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RESUMO

As espécies vegetais, como as plantas medicinais, ornamentais e destinadas a
alimentacao, sdo também fontes de metabdlitos secundarios, substancias organicas
com propriedades farmacolégica, toxicologicas e alimenticias que se prestam para
as mais diversas finalidades. Desta forma, € um desafio isolar e determinar a
estrutura destes compostos ativos, presentes nos extratos dessas plantas,
considerando que um extrato de uma planta pode conter centenas ou milhares de
metabdlitos secundarios que muitas vezes caracterizam a espécie vegetal. Por isso,
a literatura sugere alguns métodos de extracdo desses compostos e 0 uso de
vegetais para fins alimenticios e medicinais, requer a realizacdo de testes de
toxicidade para avaliar a seguranca da mesma. O teste utilizando Artemia salina
Leach é de baixo custo e facil manipulacdo laboratorial, além de substituir testes in
vivo com ratos, camundongos e coelhos. A Furcraea cubensis € uma planta da
familia agavaceae, que possui poucos estudos na literatura. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi realizar testes de identificacdo de metabdlitos secundarios e
realizar teste de toxicidade frente Artemia salina a partir dos extratos de Furcraea
cubensis. As classes dos metabdlitos identificados foram saponinas, taninos e
alcaloides. Nos testes de avaliacdo de toxicidade os extratos das folhas de F.
cubensis, denominados de E1 e E2 foram considerados moderadamente toxicos e
E1 podendo apresentar atividade citotdxica, enquanto que o extrato E3 os resultados
indicaram que é atoxico. Estes resultados de toxicidade sdo considerados
importantes, pois de acordo com a literatura, a amostra testada se mostrou toxica
para A. salina, seus efeitos também serdo os mesmos em humanos. Assim, 0S
resultados indicam que o extrato E3, considerado atoxico, € composto por

metabolitos com potencial para uso como fitoterapico.

Palavras-chave: Metabdlitos secundarios, Furcraea cubensis, toxicidade, Artemia

salina Leach



ABSTRACT

Plant species, such as medicinal plants, ornamental and for food, are also sources of
secondary metabolites, organic substances with pharmacological, toxicological and
nutritional properties that serve a wide range of purposes. Thus, it is a challenge to
isolate and determine the structure of these active compounds present in the extracts
of these plants, considering that an extract from a plant may contain hundreds or
thousands of secondary metabolites that often characterize the plant species.
Therefore, the literature suggests some methods of extraction of these compounds
and the use of vegetables for food and medicinal purposes, requires the performance
of toxicity tests to evaluate the safety of the same. The test using Artemia saline
Leach is low cost and easy laboratory manipulation, in addition to replacing in vivo
tests with rats, mice and rabbits. Furcraea cubensis is a plant of the family
agavaceae, which has few studies in the literature. In this way, the objective of this
work was to carry out tests of identification of secondary metabolites and to perform
toxicity test against Artemia salina from the extracts of Furcraea cubensis. In this
research, the classes of metabolites identified were saponins, tannins and alkaloids.
In the toxicity evaluation tests, extracts from the leaves of F. cubensis, called E1 and
E2, were considered moderately toxic and E1 could present cytotoxic activity,
whereas extract E3 the results indicated that it is non-toxic. These toxicity results are
considered important because, according to the literature, the sample tested proved
to be toxic to A. salina, its effects will also be the same in humans. Thus, the results
indicate that extract E3, considered nontoxic, is composed of methotolites with

potential for use as a herbal remedy.

Key words: Secondary metabolites, Furcraea cubensis, toxicity, Artemia saline

Leach
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1 INTRODUGCAO

Durante séculos as plantas medicinais foram a Unica fonte de agentes
terapéuticos para o homem. No inicio do século XIX, com o desenvolvimento da
quimica farmacéutica, as plantas passaram a representar a primeira fonte de
substancias para o desenvolvimento de medicamentos (PINTO, M. A.).

A quimica de produtos naturais ou fitoquimica, tem como objetivo imediato o
esclarecimento e registro dos constituintes, resultantes do metabolismo secundario
das plantas, através dos métodos usados em laboratério para o isolamento e
elucidacdo das estruturas moleculares, a partir dos processos de extracao,
fracionamento quimico e separag¢ao cromatografica.

A obtencéo de compostos puros, a partir de um extrato vegetal pode ser um
processo longo, caro e na sua grande maioria, necessitar de varias etapas incluindo
normalmente a cromatografia de coluna (CC), cromatografia de camada delgada
(CCD) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Além de processos
complexos e onerosos, ao final pode-se conseguir apenas quantidades pequenas e
compostos de pouca importancia em relacdo ao desejado e, além disso, o produto
final pode ser instavel.

Por tudo isso e pela diversidade de moléculas ativas nas plantas, o
isolamento e a identificacdo do metabdlito secundario representa um desafio para o
guimico, que pode associar ao isolamento e identificacdo as propriedades
farmacoldgicas — ou seja, compostos bioativos. Tudo isso esta, portanto, presente
num extrato de uma determinada planta que pode conter centenas ou milhares de
metabdlicos secundarios. Desta forma, o fitoquimico disponibiliza de varios métodos
de extracdo e técnicas espectroscopicas e espectrométricas de identificacdo para
realizar as pesquisas dos compostos organicos, oriundos dos vegetais.

