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RESUMO: Synadenium carinatum é uma planta da familia Euphorbiaceae, latescente, utilizada
como planta medicinal em diversas regides do pais com varias finalidades, entre elas céancer,
inflamacgdes, Ulceras e como estimulante do sistema imunoldgico. Assim como outras do mesmo
género, € conhecida como cega-olho, leitosinha, janauba, e outros. H& muitos anos a populagdo
brasileira faz uso desta planta mesmo ndo existindo comprovagoes cientificas sobre tais efeitos
supostamente benéficos aos seres humanos. Assim, 0s objetivos deste trabalho foram
caracterizar a espécie quimicamente e realizar testes in vitro para verificacdo de possivel
toxicidade animal, visando assim contribuir com o conhecimento popular. Foi realizado o
screening fitoquimico da espécie, utilizando folhas frescas; os extratos apresentaram diversos
metabdlitos secunddrios de interesse farmacolégico, entre eles: cumarinas, flavondides,

esterdides e/ou triterpenos, taninos, e outros. Os testes de citotoxicidade foram realizados
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utilizando o latex, que é o produto da planta usado “terapeuticamente” pela populagdo, em

concentragdes semelhantes aquelas usadas popularmente. Os resultados demonstraram que, em

concentragdes mais elevadas, o latex apresenta citotoxicidade acentuada, o que inspira cuidados

na sua utilizacdo e em futuros testes em modelos animais e humanos.

Palavras-Chave: fitoquimica; Synadenium carinatum; screening fitoquimico; citotoxicidade.

ABSTRACT: Synadenium carinatum is a plant in the family Euphorbiaceae, |latescent, used as a
medical plant in many regions of Brazil with many purposes, among them to protect against
cancer, inflammations and ulcers and to be an immunologic system stimulator. As other plants in
the same genus, it is known as “cega-olho”, “leitosinha”, “janaiba”, among other designations.
For many years the Brazilian people has used this plant, although there is not scientific proof about its
supposedly beneficial effects in human beings. Considering this, the aims of this paper were to characterize
chemically this specie and to do tests in vitro in order to verify the possibility of animal toxicity and, then, to
contribute to the popular knowledge. It was done fitochemical screening of this specie using its dry leaves; the
extracts obtained showed many secondary metabolites of pharmaceutical interest, among them: cumarines,
flavonoids, steroids and/or triterpenes, tanines, among others. The tests of cytotoxicity were done with latex,
which is the product from the plant used “therapeutically” by the people, in concentrations similar to those
popularly used. The results demonstrated that, in higher concentrations, latex shows accentuated citotoxicity,

and this suggests awareness in its usage and in future tests in animal models or in humans.

INTRODUCAO

Fundamentalmente, o processo de
screening ou triagem fitoquimica se baseia
no principio de que toda e qualquer
substancia presente na planta, independente
da sua concentragdo, pode ser um principio
ativo (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).
Segundo DE LA CRUZ (2005), entre todos os
medicamentos fabricados no mundo, 40%
tiveram origem de fontes naturais, sendo
gque 60% dos farmacos utilizados para o
tratamento de cancer sdo derivadas de
produtos naturais. E entdo nesse sentido que
a etnobotdnica vem contribuir para o
desenvolvimento de novas drogas
(ELIZABETSKY, 2003). Segundo AMOROZO

(1996), etnoboténica € a ciéncia que se

ocupa do estudo do conhecimento e das
conceituacoes desenvolvidas pelas
sociedades a respeito dos vegetais, incluindo
0 uso que se da a eles. Trata-se, portanto,
uma ciéncia altamente interdisciplinar,
porque envolve ndo sé a botadnica, como
também a fitoquimica, a farmacologia, a
medicina, a antropologia e outras (FONTE,
2004).

Diretrizes da Organizacdo Mundial de Saulde
- OMS (WHO 2002) apontam para a
necessidade de se incentivar as praticas
populares no tratamento de doencas,
fundamentando esses procedimentos sob
uma base cientifica solida; assim, torna-se
necessario identificar praticas seguras e
eficazes através das quais esses tratamentos

alternativos se tornem viaveis.
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A planta Synadenium carinatum,
popularmente conhecida no Brasil como
janauba ou leitosinha, vem sendo usada pela
medicina popular ha muitos anos. Seu uso
era tradicional entre os indigenas, que
utilizavam a “garrafada”, obtida através de
diluicdo do latex da planta em agua pura e
fresca, como remédio “cura-tudo”. Suas
aplicagbes foram bastante difundidas para a
cura de variados tipos de cancer, mas ha
relatos de populares utilizando a planta para
outras enfermidades, tais como o diabetes e
a Ulcera. Porém, sao poucos os estudos a
respeito das supostas agoes farmacoldgicas
da planta, ndo havendo, portanto, evidéncias
cientificas que as comprovem (MACHADO;
NAKASHIMA, 2007).

