uma
placa C, que cotinha apenas meio de cultura e foi mantida sob as mesmas
condi¢des que as placas testadas.

A observacdo foi feita durante um periodo de 72 horas, em microscopio
invertido (marca Olympus, modelo IM, numero de série: 101953) a cada periodo de
24 horas.

Os efeitos do latex foram observados por dois dias; no terceiro dia, as placas
foram lavadas com solugao PBS (solugao fosfato-tamponada), coloridas com Azul de
Tripan e novamente observadas ao microscépio. As células que sofreram lise ou
tiveram a permeabilidade de membrana alterada e permaneceram aderidas ao
tapete de células, apresentaram coloracdo azul ao serem observadas através do

microscopio invertido (CARVALHO et al., 2004; SILVA et al., 2004).

4.9 LEITURA DA DENSIDADE OPTICA DO LATEX DE SYNADENIUM CARINATUM

A leitura da densidade optica do latex de S. carinatum foi realizada nos
laboratdrios da Tecpar em Curitiba, PR.

O objetivo das tomadas dessas leituras foi o de estabelecer um parametro
mais preciso para as dosagens de latex utilizadas nos experimentos de
citotoxicidade, bem como, em futuros estudos, poder direcionar a quantificacao de
compostos quimicos ali presentes.

Os métodos descritos foram modificados a fim de adaptar as metodologias
padrdes as particularidades da amostra em estudo.

O aparelho utilizado para fazer as leituras foi um espectrofotdbmetro da
marca Hewlett-Packard, modelo y-Quant (A = 650nm) — leitor ELISA.

Partiu-se da mesma concentragao utilizada pela populagdo com extrato
aquoso, utilizando-se agua destilada.

Foram entao feitas diluicbes de base 2 sempre utilizando agua destilada,

sendo que a primeira diluicdo partiu da razao 1:200, havendo 7 sucessivas diluicoes
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de mesma base, chegando a 8.2 diluigao (1 :25600).
Essas diluicbes foram entdo colocadas em placas de cultivo (figura 1),
adequadas para a leitura neste tipo de aparelho, e levadas ao espectrofotdmetro

onde foram tomadas as leituras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTES FITOQUIMICOS

Fundamentalmente, o processo de screening ou triagem fitoquimica se
baseia no principio de que toda e qualquer substancia presente na planta,
independente da sua concentrag&o, pode ser um principio ativo (CECHINEL FILHO;
YUNES, 1998).

Pelo fato de haver poucos estudos desse tipo com o género Synadenium, e
das crescentes evidéncias de sua bioatividade (VALADARES; CASTRO; CUNHA,
2008; JAGER; HUTCHINGS; VAN STADEN, 1996; AFONSO-CARDOSO et al.,
2007), foi realizado o screening fitoquimico com o objetivo de rastrear todos os
possiveis grupos de compostos com algum tipo de bioatividade, quer seja toxica ou
terapéutica, nos extratos analisados.

O screening fitoquimico de Synadenium carinatum evidenciou a presencga de
diversos grupos de metabdlitos secundarios de interesse farmacoldgico, o que pode
demonstrar necessidade de estudos mais aprofundados sobre o vegetal.

A presenca de alcaldides foi observada de maneira significativa na fracao
cloroféormica (F2) na reagdo de Meyer, com formagédo de precipitado branco. As
outras fragdes apresentaram resultado negativo. Estes resultados vém corroborar
com estudos ja realizados antes com o género (GRUPO, 1998).

A pesquisa dos heterosideos flavonicos mostrou-se fortemente positiva para
a fracdo acetato de etila (F3) nas reagbes de Schinoda, com zinco, e reacédo de
oxalo-bdrica. Também, a fracdo F2 apresentou resultado positivo, somente na
reacao oxalo-borica.

