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RESUMO

A espécie vegetal denominada Physalis pubescens € amplamente utilizada na
alimentagao, seu fruto tem largo uso como suco da polpa e na ornamentagao de pratos
da confeitaria. Por tratar-se de uma espécie pertencente a familia Solanaceae,
reconhecida pela presenca de alcaloides justifica-se uma investigagdo quimica e
avaliacdo preliminar de sua toxicidade. As Folhas secas foram submetidas a
hidrodestilagdo em aparato de Clevenger, sob aquecimento a 70°C pelo periodo de
24hs, para obtencgao do 6leo essencial. O dleo foi analisado por meio de Cromatografia
em fase gasosa, verificou-se a presencga de 7 principais compostos em ordem de
abundancia, com o predominio de Hexahidrofarnesil acetona 26,23% Cetona, Fitol
67,41% um Alcool diterpeno. As folhas (Amostra 1) e o caule (Amostra 2) foram secos
estabilizados e submetidos a extragao continuada em aparelho de Soxhlet com etanol
95% a 72°C durante 48 horas, e entao filtrado. A solucao foi concentrada sob pressao
reduzida para produzir o extrato bruto, que foi denominada como Extrato Bruto folha
(EB1) e Extrato Bruto caule (EB2). Estes foram submetidos a particao (liquido-liquido)
em aparelho Soxhlet modificado com solventes em ordem crescente de polaridade por
48 horas para cada solvente utilizado na particdo. Este processo gerou 4 fragdes:
Hexano (codificada como FH); Cloroféormio (codificada como FC); Acetato de etila
(codificada como FA); e o remanescente (codificada como FR). As massas do (EB) e
das fragbes foram submetidas aos calculos de rendimento. As fragbes foram
analisadas por CCD para deteccido das classes de metabdlitos secundarios, cada
fragcéo foi observada individualmente de acordo com sua fase movel em placa de folha
de aluminio, revestida com uma fina camada de material adsorvente de silica-gel. Nos
testes de toxicidade preliminar, as fragdes dos extratos da folha e caule se destacam
Hexano, Clorofomio e Acetato de etila, sendo que os resultados da fracdo de Acetato
de etila, com moderada toxica ao microcrustaceo Artemia salina. Em relagdo aos
ensaios citotoxicos com o oOleo essencial de Physalis pubescens L., a atividade
citotdoxica constatou-se que o maior indice de morte celular ocorreu no periodo de 24
horas. Na avaliacdo do potencial hemolitico, observou-se que duas fracbes se
destacaram, o Extrato Bruto e a Fragcdo Hexano, com aproximadamente 40% para
hemolise, tanto para as fragdes da folha quanto para as fragdes do caule. Por tratar-
se de uma planta com exploracédo agricola e de uso para nutricdo humana, faz-se
necessario mais estudos, para assim aprofundar o conhecimento sobre atividade
bioldgica e quimica da espécie.

Palavras-chave: Physalis; solanaceae; fitol.



ABSTRACT

The vegetable species called Physalis pubescens is widely used in food, its
fruits have wide use as pulp juice and in he decoration of confectionery dishes. As it is
a species belonging to the solanaceae Family, recognzed by the presence of alkaloids,
a chemical investigation and preliminar evaluation of its toxicity is warranted. The dried
leaves were subjected to hydrodistillation in Clevenger apparatus, under heating at
70°C for 24 hours, to obtain the essential oil. The oil waas analyzed by means of gas
chromatography, it was verified the presence of 7 main compounds was found in order
of abundance, with he predominance of Hexahydropharnesyl acetone 26,23% ketone,
Phytol 67,41% a diterpene alcohol. The leaves (samples 1) and the stem (sample 2)
were dries, stabilized and subjected to continued extraction in a Soxhket apparatus
with 95% etanol at 72°C for 48 hours, and then filtered. The solution was concentrated
under reduced pressure to produce the crude extract, which was named as crude leaf
extract (EB1) and Crude stem extract (EB2). These were subjected to partition (liquid-
liquid) in a Soxhlet apparatus modified with solventes in increasing order of polarity for
48 hours for each solvent used in the partition. This process generated 4 fractions:
Hexane (coded as FH); Chloroform (encoded as FC); Ethyl acetate (coded as FA); and
the remainder (coded as FR). The masses of (EB) and fractions were subjected to yield
calculations. The fractions were analyzed by CCD to detect the classes o secondary
metabolites, each fraction was observed individually according to its mobile phase in
aluminum foil plate, covered with a thin layer of silica gel adsorbent material. In
premilinary toxicity tests, the fractions of the leaf and stem extracts stand out Hexano,
Chloroform and Ethyl acetate, with the results of the Ethyl acetate fracion, with
moderate toxicity to the microcrustacean Artemia salina. Regarding the cytotoxic
assays with the essential oil of Physalis pubescens L., the cytotoxic activity was found
to have the highest cell death occurred wihin24-hour period. In the evaluation of the
hemolytic potential, it was observed that two fractions stood out: the Crude Extract and
the Hexane Fraction, with approximately 40% for hemolysis, both for leaf fractions and
for stem fracions. As it is a plant with agricultural exploitation, and for use for human
nutrition, further studies are necessary, in order to deepen the knowledge about
biological and chemical activity of the species.

Key-words: Physalis, solanaceae, phytol.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais e aromaticas pela populacdo mundial é
crescente. Como responsaveis por essa larga utilizagdo, os principios ativos
representam o ponto de partida para a sintese de produtos quimicos e farmacéuticos,
gue movimentam milhdes de ddlares por ano (SOUZA, 2015).

O desenvolvimento cientifico proporcionou melhores condi¢gdes para
comprovar os conhecimentos milenares no uso das ervas e das plantas, e assim
estabelecer uma medicina do futuro (LAMEIRA, 2008). Estabelecer o perfil fitoquimico
das espécies vegetais € necessario para garantir a minima seguranc¢a no uso humano
ou animal. A analise fitoquimica preliminar pode indicar o grupo de metabdlico
secundario relevante das mesmas. Caso o interesse esteja restrito a uma classe
especifica de constituintes ou as substancias responsaveis por certa atividade
biolégica, a investigacdo fitoquimica € sempre mais rapida quando pode ser
direcionada por atividades biolégicas facilitando o isolamento e respectivamente a
elucidagao estrutural (SIMOES et al., 2010).

O reconhecimento da importancia de plantas para o desenvolvimento de
farmacos modernos e terapeuticamente mais eficazes foi finalmente e nacionalmente
oficializado pelo langcamento da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, aprovada por meio do Decreto N° 5.813. Esta norma estabelece
diretrizes para o desenvolvimento de a¢des voltadas a garantia do acesso seguro e
uso racional de planta medicinal e fitoterapico, ao desenvolvimento de tecnologias e
inovagdes, ao fortalecimento das cadeias e dos arranjos produtivos e ao uso
sustentavel da Biodiversidade Brasileira (PEREIRA et al., 2015).

Segundo BRUNING et al., (2012), observa-se um crescimento na utilizagdo de
fitoterapicos pela populagéo brasileira. Dois fatores poderiam explicar este aumento:
O primeiro seriam os avangos ocorridos na area cientifica, que permitiram o
desenvolvimento de fitoterapicos reconhecidamente seguros e eficazes. O segundo é
a crescente tendéncia de busca pela populagdo por terapias menos agressivas
destinadas ao atendimento primario a saude.

Dentre os grupos vegetais, a familia Solanaceae possui aproximadamente
2700 espécies de plantas, adaptadas a ambientes muito diferentes, e cultivadas para

alimento (tomate, batata, berinjela, pimenta), usos medicinais ou recreativos
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(beladona, sobreiro, mandragora, tabaco), além de ornamentais (petunia, brunfelsia)
(BARCHI et al., 2019).

O género Physalis, pertencente a familia Solanaceae, inclui uma ampla
variedade de plantas que sdo econémica e farmacologicamente importantes. Possui
75-90 espécies, predominantemente americanas com distribuicdo nos Estados
Unidos, México, América Central, América do Sul e Antilhas, que tem se destacado
na familia devido ao elevado potencial alimenticio, ornamental e medicinal (Silva et
al., 2017).

Nas duas ultimas décadas, o género Physalis apresentou um amplo numero de
citacdes e referéncias que refletem desta maneira, sua importancia no ambito das
ciéncias basicas como a Botanica, Quimica, Farmacologia, Toxicologia e Genética. A
procura de novos insumos (fitofarmacos) ou medicamentos (fitomedicamentos)
oriundos de vegetais superiores € vasta e visa atender a seguranca e qualidade
(SILVA et al., 2017).