Espécies vegetais sdo de grande importancia para a industria farmacéutica,
usados para a producdo de medicamentos fitoterapicos, a partir do isolamento e
identificacdo de substancias com acado farmacolégica. A producéo de fitoterapicos,
considerando estas etapas de pesquisa e desenvolvimento (P&D) levam ao mercado
farmacéutico produtos com acao terapéutica sinérgica (fitocomplexo), que também
sdo, ainda, muito utilizados na industria de cosmético, materiais de limpeza e de

higiene (SILVEIRA et al., 2008). O uso de plantas para qualquer um dos fins citados
12



acima, exige a realizacao de ensaios de toxicidade para verificar a seguranga nesta
utilizagdo. A maioria de experimentos que tem por objetivo testar a toxicidade dessas
espécies vegetais, utilizam modelos baseados em testes com ratos ou camundongos
em crescimento. No entanto, esse método apresenta grandes desvantagens como, a
utilizacéo de uma grande quantidade de amostra e um elevado custo (RIOS, 1995).

Dessa forma, e devido a realizacdo de campanhas de reducdo e/ou
eliminacdo do uso de animais em ensaios de laboratorio, vem sendo estimulado o
desenvolvimento de ensaios in vitro para determinar a possivel toxicidade das
plantas e seus produtos derivados (ANDRADE et al., 2002).

A utilizacdo do microcrustaceo Artemia salina para realizacdo desses testes
€ uma forma de substituir os ensaios in vivo, além de ser um método de facil
manipulacdo em laboratorio e baixo custo econémico (HOFFMAN, 1993).

A familia agavaceae compreende cerca de 20 géneros e mais de 400
espécies de plantas, de herbaceas a arvores, distribuidas por todo o mundo tropical,
porém possui uma maior incidéncia nas zonas aridas e quentes, como pode-se
observar na Figura 1. As folhas estdo dispostas em espiral, agrupadas em rosetas, e
sdo normalmente estreitas, por vezes espinhosas na ponta, com frequéncia
suculenta. Inclui muitas plantas de interesse ornamental, assim como fontes de
fibras, resina, detergente e bebidas. As flores sdo em geral hermafroditas, o perianto
com dois conjuntos de trés pecas indiferenciadas, agrupadas em inflorescéncias. O
fruto pode ser uma capsula ou baga (LERIAS, P et al, 2009).

Os géneros Agave e Furcraea sdo 0s mais representativos da familia
agavaceae. O género Agave inclue plantas téxteis, tais como sisal (Agave
sisalana), ornamentais e de producao de bebidas alcodlicas, como a tequila (Agave

tequilana) e o mezcal (Agave angustifolia, Agave salmiana).

13



Figura 1 - Planta ornamental da familia Agavaceae do género Furcraea cultivada em
jardim publico

Fonte: americansouthwest.net.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Este trabalho tem como objetivo realizar uma prospecc¢ao sobre as classes de
metabdlitos secundarios e avaliacdo da citotoxicidade frente Artemia salina Leach

dos extratos de Furcraea cubensis.

2.2 Objetivos especificos
Os objetivos especificos sao constituidos de cinco parametros:
. Preparar extratos aquoso, hidroetandlico e metandlico de folhas de

Furcraea cubensis

. Determinar a umidade e a partir desta, o rendimento percentual dos
extratos.
. Verificar a presenca de saponinas, taninos, alcaloides e flavonoides no

extrato hidroetandlico.

. Preparar uma particdo liquido-liquido do extrato aquoso, utilizando n-
butanol e analisar perfil cromatografico dos extratos, pela técnica de cromatografia
em camada delgada

. Realizar teste de toxicidade frente Artemia salina Leach dos extratos.

15



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Propriedades e composicdo das espécies do género

Furcraea

O género Furcraea compreende cerca de 20 espécies, que estao distribuidas
principalmente na américa central, algumas delas sdo usadas como matéria-prima,
utilizando a fibra extraida das folhas, conhecido como sisal, seu uso comercial é
limitado a extracdo da fibra obtida da folha, para a producdo de cordas, sacos e
artesanato. Apenas 4% da lamina corresponde a fibra que é utilizada para producéo
do sisal, os restantes 96% sao sumos e fibras curtas que ndo séo utilizados. Este
baixo percentual faz com que as culturas ndo sejam rentaveis, desta forma, muitas
das plantacdes foram abandonadas nas ultimas décadas.

Entretanto, pesquisas realizadas nos ultimos anos criaram novas expectativas
para a utilizacdo de planta desse género. No seu suco foram encontrados,
compostos precursores de produtos hormonais, esteroides, acidos graxos, acucares,
sulfatos e substancias com atividade biopesticida. As plantas desse género séo
classificadas como xerodfitas que se adaptaram para sobreviver em ambientes
desérticos, com solos com baixo teor de nutrientes, incidéncia direta de vento seco e
sol abundante (RIVAS C., 1996). Uma das plantas desse género é a Furcraea
cubensis (Figura 2), que serve como alimento para os animais na cidade de Areia-

PB, onde a planta foi coletada e posteriormente foi utilizada nesse trabalho.
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Figura 2 - Partes das folhas de Furcraea cubensis usadas no presente estudo
fitoquimico e toxicolégico

Fonte: Elaborada pelo autor

3.2 Extracéo

A preparacao dos extratos brutos das plantas é o ponto de partida na etapa
de isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos presente das plantas. Para a
escolha de um método extrativo, deve-se levar em conta, a eficiéncia, a estabilidade
das substancias extraidas, disponibilidade dos meios e o custo do processo
escolhido, dependendo da finalidade do extrato que se quer preparar. Como a
composicdo quimica das plantas € complexa, ocorre frequentemente a extracao
concomitante de varios tipos de substancias, farmacologicamente ativas ou nao.
Portanto, deve-se primeiramente definir, com a maior precisdo possivel, o que se
deseja obter. De acordo com essa definicdo e levando-se em consideracdo 0s
fatores envolvidos no processo extrativo, pode-se escolher o método e o solvente
gue serdo empregados.