Estudos recentes realizados com a
espécie demonstraram um grande potencial
imunomodulador de um componente isolado
a partir de seu latex, uma lectina (AFONSO-
CARDOSO, 2007; ROGERIO, 2007). Contudo,
sabe-se que a populagdo faz uso do latex na
sua forma “integral” (sem qualquer processo
de purificagdo, da maneira como é extraido
da planta); dessa maneira, pode-se dizer
gue ha mais substancias além desta ja
isolada neste produto que podem atuar de
maneira conjunta, produzindo os efeitos
benéficos sobre a saide humana observados
naqueles que dele fazem uso. Esta afirmacao
se baseia no principio da agdo sinérgica dos
compostos quimicos, neste caso, metabdlitos
secundarios do vegetal, que significa que
diferentes compostos quimicos que tém uma
mesma atividade atuam de forma conjunta,
potencializando os efeitos uns dos outros
(YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO,

2001). Assim, embora o isolamento e
identificacdo dos compostos  quimicos
vegetais sejam de extrema utilidade, ¢é
preciso lembrar que frequentemente, no
caso de medicamentos fitoterapicos, ndo é
necessariamente aquela substancia isolada a
mais Uutil para o tratamento da doenca:
exemplo disto é o caso relatado por YUNES,
PEDROSA e CECHINEL FILHO (2001), em
que o grupo de pesquisa isolou e identificou
duas espécies quimicas a partir do vegetal
Croton urucurara, sendo que nenhuma das
duas isoladamente teve 0 mesmo
desempenho do extrato na forma “integral”,
ou seja, como é utilizado pela populagao.

Synadenium grantii, apresenta
diversos compostos quimicos com possivel
acdao farmacoldgica, entre eles diterpenos,
alcaldides, flavondides entre outros. Este
mesmo trabalho, porém, concluiu que
nenhum dos extratos obtidos possuia a agdo
antiulcerativa apontada pela medicina
popular; também foi evidenciada a presencga
de glicosideos cianogénicos ou
cianogenéticos, que sdo potencialmente
toxicos a um grande nimero de organismos
vivos, 0 que demonstra o risco da
administracdo de extratos desta planta
(FRANCISCO e PINOTTI, 2000; GRUPO,
1998).

Trabalhos com outras espécies do
género Synadenium também demonstraram
a presenca de glicoproteinas biologicamente
ativas (MENON et al., 2002), o que pode nos
levar a crer que a distribuicdo de certo tipo
de padrdo de proteinas de latex seja
caracteristico deste grupo vegetal. Além

disso, muitos trabalhos recentes apontam
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para a necessidade de maiores estudos sobre
a familia, em especial com o género
Synadenium (SOUZA-FAGUNDES et AL,
2002; BITTNER et al, 2001; OLIVEIRA et al
2005; ROGERIO et al., 2007; PREMARATNA
et al., 1981).

Ensaios in vitro com as substancias de
origem vegetal podem fornecer importantes
dados sobre seu modo de agdo, e assim
guiar as proximas etapas de estudo; foi
dessa forma que se chegou ao
desenvolvimento de importantes farmacos
da atualidade, tais como o etoposido e o
paclitaxel, utilizados para o tratamento de
varios tipos de cancer, e que sdo substancias
sintetizadas a partir da podofilotoxina, a
toxina encontrada nas plantas do género
Taxus (DAVID et al., 2007). Os testes de
citotoxicidade in vitro consistem em expor
direta ou indiretamente uma cultura de
células de mamiferos a uma determinada
substancia, observando-se posteriormente as
alteracbes causadas, como por exemplo, lise
celular, inibicdo da formacdo de colbnias
celulares, descolamento do tecido, entre
outros (INTERNATIONAL STANDARD, 1992;
ROGERO et al., 2003). Essas modificacoes
sdo observadas normalmente através de
mecanismos de coloracdo, que sdo aplicados
a cultura de células apés um determinado
periodo de exposicdo ao material em teste
(CARVALHO et al., 2004; VALADARES;
CASTRO; CUNHA, 2008; MOREIRA, WEISS,
KRUGER, 2000).

