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RESUMO

A espécie Brunfelsia uniflora é uma planta pertencente a familia Solanaceae,
conhecida popularmente como manaca. Esta planta pode ser encontrada no nordeste,
sul e sudeste brasileiro e em paises limitrofes como Bolivia, Peru, Venezuela e
Equador. Existem relatos, relativamente recentes, no Piaui, de que a espécie B.
uniflora € causadora de sinais neurotoxicos em jumentos, bovinos e pequenos
ruminantes. Considerando a necessidade da analise fitoquimica da espécie bem como
da investigacdo da sua toxicidade, realizaram-se a andlise fitoquimica, teor de
flavonoides totais (FLAT) e o ensaio de toxicidade frente a Artemia salina. A avaliacéo
fitoquimica dos extratos etandlicos das folhas (EEF) e dos caules (EEC) de B. uniflora,
permitiu identificar a presenca de leucoantocianidinas, diidroflavonois, esteroides
livres, heterosideos saponinicos e alcaloides. Quanto ao teor de flavonoides totais,
observou-se que o EEC apresentou maior teor de flavonoides totais (44,42 + 1,22 mg
ER/g EtOH) quando comparado ao EEF (25,32 + 1,17 mg ER/g EtOH). A avaliacéo
da toxicidade dos extratos forneceu a DLso = 766 pug/mL para o EEF (fracamente
toxico) e DLso = 476,7 pg/mL para o EEC (t6xico). Este é o primeiro relato da avaliagédo
fitoquimica e da toxicidade dos caules de B. uniflora, o que contribui para a prospecc¢éo

guimico-farmacolégica da espécie.

Palavras-chaves: Brunfelsia uniflora. Toxicidade. Metabélitos secundarios.



ABSTRACT

Brunfelsia uniflora specie is a plant belonging to the Solanaceae family, popularly
known as manaca. This plant can be found in the northeast, south and southeast of
Brazil and in neighboring countries like Bolivia, Peru, Venezuela and Ecuador. There
are relatively recent reports in Piaui that the species B. uniflora causes neurotoxic
signs in donkeys, cattle and small ruminants. Need for phytochemical analysis of the
species as well as investigation of its toxicity, a phytochemical analysis, total flavonoid
content (TFC) and the toxicity test against Artemia salina were performed. The
phytochemical evaluation of the ethanol extracts from leaves (EFL) and stems (EFS)
of B. uniflora, should identify the presence of leucoanthocyanidins, dihydroflavonoids,
free steroids, saponin heterosides and alkaloids. As for the content of total flavonoids,
it was observed that the EFS presented a higher content of total flavonoids (44.42 +
1.22 mg ER / g EtOH) when compared to EFL (25.32 £ 1.17 mg ER / g EtOH) The
evaluation of the toxicity of the extracts provided the LDso = 766 pg / mL for the EFL
(weakly toxic) and LDso = 476.7 pug / mL for the EFS (toxic). This is the first report of
the phytochemical evaluation and toxicity of B. uniflora stems, which contributes to the

chemical-pharmacological prospecting of the species.

Keywords: Brunfelsia uniflora. Toxicity. Secondary metabolites.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais no tratamento e cura de algumas enfermidades é
tdo antigo quanto a espécie humana. Este conhecimento sobre as plantas, muitas
vezes, € 0 Unico recurso terapéutico utilizado por algumas comunidades. Até hoje, em
vérias regides do Brasil, as plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres e
mercados populares (MACIEL, PINTO e JUNIOR, 2002).

A natureza, de forma geral, € responsavel pela producdo da maioria das
substancias organicas conhecidas atualmente, onde o reino vegetal tem contribuido
de maneira mais significativa, para que hoje se tenha essa grande variedade de
substancias (MONTANARI e BOLZANI, 2001). As plantas sdo uma fonte de produtos
naturais biologicamente ativos que sao utilizados na sintese de uma infinidade de
novos farmacos (SIMOES, 2007).

O Brasil € um pais com dimensfes continentais, onde ha grande diversidade
na sua fauna e flora, sendo detentor da maior floresta equatorial e tropical umida do
planeta. Neste contexto, o Brasil € um pais com grande potencial no desenvolvimento
de novos farmacos, a partir dos produtos naturais (PINTO, et al., 2002). A Quimica de
Produtos Naturais (QPN) é uma ciéncia bem consolidada no Brasil. Os produtos
naturais fornecem as fontes primarias para o desenvolvimento de novas drogas. Da
década de 40 até o final de 2014, quase metade dos medicamentos aprovados pela
FDA (Food and Drug Administration) foram derivados ou inspirados em produtos
naturais (IOCA; NICACIO, BERLINCK, 2018, ZHANG; LIN, YE, 2018).

A maioria das pesquisas, associadas aos produtos naturais, estéo relacionadas
a investigacdo de metabdlitos secundarios provenientes de plantas. Dentre os
principais metabodlitos secundarios, destacam-se os flavonoides, alcaloides e
terpenos, com potencial farmacolégico, auxiliando o tratamento de doencas como o
cancer, doencas negligenciadas e com aplica¢cdes industriais (RIBEIRO et al., 2018).

A espécie Brunfelsia uniflora é uma planta pertencente a familia Solanaceae,
conhecida popularmente como manaca. Esta planta pode ser encontrada no sul e
sudeste brasileiro e em paises limitrofes como Bolivia, Peru, Venezuela e Equador.
Este género € rico em alcaloides, e por esse motivo muitas espécies do género podem
apresentar atividades farmacologicas (MARTINS, et al., 2009).

Desta forma, o objetivo principal deste trabalho é realizar a analise fitoquimica

de B. uniflora assim como avaliar o teor de flavonoides totais e a toxicidade frente a
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Artemia salina. Este trabalho contribuird para o conhecimento quimico farmacologico

da espécie.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUTOS NATURAIS: HISTORICO

O uso de plantas medicinais ocorre desde as primeiras civilizacdes, o que
demonstra o quanto o homem € sabio ao utilizar os produtos naturais em beneficio
proprio. Durante muito tempo, o uso de plantas medicinais era comum apenas em
pequenas comunidades, foi somente no final do século XX, que essa pratica se tornou
mundialmente difundida (ESTEVAM et al., 2016).

A busca por alivio e cura de algumas doencas através de plantas, talvez tenha
sido uma das primeiras formas de utilizacdo de produtos naturais. Este fato pode ser
comprovado através do estudo da histéria de antigas civilizacdes, tanto oriental como
ocidental. A medicina tradicional chinesa, por exemplo, desenvolveu-se de tal maneira
que até hoje muitas espécies vegetais medicinais sdo estudadas na busca pelo
entendimento do seu mecanismo de acao (VIEGAS Jr e BOLZANI, 2006). Séo
considerados medicamentos fitoterapicos aqueles obtidos com emprego exclusivo de
matérias-primas ativas vegetais (SOARES, FREIRE e SOUZA, 2015).