O termo extracao significa retirar, de forma mais seletiva e completa possivel,
as substancias ou fracdo ativa contida em um material vegetal, utilizando, para isso,
um liquido ou mistura de liquidos tecnologicamente apropriados e toxicologicamente

seguros. As operacdes extrativas geralmente mais utilizadas sdo: a maceracao,
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percolacdo e Soxhelt, obtendo-se assim os chamados extratos brutos vegetais.
(SIMOES O. et al, 2001)
3.2.1 Maceragéao

Consiste na extracdo da matéria-prima vegetal, realizada em recipiente
fechado, em temperaturas variadas, durante um periodo prolongado de horas ou
dias, sob agitacdo ocasional e sem renovacao do liquido extrator. Pela sua natureza,
ndo reduz ao esgotamento a matéria-prima vegetal, seja devido a saturacdo do
liquido extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio difusional entre o meio
extrator e o interior da célula. A utilizacdo de agua ou de misturas hidroalcodlicas,
com concentragbes etanolicas inferiores a 20%, deve ser evitada para evitar a
ocorréncia de proliferacdo microbiana (SIMOES, O. et al, 2001)

3.2.2 Percolacao

Tem como caracteristica comum a extracao exaustiva das substancias ativas.
Nesta extracdo, o material vegetal moido € colocado em um recipiente conico ou
cilindrico (percolador), de vidro ou metal, através do qual é passado o liquido
extrator. Diferente da maceracao, a percolacdo € uma operacao dinamica, indicada
na extracdo de substancias, farmacologicamente muito ativas, presente em
peguenas quantidades ou pouco soluveis (SIMOES, O. et al, 2001)

3.2.3 Soxhelt

E utilizada, para extrair sélidos com solventes volateis, exigindo o emprego do
aparelho Soxhelt. Essa extracdo, em nivel laboratorial, também nédo deixa de ser um
tipo de percolacdo ciclica, com destilacdo simultanea e reaproveitamento do

solvente. A desvantagem € que utiliza a temperatura. (SIMOES, O. et al, 2001).

3.3 Investigacao fitoquimica

A fitoquimica estuda cada grupo da planta, desde a sua estrutura quimica
molecular até as propriedades biologicas, tendo como objetivo o esclarecimento e
registro dos constituintes resultantes do metabolismo secundario dos vegetais,

através do isolamento e conhecimento de suas estruturas moleculares. Além disso,
18



faz levantamentos e analises dos componentes quimicos das plantas, como 0s
principios ativos, os odores, pigmentos, entre outros.

As plantas produzem uma larga e diversa ordem de componentes organicos
divididos em metabdlitos priméarios e secundarios. Os metabdlitos primarios possuem
funcdo estrutural, plastica e de armazenamento de energia. Os metabdlitos
secundarios aparentemente ndo possuem relagdo com crescimento e
desenvolvimento da planta.

Os metabdlitos secundarios, por serem fatores de interacdo entre organismos,
frequentemente, possuem atividades biolégicas importantes, muitos sao de grande
valor comercial tanto na area farmacéutica quanto nas areas alimenticias,
agrondmica e cosmética, entre outras. Do ponto de vista farmacéutico, o maior
interesse  vem essencialmente do numero elevado de substancias
farmacologicamente importantes (SIMOES et al. 2001). Desta forma, despertam
grande interesse, ndo sO pelas atividades biologicas produzidas pelas plantas em
resposta aos estimulos do meio ambiente, mas pela imensa atividade farmacologica
desses compostos.

Os metabdlitos secundarios nas plantas, podem ser divididos em trés grupos
guimicamente distintos: terpenos, compostos fendlicos e componentes contendo
nitrogénio.

3.3.1 Saponinas

As saponinas sao substancias derivadas do metabolismo secundario das
plantas, do grupo dos terpenos, relacionados, principalmente, com o sistema de
defesa. Em solucdo aquosa, as saponinas formam uma espuma persistente e
abundante. Essas atividades provem do fato de apresentarem em sua estrutura uma
parte lipofilica denominada aglicona ou sapogenina e uma parte hidrofilica
constituida por um ou mais acucares (SCHENKEL et al., 2001).

Sao encontradas nos tecidos propicios a uma maior vulnerabilidade ao ataque
fungico, bacteriano ou predatério dos insetos, considerando-se parte do sistema da
defesa das plantas e indicadas como “fitoprotetoras”. Tal atividade seria devido a
interacdo com o0s esterdis da membrana. A espuma formada € estavel a acédo de
acidos minerais diluidos, diferenciando-se dos sabfes comuns. Alguns dos
compostos sapondsidos desorganizam a membrana dos globulos vermelhos do
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sangue, o que pode levar a hemdlise. Dentre as atividades mais citadas, em relagdo
as saponinas na literatura, destacam-se a atividade moluscicida, hemolitica,
antiinflamatdria, antifangica, antimicrobiana, antiparasitaria, antitumoral e antiviral.
(SPARG et al, 2004). A capacidade da ligacdo de saponinas com esterois,
principalmente com o colesterol vem sendo o principal objeto de estudo, pois,
atividades hipocolesterolemiante séo relatadas. O mecanismo € explicado pelo
aumento da excrecdo do colesterol por formacdo de complexo com as saponinas
administradas por via oral.