As células de traquéia de feto bovino
se caracterizam pelo crescimento em uma
Unica camada de células, ndao formando

estratos, e se aderem as paredes do poco de

cultivo; apresentam ainda formato
ligeiramente alongado, com nudcleo mais ou
menos central. Elas foram escolhidas para
este estudo por serem de facil cultivo e por
apresentarem resposta clara a estimulos
exdgenos rapidamente (COLES, 1984;
KRUGER et al, 1998; MARCONDES;
GONCALVES, 2008). E importante lembrar
que os extratos de Synadenium carinatum
usados pela populacdo sdo bastante diluidos.
Isso diminui a concentracdo dos compostos
e, consequentemente, pode reduzir a sua
citotoxicidade, conforme ja descrito por
outros autores (MOCKEL et AL, 1997)

Pelo fato de haverem poucos estudos
do tipo screening com o género e das
crescentes evidéncias de sua bioatividade
(VALADARES; CASTRO; CUNHA, 2008;
JAGER; HUTCHINGS; VAN STADEN, 1996;
AFONSO-CARDOSO et al, 2007), bem como
pela caréncia de estudos de toxicidade com o
produto utilizado pela populagdo, este
trabalho foi realizado tendo como objetivos:
caracterizar quimicamente a planta
Synadenium carinatum; avaliar o potencial
toxico de seu latex em culturas de células de
traquéia de feto bovino; contribuir com o
conhecimento popular sobre o vegetal em
estudo; contribuir com o conhecimento

académico em relagdo a espécie.

MATERIAIS E METODOS



Machado, A. A., Nakashima T., Silva W. A., Kriiger E. R. / Revista Eletronica de Farmacia Vol VIII
(2), 1 - 24, 2011

Material botanico

Amostras coletadas para este estudo
de um exemplar de cultivo domiciliar de
propriedade de um dos autores do trabalho,
na cidade de Bauru, no Estado de Sao Paulo.
Foram utilizadas folhas frescas para o estudo
fitoquimico e latex para realizacdo do estudo
de toxicidade in vitro.

Obtencdo dos extratos e fracoes
Obtencao do extrato bruto
hidroalcoélico

O extrato hidroalcodlico foi preparado
segundo a metodologia de Moreira (1979)
modificada por Nakashima (1993). O extrato
bruto foi obtido por maceracao a frio. Folhas
do vegetal foram fragmentadas com o auxilio
de uma tesoura e deixadas imersas no
liquido extrator em diferentes concentragoes
em frasco ambar devidamente fechado,
durante um periodo de aproximadamente 10
dias para cada concentracdo do liquido
extrator. O liquido extrator usado foi o etanol
(EtOH) em diferentes concentragdes, sendo
elas 50%, 70% e P.A. Apds o periodo de
maceracao, o extrato bruto foi filtrado em
funil de vidro com papel de filtro e entao
levado a um baldo apropriado para ser
concentrado em rotavapor até que seu
volume fosse reduzido a aproximadamente
um terco do original. Esse processo visa a
retirada do excesso do solvente para assim
diminuir a interferéncia deste no processo

posterior de fracionamento.

Obtencgao das fracdes

As fracOes foram obtidas pela adicao
de solventes organicos de polaridades
crescentes: n-hexano, cloroférmio e acetato
de etila, nessa ordem. O processo de
fracionamento foi realizado em funil de
separacao, onde o extrato bruto foi levado
apés ser concentrado no rotavapor e
resfriado a temperatura ambiente. Cada
solvente foi adicionado em volumes
pequenos ao extrato bruto, na proporgdo de
1:1, sendo agitado e recuperado em seguida
em frasco a parte, correspondendo assim a
fracdao obtida. Tal fracdao foi completada com
o solvente utilizado de forma a completar
200 mL. Apdés a adicdo de cada diferente
solvente o extrato bruto foi levado a
evaporacao em banho-maria para retirada do
excesso do produto.

Apds o fracionamento com cada um
dos trés solventes, obteve-se a fracdo
hidroalcodlica, que corresponde ao liquido
final do extrato bruto apods cada particao com
os solventes organicos.

Todas as fragdes estiveram acondicionadas
em frascos rotulados e devidamente
fechados em geladeira até o momento do
seu uso, e foram denominadas F1 (fracdo n-
hexanica), F2 (fracdo cloroférmica), F3
(fracdo acetato de etila) e HA (fracdo

hidroalcodlica).