A Quimica de Produtos Naturais (QPN) é a subarea mais antiga da quimica
organica, tendo algumas de suas caracteristicas observadas ja desde os tempos da
alquimia. Porém, s6 a partir da década de 1960, que essa subarea teve seu
reconhecimento merecido (PINTO et al., 2002).

O Brasil se encontra em uma posicao privilegiada, quando se fala na ciéncia
de produtos naturais, e isso se deve ao fato de ser um pais com uma ampla
biodiversidade (BERLINCK et al., 2017). A QPN ao longo da historia tem sido
impulsionada para a descoberta de compostos Uteis para o0 homem, como novos
farmacos, agroguimicos, corantes e fragrancias (OLIVEIRA, PUPO e VIEIRA, 2013).

No Brasil, algumas instituicbes tiveram relevante papel para o
desenvolvimento da QPN, como € o caso da Faculdade de Medicina do Rio de
Janeiro, onde é possivel destacar o pesquisador Domingos José Freire Junior (1842-
1899), com trabalhos importantes para a fitoquimica. Domingos freire, descreveu, por
exemplo, a grandiflorina, um alcaloide que hoje & conhecido como solasonina, este
composto foi isolado da fruta do lobo (Solanum grandiflora) (PINTO et al., 2002). Além
de Domingos Freire, outro grande pesquisador, com notavel relevancia para QPN é

Otto Gottlieb, com varias contribui¢cdes para a fitoquimica. Em 1999, Otto Gottlieb foi
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indicado ao Prémio Nobel de Quimica, por seu trabalho pioneiro no estudo da
composicdo das plantas, realizados nos ultimos 40 anos (SANTIAGO, 2011).

Segundo Filho (2010), o desenvolvimento sustentavel de um pais esta
pautado em pilares como educacéao, ciéncia e tecnologia, sustentada na conservacao
da natureza, da biodiversidade e na exploracdo racional dos recursos naturais. As
atividades da fitoquimica podem contribuir substancialmente para esse
desenvolvimento sustentavel através da investigacdo da flora e seu quimismo, da
divulgacdo e geracdo de novos conhecimentos. A fitoquimica se dedica
principalmente a caracterizacdo estrutural, avaliagdo de propriedades e investigacfes
biossintéticas de substancias naturais produzidas por organismos vivos. Neste
contexto, € possivel observar a importancia da fitoquimica para o avanco da ciéncia e
do bem-estar da sociedade.

As plantas, sem duvidas, abrangem a maior parte das pesquisas relacionadas
aos produtos naturais, porém, hoje em dia outras fontes estdo sendo utilizadas. Nas
altimas décadas, os microorganimos estéo recebendo uma atencgao especial por parte
da industria e de pesquisadores em produtos naturais. Com VAarios avangos nos
altimos anos no campo da biotecnologia, somados a técnicas modernas de
fracionamento quimico, tem revelado um grande potencial de microorganismos, como
bactéria, fungos e leveduras (VIEGAS JR e BOLZANI, 2006).

Os oceanos cobrem cerca de 70% da superficie terrestre, onde vivem mais
de 200.000 espécies de plantas e invertebrados marinhos, além de milhfdes de
microorganismos. A evolugéo e sobrevivéncia das espécies marinhas resultaram em
organismos que produzem substancias Unicas com fun¢des ecolégicas diversas
(PINTO et al., 2002). No Brasil, estudos relacionados com organismos marinhos para
a obtencdo de substancias para novos farmacos ainda permanecem pouco
explorados por diversos motivos, tais como: as coletas biolégicas marinhas sédo muito
caras e 0 acesso aos biomas marinhos ainda é restrito, o que dificulta encontrar
especialistas dispostos a enfrentar o desafio do isolamento de substancias polares
(BERLINCK et al., 2017).
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2.2 ASPECTOS TAXONOMICOS DA ESPECIE

2.2.1 Familia Solanaceae

A familia Solanaceae € da ordem Solanales, esta familia inclui muitas plantas
comestiveis e outras toxicas. O nome dessa familia vem do latim solanum, que
significa “sombra noturna”. Algumas espécies desta familia sdo bem conhecidas no
dia-a-dia, como por exemplo, a batata, o tomate, a berinjela, a paprica e a pimenta. E
importante ressaltar, que algumas espécies desta familia possuem alcaloides
glicosilados que podem ser fatais para seres humanos e outros animais (MELLO,
2006).

A familia Solanaceae é uma das maiores familias de Angiospermas, com
cerca de 3.000 espécies distribuidas em 106 géneros, podendo ser encontrados em
todo o mundo, porém a américa do Sul € um dos principais centros de sua diversidade
(MORAES et al., 2009). No Brasil, existem 31 géneros e cerca de 500 espécies
nativas. Destes, 23 géneros e 180 espécies nativas fazem parte da flora da regido sul
do Brasil (SOARES et al., 2008).

Segundo Marques, Miguel e Jascone (2012), a familia Solanaceae é
caracterizada por arvores de pequeno porte, arbustos, ervas ou trepadeiras. As folhas
sdo simples, alternas ou opostas. Com relacédo as flores, podem ser pequenas ou
grandes e sdo bastante vistosas, geralmente perfeitas e unissexuais. O fruto € uma
baga, capsula ou drupa. A familia é conhecida por espécies que séao

comprovadamente de importancia nutricional e condimentar.

2.2.2 Género Brunfelsia

Pertencente a familia Solanaceae, o género Brunfelsia compreende algumas
espécies conhecidas popularmente como manaca-de-cheiro, manacé-agu e manaca-
da-serra. Algumas espécies, pela sua exuberancia, também constam em catalogos
como plantas ornamentais. Além da beleza, a algumas plantas deste género, séo

atribuidos poderes magicos por curandeiros da regido da Amazébnia, onde eles
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utilizam as plantas em rituais sagrados. Muitas plantas deste género possuem
atividades farmacoldgicas, atribuidas a presenca de flavonoides, alcaloides ou outros
constituintes ativos (SCHNEIDER et al., 2015).

O género Brunfelsia compreende cerca de 50 espécies, € tradicionalmente
utilizado na medicina popular dos povos americanos, devido seus efeitos medicinais.
As plantas deste género sdo usadas como anti-inflamatorio, antibacteriano e
antifangico (THIESEN et al., 2017). Este género ocorre em paises da américa do sul,
ameérica central e india ocidental (CARVALHO et al., 2018).