As saponinas esteroidais e triterpénicas (Figura 3) apresentam distribuicdo
diferenciada no reino vegetal. As saponinas esteroidais neutras sdo encontradas
guase que exclusivamente em monocotiledéneas, principalmente nas familias
Liliaceae, Dioscoreaceae e Agavaceae. Por suas propriedades surfactantes, séo
usadas na industria na preparacdo de emulsdes para filmes fotograficos e na
industria de cosmeéticos em batons e shampoo (CHEEKE, 1999). S&o usadas na

industria alimenticia como flavorizante e agente espumante

)

Esqueleto esteroidal Esqueleto triterpendide pentaciclico

Figura 3 - Esqueleto de saponinas esteroidal e triterpénica

Fonte: Elaborada pelo autor

Juan et al (2016) isolou, através de dados espectroscopicos obtidos por RMN,
17 tipos de saponinas esteroidais em extrato etanolico de Furcraea Hexapetalana,
onde quatro foram isoladas pela primeira vez, denominadas de furcrossides A-D (1-
4), conforme mostra Figura 4. Olga (2012), identificou duas saponinas, a tigogenina

e hecogenina, no suco fresco e fermentado de F. gigantea.
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Figura 4 — Saponinas esteroidais isoladas do extrato de Furcraea hexapetalana

Fonte: Juan et al, 2016.

Salazar et al, utilizando extrato etanolico e cloroformico de Furcraea
Macrophylla baker, determinou a sua efichcia no controle da germinacdo de
sementes de coentro, papunga e caruru. Esta pesquisa concluiu que a planta produz
substancias com efeito citotoxico, particularmente metabdlitos polares,
provavelmente saponinas e cumarinas, que os tornam potenciais bioerbicida.

Itabashi et al, identificaram no extrato de F. foetida (L.) Haw, uma saponina
esteroidal que diminui a viabilidade de mutacdo do gene p53, sendo uma molécula
com potencial para o tratamento de cancér.

Devido aos relatos acima citados, comparado com outros metabolitos, a
saponina é o metabdlito secundario mais estudado dentro do género Furcraea.

3.3.2 Taninos

Os taninos séo substancias polifendis naturais, hidrossollveis e sao divididos
em dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados (Figura 5). Os taninos
hidrolisaveis consistem em ésteres de acidos galicos e acidos elagicos glicosilados,
formados a partir do chiquimato, onde os grupos hidroxila do agucar s&o

esterificados com os acidos fendlicos. Os taninos condensados sédo polimeros de
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flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol, produtos do metabolismo do fenilpropanol (HELDT,
1997).
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Figura 5 - Estrutura base de tanino hidrolisavel (esquerda) e tanino

condensado(direita)
Fonte: NOZELLA, 2001

3.3.3 Alcaloides

Desde os tempos antigos que os alcaloides séo utilizados como supostas
pocBes magicas, medicamentos e venenos. O nome alcaloide foi proposto por um
farmacéutico em 1819 e essa termologia aplica aos compostos de origem vegetal e
gue possuem propriedades alcalinas (basicas). Sua biossintese ocorre através de
um aminoacido e sua natureza basica tem origem devido a presenca do nitrogénio
em suas estruturas.

Os alcaloides possuem estruturas moleculares complexas (Figura 6) e
atividade farmacoldgica importante. Estdo presentes nas folhas, raizes e sementes
das plantas pertencentes a certas familias e dentro de cada familia, a certos géneros
(GROS, G. et al,1985.). Os alcaloides mais conhecidos séo: cocaina, nicotina,

cafeina, morfina, entre outros.
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Figura 06 - Estrutura molecular da cafeina, um dos metabdlitos presentes nas

espécies do género.
Fonte: Elaborada pelo autor

3.3.4 Flavonoides

Os flavonoides se caracterizam por ter um esqueleto de 15 carbonos (C6-C3-
C6) e incluem substancias coloridas e incolores. Sua funcdo bioldgica € de atrair
certos insetos, favorecendo, assim, a polinizacdo, protegendo contra o ataque de
outros insetos, as infec¢cbes por virus. A sua acao farmacoldgica € bastante extensa
e variada, conhecida pela sua acdo contra a fragilidade capilar, diurética,

antiedematosa, entre outras.

3.4 Cromatografia em camada delgada

Entre os métodos de andlise de extratos de produtos naturais, a cromatografia
possui um lugar de destaque, devido a sua eficiéncia em efetuar a separacéo,
identificacdo e quantificacdo de espécies quimicas, utilizando apenas essa técnica

ou junto com outras técnicas instrumentais de analise. (COLLINS, 1990)

A cromatografia € um método fisico-quimico de separa¢do dos componentes

de uma mistura, que ocorre através da distribuicdo desses componentes em duas
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fases que estdo em contato. Um sistema cromatografico é constituido pela fase
estacionaria e pela fase movel, ambas relacionadas com a natureza das substancias
a separar. As separacbes cromatograficas sdo efetuadas conforme a distribuicéo
diferencial dos componentes da mistura entre a fase estacionéaria e a fase movel. A
separacao inicia-se quando um dos componentes apresenta maior afinidade pela
fase estacionaria desloca-se menos que o0 outro que tem tendéncia a deslocar-se
com a fase moével (ZUANON N, 2005). Existem diversas modalidades de

cromatografia e uma delas é a cromatografia em camada delgada (CCD).

A CCD é a mais econdbmica e mais simples das técnicas cromatogréficas,
guando tem por objetivo a separacao rapida e identificacdo visual. A cromatografia
em camada delgada consiste na separacdo dos componentes de uma mistura
através da migracao diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido
sobre uma superficie plana. O processo de separacdo estd fundamentado,
principalmente, no fendbmeno da adsorcdo. Nesse caso, a separacdo se da pela

diferenca de afinidade dos componentes de uma mistura pela fase estacionaria.

