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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo realizar a prospecgdo fitoquimica e avaliar as atividades citotoxica e
antimicrobiana das cascas de Apodanthera smilacifolia cong (CIPO-AZOUGUE). A familia Cucurbitaceae Juss
é numerosa e heterogénea, assim como muitos taxons vegetais, e apresenta informacGes distintas acerca de seus
géneros e espécies. Embora sua morfologia seja bastante diversificada, séo facilmente reconhecidas pelo habito
trepador. Alguns autores relatam aproximadamente 95 géneros e um nimero estimado entre 950 e 980 de espécies
distribuidas principalmente nas regides tropicais e subtropicais do mundo, sendo raras em regifes temperadas. A
espécie é popularmente conhecida como Cipo Azougue, Cipd-santo, Catingueira, Cha-de-boubas e Cota, dentre
outros. Sao popularmente utilizados em tratamentos de infec¢oes cutaneas de carater sifilitico, tlcera dérmica,
sarna, herpes. A identificacdo de metabdlitos secundarios foi realizada por meio de testes colorimétricos validados,
a citotoxicidade foi realizada pelo teste de letalidade frente a microcrustdceo Artemia salina e a atividade
antibacteriana foi avaliada pelo método de difusdo em disco, frente aos microrganismos Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Os resultados encontraram a presenca de alcaloides, flavonoides, saponinas e taninos. O
decocto foi classificado como atoxico (DLsp=8.012 pug/mL) e ndo foi encontrada atividade antibacteriana sobre
todas as cepas testadas.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Fitoquimicos. Metabdlitos secundarios. Citotoxicidade aguda. Artemia
salina. Atividade antibacteriana.

ABSTRACT

The present project aimed to realize the phytochemical prospection and to evaluate the cytotoxic and antimicrobial
activities from the barks of the Apodanthera smilacifolia cong(CIPO-AZOUGUE). The family Cucurbitaceae Juss
is numerous and heterogeneous, just like many vegetable clams, and presents different informations about its genus
and species. Although its morphology is very diverse, they are easily recognized by the climber manner. However
some authors report about 95 genus and the estimated number between 950 and 980 of species mostly spread in
the tropical and subtropical regions of the world. Being rare in temperate regions. The specie is popularly known
as Cip6 Azougue, Cipd-santo, Catingueira, Cha-de-boubas e Cota, among others. They are popularly used on
treatments of syphilitic skin infections, dermal ulcer, scabies, herpes. The identification of secondary metabolites
was accomplished by validated colorimetric tests, the cytotoxicity by the lethality test against the microcrack
Artemia salina and the antibacterial activity was evaluated by the disk diffusion method, against the
microorganisms Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The results found the presence of alkaloids,
flavonoids, saponins and tannins. The decoction was classified as non-toxic (LD50 = 8.012 ug / mL) and no
antibacterial activity above all the tested strains

Keywords: Medicinal plants. Phytochemicals. Secondary metabolites. Acute cytotoxicity. Artemia salina.
Antibacterial activity
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1. INTRODUCAO

A busca pelo alivio e pela cura de doencas por meio da ingestdo de ervas e folhas talvez
tenha sido uma das primeiras formas de tratamento que se tem conhecimento. Intuitivamente,
0 homem primitivo procurava descobrir solu¢Ges para as suas necessidades basicas de
sobrevivéncia. Suas experiéncias e observacfes resultaram em descobertas importantes para
solucdes de tratamentos de injurias ou doencas através do uso de diferentes espécies vegetais
[1]. No Brasil, o emprego de plantas medicinais historicamente esta presente desde o periodo
anterior a colonizacdo, incluidas no cotidiano e na pratica medicinal dos indios e, em seguida,
parte desse conhecimento foi transmitido para os colonizadores e ainda é empregado
empiricamente até os dias atuais [2,3].

Plantas com fins medicinais sdo aquelas que podem ser cultivadas ou néo, e sdo
utilizadas com propdsitos terapéuticos e fitoterapicos. Esses ultimos podem ser definidos como
produtos obtidos das matérias-primas ativas vegetais, com finalidade curativa ou paliativa. O
medicamento fitoterapico, portanto, é entendido como simples quando o ativo é proveniente de
uma unica espécie vegetal medicinal, ou composto quando o ativo € oriundo de mais de uma
espécie [4, 5, 6].