2.2.3 Espécie Brunfelsia uniflora

A espécie Brunfelsia uniflora é uma planta que pertence a familia Solanaceae,
arbustiva, encontrada em varias regides do Brasil, Bolivia, Peru, Equador, Venezuela
e Colébmbia (JORGE et al., 2017). No Brasil, € facilmente encontrada em regides cujo
0 bioma é de mata atlantica (THIESEN et al., 2017). Além do bioma da mata atlantica,
essa espécie também pode ser encontrada no bioma da caatinga, no nordeste
brasileiro (CASTRO e CAVALCANTE, 2010). Na Tabela 1, podemos observar a
classificacdo taxondmica da espécie.

Tabela 1 - Classificacao taxondmica de Brunfelsia uniflora

Classificagao taxonémica

Reino Plantae
Divisao Magnoliophyta
Classe Magnoliophida
Ordem Solanales
Familia Solanaceae
Género Brunfelsia
Espécie Brunfelsia uniflora

Fonte: Adaptado de Queiroz G. S., (2010).

Brunfelsia uniflora, também conhecida como manaca, é utilizada na medicina
popular no combate de algumas enfermidades, suas folhas por exemplo, séo
empregadas no tratamento contra artrite, reumatismo, sifilis e febre amarela. Esta

planta possui folhas simples (Figura 1), onde seu tamanho varia de 4 a 7 cm de
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comprimento, e suas flores sdo perfumadas, de cor inicialmente brancas, e violeta
apos a fecundagcdo (MARTINS et al., 2009).

Segundo Carvalho (2018), em um estudo realizado recentemente, na
mesorregido do norte do Piaui, Brunfelsia uniflora é classificada como uma planta
toxica. A toxidade desta planta pode afetar o sistema nervoso central do animal que,
por ventura, realize a ingestao de suas folhas. Os sinais clinicos de envenenamento
incluem diarreia, vomito, tremores e convulsdes. Os principais animais que consomem

essa planta sdo bovinos e asininos.

Figura 1 - Espécie Brunfelsia uniflora.

Fonte: Autoria Prépria, (2021).

2.3 METABOLISMO VEGETAL

O homem primitivo, na busca de alimentos, ao longo do tempo foi descobrindo
uma infinidade de plantas, algumas toxicas e outras com poder de cura de algumas
enfermidades. No entanto, com a grande diversidade de vegetais encontradas, tornou-
se necessaria uma sistematizagéo, levando em conta as principais caracteristicas que

se assemelhavam umas com as outras (SIMOES et al., 2007).
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Segundo Pereira e Cardoso (2012), o metabolismo € definido como o conjunto
total de transformacgdes das moléculas organicas catalisadas por enzimas, suprindo a
necessidade do organismo de energia, garantindo assim, a continuidade do estado
organizado das células vivas. Essas rea¢cfes que ocorrem nos organismos, possuem
certa direcdo, devido a presenca especifica de enzimas, estabelecendo o que é
chamado de rotas metabdlicas. Os metabdlitos priméarios sdo responsaveis pela
sintese da celulose, lignina, proteinas, lipideos, acucares, ou seja, moléculas grandes,

e outras substancias importantes para a realizacédo de funcdes vitais.

2.3.1 Metabdlitos secundarios

Vegetais, microorganismos e animais apresentam um grande arsenal
metabdlico, como enzimas, coenzimas e organelas capazes de produzir, transformar
e acumular indmeras outras substéncias, que ndo necessariamente estejam
relacionadas de forma direta, a manutencdo da vida do organismo produtor. A
producdo de substancias deste grupo, estdo restritas a um numero limitado de
organismos, com bioquimica e metabolismos bem especificos e Unicos. A este
conjunto metabdlico, costuma-se definir como metabolismo secundario, onde mesmo
que seu produto ndo seja essencial para o organismo produtor, garantem uma série
de vantagens para a sobrevivéncia e perpetuacao da sua espécie (SANTOS, 2007).

De acordo com Pereira e Cardoso (2012), os metabdlitos secundarios,
geralmente apresentam estruturas complexas, de baixo peso molecular e possuem
atividades biolégicas marcantes. No passado, ja foram considerados como produto de
excrecdo de vegetais. Porém, sabe-se que muitas dessas substancias estéo
diretamente ligadas aos mecanismos que permitem a adequacéo do seu produtor ao
meio em que esta inserido. Nesta perspectiva, estas substancias despertam grande
interesse, ndo sO pelas atividades biologicas apresentadas palas plantas em
respostas a estimulos do meio ambiente, mas também pelas atividades
farmacolégicas que possuem.

Teoricamente, todas as plantas sdo capazes de produzir metabdlitos
secundarios, porém, essa é uma caracteristica mais comum em plantas selvagens,
iISSO se deve ao fato, dessas plantas criarem mecanismos de adaptagéo para competir
com outras e com microorganismos também. Embora os metabdlitos secundarios

apresentem uma variedade de fungbes nas plantas, é possivel que sua importancia
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ecolégica tenha relagdo com o potencial efeito medicinal para os seres humanos. Os
metabolitos secundéarios podem ser divididos em trés grupos quimicamente diferentes:
terpenos, compostos fendlicos e compostos contendo nitrogénio (VIZZOTTO,
KROLOW e WEBER, 2010).

De acordo com Viegas Jr (2003) os terpenos abrangem uma grande variedade
de compostos de origem vegetal, possuindo grande relevancia ecoldgica, pois atuam
como defensivos naturais de plantas. Dentre o0s terpenos, alguns monoterpenos,
foram isolados e avaliados quanto a sua toxidade frente a varios insetos.

Os flavonoides representam um dos grupos mais importantes e diversificados
entre os produtos de origem vegetal. A distribuicdo desses compostos nos vegetais
depende de alguns fatores, como por exemplo a ordem e a familia, assim como a
variedade das espécies. Geralmente, os flavonoides encontrados nas folhas podem
ser diferentes dos encontrados em flores, raizes e galhos (MACHADO, et al., 2008)

Os alcaloides sao compostos orgéanicos ciclicos que possuem pelo menos um
atomo de nitrogénio em sua estrutura. A maioria dos alcaloides apresentam carater
alcalino, isso se deve ao fato do atomo de nitrogénio possuir um par de elétrons nao
compartilhados. Esta classe de metabdlitos secundarios € sintetizada no reticulo
endoplasmatico das células vegetais, concentrando-se, em seguida nos vacuolos, e
por este motivo, ndo aparecem em células jovens. Alguns alcaloides sdo famosos por
efetarem o sistema nervoso, atuando como venenos ou alucinégenos (VIZZOTTO,
KROLOW e WEBER, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL:

Analisar a composicao fitoquimica, o teor de flavonoides totais (FLAT) e a
toxicidade do extrato etanodlico das folhas (EEF) e do caule (EEC) da espécie

Brunfelsia uniflora.