A escolha da fase movel geralmente € constituida por um ou mais solventes.
No entanto, uma vez que as fases estacionarias mais usadas sado extremamente
polares, ndo devem ser utilizados solventes pouco polares, que nao removeriam 0s
compostos do ponto de aplicacdo, nem solventes muito polares, capazes de arrastar
0S componentes da amostra até o topo da placa. Em vista disso, melhores
resultados s&o obtidos com misturas de solventes, de modo a se obter uma

polaridade média em relacéo a polaridade dos componentes da amostra.

Para essa técnica sdo necessarios adsorventes como a silica, suporte para o
adsorvente usado em placas de vidro; aplicadores (capilares); cubas
cromatograficas e revelador. A CCD é uma técnica utilizada para fins de andlise

tanto de extratos vegetais brutos quanto para avaliar um processo de separacao.

A silica é empregada na separacdo de compostos lipofilicos como acidos
graxos, aldeidos, aminoacidos, alcaloides, cetonas, fenadis, terpendides e esteroides,

utilizando o mecanismo de adsorc¢ao.

Muitos compostos podem ser visualizados através de luz ultravioleta, por se

tornarem fluorescentes quando excitados por essas radiagcbes. Quando as
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substancias ndo sao fluorescentes, pode-se utilizar adsorventes impregnados com
reagentes fluorescentes, e, neste caso, observamos manchas escuras contra fundo
claro. Existem varias lampadas ultravioletas portateis que emitem radiacbes a

254nm e 366nm, combinadas no mesmo equipamento ou isoladas.

O fator de retencédo ou de retardamento (Rf) pode ser calculado pela razao
entre a distancia percorrida pela substancia (dr) e a distancia percorrida pela fase
movel (dm) (COLLINS et al, 2006).

3.5 Artemia salina Leach

Artemia salina Leach (Figura 7) € um microcrustaceo marinho, pertence a
subclasse Branchiopoda, ordem Anostraca, comumente conhecido por larva de
camarao ou “nauplius”. Possui o tamanho e coloracédo variada, que vao do rosa-
palido ao avermelhado, branco ou esverdeado dependendo do seu tipo de
alimentacdo. Apresenta dimorfismo sexual e atinge a fase adulta em 20 dias.
Habitam em lagos e lagoas de agua salgada, mares e tanques de agua salina.

Alimenta-se de microalgas, matéria organica e fungos (ALMEIDA, 1980).

Figura 7 - Foto obtida em microscopio de Artemia salina

Fonte: www.kribensis.kit.net
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Seu ciclo de vida tem inicio com a eclosdo de cistos dormentes, 0s quais sao
embrides encapsulados metabolicamente inativos. Estes cistos podem ficar em
estado de dorméncia por muitos anos, desde que figuem em lugar seco, ja que em
contato com agua salgada hidratam-se e reassumem seu desenvolvimento
(BORTOLOTTO, 2007). Os cistos apresentam diametro médio de 250 um, podem
ser armazenados a seco, suportando o vacuo. Os nauplios recém-eclodidos
possuem 450 um de comprimento e uma A. salina adulta possui corpo alongado,
medindo cerca de 10 mm de comprimento (IGARASHI 2008). E utilizado na
alimentacdo de peixes e o0s ovos deste microcrustdceo podem ser facilmente

adquiridos em lojas de animais marinhos.

O ensaio de toxicidade utilizando A. salina é um teste de baixo custo, rapido,
eficiente e requer uma pequena quantidade de amostra, ndo requer metodos
assepticos, nem a utilizacdo de equipamentos especiais. A simplicidade desse teste
favorece a sua utilizacéo rotineira, podendo ser desenvolvido no proprio laboratério
(SIQUEIRA et al., 1998).

Em geral este bioensaio detecta uma ampla faixa de atividades bioldgicas e
uma diversidade de estruturas quimicas. McLaughlin et al. (1998), relatam que este
ensaio tem uma relacdo com a atividade citotoxica em alguns tumores humanos e
levou a descoberta das acetogeninas em espécies vegetais da familia das
Annonaceae, como nova classe de agentes antitumorais ativos. Os pesquisadores
observaram que os valores de EDsp encontrados para citotoxicidade, em geral eram
1/10 dos valores de DLsp encontrados nos testes realizados com A. salina, ou seja,
significa que o teste pode ser utilizado como uma analise inicial do potencial

citotoxico de novos compostos.

Uma das principais metodologias empregadas nos testes de A. salina para
avaliacdo de extratos e fracdes de produtos naturais foi proposta por Meyer em

1982. Esta metodologia € uma das mais citadas e utilizadas para adaptacoes.

A Artemia salina ja foi utilizada como bioensaio em varios estudos relatados

na literatura, a Tabela 1 abaixo, mostra alguns desses estudos realizados.
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Tabela 1: Aplicacdes de Artemia salina em bioensaios como modelo de avaliagéo
de citotoxicidade

Andlises realizadas com aplicacdo de

i ) ) i Referéncias
bioensio com Artemia salina

Toxicidade de aguas correntes HOLD et al.,1960
Toxicidade de farmacos ROBINSON et al., 1965
Toxicidade de dispersantes do petroleo ZILLIUOX et al., 1973
Toxicidade de extratos medicinais MEYER et al., 1982
Toxicidade de compostos fendlicos em GUERRA, 2001
efluentes

Toxicidade de compostos anticoagulantes e

seus produtos de degradacéo OKAMURA et al. 2009
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do material

As folhas de Furcraea cubensis utilizadas para o desenvolvimento dessa
pesquisa foram coletadas no més de janeiro de 2017, no minicipio de Areia —
Paraiba.