Segundo SILVA et al., (2014), este grupo de planta vem se destacando devido
potencial fitoterapico e comestivel, as espécies do género Physalis, denominan-se (P.
peruviana L., P. philadelphica L., P. pubescens L. e P. angulata L.). Uma das
caracteristicas destas espécies € a producdo de esteroides, denominados
vitaesteroides (vitanodlidos, vitafisalinas, acnistinas, ixocarpalactonas, perulactonas e
fisalinas), os quais s&o originados da via do acido mevalbnico, possuindo grande
interesse farmacoldgico.

A planta Physalis pode apresentar um crescimento de até 1,5metros de altura.
Com folhas largas e cresce rapidamente no solo. Todo o corpo da planta, da raiz até
a parte aérea foi relatada na medicina tradicional. A decoc¢do de toda planta é
consumida como remeédio para cancer pelos Malaios na comunidade da Malasia. A
fruta apresenta vitamina C e é considerada como diurética, purgativa, usada para
aliviar dor e cura de disturbios do baco (USAIZAN, 2014)

O género Physalis possui valor etnobotanico, nutracéutico e medicinal, ao qual
sao atribuidas inumeras propriedades medicinais como: como anticoagulante,
diurético e anti-inflamatorio, evitando a rejeigdo de orgaos transplantados, inclusive
como espécie potencialmente anticarcinogénica (SILVA et al., 2014).

O presente estudo tem por objetivo a avaliagdo o Perfil fitoquimico, sendo,
analisadas por meio de extrato bruto hidroalcodlico e fragdes das porcdes aéreas, das

folnas e caule da espécie Physalis pubescens L. (Solanaceae), popularmente
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conhecida como “baldozinho, bate-testa, bucho-de-ra, camapu, canapu, fisalis, jua-
de-capote, jua-poca, pipoco, tomate-de-capote, saco-de-bode, e que pode ser

encontrada em todas as regides do Brasil.

1.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir com estudo da espécie Physalis pubescens L. (SOLANACEAE)

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a coleta e identificacdo botanica das partes aéreas;

- Determinar os parametros fisicos-quimicos do teor de cinzas e umidade das
folhas e caule.

- Realizar a identificacdo de compostos quimicos presentes em Physalis
pubescens L.

- Obter o extrato bruto hidroalcodlico de folha e caule de Physalis pubescens L.
- Realizar o fracionamento das Amostras caule e folha (hexano, cloroférmio,
acetato de etila e remanescente);

- Avaliar toxicidade aguda dos extratos e fragbes utilizando microcrustaceos
Artemia salina ..

- Avaliar o potencial citotéxico preliminar do éleo extrado da folha de Physalis
pubescens L.

- Avaliar o potencial hemolitico do extrato bruto hidroalcodlico e fragde das

folhas e caule.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA SOLANACEAE

Esta familia possui alguns dos maiores géneros que incluem Solanum,
Cestrum, Lycium, Physalis, Nicotiana. Espécies de Solanaceae distribuem-se por todo
o mundo desde as zonas temperadas até as tropicais, especialmente na Ameérica do
Sul. Esta ultima regido é considerada o seu centro de origem, por ser muito rica em
géneros (38 endémicos) e espécies (UIEDA et al., 1984).

A familia Solanaceae predominantemente americana com distribuicdo nos
Estados Unidos, México, América Central, América do Sul e Antilhas, tem se
destacado na familia devido ao elevado potencial alimenticio, ornamental e medicinal.
O potencial medicinal desse género € atribuido a presengca de um grupo de
substancias derivadas do ergostano, denominadas fisalinas, com atividade bioldgica
ja comprovada (SILVA et al., 2017).

A familia Solanaceae é uma das maiores e mais complexas familias dentre as
Angiospermas, tendo a América do Sul como um dos principais centros de diversidade
e endemismo. E um grupo de grande importancia econémica, possuindo espécies
empregadas na alimentacdo humana, como a batatinha e o tomate (espécies de
Solanum), produtoras de substancias de uso farmacéutico, como atropina e a
hiosciamina, isoladas de Afropa belladonna L. e Hyocyamus niger L.,
respectivamente, além de possuir espécies ornamentais (espécies de Petunia,
Brugmansia e Brunfelsia) (SILVA et al., 2005).

No Brasil, a populacgao rural sempre fez uso de plantas medicinais dentre elas
destacam-se as Piperaceae e Solanaceae ambas com ampla distribuicdo por todo
territério, muitas vezes, comercializadas em feiras e no comércio local, com
expressiva importancia econémica, e nao raro, pelo baixo custo, representam, a Unica
alternativa possivel para esta parcela da populacéo (PEREIRA et al., 2007).

As plantas durante seu periodo evolutivo, desenvolveram a capacidade de
tornar os metabolitos secundarios em substancias fundamentais na defesa contra
herbivoros, microrganismos, na atragao de polinizadores ou dispersores de sementes.
Estas caracteristicas foram desenvolvidas ao longo do tempo, por fatores diversos da

selecao natural. A capacidade de tornar as substancias toxicas em atdxicas, estoca-



20

las em locais inativos metabolicamente e emprega-las contra agentes externos
(SANTOS et al., 2010).

As Solanaceas podem apresentar metabolitos secundarios bioativos como
alcaloides do tipo tropano, pirrol, piridinicos e esteroidais, witanolidas, ecdisteroides,
sesquiterpenos, diterpenos, glicoalcaloides, flavonoides, esteroides, saponinas
sapogeninas esteroidais e antraquinonas. Os metabdlitos secundarios permitem
auxiliar na caracterizacao e classificacao quimiotaxonédmica dos membros da familia
Solanaceae (Vaz, 2008). Conforme exposto na (FIGURA 1) pode se verificar a rota

metabodlica dos metabdlitos secundarios.

FIGURA 1 - ESQUEMA DE ROTA METABOLICA DOS METABOLITOS SECUNDARIOS
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FONTE: ADAPTADO DE SANTOS (2010).
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Estudos quimicos com exemplares do género Physalis apontaram a existéncia
de varias classes de compostos ativos que ocorrem naturalmente, incluindo
flavonoides (3-o-neoesparidosedio-mirecitina); alcaloides (acetil colina, figrina;
higrina; ornitina; tigloidina; N-Metilpirrolidinaligrina em folhas de P. peruviana;
calisteginas em diferentes estruturas de P. alkekengi L. var. francheti, P. philadelphica
Lam. , P. ixocarpa Brot e P. peruviana L.); triterpenoides (3-amirina em sementes de
P. alkekengi L.); ceramidas (1,3,4-trihidroxi-2-2'- hidroxitetracosanoilamino-9-
octadecano em folhas e estames de P. philadelphica); fenilpropanoides (acido
clorogénico); inumeras classes de acidos graxos nas sementes e muitos tipos
diferentes de esteroides (fitoequidizonas, além dos vitaesteroides) alguns dos quais
sem precedentes (SU et al., 2002; EICH, 2008).

Evidéncias indicam que as solanaceas manifestam potencial terapéutico que
deve ser investigado, sendo que algumas espécies desta familia sao utilizadas
popularmente para tratamentos de algumas doencas. Por exemplo, a Solanum
melongena L. (berinjela) para eliminar calculos de bexiga, a Cestrum nocturnum
(dama-da-noite) para gastroenterite, o Nicotiana tabacum (tabaco) para sarna e
escabiose e as folhas de Solanum lycopersicum (tomate) como cicatrizante (GRANDI,
1989).

A literatura mostra alguns relatos sobre a avaliacdo de espécies da familia
Solanaceae quanto ao seu potencial medicinal (MAHMOOD et al., 2012). No entanto,
algumas solanaceas tém propriedades toxicas em determinadas dosagens, como a
Datura stramonium L. (erva-do-diabo), Nicotiana tabacum L. (tabaco) e Brunfelsia
uniflora (pohl) D. Don (manaca-de-cheiro). Quando ingeridos em determinadas
quantidades, os frutos verdes e folhas de tomate (Solanum Lycopersicum L.) podem
causar intoxicacéo extrema e levar a morte por falha respiratoria (Lorenzi et al., 2008).

Espécies de Nicandra e Physalis sao consideradas medicinais e toxicas em
varios paises das Américas, Africa e Asia, destacando-se pela presenca de
vitaesteroides, como nicandrenona, vitanolideo, fisalinas e neofisalinas, com
atividades antineoplasica e antitumoral, e pelos alcaloidestropanicos e pirrolidinicos,
como higrina e tropinona (SILVA et al., 2005).

No cerrado brasileiro, uma fitoterapia obtida dos frutos de Solanum

lycocarpum (Solanaceae) tem sido amplamente empregado para controle do diabetes,



22

obesidade e diminuigdo de nivel de colesterol. As folhas sao utilizadas para o
tratamento de epilepsia, espasmos, dor abdominal e renal. As flores sdo empregadas
para o tratamento hemorroidas e na preparagdo de um xarope caseiro para influenza
e expectoragdo enquanto as raizes sdo usadas para hepatite (DALL'AGNOL et al.,
2000).