Durante os ensaios para a verificagdo da presenca dos heterosideos
flavonicos, a fracdo F3 desenvolveu forte coloragdo vermelho-sangue na reacéo de

Schinoda. Na reacdo de zinco em cloro, forte coloracdo roxa foi observada. Na
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reacao oxalo-bdrica, F3 exibiu forte fluorescéncia amarelo-esverdeada. A fragao
cloroféormica (F2) também apresentou fluorescéncia amarelo-esverdeada nesta
reacdo, porem nao tao intenso quanto F3. Nenhuma das fragdes apresentou
resultado positivo para a reacdo de Pacheco.

As outras fragdes tiveram resposta negativa a presenga de heterosideos
flavénicos em todos os testes. Isso ja era esperado também, ja que os heterosideos
flavbnicos tendem a se associar com moléculas de solventes organicos de
polaridade mediana ou maior, como o acetato de etila, solvente utilizado na fragao 3,
ou, menos frequentemente, o cloroférmio, utilizado na fragdo 2 (HAVSTEEN, 2002).

Os flavondides sdo substancias que merecem especial atengdo, ja que
possuem um alto potencial antioxidante e, por isso, podem ter uma larga aplicagao
na industria farmacéutica. No entanto, a administracido deve ser sempre cautelosa,
pois, mesmo sendo uma das drogas naturais com menor indice de intoxicagdes
agudas, ha flavondides que sao potencialmente téxicos e que podem causar
intoxicagdo em longo prazo, se depositando em orgaos vitais como o figado (Id,
2002). Esse grupo é considerado como o mais disseminado em plantas, sendo que
até o momento estima-se que 2 mil flavondides ja tenham sido identificados em
estado livre ou na forma de glicosideos. Entre as bioatividades associadas aos
flavondides estdo: antimicrobiana, agentes alelopaticos, inibidores de enzimas, além
de, como ja mencionado, larga a¢ao antioxidante (SASAKI, 2008).

Além disso, estudos anatdmicos do género demonstraram a presenga de
idioblastos secretores de compostos fendlicos (GRUPO, 1998), que podem assim
estar relacionados com uma riqueza em compostos desse tipo, como os flavondides,
e sado também mais uma evidéncia que corrobora com os resultados aqui
encontrados.

A pesquisa de cumarinas também apresentou resultado satisfatério, do
ponto de vista da forte evidéncia da presenca desses metabdlitos. As fragdes

cloroférmica (F2) e acetato de etila (F3) apresentaram fluorescéncia azul moderada
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e amarela intensa, respectivamente, mas somente quando a reacéo foi realizada em
tubos de ensaio. Para a reacao realizada em papel de filtro, os resultados foram
negativos para todas as fragdes.

Na pesquisa de heterosideos antraquindnicos foi observado resultado
positivo somente para a fracdo hidroalcodlica (HA), com desenvolvimento de fraca
coloracao vermelha. Esse resultado demonstra a possivel presenca de heterosideos
antraquinénicos o que deve ser confirmado em estudos posteriores.

As reacbes para pesquisa de esterdides e triterpenos também apresentaram
resultados interessantes nas fracbes hexanica e cloroféormica. Isso ocorre porque
essa classe de metabdlitos secundarios tem maior afinidade, principalmente em
solventes como o n-hexano e o cloroférmio/diclorometano, estes dois ultimos
utilizados no presente trabalho para a formacdo das fracbes F1 e F2,
respectivamente.

Durante a pesquisa de esterdides e/ou triterpenos, na realizagdo da reagao
de Libermann-Bouchard, houve desenvolvimento de coloragao verde para as fracdes
F1 (hexénica) e F2 (cloroférmica). As mesmas fracbes apresentaram resultados
fortemente positivos na reagao de Keller-Kelliani, com desenvolvimento de coloragéo
verde escura, confirmando a presenca de heterosideos terpénicos.

A reacado de Tollens para triterpenos e esterdides apresentou resultados
positivos para as fragdes F1 e F2. Em ambas ocorreu a formagao do espelho de
prata. Nota-se que a reacdo com a fracdo F2 nao necessitou de aquecimento, pois a
formacéao do espelho de prata foi espontanea e imediata.