4.2 Extrato vegetal

Para obtencdo dos extratos, as folhas de Furcraea cubensis foram lavadas,

secas, pesadas e devidamente picadas.

Para o extrato aquoso (E1), foram utilizadas cerca de 500 g do material
vegetal picado, que foi triturado em um liquidificador, juntamente com 500 mL de
agua destilada, por alguns minutos. Em seguida foi peneirado e filtrado, e levado a
estufa por aproximadamente 12 horas a temperatura de 50° C, para obter o extrato

S€eCo.

Para o extrato hidroetandlico (E2) e metandlico (E3), foram utilizadas cerca de
500 g do material vegetal, que foi macerado em 1L(litro) de etanol 90% (e metanol
para o E3), durante o periodo de 7 dias. Apds esse periodo, os extratos foram
filtrados e levados a estufa por aproximadamente 12 horas a temperatura de 50° C,

para obter o extrato seco.

4.3 Determinacé&o de umidade

Para determinacdo da umidade das folhas, foram utilizadas 100 g da folha,
sendo, em seguida, levado a estufa com temperatura de 50 °C até atingirem peso
constante. Decorrido esse tempo, calculou-se esta variavel através da seguinte
equacao (CHAVES F; COSTA J, 2012):

%U = (MF —= MS) / MF x 100

onde:
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MF - massa do material fresco;

MS - massa do material seco

4.4 Determinacgao do rendimento

Para determinar o rendimento dos extratos, foi utilizada a seguinte
equacao (CHAVES F; COSTA J, 2012):

%Rendimento = M1/M2 x 100,
Onde:
M1 - massa do extrato seco;
M2 - massa do material fresco

4.5 Triagem fitoquimica

4.5.1 Identificacdo de saponinas

Foram transferidos aproximadamente 100 mg do extrato hidroetandlico seco
para um tubo de ensaio, completando-se com 10 ml de &agua destilada, com
posterior agitacdo por 15 segundos. O tubo permaneceu em repouso por 15

minutos.

4.5.2 Identificacdo de Taninos

Foram dissolvidos 50 mg de extrato seco em 5 mL de agua destilada, filtrou-
se e adicionou-se de uma a duas gotas de solucdo alcodlica de FeClz(Cloreto de
ferro (1)) a 1%. Qualquer mudanca na coloracdo ou formacédo de precipitado é
indicativa de reacdo positiva, quando comparado com o teste em branco (H,O +
solucdo de FeClz a 1 %). Precipitado escuro de tonalidade azul indica presenca de
taninos hidrolisaveis e verde a presenca de taninos condensados (BARBOSA,
2007).

4.5.3 Identificacao de Alcaloides
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Foram dissolvidos 8 mg da casca da Furcraea Cubensis em 2 mL de
metanol, adicionando 2 ml de solugcdo de HCI (acido cloridrico) e aqueceu-se essa
mistura por 10 min. Esperou-se esfriar e em seguida, filtrou-se, e foi adicionado
algumas gotas do Reativo de Mayer no tubo. Havendoa formacgao de precipitado da
cor branca no tubo de ensaio, entdo a planta possui a presenca de alcaloide
(OLIVEIRA, G).

4.5.4 |dentificagéo de Flavonoides

Foram dissolvidos 100 mg do extrato seco em 10 mL de metanol. Filtrou-se.
Adicionaram-se cinco gotas de HCI concentrado e raspas de magnésio. O
surgimento de uma coloracdo résea na solucéo indica reacdo positiva (BARBOSA,
2007).

4.6 Cromatografia em camada delgada

Uma fracdo de E1 foi obtida através da particdo liquido-liquido utilizando
como solvente o n-butanol. Foi transferido 1g do extrato seco, solubilizado em 5 mL
de H,0O, em seguida foi adicionado 5 mL de butanol. Apés uma leve agitacéo, houve

a separacao da fase butanol (E1B) da fase aquosa, utilizando um funil de separacéao.

Foi realizada uma analise através de cromatografia em camada delgada dos
extratos E1, E1B, E2, E3. As amostras foram aplicadas com o auxilio de um capilar,
na extremidade inferior de uma cromatoplaca de aluminio impregnada com silica gel
60F254 (Merck). As fases moveis testadas foram metanol 100%, metanol.etanol
(1:1), metanol:hexano(1:1), acido acético:butanol(1:1). A fase movel foi depositada
na cuba cromatografica de maneira a cobrir o fundo da cuba e até uma altura inferior
aguela da linha de aplicacdo das amostras na placa. Em seguida, foi colocado papel
de filtro nas paredes da cuba e esta foi tampada até a saturacdo. Apos a saturacao
da cuba cromatografica, a placa foi colocada na cuba e retirada quando o solvente
atingiu a parte superior da placa. Em seguida, foi seca a temperatura ambiente e

revelada sob luz ultravioleta (UV).
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A revelacdo permite tornar visiveis substancias incolores presentes na
amostra em analise. As placas cromatogréficas foram reveladas em luz ultravioleta
(A= 254 nm). A luz ultravioleta permite observar compostos que se tornam

fluorescentes quando excitados pela radiacgéo.
Os Rf foram calculados através da equacao:
Rf =dr/dm;
onde:
dr:distancia percorrida pela substancia;

dm:distancia percorrida pela fase movel .