3.2 ESPECIFICOS:

v' Coletar o material vegetal, folhas e caules, da espécie B. uniflora, no municipio
de Chaval — CE;

Obter os extratos (EEF e EEC);

Calcular o rendimento dos extratos;

Avaliar qualitativamente os metabdlitos secundérios presentes no EEF e EEC;
Avaliar o teor de flavonoides totais (FLAT) e a toxicidade (DLso) do EEF e EEC.

AR NEENEEN
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4 METODOLOGIA

41 TIPO DE PESQUISA

O tipo de pesquisa realizada no trabalho é classificado como explicativa, onde,
de acordo com Gil (2002), pesquisas desse tipo tem como preocupacgao central
identificar os fatores que influenciam ou que contribuem para a ocorréncia dos
fendmenos. Ou seja, esse € o tipo de pesquisa que mais aprofunda o conhecimento

da realidade, pois explica o porqué das coisas.

4.2 COLETA DA ESPECIE

A espécie Brunfelsia uniflora foi coletada no estado do Ceara, mais
precisamente no municipio de Chaval — (3°06°'31”S, 41°12’39”W). A amostra coletada
foi levada ao laboratorio de Quimica do IFPI, onde foi realizada a exsicata da amostra
vegetal para a determinagcdo correta do género e espécie da planta e posterior
identificacdo e registro no herbario da Universidade Federal do Delta do Parnaiba

(UFDPar) — Campus Ministro Reis Velloso.

4.3 PROCEDIMENTO DA PESQUISA

4.3.1 Preparacao dos extratos

ApGs a coleta, as folhas e caule de B. uniflora foram separados, secos em
estufa a 40°C, triturados e submetidos a extracdo com etanol a temperatura ambiente,
assistida por ultrassom, de forma a obter o extrato etandlico das folhas (EEF) e o
extrato etandlico do caule (EEC). Apés a extracao, o solvente orgéanico foi removido
com auxilio do evaporador rotativo modelo 801 da FISATOM, no Laboratorio de
Produtos Naturais do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Piaui —
Campus Parnaiba.

O rendimento do extrato etandlico das folhas e do caule foram obtidos
conforme a equagéo 1.

Rendimento (%) = (massa do extrato/massa do material vegetal) x 100% Eqg.1
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4.3.2 Testes fitoquimicos para metabadlitos secundarios

Os seguintes testes fitoquimicos foram realizados segundo a metodologia de
Matos (2009).

4.3.2.1 Preparo das solucdes das amostras

Os extratos etandlicos — EEF e EEC (500 mg) foram dissolvidos em 50 mL da
mistura EtOH/H20 (8:2). Cada teste foi realizado para cada extrato individualmente,

conforme descrito a sequir.

4.3.2.2 Testes para fendis e taninos

Em um tubo de ensaio, contendo a solucéo hidroalcodlica do extrato, foram
adicionadas trés gotas de solucao alcodlica de FeCls. Uma variacdo de cor entre o
azul e vermelho € indicativo da presenca de fendis, quando o teste branco for negativo.
A formacao de um precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenca de taninos
pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e verde, a presenca de taninos flobaténicos (taninos

condensados ou catéquicos).

4.3.2.3 Testes para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

O teste foi realizado em trés tubos de ensaio contendo a solugéo
hidroalcodlica do extrato, com controle do pH da solu¢cdo. Em um tubo de ensaio, a
solucéo foi acidificada com HCI (1 mol.LY) a pH 3, no outro, alcalinizada como NaOH
(10%) a pH 8,5 e no terceiro, a solucéo foi alcalinizada com NaOH (10%) a pH 11.
Uma coloracdo vermelha em meio acido, indica a presenca de antocianinas e
antocianidinas ou de chalconas e auronas. Uma coloracéo lilas em meio alcalino a pH
8,5, indica a presenca de antocianinas e antocianidinas. Uma coloragédo azul-purpura
em meio alcalino a pH 11, indica a presencga de antocianinas e antocianidinas. Neste
meio, uma coloracdo amarela, indica a presenca de flavonas, flavonois e xantonas. A
pH 11, uma coloracao vermelho-purpura, indica a presenca de chalconas e auronas,

enguanto a coloragao vermelho-laranja, indica a presenca de flavonois.
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4.3.2.4 Testes para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

Em dois tubos de ensaio contendo a solucdo hidroalcodlica do extrato, foi
acidificado o primeiro, HCI (1 mol.L!) até pH 1-3, e o segundo foi alcalinizado com
NaOH até pH 11. Os tubos foram aquecidos em banho-maria durante 2-3 minutos. O
aparecimento ou intensificacdo da cor indica a presenca de constituintes
especificados: Em meio acido, a cor vermelha indica a presenca de
leucoantocianidinas, a cor pardo-amarelada indica a presenca de catequinas (taninos
catéquicos); em meio alcalino, a cor vermelho-laranja indica a presenca de

flavononas.

4.3.2.5 Testes para flavonadis, flavanonas, flavononadis e xantonas

Em um tubo de ensaio contendo a solucdo hidroalcoodlica do extrato, foi
adicionada uma fita de magnésio e 0,5 mL de HCI concentrado. Apos o término da
reagdo, indicado pelo fim da efervescéncia, foi observada a coloragao resultante. O
aparecimento ou intensificacdo da coloracdo vermelha € indicativo da presenca de

flavonois, flavanonas, flavanonois e/ou xantonas, livres ou seus heterosideos.

4.3.2.6 Testes confirmatério para leucoantocianidinas

A solucéo hidroalcodlica do extrato (3 mL) foi colocada em banho-maria até a
completa evaporacdo do solvente, em seguida, foram adicionados 5 mL de &lcool
etilico e 3 gotas de HCI concentrado, o material foi transferido para um tubo de ensaio
e aquecido em banho-maria até a ebuli¢éo.

4.3.2.7 Teste confirmatério para diidroflavonéis — Ensaio de Pacheco

A solucéao hidroalcoolica (5 mL) dos extratos foi seca em banho-maria. Alguns
cristais de acetato de soédio foram adicionados ao residuo seco, 0,5 mL de anidrido
acetico e 0,5 mL de HCI concentrado. O possivel desenvolvimento de coloragao foi

observado, apés a adigdo dos reagentes.

4.3.2.8 Teste para esteroides e triterpenos — (Lieberman-Buchard)
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Foi adicionado 10 mL do extrato hidroalcoodlico do extrato em um béquer, em
seguida, o mesmo foi seco em banho-maria a 60°C, o residuo seco foi extraido com
2 mL de cloroférmio. A solucédo cloroformica foi filtrada, em seguida adicionados
alguns cristais de Na:SOs4 anidro e 1 mL de anidrido acético, e agitado
cuidadosamente. Apds agitacdo, foram adicionadas trés gotas de HCI concentrado,
em seguida, foi agitado suavemente e observado o desenvolvimento de cores. A
coloracdo azul seguida de verde permanente é indicativa da presenca de esteroides
livres. A coloragdo parda até vermelha é indicativa de triterpendides pentaciclicos

livres.