O reino vegetal apresenta relevante importancia para a quimica e para a medicina
moderna, uma vez que, propiciou a descoberta de diversas substancias ativas até entdo
desconhecidas. Dados indicam que aproximados 50% dos medicamentos existentes no mercado
sdo originados de produtos naturais que passaram a ser industrializadas, como os fitoterapicos,
e foram introduzidos na terapéutica convencional [7]

A grande extensdo territorial e a diversidade das condi¢des climaticas fazem com que a
flora brasileira apresente diferentes espécies vegetais, representando mais de 20% da
diversidade do total do planeta. Algumas podem ser consideradas importantes matérias-primas
que passaram a ser incorporadas ao habito alimentar dos brasileiros [8].

Os compostos fitoquimicos biologicamente ativos, presentes nas plantas, sdo originados
a partir do seu metabolismo secundario. Geralmente se apresentam como estruturas quimicas
complexas e de baixo peso molecular, diferentemente dos metabolitos primarios [9].

A familia Cucurbitaceae Juss, € numerosa e heterogénea, assim como muitos taxons
vegetais, e apresenta informac6es distintas acerca de seus géneros e espécies. Alguns autores
relatam aproximadamente 95 géneros e um numero estimado entre 950 e 980 de espécies
distribuidas principalmente nas regifes tropicais e subtropicais do mundo, sendo raras em

regibes temperadas. [10, 11, 12]. Embora sua morfologia seja bastante diversificada, séo
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facilmente reconhecidas pelo habito trepador, gavinhas posicionadas a 90° em relagdo ao
peciolo, folhas em geral palmatilobadas ou compostas, flores unissexuadas, com célice e corola
pentameros, 2 a 5 estames e ovario infero [11].

As familias das cucurbitacinas sdo triterpenos tetraciclicos altamente oxigenados,
descritos como principios toxicos da familia Cucurbitaceae, gerando interesse a pesquisadores
por possuirem diversas atividades biologicas, tais como: citotoxica, antitumoral,
antiinflamatdria, antifertilizante, fago-repelente, hepatoprotetora e antibacteriana [13].

A espécie A. smilacifolia Cogn é popularmente conhecida como Cipé Azougue, Cip6-
santo, Catingueira, Cha-de-boubas, Azougue e Cota. E uma herbacea pertencente a familia das
Cucurbitaceas, sendo distribuida amplamente, e os seus galhos e folhas sao popularmente
utilizados em tratamentos de infecgdes cutaneas de carater sifilitico, tlcera dérmica, sarna ,
herpes, propriedades anti-inflamatdrias e antiofidicas. [11].

Por se tratar de uma planta utilizada popularmente com fins terapéuticos, estudos
investigativos sdo de extrema relevancia. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi
realizar a prospeccdo fitoquimica, avaliar a citotoxicidade aguda e a atividade antibacteriana

das cascas de A. smilacifolia Cong.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencdo 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
do fabricante e nimero de registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.
Identificado como Casca de cipd azougue 50 gramas.

Ap0s busca na literatura, cruzaram-se os dados sobre as caracteristicas morfoldgicas da
parte vegetal, de seus nomes populares, com as indicagdes terapéuticas e o histérico dos
registros do género, chegando-se ao nome cientifico correto: Apodanthera smilacifolia Cong
A exsicata esta depositada sob registro: MNHN-P-P00257363 no MUSEUM NATIONAL D’
HISTOIRE NATURELLE- FRANCA e P00751794 Herbario Virtual (Reflora-CNPQ).

2.2 Preparagéo dos extratos

Extrato Aquoso
Sendo o método mais utilizado pela populagéo, para fiz terapéuticos, normalmente em

formas de chas e banhos, foram pesadas 2 colheres de sopa (6,7 mg/mL) para 240 mL de agua,
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correspondendo a uma xicara de cha( brasil, 1998). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), pelo regulamento técnico N° 519 o extrato aquoso( EA) foi obtido a partir
do método de decoccéo , preparo no qual o produto é fervido em agua.
Extrato Metanolico

O Extrato metandlico (EM) foi preparado pelo método de maceracao, foram pesados
1509 das cascas de A. smilacifolia e foram adicionados 250 mL do metanol ao material seco,
por 48 horas em vidro &mbar, em temperatura ambiente. Apds as 48 horas, 0 material obtido
foi filtrado e levado ao evaporador rotativo Quimis ( Q344B1) (700 PSI, 60° C). Foi obtido um
rendimento de 2,2 gramas do extrato metanolico[14].