4.7 Ensaio frente Artemia salina Leach

O ensaio de toxicidade sobre a Artemia salina foi conduzido segundo
metodologia descrita por Meyer (1982), adaptada quanto a quantidade de ovos de A.
salina para cada litro de solucdo salina e quanto as concentracOes testadas. A
solucdo marinha foi preparada utilizando-se sal marinho sintético e agua destilada
(38 g de sal / litro de agua), sendo esta dividida em duas partes, uma para a eclosao
dos ovos e a outra para a preparacdo das diluicbes das substancias-teste, com pH
variando entre 8-9. Em um litro de soluc&o salina acondicionado em uma cuba de
vidro foi adicionado aproximadamente 80 mg de ovos comerciais de A. salina,
submetidos a um choque de luz com lampada de 100 W, até eclodir. O sistema foi
mantido em temperatura ambiente e aerado com uso de aerador comercial para

aquario, conforme segue Figura 8 abaixo.
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Figura 08 — Sistema de aquario iluminado e aeracgao para criacdo de Artemia

salina Leach

Fonte: Elaborada pelo autor

Os extratos foram diluidos em 1 mL de solucao de DMSO a 1% e para cada
diluicdo foram montadas triplicatas, adicionando-se em cada frasco transparente de
10 mL, uma diluicdo dos extratos de Furcraea cubensis nas proporc¢des 1000, 500,
250, 125, 62,5 mg. L* e com auxilio de uma pipeta Pasteur, foram inseridas dez
larvas de A. salina em sua fase nauplio. Os frascos foram mantidos por 24 horas em
temperatura e iluminacdo ambientes e protegidos de poeira e insetos. Apos tal
periodo, foi realizada a leitura, considerando-se mortos aqueles microcrustaceos que

nao se movimentaram durante a observacdo e nem com a leve agitacédo do frasco.

A acéo larvicida foi expressa em DLsp, concentracdo letal capaz de matar 50%
das larvas, com limite de confianca de 95%, por meio do método de regressao linear,
através do grafico da concentragdo das amostras versus a porcentagem de mortos,

e determinados através da analise de probitos, usando programa Excel.
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5 RESULTADOS

5.1 Determinacao da umidade

A umidade foi de 92%, calculada conforme mostra se¢do 4.3, ou seja, um
valor bastante elevado de H,O na planta. Retirando essa porcentagem de H,O do
valor da massa de planta fresca (500 g), foi obtida a massa, sem a porcentagem de
H,O, dos extratos que foi de 40 g. A partir dessa massa, foram efetuados os calculos

para determinar os rendimentos.

5.2 Determinacé&o dos rendimentos

As massas obtidas ap0s 0s extratos serem secos em estufa e seus
respectivos rendimentos sdo mostrados na Tabela 2 abaixo. O melhor rendimento

obtido foi da amostra E3, o extrato metandlico.

Tabela 02: Massas e rendimentos obtidos dos extratos secos de Furcraea

cubensis
Extratos Massa (g) Rendimento (%)
El 22 55
E2 26 65
E3 33 82,5
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5.3 Triagem fitoquimica

Os resultados referentes a triagem fotoquimica do extrato hidroetandlico de
Furcraea cubensis, encontram-se distribuidos na Tabela 3 e Figura 9.

Tabela 3: Triagem fitoquimica realizada sobre o extrato
hidroetandlico de Furcraea cubensis

Classes de metabdlitos secundérios Resultado
Saponina Positivo
Tanino Positivo
Alcaloide Positivo
Flavonoide Negativo

TUBO1 TUBO?2

Figura 9 - Teste de saponina para o extrato hidroetandlico de Furcraea cubensis,

tubo 1 (ao agitar) e tubo 2 (apds 15 min).

Fonte: Elaborada pelo autor
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E necessario conhecer a composi¢do quimica do extrato, utilizando testes
qualitativos rapidos e de baixo custo que sugere as possiveis classes de metabdlitos
secundarios de interesse farmacoldgico que estao presentes no extrato, para, entéo,

poder escolher o melhor método para extrair esses metabdlitos.

O teste para saponina € positivo quando hi a formacao de anel de espuma,
com aproximadamente 1 a 2 cm (centimetros) de altura, e essa espuma permanece
apos transcorrer o tempo de repouso (Farmacopéia Brasileira, 2000 com
modificacées). A presenca de saponinas é importante para a acdo de drogas
vegetais, destacando-se as tradicionalmente utilizadas como expectorantes e
diuréticas. Entretanto, 0 mecanismo de acao dessas drogas néo esta bem elucidado.
A atividade diurética € atribuida a irritacdo do epitélio renal causada pelas saponinas
(SCHENKEL et al., 2001).

Os taninos tém como acdes farmacoldgicas: antissépticos, antioxidantes,
antidotos em intoxicacdo por metais pesados, cicatrizantes e antidiarreicos. A acao
dos taninos como captadores de radicais livres, que ocorre em funcdo da
interceptacdo do oxigénio ativo formando radical estavel, ajuda a prevenir varias
doencas degenerativas como cancer, esclerose multipla, aterosclerose e o proprio

processo de envelhecimento (SIMOES et.al, 2001).

Os alcaloides compreendem principios ativos farmacoldgicos com diversas
aplicacoes, a exemplo da apresentacdo de atividades antimalarica, analgésico,

antitumorais e antimicrobianas.

Dentro deste contexto, a espécie Furcraea cubensis contém principios ativos
potenciais que, através de pesquisas, poderdo ser usados, possivelmente, como
medicamentos fitoterapicos. Para avaliar preliminarmente a toxicidade como a
primeira etapa de seguranca e as classes de compostos majoritarias presentes,
foram realizados testes de avaliacéo de citotoxicidade e testes de caracterizagcdo das

classes de metabdlitos secundarios presentes nos referidos extratos.