2.2 GENERO PHYSALIS

Physalis L. (solanaceae) € um género facilmente reconhecido devido a
morfologia peculiar, principalmente na frutificagdo, a qual é caracterizada pela
presenca de um calice frutifero acrescente e inflado, que se expande envolvendo
totalmente o fruto. As estimativas quanto ao numero de espécies do género séo
distintas variando em torno de 2700 espécies, existindo citagdes recentes. O centro
de diversidade do género se encontra no México, onde dois tercos das espeécies sao
endémicas. Na América do Sul ocorrem cerca de 12 espécies do nivel do mar até
areas de altitude, em ambientes nativos ou em solos modificados ou com vegetagao
secundaria (SOARES et al., 2009).

A posigao taxondmica de Physalis é diferente nas duas propostas recentes
de classificagcdo de Solanaceae, uma delas baseada em morfologia tradicional e a
outra, na analise cladistica de dados do DNA plastidial. Um estudo recente de biologia
molecular abordando a filogenia de Physalinae, da suporte para mudangas
nomenclaturais relevantes na circunscricdo de Physalis, resultando na redugado do
nuamero de espécies (SOARES et al., 2009).

O género Physalis corresponde a um grupo com grande importancia
econdémica. E utilizado na alimentacdo humana (P. peruviana), na producdo de
substancias de uso farmacéutico (P. angulata)e em ornamentacdo (P.
alkekengi). Além disso, estudos realizados com extratos das folhas de diferentes
espécies de Physalis tém revelado importante atividades biolégicas, como agao
antibiotica, antioxidante, anticancerigena e antiinflamatoria (MUNIZ et al., 2015).

O género Physalis (Solanaceae), constitui uma excelente exemplificagcdo da
exploracédo de plantas endémicas para desenvolvimento de produtos comerciais.

Recentemente, aumentou a atengao sobre o efeito fitoquimico e farmacoldgico de
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Physalis devido ao desenvolvimento de formulagdes comerciais de desodorantes,
Shampoo e Sabonetes, cosméticos funcionais para produtos de aplicacdo a saude
(RIVERA et al., 2020).

Muitas espécies do género Physalis foram usadas como medicamentos
tradicionais, para tratamento de doengas humanas em todo o mundo. Destaca-se um
remédio popularmente conhecido como “Ku-Zhi” em chinés a partir da Physalis
angulata, sendo este utilizado para tratar impaludismo, dermatite, traqueite,
reumatismo e hepatite, com uso semelhante no México, Indonésia, Peru e Brasil
(HUANG et al., 2019).

Na medicina tradicional sul-americana, o fruto, calices e folhas de Physalis
philadelphica apresenta diversos efeitos terapéuticos contra varias doengas humanas:
os frutos foram utilizados para o tratamento de febre, tosse e amigdalite; os célices
foram utilizados para tratamento de diabetes; e as folhas podem ser adotadas para
tratamento de disturbios gastrointestinais (HUANG et al, 2019).

Para Huang et al., (2019) as investigagbes fitoquimicas e farmacoldgicas
indicaram que os withanolides sdo os predominantes constituintes quimicos do género
Physalis e sdo as principais substancias biolégicas que sustentam o uso dessas
plantas com potencial terapéutico contra doencas humanas. E um género herbaceo
de plantas, a maioria das espécies do género sao utilizadas ha muito tempo nas
tradicbes populares etnomédicas da Asia e das Américas. Utilizados para tratar
doengas epidemiolégicas e crbnicas, como malaria, asma, hepatite, dermatite,
disturbios hepaticos e como antimicobacterianas, antitumoral, antileucémica,

antipirética, e agente imuno-modeladora (ZHANG et al., 2016).

2. 3. ESPECIE Physalis pubescens L

A Physalis pubescens L. é identificada pelo indumento formado por tricomas
simples e glandulares, curtos a longos. A coloragdo azul das anteras se altera
significativamente no material herborizado, ndo sendo um carater pratico para
identificacdo. A espécie assemelha-se a P. peruviana, do qual diferem quanto ao
habito, indumento e morfologia do calice frutifero (RUFATO et al., 2013). A (FIGURA
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2) apresenta algumas estruturas superiores da planta Physalis como folha, caule,

fruto, flor e semente.

FIGURA 2 - IMAGEM ADAPTADA DO LIVRO - SERIE FRUTICULTURA — PEQUENAS FRUTAS - A
CULTURA DA PHYSALIS

gl

FONTE: (RUFATO et al., 2009). Aspectos morfologicos de Physalis pubescens L., onde (A) Planta em

estagio vegetativo; (B) folhas; (C) flores; (D) frutos; (E) sementes e (F) calice inflado que envolve o

fruto.

A espécie Physalis pubescens L., ocorre no Brasil nas regides ressaltadas na
(FIGURA 3) destacando ao Norte (Amazonas, Tocantins, Acre, Ronddnia), Nordeste
(Ceara, Paraiba, Pernambuco, Bahia e Alagoas), Centro Oeste (Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Goias, Distrito federal), Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo
Paulo, Rio de Janeiro) e no Sul (Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul).
Encontrada nos biomas como da Amazénia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica.
Ocorrem em locais umidos, como clareiras e bordas de florestas, proximos a cursos
d’agua, comportamento ruderal, sendo encontrada em beiras de estrada, em

vegetacao secundaria e locais arenosos (MELO et al., 2018).
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FIGURA 3 -IMAGEM ADAPTADA DO LIVRO - Physalis pubescens L

%

=

FONTE: (MELO et al, 2018).

Na china, Physalis pubescens L., também conhecida como Deng-Long-Cao,
tem sido utilizada como preparagao popular tradicional para dores de garganta, tosse,
uretrite, hematuria (XIA et al.,2016)

Physalis pubescens L. cultivada no interior da Mongodlia e nas montanhas
Higgnan em Heilongjiang provincia da China. E conhecida como cereja mopida
peluda, pertencente a familia Solanaceae. Atualmente, os estudos de Physalis
pubescens L com finalidade na atividade citotoxica, atividades imunoldgicas e
antioxidadente de seu pigmento amarelo natural (CHEN et al., 2019).

A Physalis € popularmente conhecida por purificar o sangue, fortalecer o
sistema imunoldgico, aliviar dores de garganta, diminuir as taxas de colesterol e
amenizar os sintomas do Mal de Parkinson. No Nordeste brasileiro, por exemplo, a
planta é utilizada em tratamentos caseiros de reumatismo, problemas renais, de
bexiga e do figado, como também podem ser sedativos, antifebril e antiemética. Ja na
Colbémbia, o maior produtor mundial, a planta & amplamente utilizada como
anticarcinogénica, antibacteriana, antipirética, diurética e no tratamento de doencgas
como asma, hepatite, dermatite e artrite (MUNIZ et al., 2015).

A fruta Physalis e seus sucos sao nutritivos, podem conter altos niveis de
niacina, carotenoides e minerais. A utilizagao por meio de decocg¢ao, tem sido utilizada

no tratamento de abscessos, tosse, febre ou dor de garganta (SHEIKHA et al., 2008).
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2. 4. OLEO ESSENCIAL

Os 6leos essenciais sdo compostos de baixo peso molecular, alguns volateis,
caracterizado por um odor forte, capazes de gerar sabores e aromas. Sao formados
no metabolismo secundario de plantas aromaticas, podendo ser extraidos de parte
das plantas como folhas, frutos, flores, cascas, como ervas medicinais (EDRIS, 2007;
BAKKALI ET AL., 2008).

Na constituicdo dos Oleos essenciais, pode ser constatado uma mistura
complexa de 20 — 60 compostos em sua composi¢cao, em concentragoes diferentes,
geralmente um, dois ou trés deles sao encontrados em propor¢gdes maiores, sendo
descritos como maijoritarios (BAKKALI et al., 2008). Dentre os compostos encontrados
na formagao de 6leo essencial, os hidrocarbonetos alifaticos de baixo peso molecular,
acidos, alcoois, aldeidos, ésteres aciclicos ou lactonas, destacando-se a presenga de
terpenos, isopropanoides, aromaticos sao os componentes quimico mais encontrados
(DORMAN, 2000). Os aspectos de caracterizagdo quimica dos Oleos essenciais
podem ser obtidos por cromatografia gasosa acoplada espectrometria de massas
(EDRIS, 2007).

Em relacdo as aplicagbes farmacolégicas podem ser atribuidas aos 6leos
essenciais, atividade contra uma ampla variedade de microrganismos: virus, fungos,
protozoarios e bactérias (SOLORZANO-SANTOS, 2011). S&o utilizados a muito
tempo na preservagao de alimentos, como analgésico, sedativo, anti-inflamatério,
espasmolitico. (BAKKALI et al., 2008).