4.3.2.9 Teste para heterosideos saponinicos

O residuo insoltvel em cloroférmio (item anterior) foi redissolvido com 10 mL
de agua destilada. A solucéo filtrada foi colocada em um tubo de ensaio, apds agitacéo
vigorosa, durante 3 minutos. A espuma persistente e abundante indica a presenca de

saponinas (heterosideos saponinicos).

4.3.2.10 Teste para alcaloides

A solucéo hidroalcoolica (20 mL) foi seca em banho-maria a 70°C. O residuo
foi dissolvido em 1 mL de alcool etilico e acrescido de 20 mL de acido cloridrico a 0,1
mol.L%, 1 mL dessa solugdo foi dissolvida com HCI e transferida para dois tubos de
ensaio, ap0s a adicdo de 2 gotas do reagente de Mayer (tetraiodeto mercurio de

potassio) e 2 gotas do reagente de Dragendorff (tetraiodeto bismuto de potassio.
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4.3.3 Teor de flavonoides totais (FLAT)

4.3.3.1 Preparo das solucdes

O teor de flavonodides totais (FLAT) do EEF e EEC de B. uniflora foi
determinado por espectrofotometria de absor¢édo molecular utilizando uma solugao
metandlica de AICIs.

Foi preparada uma solugéo padréo de rutina a 1000 mg.L!, dissolvendo-se
0,1 g de rutina em 100 mL de MeOH/H20 (7:3). As diluicdes para a construcao da
curva de calibracdo foram preparadas nas concentracdes de 2,5-20 (2,5; 5; 7,5; 10;
12,5; 15; 17,5; 20) mg.Ll. Foi preparada ainda uma solucdo metandlica de AICl3

dissolvendo-se 1 g em 50 mL de MeOH.

4.3.3.1.2 Determinagéo de flavonoides totais

Inicialmente, a solucdo mae foi preparada dissolvendo-se 10 mg do extrato
etandlico em 10 mL de MeOH obtendo-se a concentracdo de 1000 yL/mL. Uma
aliquota de 500 uL desta solucao foi transferida para baldes de 10 mL e acrescido 0,5
mL do reagente de cloreto de aluminio. Finalmente a solucdo teve seu volume
acertado para 10 mL com metanol. Foi realizado o branco em paralelo. Apés 30
minutos, a absorbancia das amostras foi medida a 420 nm utilizando-se cubetas de
vidro. O teor de flavondides totais (FLAT) foi determinado usando uma curva analitica
de rutina na faixa de 2,5-20 mg.L, os valores foram expressos em miligramas de
equivalente de rutina por grama de extrato (mg de ER/g de amostra), a partir da

Equacédo 3. Todas as medidas de absorbéancia foram realizadas em triplicata (n=3).

A =0,0027C - 0,0052 Eq. 3
Onde:
A = absorbancia

C = concentragéo, com coeficiente de correlacéo linear r = 0,9973.



29

4.3.4 Atividade Farmacologica

4.3.4.1 Toxicidade frente & Artemia salina

O ensaio de toxicidade frente a A. salina foi realizado conforme McLaughlin et
al. (1998) com modificacdes. Foram preparadas solucdes estoque em metanol na
concentracdo de 10000 pg/mL do EEF e EEC de Brunfelsia uniflora. A partir da
solucédo estoque aliquotas foram transferidas para tubos de ensaio de 30 mL para
obtencado de solugbes nas concentracdes finais de 500, 600, 700, 800, 900 e 1000
pg/mL.

ApoOs completa evaporacdo do metanol a temperatura ambiente, foram
adicionadas em cada tubo 0,1 mL de DMSO e 5 mL de 4gua do mar para solubilizacéo
das amostras. Em seguida, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, foram transferidas
10 larvas de A. salina e o volume final (10 mL) foi completado com agua do mar.

As larvas ficaram expostas as solucdes das amostras por 24 horas. Os testes
foram feitos em triplicata para cada concentracdo da amostra e controle negativo
constituido por 0,1 mL de DMSO, 10 mL de agua do mar e as larvas. Apés 24 horas
de exposicéo, foi feita a contagem das larvas vivas e mortas em placas de Petri, sendo
consideradas vivas todas aquelas que apresentassem qualquer tipo de movimento
guando observadas proximas a uma fonte luminosa. S6 foram considerados validos,
0s testes nos quais o0 controle ndo apresentou mortalidade. Os resultados foram
analisados no software GraphPad Prism 9, para o calculo da DLso (concentracédo do

extrato que tem 50% de toxicidade).

4.4 TRATAMENTOS DOS DADOS

As andlises fitoquimicas foram baseadas nas observacdes de mudancas de
coloragéo, formagéao de precipitado, formacgéo de espuma e absorcao de fluorescéncia
no UV, desta maneira, os resultados obtidos foram considerados dados qualitativos.
Dessa forma, para aqueles considerados positivos, utilizou-se o simbolo positivo (+),
podendo ocorrer sua variagdo para dois simbolos (++) ou trés (+++), dependendo da
intensidade do resultado obtido. Para os resultados negativos utilizou-se o simbolo

negativo (-).
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O teor de fendis totais e a toxicidade foram realizados em triplicata e os dados
obtidos, tratados quantitativamente, utilizando, os softwares Excel e GraphPad Prism

9, respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo trata da apresentacdo dos dados, bem como da discussao dos

resultados obtidos, na ordem apresentada na metodologia deste trabalho.
5.1 COLETA DA ESPECIE

A espécie Brunfelsia uniflora foi coletada no municipio de Chaval — CE
(Figura 2), em seguida a planta foi levada ao laboratério de Produtos Naturais do IFPI
— Campus Parnaiba, para a realizacao da exsicata.

Figura 2 - Local de coleta da planta, imagem obtida por satélite

Fonte: Google maps, (2021).
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5.2 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

As massas das folhas e dos caules e os respectivos rendimentos dos extratos
etandlicos (EEF e EEC) de B. uniflora, podem ser verificados na Tabela 2.
Tabela 2 - Rendimento de EEF e EEC de Brunfelsia uniflora

EEF EEC
24,379 86,02 g Massa do material vegetal
2,37¢ 2,049 Massa do extrato
9,72% 2,37% Rendimento

Fonte: Autoria propria, (2021).

No presente estudo, o0 solvente utilizado para as extracdes de folhas e caules
de B. uniflora foi o etanol. Dentre algumas de suas caracteristicas, o solvente etanol
€ biodegradavel e ndo apresenta toxidade (TOMAZIN JUNIOR, 2008).