2.3 Prospeccao fitoquimica

O Extrato aquoso (EA) foi obtido pelo método de decoccdo a partir do material vegetal
conforme as indicagdes de preparo do uso popular, correspondendo a duas colheres de ché das
cascas de Cipd Azougue, para 240 mL de dgua destilada, que corresponde a uma xicara de cha,
considerando as proporcdes indicadas pelo regulamento técnico n°® 519 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) [15], resultando na concentragdo de 28,2 mg/mL.

A prospeccdo fitoquimica foi realizada por meio de testes colorimétricos para a
identificacdo dos principais metabolitos secundarios, conforme técnicas qualitativas validadas
por Radi e Terrones (2007) [16], Wagner e Bladt (1996) [17], Paech e Tracey (1995) [18],
Pereira e Cardoso (2012) [19], Rajeh et. al. (2012) [20]. Os compostos pesquisados foram:
Alcaloides, Flavonoides, Triterpenos, Taninos, Antraquinonas, Cumarinos volateis e Auronas
e Chalconas.

Para a identificacdo de alcaloides, foi utilizado para a extragdo &cido cloridrico (1%),
seguida por andlises preliminares com reagentes de Drangendorff, de Bertrand e de Mayer.
Ap0s a positividade, o teste confirmatorio ocorre pela adigdo de solugéo de carbonato de sodio
(22%, pH 8-9), extracdo com cloroférmio e tratamento com acido acetico (pH 5) [20,21].

A identificacdo das antraguinonas baseou-se na reagdo de Borntraeger que consiste na
adicdo de diclorometano e de solugdo aquosa de hidréxido de sodio, é considerado o resultado
positivo o0 aparecimento da coloracéo vermelha de diferentes intensidades [21].

O processo de verificacdo da classe das cumarinas foi realizado em papel filtro por meio

da adicdo de gotas de solucdo de KOH 50% sobre o infuso previamente adicionado. A
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positividade para o metabdlito é indicada pela presenca manchas azuis ou amarelas e o teste foi
realizado em triplicata [16].

A presenca de flavonoides foi identificada pela formacdo de um precipitado com cor
vermelha ou laranja, indicando a positividade do teste. Para tanto, colocaram-se 2 mL do extrato
aquoso e adicionaram-se duas gotas de acetado de chumbo (10 %) [22,23].

Para a identificacdo da saponinas, foram adicionados aos 2 mL da solugédo aquosa e mais
5 mL de agua destilada fervente. Apos o resfriamento, sofreu intensa agitacéo e repouso por 20
minutos. A formacéo de espuma com permanéncia minima de 15 segundos indica a positividade
da reacéo [15].

A presenca de taninos foram pesquisados, adicionando-se 2 mL do infuso em tubos de
ensaios com 10 mL de &gua destilada. Ap6s, a mistura foi filtrada e adicionaram-se duas gotas
de cloreto férrico a 10 %. Esta reacdo indica a presenca de taninos quando ha o aparecimento

de coloragéo azul ou verde [15,24,25].

2.4 Bioensaio com Artemia salina

A atividade citotoxica aguda foi avaliada por meio do teste de letalidade frente ao
microcrustaceo Artemia salina, da ordem Anostraca, que habita em agua salgada [24,27].

Em um bal&o de fundo chato foi preparada uma solucdo de sal marinho (35 g/L, pH
8,5) e foram adicionados ovos de A. salina para a eclosdo das larvas. A aclimatacdo consistiu
no controle da temperatura (25°C + 2) com aeracdo e iluminacgdo constantes, durante 48 horas.
[22,24].

A concentracgdo inicial do EA utilizada foi de 28,2 mg/mL (1) e a partir desta foram
realizadas diluig¢Oes seriadas (1:1; 1:2; 1:5; 1:10; e 1:20) nas seguintes proporg¢des: 14,1 mg/mL
(1:2), 5,64 mg/mL (1:5), 2,82 (1:10) mg/mL e 1,41 (1:20) mg/mL. Feito isso, foram transferidos
10 nauplios de Artemia salina para os tubos de ensaio, contendo as dilui¢fes seriadas para serem
avaliadas, o teste foi realizado em triplicata de amostra. Como controle positivo foi utilizado
dicromato de potassio 0,1% e como controle negativo foi empregado apenas agua salina (35
g/L). Apo0s 24h, realizou-se a contagem dos microcrustaceos vivos, calculou-se o percentual de

mortalidade e a determinacdo da dose letal mediana (DLso).
%M = 100 - (MIVXx100/MIVcn)