Obtencao do extrato aquoso

O extrato aquoso 20% foi preparado
segundo a metodologia de Moreira (1979)
modificada por Nakashima (1993). Uma
quantidade de 800ml| de agua foi adicionada
de 200g de folhas frescas fracionadas de

Synadenium carinautm. Essa solugao foi
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60°C, por um periodo de 6 horas. Apds esse
procedimento, o liquido foi filtrado em papel
de filtro e algoddao. O extrato aquoso 20%
nao foi fracionado, de modo que as reacgoes
foram realizadas com o0 mesmo sem
qualquer preparo anterior, a nao ser o0s

indicados nas metodologias que seguem.

Ensaios fitoquimicos
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Preparar tubos de ensaio com 200 mg
de limalha de magnésio e adicionar 5 mL de
cada uma das fragbes nos tubos. Colocar os
tubos em béquer com gelo, levar a capela e
adicionar lentamente HCI fumegante.

A confirmacdo da presenca de
heterosideos flavonicos ocorre quando ha a
mudanca de coloragao da fragao: amarelo a
vermelho, para flavonas; vermelho a
vermelho-sangue para flavonol e
diidroflavonol; vermelho a violeta para
flavononas; vermelho rosado, para derivados

antocioanicos.

Reacdo de Taubock ou oxalo-bérica

Levar a secura em banho-maria 10
mL de cada uma das fragdes. Ao residuo
seco, adicionar 5 gotas de acetona e 30 mg
de uma mistura de acido boérico e acido
oxalico, na proporgcdo de 1:1. Agitar bem e
levar a secura. Ao residuo, adicionar 5 mL de
éter etilico, transferindo entdo para tubos de
ensaio. Observar sob ultravioleta (UV).

Considera-se a reacao com resultado
positivo quando observada fluorescéncia
amarelo-esverdeada, indicando a presenca
de flavondides do tipo flavondis.
Reacao de Pacheco

Em capsulas de porcelana, levar 10
mL de cada fragdo a secura em banho-maria.
Adicionar ao residuo seco alguns cristais de
acetato de sodio (AcONa) e 0,1 mL de
anidrido acético e aquecer em fogareiro. Em
seguida, adicionar 0,1 mL de HCI
concentrado.

A presenca de diidroflavondis nesta
reacao € indicada pela formacdo de coloracao

roxa.

4.5.1.2.4 Reagao de zinco (Zn) em HCI

Preparar um tubo de ensaio para cada
fragdo com uma pastilha de zinco (Zn).
Colocar 10 mL das fracdes F1, F2 e F3 em
capsulas de porcelana e levar a secura em
banho-maria. N3o ha necessidade de
concentrar a fracdo hidroalcodlica. Ao
residuo seco das fragdes levadas ao banho-
maria, adicionar 10 mL de EtOH.

Levar 5 mL de cada fragdao aos tubos
de ensaio previamente preparados e coloca-
los em béquer com gelo. Na capela,
adicionar lentamente algumas gotas de HCI
fumegante.

A mudanca da coloracdo da fracao
para roxo confirma a presenca de

diidroflavondis.

Pesquisa de cumarinas
Reacgao 1

Em capsulas de porcelana, concentrar
30 mL das fracdes F1, F2 e F3 em banho-
maria, até que seu volume se reduza a 5 mL.

O mesmo volume da fracdao HA (30
mL) deve ter seu pH reduzido para 1 com a
adicdo de HCl 2N. Apds esse procedimento,
deve ser levada ao banho-maria ou a chapa
para que seja concentrada também,
atingindo o volume de 5 mL. Deixar esfriar e
levar a fracdo concentrada para um funil de
separacdo, adicionando 20 mL de éter etilico
(em 2 vezes de 10 mL) para extracdao de
uma fragdo etérea. Essa fracdo etérea obtida
da fragdo hidroalcodlica deve ser levada para
concentrar em banho-maria até que seu
volume também seja reduzido para 5 mL.

Cada uma das fragdes concentradas
(F1, F2, F3 e etérea) deve ter 3 mL
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transferidos para tubos de ensaio. Adicionar
2 mL de hidréoxido de sddio (NaOH) 1N
recém-preparado e levar os tubos para uma
camara de luz ultravioleta (UV) em 366 nm,
por um periodo de 15 minutos.