A reacgdo de Baljet para triterpenos e esterdides teve resultados negativos
para todas as fragdes, assim como as reagdes de Kedde e de Legal.

Os resultados da pesquisa com as fragbes do extrato hidroalcodlico estao

representados no quadro 1:
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QUADRO 1 - RESULTADOS DOS TESTES FITOQUIMICOS PARA AS FRAGOES F1, F2, F3 E
HIDROALCOOLICA (HA) DO EXTRATO BRUTO HIDROALCOOLICO DE

SYNADENIUM CARINATUM
Fracao
F1 F2 F3 HA

Metabdlito (hexanica) | (cloroférmica) | (acetato de etila)
Alcaléides - ++ - -
Heterosideos FlavOnicos - + +++ -
Cumarinas - + ++
Heterosideos Antraquindnicos - - - +
Esterdides e/ou Triterpenos +++ +++ - -

FONTE: O autor (2008).

LEGENDA - presencga da classe de metabdlitos secundarios indicada por:
+: reacao fracamente positiva

++: reagao positiva

+++: reacao fortemente positiva

Auséncia indicada por:

- ausente

As reagdes com o extrato aquoso também demonstraram que varios
compostos de interesse podem estar presentes.

Foi possivel observar claramente a presenca de taninos, tanto hidrolisaveis
quanto condensados, na reacdo de formol com acido cloridrico. A reacdo com
dicromato de potassio, assim como as reagdes com sulfato de ferro amoniacal e
cloreto férrico tiveram resultados fortemente positivos para a presenca de taninos.
As reagdes com cianeto de potassio, acido nitroso, cloridrato de emetina e gelatina
tiveram resultados negativos para a presencga de taninos.

A pesquisa de acidos fixos teve resultado fortemente positiva quando
realizada a reagcdo com o extrato aquoso de Synadenium carinatum, com
desenvolvimento de forte coloragdo caracteristica. A presencga de acidos volateis, no
entanto, ndo foi confirmada nos ensaios realizados.

Os testes confirmaram a presenga de aminogrupos, com desenvolvimento
de coloragéo violeta intensa caracteristica durante a reagdo com a ninhidrina.

Heterosideos cianogénicos nao foram encontrados no extrato aquoso
analisado em nenhuma das reacoes.

As reacdes realizadas para a constatacdo da presenca de heterosideos

antocianicos confirmaram a presenca destes no extrato aquoso através da formacgao
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de coloracao verde caracteristica.

A presenca de heterosideos saponinicos nao foi confirmada pela reacao
realizada neste estudo.

Os resultados obtidos nos ensaios com o extrato aquoso estdo

representados no quadro 2:

QUADRO 2 - RESULTADOS DOS TESTES FITOQUIMICOS PARA EXTRATO AQUOSO DE

SYNADENIUM CARINATUM
Grupos de Compostos Resultado
Heterosideos Antocianicos +++

Heterosideos Saponinicos
Heterosideos Cianogénicos

Taninos Hidrolisaveis +++
Taninos Nao-hidrolisaveis +++
Aminogrupos +++
Acidos Fixos +++

Acidos Volateis
FONTE: O autor (2008).

LEGENDA - presenca da classe de metabdlitos secundarios indicada por:
+: reacao fracamente positiva

++: reagdo positiva

+++: reagao fortemente positiva

Auséncia indicada por:

-: ausente

5.2 TESTES DE CITOTOXICIDADE IN VITRO

O extrato aquoso de latex de S. carinatum mostrou-se citotéxico desde o
primeiro dia de aplicagdo, observando-se uma alta ocorréncia de mortes celulares
desde o primeiro dia de teste. Este fato contribuiu para a interrupgao do experimento
48 horas antes do programado.