*MIV = média dos individuos vivos por concentracdo; **MIVcn = Media dos
individuos vivos do controle negativo.
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A dose letal mediana (DLso) foi obtida pelo método da regressao linear com base na
correlagdo do logaritmo das concentragdes em funcdo dos percentuais da mortalidade
registrados. Ao valor de y (ordenadas), atribui-se a metade das mortes maximas possiveis (n/2);
ao resultado de x obtido (abscissas), aplicou-se o antilogaritmo, resultando no valor final que é
convertido para pg/mL ou PPM [22,26].

E estabelecida uma classificagdo, na qual as amostras que apresentam uma DLso >1000
pg/mL sdo consideradas atdxicas e as que apresentam a DLso <1000 pg/mL sdo consideradas
toxicas. [22,27].

2.5 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi realizada utilizando a técnica de difusdo em disco,
seguindo o método da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011). O meio de
cultura utilizado foi o agar Mueller-Hinton e os microrganismos utilizados foram: a Escherichia
coli (ATCC 25922) e o Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Para realizacdo da analise antibacteriana foram pipetados 10 uL do EM das seguintes
concentragfes (500, 250, 150, 100, 50 pg/mL) de cada amostra sobre discos de papel filtro
estéreis com 6 mm de diametro, os quais foram levados ao dissecador por 48 horas.
Posteriormente, foram preparadas suspensdes bacterianas contendo solucdo fisiologica,
obtendo-se uma turvacédo equivalente a padréo de 0,5 na escala de Mac Farland [32].

Em seguida, essas suspensdes foram semeadas em placas de petri com auxilio de swabs
estéreis em meio agar Mueller-Hinton e inoculados os discos impregnados com as determinadas
concentragdes do EM de Apodanthera Smilacifolia cong. O controle negativo foi feito com
disco impregnado com DMSO a 10% e o controle positivo, com farmacos antibacterianos,
sendo a Clindamicina (2ug) para o microrganismo Staphylococcus aureus e Ceftriaxona (30ug)
para Escherichia coli. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, ap0s esse periodo, 0s
halos de inibicdo foram medidos com auxilio de um paquimetro manual. Todas as analises
foram realizadas em triplicata. Foram considerados atividade antibacteriana os halos de inibicdo
superior a 6 mm de didametro [33].

Para avaliacdo da CIM, o presente estudo baseou-se na classificacdo indicada por Holetz
[24] que estabeleceram os seguintes critérios: CIM abaixo de 100 pg /mL possui forte atividade
antibacteriana; entre 100 a 250 pg/mL apresenta boa atividade e entre 500 a 1000 ug/mL

apresenta fraca atividade [32].
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Prospeccéo fitoquimica

Os metabolitos secundarios desempenham papéis importantes na bioquimica e na
fisiologia dos vegetais. Muitas classes fitoquimicas estdo envolvidas nos processos fisiologicos

das plantas, particularmente respondendo aos estimulos ambientais [27].

TABELA 1: Fitoquimicos presentes no extrato aquoso da casca da Apodanthera smilacifolia Cong.

METABOLITO PRESENCA

Alcaloides +

Antraquinonas -

Cumarinas -
Flavonoides +
Purinas -
Saponinas +
Taninos +

Triterpenos -

Legenda: (+) positivo, (-) negativo.

As diferentes classes desses compostos sdo originadas a partir do metabolismo da glicose,
basicamente oriundos da via do &cido chiquimico e da via do acetato, destacando-se 0s
alcaloides, as cumarinas, os flavonoides, as saponinas e os taninos hidrolisaveis, dentre outros
exemplos [20,26].

As atividades biologicas dos metabdlitos secundarios séo reconhecidamente importantes
na area farmacéutica. Além de novos medicamentos, as classes quimicas farmacologicamente
ativas também podem ser empregadas na industria de alimentos e na area agrondmica, por
exemplo [19,26,29].