2.5 ATIVIDADE CITOTOXICA

Durante as duas ultimas décadas, houve um aumento consideravel na
utilizacao de dados de citotoxicidade para prever os efeitos agudos de compostos in
vivo. Os ensaios de citotoxicidade sao utilizados para definir a capacidade intrinseca
de um composto em causar morte celular como consequéncia de danos as funcdes
basicas da célula. Estes ensaios sao também utilizados para definir o intervalo de

concentragcdo em ensaios in vitro para fornecer informagdes significativas em
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parametros, tais como genotoxicidade, indugdo de mutagdes ou de morte celular
programada. (MELO et al., 2000; PUTNAM; BOMBICK; DOOLITTLE, 2002).

Os ensaios de citotoxicidade permitem avaliar a biocompatibilidade de qualquer
material para uso como biomaterial. Através desse resultado preliminar, € possivel
observar a interagao entre o material e o corpo bioldgico, de forma rapida e eficaz. Os
estudos de citotoxicidade, que envolvem testes com culturas celulares, caracterizam-
se por serem métodos rapidos, sensiveis, reprodutiveis e de baixo custo (PITHON et
al.,2008).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Matéria Vegetal

O vegetal Physalis pubescens L., Solenaceae foi coletado nas proximidades da
cidade de Mandirituba, nas coordenadas aproximadas 25°41°03"'S, 49°18'46""'W, e
na altitude 925m, no estado do Parana — Brasil. A por¢ao do vegetal coletado foi de
124004, o individuo inteiro estrutura superior, excluido a raiz, sendo este vegetal, apds
processo de secagem, folha (697,3g) e caule (1765,2g) fracionado em porgdes
menores e processado em moinho de facas e martelos.

O material vegetal foi identificado e incorporado a cole¢cao do Museu Botéanico
Municipal de Curitiba -PR, por meio de uma exsicata, n°® 341047 e cadastrada no
Sisgen sob o n° AS6E36C.
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FIGURA 4 - FOTOGRAFIA DA EXSICATA DE Physalis pubecens L, SOLANACEA

FONTE: O autor (2019).

3. 1. 2 Reagentes e Solventes utilizados

Os reagentes e solventes utilizados foram de pureza analitica e de
procedéncia Merck, Aldrich Chemical Company e Vetec. Foram utilizados reagentes

e solventes comerciais sem prévia purificagao.

3.2 METODOS

O estudo realizado descreve alguns aspectos do perfil fitoquimico do 6leo
essencial, do extrato bruto hidroalcodlico e fragbes, obtidas através de processo de
extragao a partir das folhas e caules de Physalis pubecens L., conforme representagéo
esquematica da (FIGURA 5).



FIGURA 5 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL
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FONTE: O autor (2021).

De acordo com o que se observa na (FIGURA 5) este trabalho seguiu
inicialmente pela extragdo em aparato Clevenger, com solvente agua e porg¢ao das
folhas para obtencdo do 6leo essencial, sendo o0 mesmo encaminhado para analise
em cromatografo gasoso, e posteriormente teste citotéxico pelo método MTT.

A matéria vegetal das folhas apds ser seca, foi direcionada para extracao em
aparato de Soxhlet, com sequencial particdo deste extrato com solventes de
polaridade crescente (Alcool Etilico, Hexano, Cloroférmio e Acetato de etila) em
aparelho de Soxhlet modificado.

Envolveu também a caracterizacdo quimica do extrato bruto com relagéo aos
aspectos como rendimento de extracao e rendimento de particionamento, e ainda a
deteccdo compostos. Posteriomente a realizacdo de bioensaios com a analise de

toxicidade por meio de testes Artemia salina e Hemdlise.
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3. 2. 1 Perda por Dessecacao

Para a verificagdo da perda por dessecagao da Physalis pubescens L, foi
utilizado 1g de material vegetal de folha em cadinho de porcelana e logo em seguida
levado a estufa na temperatura de 100°C, por um periodo de 3 hs, até a obtencéo de
peso constante. Os cadinhos com as amostras foram retirados da estufa e colocados
em dessecador para esfriar. Apds este processo a amostra foi pesada e os resultados
foram aplicados na férmula (1) e expressos em porcentagem de umidade. Onde Pa é
0 peso do cadinho com a amostra, e Ps é o peso do cadinho com a amostra seca
(FARIAS, 2010).

% umidade = Pa—-Ps/Pax 100

3. 2. 2 Cinzas Totais

Para a determinacgao do teor de cinzas totais de Physalis pubescens L, foi
adotado o método de gravimétrico descrito na Farmacopeia Brasileira VI (2019),
incinerando-se o0 material até a eliminacao do carvao, sem ultrapassar a temperatura
de 600°C. Apods resfriamento foi realizada a pesagem do residuo. A analise foi feita
em triplicata e o resultado foi calculado em porcentagem de cinzas em relagéo ao

material vegetal seco a temperatura ambiente.

% de cinzas =P2 -P1 x 100
P3

P1= Peso do cadinho apos a calcinacao e esfriamento;
P2 = Peso do cadinho com amostra apds a calcinacao e esfriamento em dessecador;

P3 = Peso da amostra inicial.
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3. 2. 3 Obtencéo de 6leo essencial a partir das folhas de Physalis pubescens |.,

Solanaceae

A porgao vegetal de (697,3g de folhas) foi submetido a extragado continuada
em baldo acoplado ao aparelho de Clevenger (FIGURA 6) com 3,2 Its agua destilada
a 72°C durante 24 horas, em seguida foi recolhido uma porcao de 6leo de 0,1013g
corresponde a 0,017%, sendo o mesmo encaminhado para analise em cromatografia

em fase gasosa.
FIGURA 6 - REPRESENTACAO DA EXTRACAO EM CLEVENGER

3. 2. 4 Obtencao de Extrato Bruto a partir das folhas de Physalis pubecens |.,
Solanaceae

Amostra 1 material vegetal (697,3g de folhas) foi seco em ambiente, triturado
em moinho de facas e martelos, submetido a extragdo continuada em aparelho de
Soxhlet conforme (FIGURA 7) com etanol 95% a 70°C durante 48 horas, e filtrado
gerando volume total de 1590mL. A solucado foi concentrada sob pressdo em rota-
evaporador reduzido até 96,5g para produzir o extrato bruto folha com rendimento de a
13,83%, que foi nomeada como (EB1).

O (EB1) foi particionado (liquido-liquido) em aparelho Soxhlet modificado
com solventes em ordem crescente de polaridade por 48 horas cada processo de

particdo. Este processo gerou 4 fragées: Hexano (codificada como FH1); Cloroférmio
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(codificada como FC1); Acetato de etila (codificada como FA1); e o remanescente
(codificada como FR1). As massas do (EB1) e das fragdes foram medidas e os valores
foram utilizados para os calculos de rendimento.

FIGURA 7 - REPRESENTACAO DA EXTRAGAO EM SOXHLET.

=3

e
FONTE: O autor (2019)

3. 2. 5 Obtencao do Extrato Bruto e fragcbes a partir do caule de Physalis pubecens I.,
Solanaceae

Amostra 2 (1262,40g de caule) foi submetido a extragdo continuada em
aparelho de Soxhlet com etanol 95% a 72°C durante 48 horas conforme (FIGURA 8),
e entdo filtrado gerando volume total de 2980mL. A solucao foi concentrada sob
pressao reduzida até 195g para produzir o extrato bruto caule com rendimento de
15,44%, que foi nomeada como (EB2).

FIGURA 8 - REPRESENTA(}O DA EXTRAGCAO EM SOXHLET.

FONTE: O autor (2019)
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O (EB2) em seguida foi particionado (liquido-liquido) em aparelho Soxhlet
modificado com solventes em ordem crescente de polaridade por 48 horas cada
processo de particdo. Este processo gerou 4 fragdes: Hexano (codificada como FH2);
Cloroféormio (codificada como FC2); Acetato de etila (codificada como FA2); e o
remanescente (codificada como FR2). As massas do (EB2) e das fragbes foram

medidas e os valores foram utilizados para os calculos de rendimento.

3. 2.6 Teor de Solidos do Extrato Bruto

A analise do teor de sélidos foi realizada segundo a Farmacopeia Brasileira VI
(2019). Foram pipetados volumetricamente em trés placas de petri previamente
dessecadas, 1 mL de extrato bruto. A placa foi levada a secura total da aliquota de 1
mL em estufa a 105°C até peso constante. Apds foram resfriadas em dessecador. A
diferenga entre o peso da placa com o residuo do extrato e a placa vazia forneceu o
teor de sodlidos em 1mL o extrato. A partir de determinagcéo dos sodlidos totais foi

calculado o rendimento do extrato bruto, utilizando-se a seguinte equagao:

Rendimento (%) = Teor de sélidos totais x 100

Material seco e estabilizado

3. 2. 7. Perfil Fitoquimica
3.2.7.1. Andlise De Cromatografia Em Camada Delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) é um método considerado eficiente
e de baixo custo. Consiste na separacdo dos componentes de uma mistura através
da migracéao diferencial sobre uma camada delgada de absorvente retido sobre uma
superficie plana. Esta analise tem como objetivo avaliar as caracteristicas qualitativas
dos principais grupos quimicos presentes no EB e nas fra¢des, utilizando reag¢des de
coloracgao e fluorescéncia.

