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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo identificar os metabdlitos secundérios e avaliar a atividade toxica das flores
de Carnegiea gigantea, planta popularmente conhecida como Cacto gigante ou Saguaro. A prospeccao fitoquimica
foi realizada por meio de testes qualitativos colorimétricos validados, desta forma, se observou a presenga de
alcaloides, cumarinas, flavonoides, saponinas e taninos nos infusos das flores. A toxicidade aguda foi investigada
pelo teste de letalidade frente ao microcrustaceo Artemia salina e demonstrou uma DLsy de 8.128 pg/mL,
classificando a espécie vegetal em questdo como atdxica. Acredita-se que estudos toxicolégicos com plantas
indicadas e comercializadas para fins medicinais sdo importantes porque contribuem com a medicina popular e
auxiliam no estabelecimento do limiar entre a promoc¢do a salde e os possiveis efeitos deletérios & mesma.
Concluiu-se que a determinagdo da composi¢do quimica das flores, bem como, a investigacdo dos pardmetros
toxicoldgicos in vitro sdo importantes para fomentar a investigacdo in vivo sobre os efeitos da Carnegiea gigantea
em diferentes sistemas bioldgicos.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Saguaro. Cacto gigante. Metabdlitos secundarios. Screening fitoquimico.
Artemia salina.

ABSTRACT

This study aimed to identify the secondary metabolites and evaluate a cytotoxic activity of Carnegiea gigantea
flowers, plant popularly known as giant cactus or Saguaro. The phytochemical prospects was performed by
validated qualitative colorimetric tests, highlighting the presence of alkaloids, coumarins, flavonoids, tannins and
saponins in infusions of flowers. The acute toxicity was analyzed by the Artemia salina lethality test and
demonstrates an LDsp of 8.128 pg/mL, which classifies the vegetal species as non-toxic. It is believed that
toxicological studies with plants listed and marketed for medicinal purposes are important because they contribute
to folk medicine and help in establishing the threshold between health promotion and possible deleterious effects
onit. Itis concluded that the determination of the chemical composition of plant flowers as well as the investigation
of in vitro toxicological parameters are important to stimulate in vivo research on the effects in different biological
systems.

Keywords: Medicinal plants. Saguaro. Giant cactus. Secondary metabolites. Phytochemical screening. Artemia
salina.

1. INTRODUCAO
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Os cactos geralmente sdo encontrados em terras secas, tal como no bioma do deserto,
que apresenta solo grosseiro, com cascalhos e muita drenagem. Na espécie vegetal Carnegiea
gigantea ha predominancia de algumas caracteristicas, tais como: a presenca de espinhos, caule
fotossintetizante e suculento, auséncia total de folhas. Todavia, ressalte-se que ndo ha regra para
0 aspecto, pois também ha cactos que habitam ambientes imidos. Algumas espécies, inclusive,
tém folhas e outras néo séo dotadas de espinhos e ndo possuem o caule suculento [1].

Cactologistas reconhecem 913 taxons e 669 espécies que reunem 63 géneros e 244
subespécies [2]. HA uma variedade de formas na familia Cactaceae: arbustivas, trepadeiras,
arborescentes, epifitas e até subterraneas, quando a época ¢é desfavoravel [3]. Segundo Arakaki
e pesquisadores [4], a sua origem remonta h& mais de 35 milhdes de anos, na regido andina da
Argentina, no Peru e na Bolivia, porém, os locais de maior concentracdo das espécies
correspondem ao México e ao sudeste dos Estados Unidos, em seguida, na regido dos Andes e
no leste do Brasil.

Os cactos também sédo reconhecidos culturalmente por distintos nomes populares, tais
como: Saguaro, Flor da Noite, Flor do Baile, Flor-cheirosa, Flor-de-seda, dentre outros.
Apresentam uma diversidade de sabores que vai desde o doce, do amargo, ao picante. Dentre
as indicacGes populares, destacam-se as suas propriedades como agentes diuréticos e
cardiotdnicos, além do seu uso como estimulante sexual e vermifugo [5].

O Saguaro (SA) foi descrito pela primeira vez em 1848 por Emory [6], depois por
Britton e Rose [7,8], que por meio de seus estudos acabaram por modificar o género do SA do
Cereus sp para Carnegiea sp. Atualmente, 0 nome cientifico aceito para o SA é Carnagiea
gigantea, muito embora ainda seja chamado de SA na regido do Arizona (EUA), onde também
é reconhecido como cacto gigante.