Com relagdo aos fitoquimicos identificados no presente estudo, os flavonoides
representam uma das classes mais importantes, sendo amplamente distribuidos no reino vegetal
e possuindo atividades distintas, tais como: antimicrobiana, antiviral, antiulcerogénica e

antineoplasica, além dos efeitos antioxidantes, antihepatotéxico e anti-inflamatério [26,27].
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Os taninos sdo substancias hidrossolUveis que apresentam propriedades adstringentes lhes
proporcionando a¢do antimicrobiana e antifungica [27,28]. As saponinas possuem propriedades
surfactantes e detergentes, tambem sdo capazes de se complexarem com 0s sais biliares e
desempenham efeito citotoxico sobre células tumorais [29,30]. Os alcaloides geralmente séo
produzidos por bactérias, fungos e plantas. Existe uma variedade de efeitos farmacoldgicos
atribuidos a eles, alguns dos quais, relacionados a protecdo contra predadores e na pigmentacao
das flores [31].

3.2 Bioensaio com Artemia salina
O teste de citotoxicidade aguda frente o microcrustaceo A. salina foi utilizado por
diversos estudos para a determinacdo da mortalidade. Os resultados correspondem a analise

toxicoldgica sobre os nauplios, conforme evidencia a tabela 2.

TABELA 2. Apresenta a distribuicdo da frequéncia dos 6ébitos em funcdo do logaritmo e das

concentracOes
Log[ ] CN 1,45 1,14 0,75 0,45 0,14
Tl 10 0 1 10 10 10
T2 10 0 1 10 10 10
T3 10 0 0 9 10 9
% M 100 100 93,4 3,4 0 3,4

Legenda: Log [ ] = logaritmo das concentra¢es, CN = controle negativo, T1 = tratamento 1 T2 = tratamento 2,

T3 = tratamento 3 %M = percentual de mortalidade.

120 y =88,497x - 29,519
R?=0,8012 100

100
80
60
40

20

% Mortalidade

1,6

40 Log[ ]

FIGURA 1. Regressao linear do percentual de mortalidade em funcéo do logaritmo das concentrac@es.
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Por meio da determinag&o da equacéo da reta, a DLso calculada foi igual a 8012 pg/mL,
sendo considerada como atdxica ou sem atividade. Também nédo foram encontrados na literatura
cientifica resultados que relatem a DLso de extratos de quaisquer partes da planta utilizando a

técnica de A. salina para fins de comparacéo.

3.3 Atividade antibacteriana

Os metabdlitos secundarios apresentam atividade antibacteriana podendo ocorrer por
diferentes mecanismos de agdo, como, por exemplo, os flavonoides podem ocasionar
fragmentacdo nuclear e condensacdo da cromatina devido ao bloqueio da enzima tirosina
quinase, desencadeando o processo de apoptose celular [34]. As saponinas possuem
comportamento anfifilico nas membranas celulares bacterianas e como consequéncia causam
desequilibrio osmético [35]. Os taninos, por sua vez, formam complexo com proteinas e
blogueiam a sintese das mesmas, além de diminuirem a disponibilidade de ions essenciais para
0 metabolismo bacteriano [36].

Embora tenha sido confirmado a presenca de flavonoides, taninos, saponinas e
alcaldides no extrato da Apodanthera Smilacifolia Cong, 0 mesmo ndo apresentou atividade
antibacteriana. Este resultado pode ser devido a quantidade de metabdlitos secundarios no EM,
visto, que a prospecgdo fitoquimica foi uma analise de carater qualitativa, dose dependéncia. O
controle positivo para E. coli apresentou halo de 34,6 + 2 mm, e para S. aureus foi de 24 + 3,
ndo verificou-se halo de inibi¢do no controle negativo.

Né&o foram encontrados estudos relacionados a A. smilacifolia Cong, nem a familia das
Curcubitaceae, portanto, ndo foi possivel comparar os resultados encontrados no presente

trabalho que abordou a prospecgéo fitoquimica, citotoxicidade aguda e atividade antibacteriana.

CONSIDERACOES FINAIS

No extrato aquoso de cascas de A. smilacifolia Cong foi identificado alcaldides,
flavonoides, taninos e saponinas. A Analise da citotoxicidade aguda demostrou a auséncia de
toxicidade mediante as concentracfes dos EA avaliados. A fragdo do extrato metanolico ndo
apresentou atividade antibacteriana.

Ressalta-se, portanto, a importancia de ensaios in vitro e in vivo para se investigar o

potencial bioldgico e considerando diferentes solventes, métodos e concentra¢fes do extrato.
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Pois é essencial considerar o uso racional das plantas medicinais e dos produtos fitoterapicos
no contexto das praticas e de promocao a saude e bem estar.
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