Para a realizagdo do ensaio de CCD foram utilizadas cromatoplacas de silica

gel 60 UV254, da marca Whatman®, de dimensdes 10 por 50mm, onde foram
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aplicados de 5 a 10uL de cada amostra utilizando-se microseringas. A (TABELA 1)

apresenta os solventes da fase movel e os reveladores utilizados neste experimento.

TABELA 1- COMPOSIGAO DAS FASES MOVEIS E REVELADORES DA CROMATOGRAFICA EM
CAMADA DELGADA REALIZADA PARA EXTRATOS E FRACOES

Componentes Fase Movel Revelador Metodologia
quimicos

Alcaloides Cloroférmio, metanol Dragendorf VALENTE et
(95:5) universo aménio al., (2006)

Cumarinas Tolueno:Acetato de Reativo de NEU VALENTE et
etila (80:20) e NaOH 1N al., (2006)

Esteroides / Tolueno:Acetato de Vanilina(1%) ac. Wagner (1996)

Triterpenos etila (93:7) Sulfurica (1%) (1:1)

Flavonoides Acetato de etila, ac. Reativo de NEU Wagner (1996)
férmico, &c. cético
glacial, agua
(100:11:11:26)

Taninos Cloroféormio:  metanol Cloreto férrico Wagner (1996)
(80:20)

FONTE: O AUTOR (2021) Nota: Reativo de NEU — Difenolboriloxietilamino a 1% em metanol;

Dragendorff — Tetraiodeto bismuto de potassio.

FIGURA 9 - REPRESENTACAO DE CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

FONTE: O autor (2019)

3. 2. 8 Avaliacéo do Potencial Biologico in vitro

Os ensaios de potencial bioldgico in vitro sao descritos como métodos
adequados para a avaliagao preliminar de atividade biolégica. Tratam-se de métodos

classicos de baixo custo, e que racionalizam a pesquisa de novas substancias com
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interesse terapéutico. Os métodos propostos para este trabalho estdo apresentados

a segquir.
3. 2. 8. 1 Avaliacao Do Potencial De Letalidade A Artemia salina

Para a realizagédo deste ensaio foi utilizada a metodologia descrita por Meyer
et al., (1982) com modificagdes. Os ovos de Artemia salina foram adicionados a uma
solugao salina 3,5% para atingir a concentragao de 0,5g/mL. A eclosao dos nauplios
foi realizada com iluminacgao artificial, aeragcado constante da solugéo e pH mantido em
9 por 48 horas. As amostras foram testadas nas concentragbes de 50ug/mL, 100
Mg/mL, 250 pg/mL, 500 ug/mL, 750 uyg/mL e 1000ug/mL.

Ap0s a eclosao, 10 individuos foram submetidos durante 24 horas frente a cada
concentracdo em quintuplicata, e entdo foram contabilizados os individuos mortos.
Solugdes de Dodecilsulfato de sodio (SDS) nas mesmas concentragdes foram
utilizadas como controle positivo e metanol como controle negativo. Os dados foram
analisados por regressdo linear e expressos como a dose letal para 50% dos
individuos (CLso%). As amostras foram consideradas potencialmente capaz de causar

letalidade quando a CLso% se apresenta menor que 1000ug/mL.
3. 2. 8. 2 Avaliacao Do Potencial Citotéxico Pelo Método Mtt

Atividade de succinato desidrogenase (ensaio MTT), tem sido amplamente
utilizado para avaliar a viabilidade celular. No entanto, deve-se considerar que a
reducéo enzimatica do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazélio (MTT)
para MTT- formazan é catalisada pela succinato desidrogenase miticondrial. Portanto,
o ensaio MTT depende da respiragao mitocondrial e indiretamente serve para avaliar
a capacidade de energia celular de uma célula (CHACON et al, 1997).

Para os ensaios citotoxicos com o 6leo essencial de Physalis pubescens L.
foram utilizadas células de melanoma B16-F10 (ATCC CRL-6475). As células foram
cultivadas em meio DMEM (meio Eagle modificado por Dulbecco) contendo 10% de
soro fetal bovino (SFB), foram tripsinizadas utilizando uma solugao tripsina-EDTA,
sendo inativada por 10 mL de meio DMEM (20% SFB). O valor médio da contagem

foi de 58.10% células/mL. Considerando o volume do meio necessario para cada pogo
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de 500 pL, foi preparada uma diluicdo utilizando 2,5 mL da suspensao celular e
completado para 25 mL de meio DMEM (10% SFB), a partir de entéo foi realizado o
plaqueamento pipetando-se 500 pL da suspensao em cada pogo. As concentragdes
testadas foram entre 5x104, 1x104, 5x10°, 1x10-°, 5x10¢, 1x10%, 5x107 e 1x10”
Mg/mL.

Apos 24 horas, tempo necessario para a adesao das células, as duas placas
(leitura em 24 e 48 horas) foram tratadas com diferentes concentragdes de oleo
essencial de Physalis pubescens L., obtidas através de diluigdes da solucéo estoque.

A viabilidade celular foi analisada pelo método do MTT, este ensaio baseia-se
na medida do dano induzido pelo composto em estudo no metabolismo celular
usualmente através da avaliagdo da atividade das desidrogenases mitocondriais. Para
isso foi preparado uma solugdo estoque de MTT a 0,5 mg/mL. A cada pogo foi
adicionado 100 pL da solugéo de MTT (0,5 pyg/mL) com posterior incubacgao das placas

por 2 horas, a leitura foi feita por espectrofotometria a 540 nm (LIMA et al, 2006);
3. 2. 8. 3 Avaliacao do Potencial Hemolitico

A avaliagdo do potencial hemolitico foi realizada conforme a metodologia

descrita por (WHO, 1998) com adaptagdes. Para o preparo da suspensao de

eritrocitos foram utilizados 15mL de sangue de carneiro comercial (NEWPROV®) que
foram centrifugados a 3000 rpm por 3 minutos.

O sobrenadante foi descartado e os eritrécitos lavados com solugéo tampao
fosfato (pH 7,4) por 3 vezes. As células foram ressuspedidas em solugado tampao
fosfato (pH 7,4) para alcangar a concentragao de 15%.

As amostras foram diluidas em solugdo a 500ug/mL em dimetil-sulfoxido
(DMSO) 1% e solugcéo tampao NaCl 0,9%. Foram utilizadas 5 concentragbes em
recipiente de eppendorf nas concentragdes de 100 ug/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 750
pMg/mL e 1000pug/mL dos extratos e fragdes de folha e caule de Physalis pubescens
L., em seguida solubilizadas em tampao fosfato 7,4pH em quintuplicata. Entdo foram
incubadas em estufa a 37°C por 3 horas e as absorbancias foram determinadas em

espectrofotdbmetro a 540nm.
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Como controle positivo foi utilizada uma solugéo de Triton 1% e como controle
negativo foi utilizado um tubo-teste sem tratamento. O resultado foi expresso em
porcentagem de hemdlise baseado em 100% de hemolise normalizado para o controle

positivo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PERDA POR DESSECACAO

A determinacao da perda de umidade verifica se na (TABELA 2) que a secagem
do material foi eficiente. A presenga de umidade pode causar a degradagdo do
material por contaminagdo microbiolégica e a secagem excessiva a degradacao de
compostos por hidrolise (SIMOES et al., 2010).

Os valores obtidos na determinagédo de umidade de folha e caule de Physalis

pubescens L. estdo expressos em porcentagem em relagdo ao material ambiente.

TABELA 2 - RENDIMENTO DE TEOR DE UMIDADE E DESVIO PADRAO

Amostra Umidade (g%) — Média / DP
Folha 9,89 + 0,38
Caule 7,45 £ 0,21

FONTE: O AUTOR (2021)

O teor de umidade detectado para espécie vegetal Physalis pubescens L.,
encontra-se dentro dos limites (8 a 14%) estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira
VI (2019). Assim verificou-se um resultado inferior ao limite maximo de 14%,
demostrando que houve eficiéncia durante o processo de secagem do material
botanico e que o mesmo é estavel, a presenga excessiva de agua pode interferir na
contaminacao. Esse resultado pode contribuir para estabelecimento de padrbes de

qualidade e caracterizagédo da espécie vegetal.
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4.2. DETERMINACAO DE CINZAS

O teor de cinzas totais € um parametro fisico-quimico que estabelece a
quantidade de substancias residuais ndo volateis presentes na amostra. E a soma da
matéria inorganica intrinseca mais as substancias de origem externa ou matéria
inorganica extrinseca. (SIMOES et al., 2010). Esse parametro de limite entre (8 a 14%)
esta presente na Farmacopeia Brasileira VI, e é utilizado pela industria farmacéutica
no controle de qualidade da matéria-prima utilizada na producéo de fitoterapicos.