As culturas de células apresentaram, 72 horas apds a aplicagado do latex,
alta desorganizagao tecidual, principalmente nas duas concentracdes mais altas (10™
e 10 — concentracdes 1 e 2, respectivamente) e em ambas as quantidades testadas
(10 e 20 uL); aparentemente as células ndo conseguiram aderir-se as paredes do

poco de cultura e ndo formaram a estrutura comumente chamada de “tapete de
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células” (formacdo de monocamada aderente caracteristica deste tecido), estrutura
esta observada com clareza nas placas de controle. A mortalidade celular observada
durante essas 72 horas foi significativa, fato dado pelo grande numero de células
com caracteristicas de estado de morte celular (FIGURA 2).

Também, foram observadas no meio de cultura cristais do tipo drusas, que
possivelmente sdo provenientes do latex aplicado nas culturas (FIGURA 3), muito
embora uns dos poucos relatos que se tem de cristais do latex da planta descrevam
apenas os do tipo rafides (GRUPO, 1998). Nao se descarta, porém, a hipotese de ter
ocorrido alguma reagao entre componentes do latex e do meio de cultura, resultando
na formacao desse tipo de cristal. Este fato sera estudado em futuros trabalhos.

Importante salientar neste momento que cristais do tipo drusas ainda nao
foram descritos neste género (GRUPO, 1998; MACHADO et al., 2007), e que podem
ser um parametro importante na classificacdo botanica, carecendo para tanto de
estudos anatdmicos mais aprofundados.

Apods este periodo, as culturas passaram por um processo de tripla lavagem
com PBS e coloracdo com o corante Azul de Tripan. Apds esse processo foi possivel
observar que em ambas as quantidades e nas duas diluigdes mais concentradas (10'1
e 10%) ndo havia nenhuma célula viva. Esse fato provavelmente se deve a morte das
células e/ou a perda da sua capacidade de se aderir as paredes do poc¢o de cultura,
descaracterizando o tecido e confirmando as observacdes anteriores a coloracao.
Isto pode ser devido a atividade do extrato testado sobre os canais de transporte de
Ca’" e M92+ das células, ions estes que contribuem para aumentar a capacidade
aderente das células de um tecido. Outra possibilidade é a sua influéncia sobre
proteinas ligantes dessas células, entre as quais se podem destacar a vitronectina e

a fibronectina (XUTGLA; SANCHEZ; OTERO, 1997).

Na placa 1, o “desprendimento total da camada de células” foi observado
nas diluicdes 1 e 2. Na placa 2, o mesmo efeito foi observado até a terceira diluicao

(10®), demonstrando assim que a toxicidade do produto é mais elevada nesta
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quantidade — 20 uyL —, maior que aquela aplicada na Placa 1 — 10 pL.

Um nivel moderado de organizagao celular pode ser observado a partir da
diluicdo 3, na placa 1. Foi possivel ver células vivas e aderidas as paredes do pogo
mesmo apos a lavagem, ainda que um grande numero de mortes celulares pudesse
ser observado; as células sobreviventes apresentavam formato arredondado ao
invés do caracteristico alongado, formando pequenos grupos isolados. Nestas
células sobreviventes foi observada uma intensa vacuolizagdo, o que pode levar a
crer que este seja um pré-estagio da morte das células provocada pelo produto

(FIGURA 4). Na placa 2 este mesmo efeito s6 foi observado a partir da dilui¢cao 4.

Em ambas as placas de cultivo, o nivel de organizagdo observado na
diluicdo 8 (QUADROS 3 e 4) foi bastante semelhante ao encontrado na placa
controle, sendo, portanto, menos toxico do que as concentragdes mais altas.

A mensuracdo da citotoxicidade se deu tendo como referéncia o efeito
apresentado em cada uma das concentracdes de latex testadas. Foi determinado o
“efeito principal” observado na maioria dos pocgos testados com determinada
concentracido e assim foram quantificados os pogos de cultivo em que aquele efeito
ocorreu.