De acordo com Pinto (2005), apesar da ampla variedade de solventes
conhecidos, chamados também de liquidos extratores, sdo poucos 0S solventes
usados em extracOes de compostos vegetais. Dessa forma, para a utilizagdo em uma
extracdo, o solvente tem que atender alguns requisitos basicos, tais como,
propriedades extrativas, adequacdo tecnoldgica, inocuidade fisiologica e fatores
econdémicos.

Tanto o EEF quanto o EEC apresentaram baixos rendimentos: 9,72% e
2,37%, respectivamente. Os baixos rendimentos podem estar relacionados a técnica
de extracdo, ao tipo de solvente utilizado e a natureza do material vegetal.
Karabegovic et al., (2014) relata que o rendimento da extracdo depende do contetdo
da mistura e da natureza do material vegetal. Neste trabalho, observou-se que o
rendimento do EEF foi maior (9,72%) que o do EEC (2,37%). Esta diferenca pode ser
atribuida a diferentes compostos que podem estar presentes em diferentes partes da
planta. Além disso, Oliveira et al., (2016) relata que o solvente hidroalcéolico a 70%,
por exemplo, pode ser mais seletivo para a extragdo, uma vez que pode extrair uma
guantidade maior de compostos mais polares como taninos hidrolisaveis, taninos

condensados e flavonoides.



33

5.3 TESTES FITOQUIMICOS PARA METABOLITOS SECUNDARIOS

As analises fitoquimicas foram realizadas a partir dos extratos hidroalcoolicos

das folhas e dos caules de B. uniflora (Manaca), seguindo a metodologia de Matos

(2009), onde foram selecionados nove testes para a andlise qualitativa de 17 classes

de metabdlitos secundarios. Durante as andlises fitoquimicas, observou-se que EEF

e EEC apresentaram resultados negativos para fendis, taninos, antocianinas,

antocianidinas, chalconas, auronas, xantonas, flavondis, flavanonas, flavanonois e

catequinas. Por outro lado, ambos apresentaram leucoantocianidinas, diidroflavonois,

esteroides, heterosideos saponinicos e alcaloides.

QUADRO 1 - Perfil fitoquimico do EEF e EEC da espécie Brunfelsia uniflora.

Metabolito

Folhas

Caule

Fenois

Taninos

Antocianinas e antocianidinas ou
de chalconas e auronas

Xantonas, flavonois, flavanonas e
flavononois

Leucoantocianidinas

++

Catequinas

Diidroflavonois

Esteroides

+++

+++

Triterpenos

Heterosideos saponinicos

++

+++

Alcaloides

+++

+++

Fonte: Autoria Propria, (2021).

(- ) auséncia do metabdlito;
(+) presenca moderada do metabdlito;

( +++) presenca abundante do metabdlito.
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5.3.1 Leucoantocianidinas

As leucoantocianidinas sdo compostos pertencentes a familia dos polifenois
naturais, que por sua vez, pertencem a classe dos bioflavonoides. Dentre as suas
varias caracteristicas, uma muito importante € a acdo antioxidante hidrossoluvel que
chega a ser mais forte que a vitamina E. Essa caracteristica se deve ao fato das
leucoantocianidinas estabilizarem quaisquer tipos de radicais livres (FRANKLIN,
2018). Souza (2019) relata que as leucoantocianidinas sdo intermediarios para a
formacao de outros compostos como catequinas, proantocianidinas e antocianidinas.
Estruturalmente, as leucoantocianidinas sédo flavonoides do tipo flavan-3,4-diois,
formados a partir da reducéo de diidroflavonois ou flavononas (Figura 3). Conforme
descrito no procedimento da pesquisa (item 4.3.2.6, pag. 27), a reagdo quimica para
a identificacdo de leucoantocianidinas (Figura 4) ocorreu em meio acido, o que
envolveu a desidratacdo do C4, levando a formacéo do cétion flavilico de coloracao
avermelhada (antocianidina) (MARCO, POPPI e SCARMINIO, 2008).

Figura 3 - Ndcleo fundamental de leucoantocianidinas

Fonte: Adaptado de Dewick, (2009).
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Figura 4 - Proposta de reacao para identificacdo de leucoantocianinas

R1

OH
OH
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Fonte: Adaptado de Souza, (2019).

Com relacdo a atividade antioxidante, Alves e Kubota (2013) relata que
antioxidantes sintéticos amplamente utilizados como o butil hidroxianisol, butil
hidroxitolueno e o galato de propila, tem sido questionado quanto a sua eficacia. Em
contrapartida, alguns antioxidantes naturais como o tocoferol e os polifenois tem
apresentado grande relevancia para a saude humana, como por exemplo, na protecao
da oxidacdo lipidica.

Como apresentado no quadro 1 (item 5.4, pag. 33), observaram-se resultados
positivos para a presenca de leucoantocianidinas tanto para o EEF, quanto para o
EEC, porém, para o primeiro, observou-se uma coloracao verde escuro, enquanto que
para o segundo, observou-se uma coloracédo vermelha no final do ensaio. De acordo
com a metodologia de Matos (2009), a presenca de leucoantocianidinas é confirmada
pela observacdo de uma mudanca na coloracao. As referidas mudancas na coloracao,

podem ser verificadas na Figura 5.

Figura 5 - Teste positivo para leucoantocianidinas no EEF (5A) e no EEC (5B)

-

branco

Fonte: Autoria propria, (2021).
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Martins (2009) relata a presenca de diferentes grupos de flavonoides nas folhas
de varias espécies da familia Solanaceae, tais como a Browallia grandiflora,

Chamaesaracha sordida e a Nicotiana tabacum.

5.3.2 Diidroflavonois

Os diidroflavonois sdo uma classe de compostos que, assim como as
leucoantocianidinas, também pertencem ao grupo dos flavonoides. Os
diidroflavonoides também sdo conhecidos como flavononois ou 3 — hidroxi-flavanonas.
Como caracteristica comum, possuem uma ligacédo simples entre os carbonos 2 e 3
em seu ndcleo fundamental, dessa forma, possui uma estrutura diferente de outras
classes de flavonoides (Figura 6). Uma caracteristica muito importante dos
diidroflavonois para as plantas, é a sua capacidade de protege-las contra doencas
causadas por microrganismos (ZUANAZZI e MONTANHA, 2007). Na Figura 6 pode

ser observado o nucleo fundamental dos diidroflavonois.

Figura 6 - Nucleo fundamental dos diidroflavonois

Fonte: Adaptado de Zuanazzi e Montanha, (2007).

No teste para diidroflavonois, apos a adicdo de todos os reagentes descritos
na metodologia de Matos (2009), os extratos (EEF e EEC) apresentaram uma

coloracdo mais forte do que a coloracao inicial, como pode ser vista na Figura 7.
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Figura 7 - Teste confirmatério para diidroflavonois no EEF (7A) e no EEC (7B)
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branco

7A 7B

branco

Fonte: Autoria propria, (2021).