Observa-se a confirmagao da
presenca de cumarinas se  houver
fluorescéncia azul ou verde-amarelada.
Reacdo 2

Os 2 mL restantes das fragles
preparadas para a reagao anterior devem ser
depositados em tiras de papel de filtro
previamente preparadas e identificadas,
formando trés pontos de aproximadamente
1cm cada. Sobre duas das manchas, aplicar
uma gota da solugdo de NaOH 1N recém-
preparada (manchas 1 e 2). Cobrir a mancha
1 com uma moeda ou papel-aluminio e expor
ao UV a 366 nm por 15 minutos.

A presenca de cumarinas pode ser
confirmada se for observada fluorescéncia

azul ou verde-amarelada na mancha 2.

Pesquisa de heterosideo antraquindnico
Reacao de Bomtrager

Transferir 30 mL de cada uma das
fracOes para baldes de fundo redondo, com
capacidade para 100 mL ou 250 mL.
Adicionar 5 mL de acido sulfurico (H2504)
10%. Acoplar ao condensador e levar para
refluxo por 30 minutos, filtrando em seqguida,
ainda quente, com papel de filtro.

As fracbes hexanica, cloroférmica e
acetato devem ser levadas para funis de
separacdo e adicionadas de 30 mL de agua
destilada, formando entao uma fracao

organica de cada fracdo original.

A fragdo hidroalcodlica deve ser
extraida com 20 mL de éter etilico, também
em funil de separagao, formando assim a
fracdo etérea da fragdo original.

Concentrar cada uma dessas fragdes
- as trés organicas e a etérea obtidas - em
banho-maria até que se atinja um volume de
aproximadamente 5 mL. Transferir para
tubos de ensaio as fragdes concentradas e
adicionar 5 mL da solugcdo de hidroxido de
amonia (NH40H), agitando lentamente.

A mudanca da coloracdo da fragcao
para vermelho indica presenca de

naftoquinonas e/ou antraquinonas.

Pesquisa de esterdides/triterpenos
Reacdo de Libermann Bouchard

Em capsulas de porcelana, evaporar
30 mL de cada uma das fragdes em banho-
maria até a secura. Dissolver os residuos em
5 mL de cloroférmio e filtrar.

Com o auxilio de uma pipeta, levar,
de cada uma das fragbes, as seguintes
quantidades a trés tubos de ensaio
diferentes: 0,1 mL; 0,5 mL; 1,0 mL. Em
seguida, completar os volumes com
cloroférmio até 2 mL.

Em capela, adicionar 1 mL de anidrido
acético e 2 mL de acido sulfirico (H2S04)
concentrado.

A mudanca da coloracao do extrato
para résea ou azul indica a presenca de
esterdides ou triterpenos com fungdo
carbonila (C=0) no carbono 3 e dupla ligagao
entre os carbonos 5 e 6 da estrutura.

Se ocorrer coloragao verde, indica
funcao hidroxila (OH) no carbono 3 e dupla

ligacao entre os carbonos 5 e 6.
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Coloragdo amarela indica possivel
metilacdao (CH3) no carbono 14.

Reacao de Keller Kelliani

Preparar 4 tubos de ensaio,

adicionando 2 mL de H2S04.
Levar a secura 2 mL de cada uma das
fracdes no banho-maria, em capsulas de
porcelana. Dissolver os residuos com 2 mL
de acido acético glacial e 0,2 mL de solucdo
aquosa de cloreto férrico 1%. Transferir
cautelosamente as misturas para os tubos de
ensaio previamente preparados.

O desenvolvimento de coloragdao azul
na zona de contato entre os dois liquidos ou
na fase acética indica presenca de desoxi-
acucares do tipo esterdides.

Desenvolvimento de coloracdao verde
na zona de contato ou na fase acética pode
indicar a presenca de desoxi-aglcares do
tipo triterpendides.

Reacao de Baljet

Preparo prévio de duas solugoes:

a) Solugao A: acido picrico em etanol, a 5%;
b) Solucdo B: hidréxido de sodio 10%.

Colocar 2 mL de cada uma das
fracdes em tubos de ensaio e adicionar, em
cada tubo, 1 mL de cada uma das solucdes A
e B.

Reacdo positiva: coloracao laranja,
indicando a presenca de geninas com anel
lacténico pentagonal insaturado.

Reacao de Tollens

Levar a secura, em capsulas de
porcelana, 2 mL de cada uma das fracoes em
banho-maria. Ao residuo, adicionar 1 mL de
piridina, 0,5 mL de solucao aquosa de nitrato
10%, 0,5 mL de solugdo aquosa de hidroxido

de sodio 5% e adicionar hidroxido de amonia

até a completa dissolucdo do precipitado.
Levar a solugdo a uma chama até atingir
fervura.