Foram estabelecidos numeros, de 1 a 4, para designar e classificar os
diferentes efeitos toxicos observados nos meios de cultivo, sendo 1 o efeito mais
grave e 4 o efeito mais sutil. Isso permitiu que se estabelecesse uma correlagéo
primaria entre concentracdo de latex e citotoxicidade, que podemos observar nos
quadros 3 e 4, onde as legendas trazem a especificagdo de cada um dos referidos
efeitos — 1, 2, 3 e 4. Os resultados contidos nestes quadros expressam o numero de

pocos em que o efeito foi observado.
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QUADRO 3 - VARIAGAO DOS EFEITOS CITOTOXICOS OBSERVADOS AO FINAL DO
EXPERIMENTO NAS DIFERENTES CONCENTRAGOES DE EXTRATO AQUOSO
DE LATEX APLICADAS — QUANTIDADE APLICADA: 10 L

Efeito

-
N
w
N

Concentragao
10" 8
10” 7 1 | — | —
10° 1 7
10" — | 2 4 2
10° — | 2 5 1
10° — [ - 13 5
1 7
8

107 - | -
10° — | - | -
FONTE: O autor (2008).

QUADRO 4 - VARIAGAO DOS EFEITOS CITOTOXICOS OBSERVADOS AO FINAL DO
EXPERIMENTO NAS DIFERENTES CONCENTRAGOES DE EXTRATO AQUOSO
DE LATEX APLICADAS — QUANTIDADE APLICADA: 20uL

Efeito

Concentragao
10" 8
10” 8 - -—-
10° 8
10" — |5 2
10° - 5
2
1

10° - |-

107 - |-

10° il el e
FONTE: O autor (2008).

LEGENDA:

1: desprendimento total da camada aderente de células: nenhuma célula viva ou morta pdde ser vista
apos a lavagem e coragao da placa de cultivo.

2: alta incidéncia de morte celular, ndo-formacdo da caracteristica monocamada aderente de células -
auséncia de tecido organizado; células deformadas agrupadas pontualmente - “grumos”.

3: presenca de leve organizagdo de tecido — formacdo ainda desorganizada de uma monocamada
aderente de células; incidéncia de morte celular razoavel.

4: formagdo de monocamada aderente de células; baixa incidéncia de morte celular (comparavel ao
controle).

Em funcdo desses resultados obtidos, foram elaborados graficos
apresentados abaixo, em que a quantidade de latex aplicada esta relacionada com a
morte das células. Nesses graficos pode-se observar a predominancia do que foi
chamado de “efeitos severos” (predominéncia dos efeitos 1 e 2 descritos

anteriormente) nas duas quantidades testadas.
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Teste de Citotoxicidade: variagdao da ocorréncia dos efeitos em fungao da
concentragao utilizada - placa 1

o

T
O NWRAUUION®O
Numero de Pogos

|

8 7 6 5 4 3 2 1

Concentragao de Latex

o

—Ef1 — Ef2 Ef3 Ef4

GRAFICO 1 - As curvas representadas no grafico mostram a variagdo dos efeitos téxicos exibidos
pelo latex de Synadenium carinatum segundo o numero de pogos afetados e a
concentracdo de latex utilizada na placa 1, onde foram utilizados 10 yL de cada
diluigao.

Ocorréncia dos chamados E.S - Efeitos Severos (1 e 2) - nos
pogos de cultivo - placa 1: numero de po¢os afetados em
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GRAFICO 2 - Variagédo da ocorréncia dos “efeitos severos” (1, desprendimento total da camada
aderente de células e 2, alta incidéncia de morte celular) causados pelo latex na
Placa 1, em funcado da diluigdo aplicada. Uma curva logaritimica foi construida com
base nos valores aplicados no grafico, a fim de melhor visualizar a variancia dos
dados.
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Teste de Citotoxicidade: variagdo da ocorréncia dos efeitos
em fungao da concentragéo utilizada - placa 2

Numero de Pogos

T T T 1 T T T 0
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Concentragdo de Latex

—Ef —Ef2 Ef3 ——Ef4

GRAFICO 3 - As curvas representadas no grafico mostram a variagdo dos efeitos téxicos exibidos
pelo latex de Synadenium carinatum segundo o numero de pogos afetados e a
concentracdo de latex utilizada na placa 2, onde foram utilizados 20 yL de cada
diluigao.