O SA ¢é famoso mundialmente pelo seu tamanho, sendo 0 mais popular entre os cactos
colombianos do deserto de sonora e nas américas tropicais e subtropicais, dentre os grandes
cactos colunares [9]. O tronco do SA pode atingir de 9 a 16 m de altura. Seu crescimento é de
2 a4 cm ao ano e a sua idade pode ser determinada pela sua altura, podendo chegar aos 150
anos com 10 toneladas [10]. Possui flores brancas e vistosas que variam de 8,5 a 12,5 cm de
comprimento, apresentando de 5 a 6 cm de didmetro. Elas costumam florescer no final da tarde
e permanecem abertas até o meio dia ou até a tarde do dia seguinte, dependendo da temperatura
do ambiente em que estdo.

E sabido que, historicamente, o SA, em seu habitat natural, fornece protecio e também

serve como alimento para os animais do deserto. Além disso, a partir do seu néctar, produz-se
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mel. A fruta apresenta sabor adocicado e é procurada como fonte de nutrientes, tornando-se
também ingrediente na producédo de produtos alimenticios [11].

As propriedades quimicas das plantas estdo relacionadas ao tipo de efeito bioldgico que
sdo capazes de desencadear, uma vez que esses estdo diretamente associados ao metabolismo
secundario da planta que pode ser influenciado por fatores externos, tais como: 0s componentes
do solo, a intensidade da luz solar e o indice pluviométrico para aquela estagdo do ano. Além
disso, partes diferentes da planta podem apresentar quantidades diferentes desses metabolitos
[12].

O uso de plantas medicinais para tratamento ou prevencdo de doenca € uma pratica
muito antiga. Porém, o seu uso irracional também pode desencadear efeitos adversos e
deletérios aos organismos com 0s quais entram em contato [13,14]. Por isso, se faz necessaria
e fundamental a pesquisa da seguranca e da toxicidade das espécies vegetais considerada com
fins terapéuticas [15].

De acordo com a RDC 26 de 2014, o conceito de planta pode ser definido como espécie
vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propositos terapéuticos e fitoterapicos, estes ultimos
sendo produtos obtidos das matérias-primas ativas vegetais, com finalidade curativa ou
paliativa. O medicamento fitoterapico ou produto tradicional fitoterapico é entendido como
simples quando o ativo é proveniente de uma Unica espécie vegetal medicinal, ou composto,
quando o ativo é proveniente de mais de uma espécie vegetal [15].

Existem poucos dados na literatura cientifica sobre a composicdo quimica dos cactos,
sendo que, destes, a maioria é antiga e apresenta dados incompletos. Dentre 0os metabdlitos
secundarios identificados, registra-se a presenca de alcaloides em pelo menos 30 espécies,
sendo que as B-feniletilaminas encontram-se associadas aos aminoacidos aromaticos, tais
como: a tirosina e a dihidroxifenilalanina [16].

O objetivo do presente estudo foi realizar a prospecgéo fitoquimica e avaliar a toxicidade

aguda de infusos obtidos das flores de Carnegiea gigantea (Engelm.) Britton & Rose.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL
As amostras foram adquiridas no mercado municipal de Porto Alegre, Rio Grande do

Sul, em dezembro de 2017. O produto encontrava-se em uma embalagem lacrada, com os dados
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do fabricante e nimero de registro no Ministério da Agricultura. A descri¢do dizia: Flor do
Cactus Cereus gigantes, 30 gramas.

Apds busca na literatura, cruzou-se os dados sobre as caracteristicas morfoldgicas da
parte vegetal, de seus nomes populares, com as indicacdes terapéuticas e o histérico dos

registros do género, chegando-se ao nome cientifico correto: Carnegiea gigantea.

2.2 ANALISE FITOQUIMICA

O material vegetal foi particionado e preparado por infusdo, a partir de 15 g do material
vegetal seco para 150 mL de agua destilada a uma temperatura de 70°C por 15 minutos [17].

A prospeccdo fitoquimica foi realizada por meio de testes colorimétricos para a
identificacdo dos principais metabdlitos secundarios, conforme técnicas qualitativas validadas.