Reagdo positiva: formagao de espelho
de prata, o que indica insaturagao no anel A
ou B.

Reacdo de Kedde

Preparar previamente o0s seguintes
reativos:

a) reativo A: acido 3,5-dinitrobenzdico a 2%,
em EtOH;

b) reativo B: hidroxido de potassio a 6%, em
agua destilada.

Levar cada uma das fracbes a secura
em capsulas de porcelana, no banho-maria.
Dissolver o residuo em metanol e transferir
para tubos de ensaio. Adicionar 0,5 mL do
reativo A e 0,5 mL do reativo B.

Reacdo positiva: coloracdo violeta ou
azul, que indica a presenca de heterosideos
ou geninas com anel lactonico insaturado.
Reacao de Legal

Levar a secura 2 mL de cada uma das
fragdbes, em capsulas de porcelana, no
banho-maria. Dissolver os residuos em
peridina.

Transferir para tubos de ensaio. Nos
tubos, adicionar duas gotas do reativo
nitroprusiato de sdédio e uma pastilha de
NaOH.

Reacdo positiva: desenvolvimento de
coloracdo rosa, indicando a presenca de
lactonas sesquiterpénicas, com anel y-
lactona a,B insaturado. Teste também
sensivel a metilcetonas.

Ensaios com extrato aquoso

Pesquisa de heterosideos antocianicos
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Em trés tubos de ensaio, devidamente
numerados de 1 a 3, colocar 5 mL do extrato
aquoso. Acidificar o tubo niumero 1 (pH 4);
alcalinizar o tubo numero 2 (pH 10);
neutralizar o tubo nimero 3 (pH 7).

A reacdo é considerada positiva se
houver as seguintes mudancas de coloragao:
a) meio acido (tubo 1): tons avermelhados;
b) meio basico (tubo 2): tons azulados;

c) meio neutro (tubo 3): tons violaceos.

Aparecimento da coloragdo verde em
qualquer dos meios indica a presenga de

heterosideos flavonicos.

Pesquisa de heterosideos saponinicos

Ensaio da espuma: depositar em trés
tubos de ensaio 2 mL do extrato aquoso.
Agitar cada um deles energicamente,
durante 5 minutos. Medir a altura do anel de
espuma formado logo apos a agitacao.

A persisténcia de anel de espuma de
tamanho igual ou maior que 1 cm apds o
repouso indica a presenca de heterosideos

saponinicos.

Pesquisa de heterosideos cianogénicos
Reacdo do isopurpurato de sédio
Transferir para um tubo de ensaio ou tubo de
Roux, 5 mL do extrato aquoso de modo a
nao umedecer as paredes do tubo. Adicionar
ao extrato 1 mL de H2S504 1N. Suspender
dentro do tubo uma tira de papel picro
sodico como auxilio de uma rolha de cortica,
de modo que o papel ndo toque no liquido.
Levar o tubo ao banho-maria a 60°C, por 30

minutos.

O papel picro sodico adquire uma coloracdo
avermelhada na presenca de heterosideos
cianogénicos.
Reacdo de Schoembein

Em capsula de porcelana, depositar 5
mL do extrato aquoso. Adicionar 4 gotas de
solugdo de NaOH 10% ou KOH (hidroxido de
potassio) 10%, 3 cristais de sulfato ferroso e
uma gota de cloreto de ferro III (FeCl3) 1%.
Aquecer a mistura até a ebulicdo e adicionar
1 gota de HCI concentrado.

O desenvolvimento de coloragdao azul
caracteristica - azul da Prussia - indica

presenca de heterosideos cianogénicos.

Pesquisa de taninos
Reacgao com cloreto férrico

Adicionar 3 a 5 gotas de solucao
aquosa de cloreto férrico 1% em 1 mL do
extrato aquoso.

Desenvolvimento de coloracdao azul
ocorre na presenca de taninos; coloragao
verde, na presenca de flavondides; e
coloragdao marrom na presencga de poli fenois.
Reacao da solugao de gelatina

Em trés tubos de ensaio, identificados
de 1 a 3, adicionar 0,5 mL; 1,0 mL; 2,0 mL
do extrato aquoso em cada tubo,
respectivamente. Adicionar em cada tubo 2,0
mL de solucao de gelatina 2,5%.

A formacao de precipitado indica a
presenca positiva de taninos.