Ocorréncia dos chamados E.S - Efeitos Severos (1 e 2) -
nos pocgos de cultivo - placa 2: namero de pogos afetados
em fungao da diluigao

o

com E.S

T
O=_2NWhrhOON®O©=

’
T

N° de pogos observadas

o
-
N
w
ESN
[¢)]
D
~
oo

Diluicao

Efeitos severos (1 e 2) - - - - Log. (Efeitos severos (1 e 2))‘

GRAFICO 4 - Variagdo da ocorréncia dos “efeitos severos” (1, desprendimento total da camada
aderente de células e 2, alta incidéncia de morte celular) causados pelo latex na placa
1, em funcdo da diluicdo aplicada. Uma curva logaritimica foi construida com base
nos valores aplicados no grafico, a fim de melhor visualizar a variancia dos dados.
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A DTCCs (Dose Toxica em Cultivo de Células letal a 50% dos individuos) foi
calculada pelo método de Reed-Muench (1938), onde foi estipulada a dose ou
diluigdo em que ocorre a morte celular de 50% das células do cultivo. Segundo esse
método, a DTCCs, para a menor quantidade — 10 L — é de 102° e para a maior
quantidade testada — 20uL — é de 10, o que significa que doses menores do que

estas sdo as indicadas para uma possivel aplicagao terapéutica.

5.3 LEITURA DA DENSIDADE OPTICA DO LATEX DE SYNADENIUM CARINATUM

A medicdo da densidade Optica do latex de S. carinatum foi feita numa
tentativa de estabelecer um pardmetro mais preciso das quantidades toxicas do latex
as culturas de células.

Primeiramente, tentou-se medir a densidade o6ptica do extrato aquoso na
mesma concentracdo em que € utilizado pela populacdo. No entanto, esta
concentracdo era excessivamente alta para que se fizesse a leitura em qualquer
comprimento de onda possivel naquele aparelho. Foi necessario fazer diluicbes bem
maiores, a fim de que pudesse realizar as leituras.

Com o intuito de seguir os mesmos passos realizados no ensaio de
toxicidade e também para podermos posteriormente fazer uma analogia entre os
dados, foram feitas 8 diluigdes gradualmente crescentes de base 2. As diluicdes
feitas foram da ordem de 1:200; 1:400; 1:800; 1:1600; 1:3200; 1:6400; 1:12800;
1:25600. Cada uma dessas diluicdes foi numerada, respectivamente, de 1 até 8.

As leituras obtidas foram as seguintes: 1.845 A (na concentragéo 1); 1.512 A
(2); 1.080 A (3); 0.624 A (4); 0.319 A (5); 0.167 A (6); 0.082 A (7); 0.038 A (8).

O estabelecimento de correlagdes entre as densidades Opticas e os efeitos
citotoxicos do latex sera feito em estudos futuros, com o objetivo de determinar de
maneira mais precisa as dosagens a ser utilizadas em testes bioldégicos e,

possivelmente, fornecendo um direcionamento mais exato também na pesquisa
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fitoquimica, uma vez que a concentracdo dos compostos quimicos esta diretamente

ligada a concentracao de produto utilizado.

5.4 ANALISE DO TEOR DE MINERAIS NA AMOSTRA

Os minerais analisados nas amostras preparadas a partir do vegetal foram
aluminios, ferro, manganés e zinco. O ensaio foi feito em triplicata. Os testes foram
realizados utilizando métodos fotométricos e os resultados, em mg/L, seguem
dispostos no quadro 5, onde aparecem distribuidos para cada uma das amostras,

que foram numeradas para fins de elaborag¢ao dos laudos:

QUADRO 5 - RESULTADOS DOS TESTES REALIZADOS PARA VERIFICACAO DA PRESENCA DE
METAIS (ALUMINIO, FERRO, MANGANES E ZINCO) ATRAVES DE METODOS
FOTOMETRICOS NAS 3 AMOSTRAS PREPARADAS (RESULTADOS
EXPRESSOS EM mg/L)

mostra Amostra Amostra Amostra
Mineral 1 2 3
Aluminio 0,91 1,59 1,71
Ferro Solavel 0,069 0,19 0,080
Manganés 0,141 0,120 0,187
Zinco 0,06 0,08 <0,05

FONTE: O autor (2008).