Para identificacdo de alcaloide, a extracdo foi feita com acido cloridrico (1%), utilizando
os reagentes de Drangendorff, de Bertrand e de Mayer, a formacéo de precipitado de coloracédo
com intensidade de laranja a vermelho indicando positividade do teste [18].

A verificacdo da presenca de antraquinonas foi realizada por meio da reacdo de
Borntrager, que consiste na adi¢do de diclorometano e de solucéo aquosa de hidréxido de sodio,
sendo que a coloracdo vermelha identifica uma positividade diretamente proporcional a
intensidade apresentada [19].

O processo de verificagdo da classe das cumarinas foi realizado em papel filtro por meio
da adicdo de gotas de solucdo de KOH concentrado sobre o infuso previamente adicionado. A
positividade para o0 metabdlito é indicada pela presenca manchas azuis ou amarelas e o teste foi
realizado em triplicata [20].

A presenga de flavonoides foi identificada pela formacdo de um precipitado com cor
vermelha ou laranja, indicando a positividade do teste. Para tanto, colocou-se 2 mL do extrato
aquoso e adicionaram-se duas gotas de acetado de chumbo (10 %) [20].

A verificag&o de purinas ocorreu por meio da adigéo dos infusos em tubos de ensaio de
2 mL juntamente com 2 mL de acido cloridrico, sendo que a coloracdo violeta indica a
positividade para o teste [21].

Para a deteccdo das saponinas, foram adicionados aos 2 mL da solugdo aquosa 5 mL de
agua destilada fervendo. Apos o resfriamento, se seguiu com agitacdo rigorosa e repouso por
20 minutos. A formacdo de espuma com permanéncia minima de 15 segundos indica a

positividade da reagéo [20].
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Os taninos foram pesquisados, adicionando-se 2 mL do infuso em tubos de ensaios com
10 mL de agua destilada. Em seguida, a mistura foi filtrada e foram adicionadas duas gotas de

cloreto ferrico a 10 %. Isso indicou a presenca de taninos de coloragéo azul ou verde [20].

2.3 TESTE DE TOXICIDADE

Artemia salina é um microcrustaceo, da ordem Anostraca, que habita em dgua salgada
e serve de alimento aos peixes, por isso, a espécie é facilmente encontrada em lojas de aquaristas
[22]. Os cistos suportam o vacuo e podem ser armazenados a seco, possuindo um diametro
médio de 250 um. Os nauplios, forma larvaria apds a eclosdo, apresentam 450 um de
comprimento e, na sua fase adulta, possuem o corpo alongado medindo aproximadamente 10
mm de comprimento [23].

Em um bal&o de fundo chato, foi preparada uma solucéo de sal marinho (17,5 g/L, pH
8,5) e adicionados os cistos para a eclosdo das larvas. Controlou-se a temperatura do local da
experimentacdo a 25°C (£ 2) e os cistos foram mantidos sob aeracdo e luz de 100 W constantes
por 48 horas até a eclosao. Em seguida, 10 nauplios de A. salina foram coletados e transferidos
para tubos de ensaios 0s quais continham os infusos diluidos.

Os infusos foram elaborados a partir da indicacao de preparo de 2 colheres de sopa para
uma xicara de ch4, essa correspondendo ao volume de 240 mL agua, considerando a o
regulamento técnico n® 519 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria [24].

A concentracdo inicial, portanto, resultou em 17,31 mg/mL. Os demais tratamentos
foram obtidos por meio de diluicdes seriadas, utilizando-se a solu¢cdo marinha, obtendo-se as
seguintes 8,65 mg/mL (1:2), 3,46 mg/mL (1:5), 1,73 mg/mL (1:10) e 0,86 mg/mL (1:20).

Os testes foram realizados em triplicata de amostra e como controle negativo, foi
empregada apenas agua salina (35 g/L).

Decorridas 24 horas, apds a submersdo dos nauplios, foi realizada a contagem dos
exemplares vivos para o célculo do percentual de mortalidade (%M), conforme a formula que
segue:

%M =100 - (MIVx100/MIVcn)

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

A dose letal mediana (DLso) foi obtida pelo método da regressdo linear com base na
correlacdo do logaritmo das concentracfes e 0s percentuais da mortalidade registrados. Ao

valor de y (ordenadas), atribui-se a metade das mortes maximas possiveis (n/2); ao resultado de
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x obtido (abscissas), aplicou-se o antilogaritimo, resultando no valor final que é convertido para
pg/mL ou PPM [12, 25].