Reacao de sulfato de ferro amoniacal

Adicionar 2 gotas de sulfato de ferro
amoniacal a 5 mL do extrato aquoso, em
tubo de ensaio.

A ocorréncia de coloracao azul indica

a presenca de taninos; coloracdo verde
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indica flavondides; e coloragdo marrom
indica polifendis.
Reacao de cloridrato de emetina

Em tubo de ensaio, depositar 1 mL do
extrato aquoso. Adicionar 4 mL de &gua
destilada e 2 gotas de solucdo aquosa de
cloridrato de emetina 1%.

O desenvolvimento de precipitado
indica a presenca de taninos.

Reacdo de cianeto de potassio

Preparar previamente uma solugao de
acido acético diluido em 1 mL de solugao
aquosa de cianeto de potassio 10%.
Adicionar uma gota desta solugdo a 5 mL do
extrato, em tubo de ensaio.

Desenvolvimento de coloracdo rosada
indica a presenca de taninos contendo acido
galico.

Reacdo de acido nitroso

Transferir para uma capsula de
porcelana 5 mL do extrato aquoso. Adicionar
alguns cristais de nitrito de potassio e 5
gotas de acido sulfarico 0,5%.

Se houver aparecimento de coloracao
rosada, que passa ao pUrpura e ao indigo,
consideramos a presenca de taninos
associados a acido elagico.

Reacdo do dicromato de potassio

Em tubo de ensaio, depositar 5 mL do
extrato aquoso e adicionar 3 gotas de
dicromato de potassio 1%.

Desenvolvimento de precipitado ao
término da reacgdo indica a presenca de
taninos.

Ensaio de Staniasny

Transferir para um baldao de junta

24/40 de 250 mL de capacidade 30 mL do

extrato aquoso, 6 mL de formaldeido 40% e

4 mL de HCl 37%. Acoplar a um condensador
de bolas e levar ao refluxo durante uma
hora. Deixar esfriar e filtrar com papel de
filtro. Serdo utilizados o filtrado e os residuos
do papel de filtro.

Reacdo com os residuos: lavar o
papel de filtro com etanol 50% e gotejar
sobre o residuo lavado algumas gotas de
solucdo aquosa de KOH 5%.

Coloracgdo verde ao término da reagao
indica a presenca de taninos condensados.

Reagdo com o filtrado: sem agitar,
adicionar acetato de sédio e algumas gotas
de solucdo aquosa de cloreto férrico 1%.

Coloracdo azulada ao término da
reacao indica a presenca de taninos

hidrolisaveis.

Pesquisa de aminogrupos

Reacdo com ninhidrina: em capsula
de porcelana, depositar 10 mL do extrato
aquoso e levar para concentrar em banho-
maria, a uma temperatura aproximada de
60°C, até atingir 5 mL.

Em papel de filtro ou em placa
cromatografica (CCD), depositar 5 gotas do
extrato concentrado, formando uma mancha.
Deixar secar e nebulizar ou gotejar com
ninhidrina sobre a mancha. Levar a estufa
para aquecimento, durante
aproximadamente 15 minutos.

A reacdo é considerada positiva se
houver aparecimento de coloracdao azul ou
indicando a

violeta, presenca de

aminogrupos.

Pesquisa de acidos fixos
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Transferir para um baldo, de 100 mL,
20 mL do extrato aquoso e 2 mL de NaOH
IN. Acoplar a um condensador de bolas e
levar ao refluxo por 30 minutos. Deixar
esfriar e acidificar a solugdo com H2S04 e
extrair com éter etilico, adicionando-o em
trés vezes, de 10 mL cada.

Adicionar a fracdo éterea carvao
ativado, filtrar e levar a secura em banho-
maria a 50°C. Aquecer o residuo durante 10
minutos, em estufa, a temperatura de
100°C. Esfriar e adicionar 5 mL de solucao
aquosa de hidroxido de amonia 1N. Filtrar e
depositar 3 gotas deste extrato em um
papel, formando uma mancha de
aproximadamente 1cm. Gotejar sobre a
mancha o reativo de Nesseler.

O desenvolvimento de coloragao

indica a presenca de acidos fixos.

Pesquisa de acidos volateis

Em um tubo de ensaio, depositar 5
mL do extrato aquoso sem umedecer as
paredes. Suspender uma tira de papel de
tornassol ou de pH (0-14) com auxilio de
uma rolha de cortica, de modo que o papel
ndo toque o liquido. Levar o tubo ao banho-
maria, a uma temperatura de 60°C por 30
minutos.