Os valores encontrados para aluminio e ferro foram oscilantes nas amostras
analisadas.

Entretanto, em duas das trés amostras foram encontrados valores
relativamente altos de aluminio, o que pode indicar que Synadenium carinatum
apresenta uma resisténcia adaptativa a esse mineral, retendo-o nos tecidos das
partes aéreas sem prejuizos aparentes a seu metabolismo.

As quantidades de aluminio, embora ndo tenham guardado uma
proporcionalidade nas amostras analisadas, ndo €& necessariamente um risco a
administragcdo do produto, uma vez que os seres humanos apresentam uma barreira
absortiva em relacdo a este metal quando administrado via oral, pouco ou nada

sentindo seus efeitos (ANVISA, 2008). Todavia, sabe-se que os ions aluminio

podem afetar a proliferacdo, a atividade metabdlica e a diferenciacdo de
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osteoblastos, bem como seu acumulo nos tecidos humanos ao longo do tempo
parece estar relacionado com doengas degenerativas, como o Mal de Alzheimer e a
granulomatose pulmonar de Wegener (MORAIS et al., 2007; MERCK, 2008).

Os valores encontrados para manganés foram significativos. Ha descri¢cdes
na literatura de que este metal pode atuar em importantes processos, sendo
componente e dando origem a um grupo especifico de enzimas superoxido
dismutase (SOD), espécie quimica responsavel pela conversdo de O, em perodxido
de hidrogénio. Dessa forma, o residual de manganés presente no vegetal pode
influenciar os processos de oxi-redugao, fornecendo este ion na formagao de
enzimas catalisadoras da reacdo (DROGE, 2002). Além da importancia que o
manganés exibe, enquanto mineral-trago essencial para os seres humanos, no
processo antioxidante ha evidéncias de que este desempenhe importante papéis
relacionados com processos como o metabolismo normal da glicose e participe da
formagao da estrutura 6ssea (HENDLER, 1994).

Zinco também se constitui num importante mineral-trago essencial para o ser
humano, podendo, a exemplo do manganés, dar origem a antioxidantes enzimaticos
especificos, neste caso, as Zn-SOD (enzima superoéxido dismutase associada ao ion
zinco) (HENDLER, 1994; DROGE, 2002). As quantidades encontradas nas amostras
analisadas, apesar de serem relativamente pequenas, podem atuar nos processos ja
citados, além de haver a possibilidade de o vegetal ser considerado como uma

reserva natural.
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6 CONCLUSAO

Nas analises qualitativas realizadas, os extratos de folhas frescas de
Synadenium carinatum formaram detectados os seguintes grupos de compostos
quimicos: alcaldides, heterosideos flavbnicos, cumarinas, heterosideos
antraquinénicos, esterdides e/ou ftriterpenos, heterosideos antocianicos, taninos
hidrolisaveis, taninos nao-hidrolisaveis, aminogrupos e acidos fixos.

O latex de Synadenium carinatum diluido em agua demonstrou ser citotoxico
nas culturas de células de traquéia de feto bovino, provocando, nas concentracdes
mais altas, intensa morte celular e afetando de maneira significativa a sua
capacidade de adesao, ou seja, a formagao de um tecido organizado.

Com base nos resultados obtidos nos testes de citotoxicidade e nas
diluicbes utilizadas, foram estabelecidas as DTCCsp (Dose Toéxica em Cultivo de
Células letal para 50% dos individuos) para ambas as quantidades em teste: para a
quantidade de 10 uL, a DTCCs é de 10° e para a quantidade de 20 pL, a DTCCs
é de 10°°. Estes resultados poderzo guiar estudos futuros com o vegetal.