A atividade citotoxica foi determinada segundo a metodologia proposta por Meyer [26],
frente aos nauplios de Artemia salina. O teste estabelece uma classificacdo, na qual as amostras
que apresentam uma DLso>1000 pg/mL sdo consideradas atoxicas e as que apresentam a
DL50<1000 pg/mL séo consideradas toxicas.

As médias dos sobreviventes de cada diluicdo foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Dunnett para multiplas comparacGes, com o auxilio do

programa Graphpad Prism (6.0), considerou-se significativos os valores para p<0,01.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 demonstra os resultados dos metabdlitos secundarios encontrados nas flores

do Carnegiea gigantea.

Os compostos fitoquimicos produzidos pelo metabolismo priméario das plantas possuem
um grau de complexidade inferior aos produzidos secundariamente. Essas substancias,
geralmente de baixo peso molecular, ja foram consideradas como produtos de excrecdo e

atualmente despertam grande interesse comercial [27].

Tabela 1: fitoquimicos presentes no extrato aquoso da Carnegiea gigantea.

METABOLITO PRESENCA*

Alcaloides +

Antraquinonas -

Cumarinas +
Flavonoides +
Purinas -
Saponinas +
Taninos +

Triterpenos -

*(+) positiva, (-) negativa.

As atividades bioldgicas dos metabdlitos secundarios sdo reconhecidamente

importantes na area farmacéutica. Além de novos medicamentos, as classes quimicas
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farmacologicamente ativas também podem ser empregadas na inddstria de alimentos e na area
agrondmica, por exemplo [28].

As diferentes classes desses compostos sdo originadas a partir do metabolismo da
glicose, basicamente oriundos da via do acido chiquimico e da via do acetado, destacando-se
os alcaloides, as cumarinas, os flavonoides, as saponinas e os taninos hidrolisaveis, dentre
outros exemplos [28,29].

Os alcaloides geralmente sdo produzidos por bactérias, fungos e plantas, na literatura
cientifica existe uma variedade de efeitos farmacoldgicos descritos, alguns dos quais,
relacionadas a protecdo contra predadores e na pigmentacdo das flores [30]. Desde 1976 sdo
conhecidos quatro alcaloides no SA, sdo eles: a arizonina, a carnegina, a gigantina e a
salsolidina [31].

Os compostos cumarinicos também sdo amplamente distribuidos nos organismos e
podem apresentar atividade larvicida, antimicrobiana e antioxidante [32,33].

Os flavonoides tém acdo antioxidante, antialérgica, antimicrobiana, antitumoral e anti-
inflamatdria [34-36].

As saponinas possuem propriedades surfactantes e detergentes, sdo capazes de se
complexarem com os sais biliares e desempenham efeito citotoxico sobre células tumorais
[37,38].

Os taninos sdo substancias hidrossollveis que apresentam propriedades adstringentes
Ihes proporcionando acdo antimicrobiana e antifingica, o que Ihes indica no tratamento da
hipertensao arterial, feridas e diarreia [39-41].

Considerando o apelo comercial do SA, as diferentes classes fitoquimicas identificadas
no SA poderiam estar relacionadas a perda de peso por meio da supressao do apetite ou indugédo
da saciedade [42]. Todavia se ressalta que a quantidade dessas substancias pode ser influenciada
por fatores externos, o que exigiria estudos para a identificagdo e a caracterizacdo dos
compostos fitoquimicos, estabelecimento da relacdo dose-efeito, bem como, o controle de
qualidade para uma fitoterapia racional.

Considerando as concentrag0es propostas obtidas a partir da indicagéo inicial de uso
presente na embalagem do produto, na Tabela 2 se apresenta as frequéncias relativas dos 6bitos

utilizadas para se encontrar o percentual de mortalidade e desenvolver a curva logaritma.

Tabela 2. Distribuicdo da frequéncia dos o6bitos em funcdo do logaritmo das

concentragoes.
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Log[ ] T1 T2 T3 % M
CN 10 10 10 0
0,27 10 9 9 6,66
0,57 8 9 9 13,33
0,88 7 8 5 33,33
1,27 0 0 1 96,7
1,57 0 0 0 100

*Log [ ] = logaritmo das concentra¢fes, CN = controle negativo, T1 = tratamento 1, T2 = tratamento 2, T3 =

tratamento 3, %M = percentual de mortalidade.