Valores que acima do estabelecido para uma determinada matéria-prima
vegetal indica a presenca de impureza inorganica extrinsecas (SIMOES et al., 2010).

Os valores obtidos na determinacao de cinzas de folha e caule de Physalis
pubescens L. estao expressos em porcentagem em relagdo ao material vegetal seco

a temperatura ambiente.

TABELA 3 - RENDIMENTO DE TEOR DE CINZAS E DESVIO PADRAO

Amostra Cinzas Totais (g%) - Média/DP
Folha 7,88 £ 0,42
Caule 7,25+ 0,36

FONTE: O AUTOR (2021)

4.3 RENDIMENTO DE SOLIDOS TOTAIS FOLHA

Apés a realizagdao de extragao hidroalcodlica, o EB1 folha, foi reduzido de
volume por meio de rota-evaporador e em banho-maria para reducdo volume dos
compostos volateis. A porgao de extrato bruto obtido foi de 96,5g, sendo realizado o

calculo de rendimento de solidos totais e desvio padrao.

TABELA 4 - RENDIMENTO DE SOLIDOS TOTAIS FOLHA E DESVIO PADRAO

Amostra Folha Rendimento sélidos Totais / DP

EB1 0,409 + 0,009
FONTE: O AUTOR (2021)
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4.3.1 Rendimento das Fracdes da Folha

Para as fragbes obteve-se, os seguintes rendimentos.

TABELA 5 - RENDIMENTO DE FRAGCOES FOLHA

Amostra Folha Massa obtida (g) Rendimento (%) média / DP
FH1 0,1482 0,0841 % + 0,145
FC1 2,0335 1,1520 % + 0,713
FA1 0,9974 0,5660 % + 0,499
FR1 23,6123 13,4008 % + 1,830

FONTE: O AUTOR (2021)

4.4 RENDIMENTOS DE SOLIDOS TOTAIS CAULE

Apos a realizacdo de extragao hidroalcodlica, o EB2 caule, foi reduzido de
volume por meio de rota-evaporador e em banho-maria para reducdo volume dos
compostos volateis. A porgcao de extrato bruto obtido foi de 1959, sendo realizado o

calculo de rendimento de sdlidos totais e desvio padrao.

TABELA 6 - RENDIMENTO DE SOLIDOS TOTAIS CAULE E DESVIO PADRAO

Amostra Caule Rendimento Sélidos Totais / DP

EB2 0,412 = 0,009
FONTE: O AUTOR (2021)

4.4.1 Rendimento das Fragdes Caule

ApOs realizada a extracdo por meio solventes de polaridade crescente, cada
produto da extracao foi deixado em repouso para volatilizacdo de residuos dos
solventes em capela de exaustao, as fragcoes resultantes foram pesadas identificadas
em recipientes distintos, para em sequéncia ser realizado o calculo de porcentagem.

Para as fragbes que foram particionadas obteve-se, os seguintes rendimentos.
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TABELA 7 - RENDIMENTO DE FRACOES CAULE

Amostra Caule Massa Obtida (g) Rendimento (%) Média / DP
FH2 0,1302 0,07% % 0,180
FC2 2,0163 1,05% % 0,709
FA2 4,1108 2,14% + 1,013
FR2 66,3017 34,46% + 4,072

FONTE: O AUTOR (2021)

4.5 ANALISE DE CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Para as leituras em CCD as fragdes revelaram os seguintes compostos.

TABELA 8 - REPRESENTACAO DE ANALISE POR CCD DO EXTRATO E FRAGCOES DA FOLHA

Grupo de FH1 FC1 FA1 FR1
Compostos

Esteroides + + - -
Triterpenos + + - -
Flavonoides + + - -
Taninos - - + -
Alcaloides - + - -
Cumarinas + - - -

FONTE: O Autor (2021). Nota: Fragao Hexano (FH1), Fragéo cloroférmio (FC1), Fragédo acetato de

etila (FA1), Fracdo Remanescente (FR1) correspondente a Fragdes da folha.
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TABELA 9 - REPRESENTACAO DE ANALISE POR CCD DO EXTRATO E FRACOES DO CAULE

Grupo de FH2 FC2 FA2 FR2
Compostos

Esteroides + + - -
Triterpenos + + - -
Flavonoides - + - -
Taninos - - + -
Alcaloides - + - -
Cumarinas - + - -

FONTE: O Autor (2021). Nota: Fragdo Hexano (FH2), Fragao Cloroférmio (FC2), Fragao Acetato de

etila (FA2), Fracdo Remanescente (FR2) correspondente a fragdes do caule.

Estudos fitoquimicos preliminares, por meio de extragdo em analises de
Cloroférmio, Eter dietilico, etanol, Etil extrato de Acetato e Metanol de caule, folhas.
Sugeri a presenca de Alcaloides, Flavonoides, glicésidos cardiacos, fendis,
saponinas, Esteroides, taninos e Terpenoides que podem estar presentes em todas
as partes da planta, independentemente do solvente utilizado no processo de
extracdo (DORCUS et al., 2012).

A presenca deste composto em espécies da familia Solanaceae foi
evidenciada por Lébo et al. (2010) ao realizarem a prospeccao fitoquimica de
Solanum paniculatum Lam., por Cornelius et al. (2004), os quais isolaram a
solasonina de Solanum crinitum Lam., e por Griffin et al. (2000) ao avaliarem a
presenga de alcaldides tropanicos nas familias Solanaceae, Erythroxylaceae,
Proteacea, Convolvulaceae, entre outras.

Em espécies do género Physalis a presenga de alcaloides de diferentes
grupos foram encontrados por Edeoga et al. (2005) para Physalis angulata, os
quais constataram também a presenca de saponinas, esteroides, glicosideos,
taninos e flavonoides, e por Drost-Karbowska et al. (1993), em Physalis ixocarpa,

gue encontraram, além de alcaloides, os vitandlidos, saponinas, e flavonoides.
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O valor medicinal das plantas reside nos constituintes fitoquimicos bioativos,
que produzem efeitos fisiologicos definidos no corpo humano. Muitas plantas
medicinais possuem propriedades antibacterianas, propriedades antifungicas e
inseticidas contra amplos espectros de organismos. Muitos ativos fitoquimicos,
como flavonoides, terpenoides, vitaminas, alcaloides, etc, responsaveis por essas
atividades (DORCUS, 2012).

4.6 ANALISE EM CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA DO OLEO ESSENCIAL
OBTIDO DAS FOLHAS DE Physalis pubescens L.

A porgéo vegetal de (600g de folhas) foi submetido a extragado continuada em
aparelho de Clevenger com agua a 70°C durante 24 horas, em seguida foi recolhido
uma porg¢ao de 6leo de 0,1013g corresponde a 0,017%, sendo o mesmo encaminhado
para analise em cromatografia em fase gasosa.

Antes de serem injetadas no cromatografo a gas, a amostra foi filtrada em filtro
de seringa Millipore (poros de 0,45 ym), e em seguida acondicionada em frasco “vial”
(2 mL) para injegao automatica no aparelho.

A descricao de compostos foi feita por comparagao com a biblioteca de dados
do livro “Identification of essential oil components by gas chromatography / mass
spectrometry” (ADANS, 2007).

FIGURA 10 - REPRESENTACAO DE CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DO OLEO ESSENCIAL DE
Physalis pubescens L. CG.

T T T T
3000 0.0 5000

FONTE: O autor (2019).
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A andlise do d6leo essencial de folhas de Physalis pubescens L. (TABELA 10)
permitiu o reconhecimento da predominancia de alcool diterpenoide Fitol (67,41%),
seguidos por cetonas, aldeidos e furano diterpeno (32,59%), em menor quantidade.
Foi possivel identificar 7 constituintes, totalizando 98,1%, cujos tempos de retencéo,

indices e porcentagens estdo resumidos na Tabela a seguir.