As leituras das densidades Opticas do extrato aquoso do latex de
Synadenium carinatum obtidas nas diferentes concentracdes foram: 1.845 A
(concentracdo 1); 1.512 A (concentragédo 2); 1.080 A (concentracdo 3); 0.624 A
(concentracdo 4); 0.319 A (concentragédo 5); 0.167 A (concentracdo 6); 0.082 A
(concentracgéo 7); 0.038 A (concentragdo 8), podero ser utilizados para estabelecer
correlagdes entre os efeitos toxicos do latex e sua concentracdo em estudos futuros.

A analise de minerais apresentou resultados com altos indices de manganés
em todas as amostras e quantidades razoaveis de aluminio e zinco.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho sugere-se a continuidade da
pesquisa académica correlacionada com o conhecimento popular para nao haver o

uso indiscriminado da planta.
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APENDICE 1 - FIGURAS

Figura1: placa de cultivo utilizada no experimento de citotoxicidade; na foto, pode-se
ver o momento da inoculagédo do produto testado neste estudo.
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Legendas: A: placa 1, poco d1; B: placa 2, poco c1; C: placa 1, pogo e2; D: placa 2, pogo d2; E: placa
controle.

Figura 2: imagens dos efeitos das concentracdes 1 e 2 em ambas as placas (10 e
20uL), comparando-os ao controle.
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Figura 3: cristais observados nas culturas, antes da lavagem para aplicagao do
corante.

Legenda: A: placa 1, pogo h3; B: placa 2, pogo c3.

Figura 4: imagens dos efeitos da diluigdo 3 nas placas 1 e 2: possivel estagio de pré-

morte celular, na placa 1 e efeito de desprendimento total observado ainda na placa
2.
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ANEXO 1 - SUPRIMENTOS E EQUIPAMENTOS

Fitoquimica

Solventes e reagentes
Acetato de sodio;
Acetato de etila;
Acetona;
Acido acético concentrado;
Acido acético 10%;
Acido cloridrico concentrado;
Acido cloridrico 1%;
Acido sulfarico concentrado;
Acido sulftrico 10%;
Agua deionizada;
Alcool etilico comum;
Alcool etilico 100%;
Anidrido acético;
Cloreto férrico 1%;
Cloreto de sédio 0,9%;
Cloroférmio;
Eter de petroleo;
Eter etilico;
Formaldeido;
Hidroxido de amonio;
Hidroxido de sodio;

Magnésio metalico;



Metanol;
Butanol,
Hexano;
Ninhidrina;
Sulfato de ferro amoniacal 1%.
Insumos e equipamentos
Algodéao hidrofilico comum;
Balanca comum,;
Balanca analitica de precisao;
Banho-maria;
Béquer;
Cémara de luz ultravioleta;
Cubetas para espectrofotdmetro;
Destilador de agua;
Espectromfotdometro;
Estufa de secagem;
Frasco de vidro ambar 11;
Funil de vidro;
Luvas descartaveis;
Medidor de pH,;
Provetas.
Cultivo Celular
Reagentes e meios de cultura
Agua deionizada;

Alcool etilico 100%:;
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FBS — soro fetal bovino;

PBS - solucéo fosfatada tamponada.
Equipamentos

Capela de fluxo laminar;

Estufa de cultivo celular;

Luvas descartaveis;

Mascaras descartaveis;

Microscopio invertido;

Placas para cultivo celular com 96 pocos;

Camera Fotografica.
Ensaio Farmacolégico
Drogas e Reagentes

Reagente: azul de Tripan;

A droga a ser testada sera produzida exclusivamente para este trabalho, a partir

da espécie vegetal estudada.
Equipamentos

Espectrofotdmetro;

Estufa de cultivo celular;

Microscopio invertido;

Oculos de protecéo;

Pipetas automaticas multicanal (5-200uf; 50-1000 pi);

Pipetas comuns (varios volumes);

Tubos de ensaio;

Suporte para tubos de ensaio.