£.3.3 Esteroides livres

De acordo com Vizzotto, Krolow e Weber (2010), os terpenos sao a classe
estruturalmente mais variada de produtos naturais. Eles sdo formados através da
justaposicdo sucessiva de isopentenilpirofosfato e este da origem a todos os terpenos
(monoterpenos, sequiterpenos, diterpenos, triterpenos, e os tetraterpenos).

Os esteroides sao triterpendides modificados, que contém um sistema de anel
tetraciclico conhecido por lanosterol. Uma das principais estruturas de esteroides é a
estrutura do colesterol (FIGURA 8). A partir de modificagbes nessa estrutura,
principalmente nas cadeias laterais, pode se originar varias outras estruturas de
esteroides (DEWICK, 2009). Segundo Bezerra e Filho (2015), os esteroides estéo
amplamente distribuidos na natureza, muitos deles sdo constantemente sintetizados

em laboratério, para aplicacdes quimicas e farmacéuticas.
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Figura 8 - Férmula estrutural do colesterol

Fonte: Adaptado de Dewick, (2009).

Os extratos EEF e EEC apresentaram resultados positivos no teste de
identificacdo de esteroides (Lieberman-Burchard) visto que se observou rapidamente
a transicdo de cores do azul para o verde intenso e permanente, caracterizando a
abundancia desta classe de metabdlitos secundarios, como pode ser visto na Figura
9.

Figura 9 - Teste positivo para esteroides no EEF (9A) e EEC (9B)

Fonte: Autoria propria, (2021).

Souza (2019) detalha em seu trabalho, que a reagéo de Lieberman-Burchard
€ uma desidratacdo ou desidrogenacdo do nucleo esteroide (FIGURA 10). A
desidratacdo, seguida da oxidagdo do sistema de anéis, resultam em derivados
aromaticos, com ligacdes duplas conjugadas, o que confere a reacdo uma coloracao

azul-esverdeada.
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Figura 10 - Proposta para a reacao Lieberman-Burchard
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Fonte: Adaptado de Souza, (2019).

5.3.4 Heterosideos saponinicos

As saponinas sao glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos. Uma
caracteristica marcante, com relacdo a estrutura das saponinas, € o fato delas
apresentarem uma parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou esteroide) e outra
parte hidrofilica (acUcares), o que possibilita esses compostos apresentarem a
propriedade de reducdo da tenséo superficial da agua e suas acdes detergentes. As
saponinas mais frequentemente encontradas na natureza possuem 30 atomos de
carbonos e nucleo de triterpenoides, mas também podem possuir nucleo estereoidal
C-27, como a diosgenina, amplamente distribuida na natureza (FIGURA 11),
(DEWICK, 2009; SCHENKEL, GOSMANN e ATHAYDE, 2007).

Figura 11 - Estrutura do saponina estereoidal diosgenina
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Fonte: Adaptado de Dewick (2009).
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Segundo Fernandes et. al., (2019), as saponinas sao substancias derivadas
de metabdlitos secundarios das plantas que estdo relacionados, principalmente, ao
sistema de defesa. Por esse fato, sdo encontradas com maior facilidade, em tecidos
com maior vulnerabilidade ao ataque de fungos e bactérias.

No presente teste, para a identificacdo de heterosideos saponinicos, apés a
adicdo dos reagentes descritos na metodologia de Matos (2009), observou-se a
formacdo de espumas no extrato etanolicos das folhas (EEF) e também no extrato
etanolico do caule (EEC), evidenciando a presenca do metabdlito. Verificou-se
também que o EEC apresentou uma menor intensidade de espumas, quando
comparado ao EEF, como pode ser visto na Figura 12, a seguir:

Figura 12 - Espuma caracteristica da presenca de saponinas no EEF (12A)
e EEC (12B)

Fonte: Autoria propria, (2021).

Fernandes et. al., (2019) descreve em seu trabalho sobre a importancia das
saponinas provenientes de plantas. Dentre as familias de plantas ricas em saponinas
estereoidais destacam-se Agavaceae, Dioscoreaceae, Liliaceae, Solanaceae,
Scrophulariaceae, Amaryllidaceae, Leguminosae e Rhamnaceae. As principais
atividades farmacologicas das saponinas citadas na literatura, incluem a atividade
hemolitica, moluscicida, antiinflamatéria, antifngica/antilevedura, antibacteriana e
antimicrobiana.

Carvalho et. al., (2018), em seu trabalho sobre as propriedades toxicas dos
extratos das folhas de Brunfelsia uniflora, relatou que todos os camundongos que

receberam a dose (5g Kg?) do extrato rico em saponinas, apresentaram neurotéxicos
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agudos como convulsbes, piloerecdo, vocalizacdo e morreram apdés 5 dias da
administrac@o do extrato, o que atribui a toxicidade das folhas as saponinas.

5.3.5 Alcaloides

Os alcaloides constituem-se num vasto grupo de metabdlitos com uma grande
diversidade estrutural. Esse grupo quimico tem apresentado um grande impacto na
economia e medicina. Devido ao elevado numero de atividades bioldgicas atribuidas
aos alcaloides, estes tem sido ao longo do tempo objeto de estudos. Com relacéo a
sua distribuicéo nas plantas, os alcaloides podem ser encontrados em todas as partes
de um vegetal (HENRIQUES et. al., 2007).

Segundo De Maria e Moreira (2007) a cafeina, identificado como 1,3,7-
trimetilxantina (Figura 13), € um dos alcaloides, com atividades biologicas, mais
consumidos no planeta. Este alcaloide apresenta acdo farmacoldgica variada,

provocando alteracdes no sistema nervoso central e sitema cardiovascular.

Figura 13 - Férmula estrutural da cafeina
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Fonte: Adaptado de De Maria e Moreira, (2007).

Para a identificacdo de alcaloides, utilizou-se o reagente de Dragendorff
(tetraiodeto bismuto de potassio) que, de acordo com Matos (2009), ao entrar em
contato com os extratos etanolicos formaria um precipitado. Apos adicéo do reagente
aos extratos, observou-se a formacédo de um precipitado em ambos (EEF e EEC),

indicando a presenca de alcaloides, como pode ser visto na Figura 14.
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Figura 14 - Teste positivo para a presenca de alcaloides no EEF (14A) e
EEC (14B)

branco

14B

Fonte: Autoria prépria, (2021).

Segundo Sandini, Berto e Spinosa (2013), os alcaloides pirrolizidinicos (Figura
15) possuem principios ativos toxicos. Por si sO, esses alcaloides ndo sao toxicos,
porém quando biotransformados no figado a uma forma pirrélica altamente reativa,
eles se tornam toxicos. Alguns estudos relatam que a espécie Brunfelsia uniflora é
uma planta toxica, levando em consideragéo que o teste confirmatorio para alcaloides
foi positivo, pode-se sugerir que a atividade toxica dessa planta esteja relacionada

também a presenca de tais constituintes.