Por meio da andlise da curva logaritmica obtida (Figura 1), é possivel se verificar a
tendéncia do aumento do nimero de ébitos conforme o aumento da concentracdo do infuso, ou
seja, a relacdo que se estabelece entre esses fatores é diretamente proporcional e tal evidéncia

pode ser sustentada pelo valor do R? encontrado, 0,91.

120
100 —& 100
y = 82,921x - 25,752
80 R2=0,9194
(]
®
° 60
g
§ 40
x
20
6,66
o
0
0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60
-20

Log[ 1]

Figura 1. Regresséo linear do percentual de mortalidade em func¢éo do logaritmo das concentracdes.

Por meio da determinagdo da equacéo da reta, a DLso calculada foi igual a 8.128 pg/ml,
sendo a amostra classificada como atdxica ou sem atividade. Também ndo se encontrou na
literatura cientifica resultados que relatem a DLso de extratos de quaisquer partes de Carnegiea

gigantea utilizando a técnica de A. salina para fins de comparacéo.
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Os testes de toxicidade objetivam pressupor os efeitos toxicos das substancias em
contato com sistemas bioldgicos e na avaliacdo das condi¢fes do meio ambiente, estabelecendo
uma determinada concentracdo de uma substancia atraves da medida de uma resposta biologica
[43,44].

Apesar da auséncia de toxicidade encontrada, a andlise individual das médias dos
tratamentos para cada diluicdo (Figura 2), permite a reflexdo sobre as duas maiores
concentracdes que diferiram significativamente no nimero de ébitos em relacdo ao controle.
Essas diluicbes correspondem a dose inicial e a metade dessa medida, respectivamente,
conformes as especificacdes de consumo, 0 que sustenta o desenvolvimento de estudos

toxicologicos posteriores que considerem estabelecer a relagcdo dose dependéncia.

15- =R 12
= 15
mm 1:10
E 104 __ 1:20
3 B3 CN
S
» 97
u L] E-:l;.-. 1 1
N ¥ ,\4: '{59 \"LQ' Ge-
Diluigcbes

Figura 2. Distribuicdo do nimero de sobreviventes por diluicdo da Carnegiea gigantea (Engelm.) Britton &
Rose. ***p-valor<0,001.

A técnica empregada para a avaliacdo da toxicidade permite a avaliacdo de extratos e
fragOes de produtos naturais com o intuito de estabelecer uma correlacdo entre doses e a
toxicidade sobre 0 microcrustaceo [45]. Esse tipo de teste vem sendo utilizado desde os anos
50 para se avaliar a qualidade da agua, investigar o impacto dos derivados de petréleo e
dispersantes, dos carcinogénicos e dos metais pesados [46,47]. Ainda, segundo Ture
colaboradores [48], a aplicabilidade em pesquisas alelopaticas € uma pratica que visa ampliar a
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melhoria da sustentabilidade dos sistemas de producgéo para que 0 meio ambiente ndo seja
prejudicado.

No presente estudo, a auséncia de toxicidade implica na reflexdo sobre a utilizacdo da
planta com fins terapéuticos, pois o vegetal foi tolerado mediante o sistema bioldgico utilizado.
Dessa forma, entende-se, ainda, que para organismos mais complexos, a exemplo dos seres
humanos, os mecanismos de defesas fisioldgicos sdo mais desenvolvidos e 0s processos de
detoxicacdo e protecdo contra a formacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, por

exemplo, ocorrem de maneira mais especializada.

CONCLUSAO

Identificou-se a presenca de diferentes metabdlitos secundarios, nas flores de Carnegiea
gigantea, tradicionalmente associados a efeitos terapéuticos distintos. A analise da toxicidade
aguda demonstrou a auséncia de toxicidade mediante as concentragdes dos infusos avaliadas,
apesar dos Obitos registrados para algumas das diluicdes.

Ressalta-se a importancia dos ensaios in vitro para se investigar os efeitos toxicoldgicos,
pois os mesmos fomentariam a busca dos efeitos biol6gicos associados as diferentes
concentragfes do Saguaro. Além disso, se ressalta que é indispensavel se considerar o uso
racional das plantas medicinais e dos produtos fitoterdpicos no contexto das praticas de

promocdo a saude.
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