Salazar et al (2009), que realizou um estudo fitoquimico no extrato etandlico
de F. Macrophylla baker, também identificou a presenca dos mesmos metabdlitos

secundarios identificados no extrato de Furcraea cubensis.
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5.4 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Nos testes de avaliagdo do perfil cromatografico do extrato de Furcraea
cubensis por cromatografia de camada delgada, a fase mével mais eficiente para
separar 0s constituintes do extrato foi acido acético: butanol (1:1). Apds revelacao
sob luz ultravioleta em comprimento de onda 365 nm, a placa de CCD apresentou

manchas fluorescentes de coloracdo résea e verde claro, como mostra a Figura 10

abaixo.

Figura 10 - Perfil cromatografico dos extratos de Furcraea cubensis

Fonte: Elaborada pelo autor

As andlises cromatograficas das amostras demostraram que 0s extratos E2 e
E3 apresentaram perfis cromatograficos semelhantes, apresentando manchas
caracteristicas e Rfs proximos, conforme mostra Tabela 4 abaixo. O E1 apresentou
uma mancha ndo bem definida, que pode ter sido ocasionada pela presenca de
clorofila no extrato, demostrando a eficiéncia da extracdo com n-butanol (E1B) para
remocao da clorofila da amostra. Na literatura, ndo existe valores de Rfs dessa

classe de plantas.
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Tabela 04: Valores dos Rfs dos extratos de Furcraea cubensis

Fator de =1 E1B E2 E3
Referencia
Rf; 0,70 0,81 0,63 0,65
Rf, - - 0,81 0,81

5.5 Toxicidade em artemia salina

O ensaio de toxicidade frente ao microcrustaceo A. salina foi realizado com
trés extratos diferentes de Furcraea cubensis, E1, E2 e E3. Os resultados obtidos

apos 24 horas, sdo mostrados, conforme apresenta Tabela 5 abaixo.

Tabela 05: Valores de DLsp (ug mL-1 ) de extratos de Furcraea cubensis

frente Artemia salina.

Extratos DLso (Mg mL™)
El 730,118
E2 936,65
E3 >1000

DLso: Dose letal média

Conforme podemos observar na tabela acima, E1 e E2 apresentaram DLsg
abaixo de 1000 pg mL™* e E3 acima de 1000 pg mL™. Logo E1l é considerado
moderadamente téxico, E2 pouco toxico e E3 é considerado atéxico. Segundo
Meyer e seus colaboradores (1982) amostras que apresentam DLso > 1000 pg mL™
sdo consideradas atoxicas e amostras que DLsy < 1000 pg mL™ sdo considerados
toxicas frente ao microcrustaceo A. salina. Dessa forma, E1 pode apresentar um
potencial citotéxico, pois segundo McLaughlin et al. (1998), os ensaios com artemia

salina tem relacdo com a atividade citotéxica.
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Os resultados apresentados sdo considerados importantes, pois segundo
Simdes & de Almeida (2015), se a amostra testada se mostrou toxica para A. salina,
seus efeitos provavelmente serdo os mesmos em humanos. Porém, Bose et al.
(2011) relataram que, extratos vegetais toxicos contra A. salina também podem
apresentar potencial pesticida, antimicrobiano e antitumoral. Outras correlagbes
utilizando o microcrustaceo A. salina j& foram determinadas, como é o caso de

bioensaios para determinagéo de atividades inseticidas (HARADA, 2009).

Como os extratos apresentaram baixa toxicidade frente A. salina, estudos
mais aprofundados devem ser realizados, para um possivel isolamento e extracdo
de principios ativos desta planta. Vale ressaltar que na literatura ndo foi encontrado

nenhum tipo de teste de toxicidade de Furcraea cubensis.
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6 CONCLUSAO

A triagem fotoquimica dos extratos hidroetandlicos de Furcraea cubensis
confirmou a presenca de trés classes de metabdlitos secundarios: saponina, tanino e
alcaloide. Através de avaliacdes cromatogréficas por CCD, registrou-se que 0s
extratos hidroetanolicos de Furcraea cubensis apresentaram componentes
majoritarios com perfis cromatograficos bem parecidos com revelagdo em cores

fluorescentes e valores de Rfs bem préximos.

O bioensaio utilizando Artemia salina, como parametro para a avaliacdo da
citotoxicidade geral mostrou-se bastante viavel, rapido e de custo beneficio factivel.
Nos testes in vivo com microcrustaceos de A. salina, os resultados foram
reprodutiveis, confiaveis e se prestardo para obter as conclusbes, sem a

necessidade de técnicas assépticas, equipamentos ou treinamento especial.

A partir dos resultados, pode-se concluir que, os valores de DLsy para E1
foram considerados moderadamente citotoxicos, indicando, assim, um possivel
potencial de citotoxicidade; E2 foi considerado pouco citotoxico e E3 foi considerado
atoxico. Se a amostra testada se mostrou toxica para A. salina, seus efeitos também
serdo 0s mesmos para os humanos. Este ensaio utilizando A. salina foi bastante
importante para verificar a seguranca de um possivel isolamento e extracdo dos

principios ativos da Furcraea cubensis.

Estes resultados associados aos perfis cromatograficos dos extratos E1, E2 e
E3, e a identificacdo das classes de saponinas, taninos e alcaloides, tornam
importante o0 prosseguimento dos estudos fitoquimicos e toxicolégicos mais

aprofundados em relacéo a espécie estudada.
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