TABELA 10 - REPRESENTAGCAO DE COMPOSTOS DO OLEO ESSENCIAL ANALISADOS POR

CG.
N° | Identidade Classificagao T.R. A.l Al (%)
1 (E)-B-lonona Cetona 29,544 1474 1487 1,12
2 Isbmero de Cetona 31,643 1526 15,48 0,62
Megastigmatrienona
3 Isbmero de Cetona 35,121 1615 16,45 0,55
Megastigmatrienona
4 Pentadecanal Aldeido 38,781 1713 1710 0,91
Hexa-hidrofarnesil Cetona 43,221 1839 1840 26,23
(5E, 9E)-Farnesil Cetona 45,441 1905 1913 1,25
acetona
7 3- Metil-2-(3,7,11- Furano 45,682 1913 1931 0,56
trimetildodocil) diterpenoide
furano
8 Fitol Alcool 51,779 2106 2111 67,41
diterpenoide
9 Compostos nao N.i. 13,623 865 874 1,35
identificados

FONTE: O autor (2020). Nota: N&o identificado (N.i.), Cromatografia Gasosa (C.G.), Indice de
Retengéo (T. R.), indice Aritmético (A.l.)

As plantas medicinais contém uma variedade de compostos bioativos, incluido
os constituintes dos 6leos essenciais, estes 6leos em sua maioria de derivados
terpenoides (SANTOS et al., 2011). O fitol € um diterpeno membro do grupo dos

alcodis alifaticos insaturados de cadeia ramificada longa (FIGURA 11 e 12).

FIGURA 11 - ESTRUTURA QUIMICA DO FITOL
OH

AAAAAAA

FONTE: ADAPTADO DE (SANTOS, 2011).
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O fitol, € um importante componente da molécula de clorofila, da qual é obtida
no tratamento com solugao alcalina. O arranjo das unidades de isopreno no fitol &
idéntico ao da vitamina A, um derivado monociclico do diterpeno, e € tipico do arranjo
cabeca a cauda das unidades de isopreno encontradas na maioria dos terpenos
(EASTMAN et al., 2020).

FIGURA 12 - ESTRUTURA QUIMICA DO FITOL
CH3CHCH2(CH2CHCH2CHz2)2CH2C=CHCH20H

CHs CHs CHs

FONTE: ADAPTADO DE (EASTMAN, 2020).

Fitol, um composto organico usado na fabricagdo de vitaminas sintéticas E e
K1. O fitol foi obtido pela hidrolise (decomposigdo em agua) da clorofila em 1909, pelo
quimico alemao Richard Wilstatter. Sua estrutura foi determinada em 1928 pelo
quimico alemao F. G. Fischer. O fitol pode ser obtido no processo de separagdo da
clorofila da alfafa (MAGGI et al 2006; EASTMAN, 2020). A conversao de fitol em a-
tocoferol, a mais potente das vitaminas E, sendo esséncial para a reprodugao em
ratos, foi relatada em trés laboratérios em 1938 e foi aplicada em fabricagao comercial.
Uma sintese da vitamina K1 a partir do fitol foi desenvolvida em 1939 (EASTMAN et
al, 2020).

Em sua rota de degradacao, o fitol pode ser convertido a acido fitanico, o que
pode ser associado com uma desordem metabdlica dos lipideos, de carater recessivo,
denominada de “Sindrome de Refsum” um disturbio, que interfere no metabolismo das
gorduras, se acumula nos tecidos. Alguns individuos sao incapazes de metabolizar o
acido fitanico, o que favorece seu acumulo no sangue e em diversos 6rgaos, incluindo
figado e rins (COSTA et al.,2011).

Esse terpeno esta disponivel em abundancia na natureza, sendo um produto
do metabolismo da clorofila nas plantas. A quantidade de fitol livre em numerosas
plantas, algas e alimentos (CARVALHO et al.,2019)
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Segundo Carvalho et al., (2019), o fitol tem varias propriedades farmacoldgicas,
como efeitos antinociceptivos, anti-inflamatorios e antioxidade. Além disso, também
foi relatado ter efeitos antitumorais e efeitos anticarcinogénico.

O uso terapéutico do fitol e seus analogos, demostram potencial na atividade
antimicobacteriana e antituberculose. Além disso, pode apresentar efeito anti-
inflamatdrio e antinociceptivo em modelos de artrite reumatoide (COSTA et al.,2011).

Para SILVA et al., (2015), o fitol tem se mostrado um promissor agente
antiparasitario. O fitol pode inibir o crescimento de Pseudomonas aeruginosa por
indugdo de estresse oxidativo e apresentar atividade antimicobacteriana
(CIANFAGLIONE et al., 2017).

O segundo componente encontrado em maior quantidade no 6leo é a hexahidro
farnesil acetona (6,10,14-trimetil-2-pentadecanona) € um composto carbonilico
derivado do alcool diterpen-fitol e muito comum na fragdo volatii de plantas.
Notavelmente, a hexahidro farnesil acetona é produzida por varias orquideas como
um composto semelhante ao feromonio, capaz de atrair abelhas (CIANFAGLIONEA
et al., 2017).

FIGURA 13 - ESTRUTURA QUIMICA DA HEXAHIDRO FARNESIL

0O

FONTE: ADAPTADO DE (FERNANDES, 2016)

Para atividade da hexahidro farnesil acetona, sendo um bioativo em 6leos
essenciais presente em cascas, folhas, caules, pode ser esta substancia de interesse
terapéutico. Pois apresenta, uma potente atividade antimicrobiana contra bactérias
gram-positivos e negativas (BALGON et al., 2017).

O composto hexahidro farnesil acetona pode apresentar potencial atividade
fitotoxica nas folhas da planta Ecballium elaterium. Como também sendo classificado
como bioativo capaz de indicar atividade antifungica, antibacteriana e citotoxica.
Segundo (RAZAVI et al 2010).
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4.7 BIOENSAIOS

4.7.1 Avaliacao preliminar da Toxidade dos Extratos Brutos e Fracdes de folhas e

caules.

4.7.1.1 Avaliagao do Potencial de Letalidade a Artemia salina

Os resultados do teste de toxidade analisados pelo método Artemia salina

estao apresentados na tabela 11.

TABELA 11 - RESULTADOS DE INTERPRETACAO DO TESTE Artemia salina.

Amostras CL50 (ug/mL) Intervalo de Confianca 95%
Periodo em 24 horas 24h 24h
EB1 > 1000 -
FH1 561,19 508,38 - 619,67
FC1 544,28 492,28 - 601,90
FA1 542,10 484,12 - 584,45
FR1 > 1000 -
EB2 > 1000 -
FH2 512,97 464,95 - 565,32
FC2 544,00 493,03 - 600,10
FA2 487,79 440,62 - 539,30
FR2 > 1000 -

FONTE: O AUTOR (2019). *controle positivo SDS: CLso 24n = 63,15ug/mL

Como demonstrado em Petrobras (1996), a concentracao efetiva (CL50) do
dodecilsulfato de sédio (SDS) esta em torno de 13 ug.mL-1, o que foi verificado nos
resultados obtidos: CL50 sps 24n = 13,88 ug.mL-' e CL 50 sps4sh = 13,57 ug.mL™". Esta
constatagdo demonstra que os nauplios estdo como a sensibilidade padronizada,
evitando resultados falsamente exacerbados ou atenuados. Os resultados para

toxicidade aguda em Artemia salina servem como parametro para a espécie, uma vez
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que ensaios ecotoxicoldgicos nunca haviam sido realizados para se estabelecer
comparagoes.

Para Lhullier et al (2006), a presengca de compostos bioativos em doses
elevadas quase sempre é téxica. Assim, a avaliagdo da letalidade em um organismo
animal menos complexo, pode resultar em monitoramento viavel durante o
fracionamento de extratos.

O teste de toxicidade contra a Artemia salina € um ensaio biolégico considerado
como uma das ferramentas mais utilizadas para a avaliacado preliminar de toxicidade.
Desta forma, A. salina tem sido usada como um organismo alvo para detectar
compostos bioativos em extratos de plantas (AMARANTE et al, 2011).

A toxicidade para este crustaceo tem demonstrado uma boa correlacido com a
atividade citotdxica, contra tumores humanos e atividade contra o Trypanosoma cruzi
protozoario causador da doenga de Chagas (AMARANTE et al., 2011).

Em Physalis pubescens L. a atividade toxica ocorreu nas fragbes Hexano,
Clorofémio e acetato de etila, sendo os resultados da fragdo de acetato de etila do
caule a mais toxica. Esta fracdo foi a mais toxica para Artemia salina, com CLso =
487,79 pg/mL (em 24hs de exposig¢ao) dentro do parametro de moderada toxicidade.

Baseando-se em Meyer (1982), podemos considerar toxicas amostras que
demonstram CLso < 1000 pg/mL. Entretanto, em Amarante et al., (2011), foi
estabelecida uma nova relagao entre grau de toxicidade e CLso:

- Baixa toxicidade: CLso > 500 pg/mL
- Moderada toxicidade: 100 ug/mL < CL50 < 500 ug/mL
- Alta toxicidade: CL50 <100 ug/mL
Portanto, as fragdes Hexano e cloroférmio estao caracterizadas com baixa toxicidade,

a fracao Acetato de Etila do caule é considerada de moderada toxicidade.