Figura 15 - Nucleo fundamental de alcaloides pirrolizidinicos

OH

Fonte: Adaptado de Dewick, (2009).
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5.4 TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS (FLAT)

Os flavonoides constituem uma ampla classe de substancias de origem
natural, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. Porém, esses compostos
apresentam uma série de propriedades farmacolégicas que os fazem atuar em
sistemas bioldgicos. Ou seja, muitas dessas propriedades sdo benéficas para a saude
dos seres humanos. Com relacdo a estrutura dos flavonoides, eles sdo constituidos
de substancias arométicas com 15 atomos de carbono no seu esqueleto basico
(LOPES, et. al., 2010).

Segundo Silva (2015) basicamente, todos os flavonoides podem sofrer
variacbes quimicas, como, hidroxilacdo, halogenacdo e sulfonacdo. Essa
caracteristica explica o fato da grande variedade de flavonoides conhecidos
atualmente. Estudos apontam mais de quatro mil compostos diferentes. Suas
principais classes sdo as antocianinas, flavanas, flavonas, flavononois e
isoflavonoides.

Os resultados para a avaliagdo do Teor de Flavonoides Totais (FLAT) sé&o
mostrados na Tabela 2. Observou-se que o EEC apresentou maior teor de flavonoides
totais (44,42 + 1,22 mg ER/g EtOH) quando comparado ao EEF (25,32 + 1,17 mg ER/g
EtOH). O teor de flavonoides totais, nos extratos, pode ser corroborado pela analise
fitoquimica realizada, onde verificou-se a presenca de leucoantocianidinas e
diidroflavonois. Além disso, observou-se que o EEC apresentou maior contetdo de
diidroflavonois, evidenciado pela intensidade da variacdo colorimetrica do teste
realizado, o que corrobora o maior teor de flavonoides quando comparado ao EEF
(verificar o Quadro 1, pag. 33).

Queiroz (2009) realizou o estudo fitoquimico e bioldégico com o extrato das
folhas da espécie Brunfelsia uniflora. Em seu trabalho, realizou o ensaio para a
avaliacao do teor de flavonoides, no qual obteve o valor de FLAT igual a 28,19 + 0,21,
no extrato bruto das folhas, valor proximo ao encontrado no presente trabalho (25,32
*+ 1,17). Queiroz (2009) nao relatou a avaliagao do teor de flavonoides totais para o

caule.
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Tabela 3 - Teor de flavonoides totais (FLAT) do EEF e EEC de Brunfelsia uniflora

FLAT

Extrato
mg de ER/g EtOH
EEF 25,32 +1,17
EEC 44,42 + 1,22

Fonte: Autoria propria, (2021).
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55 TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

A espécie Brunfelsia uniflora € considerada uma planta toxica, visto que
qguando ingerida por alguns animais, como bovinos e asininos, estes apresentam
alguns sinais de envenenamento. Considerando estas informacdes, no intuito de
verificar a toxicidade desta planta, realizou-se o ensaio de toxicidade, utilizando larvas
de Artemia salina. A. salina € um microcrustaceo de agua salgada muito sensivel a
substéancias téxicas. Este teste € uma maneira simples para a avaliacdo da toxicidade
de extratos de plantas. Outra caracteristica deste ensaio, é que ele pode também
indicar a predisposicdo da atividade antitumoral ou pesticida de compostos
(SCHNEIDER et al., 2015).

Com relacdo aos parametros de toxicidades dos extratos, Souza (2019) relata
que o extrato € considerado ndo toxico se a DLso > 1000 pg/mL, fracamente toxico se
a DLso 500 — 1000 pg/mL, toxico se a DLso 100 — 500 pg/mL e muito téxico se a DLso
< 100 pg/mL. Queiroz (2009) relata que sé@o considerados ativos 0s extratos que
apresentam valores de DLso de até 1000 pug/mL. Diante disso, pode-se relatar com
mais propriedade se os extratos EEF e EEC, aqui apresentados, possuem toxidade
ou ndo, nas concentracdes testadas.

Com base na analise matematica dos dados obtidos no ensaio de toxicidade,
obtiveram-se as curvas dose-resposta (Grafico 1 e Gréfico 2). A partir da curva, foi
possivel calcular a DLso, concentracdo dos extratos capaz de matar 50% das
Artemias. A DLso pode ser utilizada para mensurar o potencial de envenenamento de
um composto ou mistura de substacias. Para o EEF de B. uniflora, obteve-se a DLso
igual a 766 pg/mL, considerando o intervalo de confianca de 95%, o que atribui fraca
toxicidade para o extrato. Queiroz (2009) também realizou o ensaio de toxicidade do
extrato das folhas frente a A. salina e concluiu que o extrato ndo apresentou
toxicidade, uma vez que valor da DLso encontrada foi maior que 1000 pg/mL.

O EEC apresentou DLso igual a 476,7 pg/mL, o que sugere toxicidade ao
extrato. Este & o primeiro relato da toxicidade do extrato etandlico dos caules (EEC)

em B. uniflora.



Grafico 1 - Toxicidade do EEF de Brunfelsia uniflora
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Fonte: Autoria prépria, (2021).

Gréfico 2 - Toxicidade do EEC de Brunfelsia uniflora
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Fonte: Autoria propria, (2021).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato etandlico das folhas (EEF) de Brunfelsia uniflora apresentou
rendimento igual a 9,72% e o extrato etanolico do caule (EEC) apresentou rendimento
igual a 2,37%.

A andlise fitoquimica dos extratos EEF e EEC permitiu identificar a presenca
de leucoantocianidinas, diidroflavonois, esteroides livres, heterosideos saponinicos e
alcaloides.

Observou-se que o EEC apresentou maior teor de flavonoides totais (44,42 +
1,22 mg ER/g EtOH) quando comparado ao EEF (25,32 £ 1,17 mg ER/g EtOH).

Com relacéo a toxicidade frente a A. salina, o EEF foi considerado fracamente
toxico (DLso = 766 ng/mL) e o EEC (DLso = 476,7 ng/mL.), considerado toxico.

A presenca de saponinas e alcaloides, em concordancia com dados da
literatura, sugere que estes metabodlitos podem ser o0s constituintes toxicos
majoritarios causadores do envenenamento de animais.

A avaliacdo fitoquimica de B. uniflora, bem como a investigacdo da sua

toxicidade contribuem para o conhecimento quimico-farmacolégico da espécie.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Pretende-se futuramente, acrescentar ao estudo ja realizado, o isolamento e
determinacdo estrutural dos metabdlitos secundarios identificados qualitamente,
assim como a realizagéo das atividades antioxidante e antimicrobiana dos extratos
(EEF e EEC) de B. uniflora.
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