4.7.1.2 Avaliagao do Potencial citotoxico pelo método MTT

O resultado é expresso em absorbancia, representando um indice de morte
celular, como pode ser visto no ensaio MTT da viabilidade celular, na contagem de 24
horas verifica-se a reducado expressiva, permanecendo continua em 48 horas de

tratamento.
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GRAFICO 1 - ANALISE DE CITOTOXICA DE 24 E 48 HS DE TRATAMENTO COM OLEO
ESSENCIAL DE Physalis pubescens L. E CONTROLE
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FONTE: O autor (2019).

GRAFICO 2- ANALISE DE CITOTOXICA EM PORCENTAGEM APOS 48 HS DE TRATAMENTO
COM OLEO ESSENCIAL DE Physalis pubescens L. E CONTROLE.
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FONTE: O autor (2019).
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O método MTT € um dos métodos utilizados para analisar a proliferacéao e
viabilidade celular. Por meio de ensaio colorimétrico para atividade metabdlica celular
(KUITE et al., 2017).

As vantagens do ensaio MTT incluem facilidade e rapidez de desempenho,

reprodutibilidade dos resultados e correlagao clinica observada entre testes in vitro e
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in vivo. O ensaio também permite ser aplicado na avaliagao da terapia medicamentosa
citotoxica (WINIKOFF et al., 2005).

As células saudaveis e de rapido crescimento exibem altas taxas de redugao
de MTT para formazan, enquanto as células mortas ou inativas ndo conseguem fazé-
lo. A viabilidade no ensaio MTT esta relacionada a quantificacdo de formazan a
540nm, que esta associado a atividade enzimatica e indiretamente ao numero de
células viaveis (BAHUGUNA et al., 2017).

Experimentos de citotoxicidade sdo projetados para avaliar a concentragao
maxima nao téxica de um composto, fornecendo meios para avaliagdo de seguranga,

para rotular e classificar os compostos (TOLOSA et al., 2015).

4.7.1.3 Avaliagao do Potencial Hemolitico

A hemolise caracteriza-se pela analise da membrana dos eritrocitos,
promovendo a liberagdo de hemoglobina no plasma, fator este que pode ocasionar
danos a atividade fisioldgica dos rins (nefrotoxidade). Processos hemoliticos liberam
ions potassio no meio extracelular e um aumento de K+ que pode levar a parada
cardiaca e morte em casos extremos (CARVALHO et al., 2007). Desta forma, faz-se
necessario avaliar o potencial de desenvolvimento de processos hemoliticos.

Foi observado atividade hemolitica ocasionada pelo Extrato Bruto e nas
fragdes da folha de Physalis pubescens L. em diferentes propor¢des. Considerando
que a hemodlise total pelo controle positivo Triton (1000 pg/mL) seja 100%, pode-se
relatar que hemolise basal (aquela que ocorre naturalmente em solucdo tampao)
apresentou 6,85%. Ao analisar os resultados, verificou-se que o EB1 (Extrato Bruto)
e a fracdo He1 (Hexano) apresentaram uma porcentagem em torno de 40 a 50% para
atividade hemolitica. Conforme estdo apresentados os resultados nos graficos 3 e

tabela 12 segue os resultados encontrados pelo teste de Tukey.
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GRAFICO 3 - ANALISE DA ATIVIDADE HEMOLITICA COM EXTRATO BRUTO E FRACOES DA
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FONTE: O autor (2019).
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TABELA 12 - POTENCIAL HEMOLITICO DO EXTRATO E FRAGOES DO FOLHA DE Physalis

pubescens L.

Amostra Hemodlise (%) Classificacao do teste de tukey
(ng/mL)

Ac 250 1.500000 al

Ac 500 1.730000 a2

CL 1000 2.190000 a3

CL 250 2.360000 a4

ER 1000 2.360000 a4

Met + P 1000 2.420000 a5

CL 500 2.540000 a6

Ac 100 2.710000 a7

CL 750 2.770000 a8

Ac 750 2.830000 a9

ER 750 3.050000 al10

ER 500 3.060000 alil

Ac 1000 3.120000 al2

CL 100 3.170000 al13

ER 100 3.290000 al4

ER 250 3.930000 ail5

Met 1000 5.060000 al16

EB 750 42.430000 al7

He 250 43.870000 al18

He 500 43.930000 a19

He 750 44.160000 a20

He 100 44.730000 a21

EB 500 45.310000 a22

EB 100 45.370000 a23

EB 1000 46.640000 a24
EB 250 47.740000 az25
He 1000 57.220000 a26
H20 73.000000 a27
Triton 100.000000 a28

FONTE: O autor (2021)
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Para a atividade hemolitica no extrato e nas fragdes do caule de Physalis
pubescens L. em diferentes proporgdes. Ao analisar os resultados, verificou-se que
as fragdes de EB2 (Extrato Bruto) e He2 (Hexano) apresentaram uma porcentagem
em torno de 40 a 50% para atividade hemolitica. Conforme estao apresentados os
resultados nos graficos 4 e tabela 13 segue os resultados encontrados pelo teste de
Tukey.

GRAFICO 4 - ANALISE DA ATIVIDADE HEMOLITICA COM EXTRATO BRUTO E FRACOES DA
AMOSTRA DO CAULE DE Physalis pubescens L.
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FONTE: O autor (2019).



TABELA 13 - POTENCIAL HEMOLITICO DOS EXTRATO E FRAGOES DO CAULE Physalis

pubescens L.

Amostra Hemolise (%) Classificagao do teste de tukey
(ng/mL)

Ac 250 1.500000 al

Ac 500 1.730000 a2

CL 1000 2.190000 a3

CL 250 2.360000 a4

ER 1000 2.360000 a4

Met + P 1000 2.420000 a5

CL 500 2.540000 a6

Ac 100 2.710000 a7

CL 750 2.770000 a8

Ac 750 2.830000 a9

ER 750 3.050000 a10

ER 500 3.060000 al1

Ac 1000 3.120000 al12

CL 100 3.170000 al3

ER 100 3.290000 al4

ER 250 3.930000 alb5

Met 1000 5.150000 al16

He 250 39.250000 al7

He 100 40.320000 al18

He 500 41.200000 al19

EB 500 41.800000 a20

EB 750 42.710000 a21

EB 100 43.120000 a22

EB 250 44.620000 a23

He 750 46.800000 az4
EB 1000 46.700000 a25
He 1000 55.250000 a26
H20 75.000000 a27
Triton 100.000000 a28

FONTE: o autor (2021)
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5. CONCLUSAO

Considerando o objetivo proposto para este trabalho o estudo de composto
quimicos da Physalis pubescens L. e avaliagdo Bioldgica, pode-se fazer algumas
conclusoes.

Para a composigao do 6leo essencial, verificou se a presenga de 7 principais
compostos em ordem de abundancia, 3-Metil-2- (3,7,11-trimetildodocil) 0,56% Furano
diterpeno, Isbmero de Megastigmatrienona 0,62% cetona, Pentadecanal 0,91%
Aldeido, (E)-B-lonona 1,12% cetona, (5E, 9E) - Farnesil acetona 1,25% Cetona,
Hexahidrofarnesil acetona 26,23% Cetona, Fitol 67,41% um Alcool diterpeno. Com
predominancia de Fitol em sua composigao.

Em pesquisa preliminar por CCD, em extratos foi possivel a detecgdo da
presenca das seguintes classes metabdlicas secundarias: alcaloides, flavonoides,
esteroides, terpenos e Cumarinas.

A bioatividade sobre microcrustaceo Artemia salina evidenciou niveis de
toxicidade nas fragdes Hexano, Clorofomio e Acetato de etila, sendo que os resultados
da fracédo de acetato de etila com moderada toxica. Esta fragéo foi a que se destacou
com CLso = 487,79 ug/mL (em 24hs de exposigcéao) dentro do pardmetro de moderada
toxicidade.

Para a atividade citotoxica constatou-se que o maior indice de morte celular
ocorreu no periodo de 24 horas. Assim permitindo sugerir que no ensaio de MTT com
os compostos presentes no 6leo, atuam na reducido de células vivas, dentro do
periodo de 24h de analise do 6leo.

Em relacdo a atividade hemolitica, observou-se que quatro amostras se
destacaram sendo o Extrato bruto (EB1 e EB2) e fragbes Hexano (He1 e He2) com
aproximadamente 40% para hemolise, tanto para as fragées da folha quanto para as
fragcdes do caule.

Considerando os resultados obtidos sobre o 6leo e extratos, em relagao a
atividade bioldgica positivos. Faz-se necessario novas avaliagdes futuras para outras
condicdes, referente a outras partes da planta e periodos de sazonalidade. Para
assim, analisar outros parametros de influéncia quanto a sua composi¢cdo. Como

também outros testes bioldgicos Antioxidante, Antibacteriano, Atividade Alelopatica.
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