Caso haja a presenca de 4acidos
volateis, o papel ird adquirir coloracdo

avermelhada.
Produto testado
WEISS; KRUGER, 2000). As culturas

de células foram feitas e mantidas em placas

de cultivo com 96 pogos (NAPCO, modelo

Em frasco de Eppendorff de 10ml, o
latex de Synadenium carinatum foi diluido
em dagua numa proporcao similar a
concentragdo em que a populagao o utiliza:
900uL para 1100uL de &gua, dando assim
origem a diluicdo 1. Foram realizadas outras
7 diluicdes, de base 10, coletando-se 100uL
da diluicao anterior e diluindo-a em 900uL de
agua, originando assim 8 diferentes
diluicdes. Cada uma dessas diluicbes foi
entdo numerada, de 1 (107%) a 8 (10%),
conforme seu grau de diluicdo. Foi testado o
latex, inicialmente, por ser esse o produto
utilizado pela populacdo no suposto combate
as enfermidades. As fracbes ndo foram
testadas porque alguns dos solventes
utilizados em  sua preparagdo  sao
conhecidamente toxicos, o que poderia
falsear os resultados dos testes. Além disso,
como nao foi feito o isolamento de nenhum
grupo ou composto quimico especifico nas
fragcOes, os resultados ndo teriam relevancia

para estudos futuros.

Ensaios de citotoxicidade

As culturas de células de traquéia de
feto bovino utilizadas neste estudo foram
previamente estabilizadas por 48 horas apos
a semeadura, em meio de cultura constituido
de um meio basico F10-199 Invitrogen
(EDDINGTON; BRIDGES, 1985), adicionado
de 10% de FBS (soro bovino fetal), penicilina
(100UI/mL), estreptomicina (100 pg/mL) e
anfotericina B (2,5 wng/mL) (MOREIRA;
6100), conforme mostra a FIGURA 1, e em

incubadora de CO2 para cultivo de células
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(TRP) a 28°C e a uma saturagdao maxima de
5% de CO2.

Foram utilizadas 3 placas de cultivo,
sendo que as placas 1 e 2 receberam o
produto testado, e a placa denominada 3 foi
a placa-controle; as placas testadas 1 e 2
tiveram respectivamente, 10uL e 20uL de
meio de cultura retirado e substituido pela
mesma quantidade de uma das oito
diferentes concentragdes de latex diluido em
agua (diluicbes 1 a 8 previamente
preparadas). Foram feitas 8 repeticdes para
cada diferente diluicio em cada uma das
placas testadas, de modo a garantir a
confiabilidade dos resultados. Assim, nas
placas 1 e 2, ao final da aplicacdo do produto
testado, cada poco de cultivo continha as
células em seu meio de cultura adicionado de
determinada quantidade do latex diluido, de

modo que ao final, as placas testadas e a

placa controle tinham a mesma quantidade
de meio de cultura ou, no caso das placas-
teste, meio de cultura adicionado do produto
em teste. Na placa-controle, os pogos de
cultivo continham apenas as células e o meio
de cultura, objetivando observar o
desenvolvimento das células em um
ambiente comum, sem alteragoes.

O acompanhamento do crescimento
das culturas foi feito a cada intervalo de 24
horas, utilizando-se microscoépio invertido.
No quarto dia, as placas foram lavadas e
coradas com o corante Azul de Tripano para

analise da viabilidade das culturas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As tabelas 1 e 2 mostram os
resultados obtidos para a analise fitoquimica
preliminar realizada com os extratos de

Synadenium carinatum:

Fracado

Metabdlito F1

F2 F3 HA

Alcaldides -

Heterosideos

Flavonicos -

+++ -

Cumarinas -

++ -

Heterosideos

Antraquinonicos -

Esterodides e/ou

Triterpenos +++

+++ - -

Quadro 1. Resultados dos testes fitoquimicos para as fragdes F1, F2, F3 e hidroalcoodlica (HA) do

extrato bruto hidroalcodlico de Synadenium carinatum.
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Grupos de Compostos Resultado
Heterosideos Antocianicos +++
Heterosideos Saponinicos ---
Heterosideos ---
Cianogénicos

Taninos Hidrolisaveis +++
Taninos Nao-hidrolisaveis +++
Aminogrupos +++
Acidos Fixos +++

Acidos Volateis

Legenda: Presenca da classe de metabdlitos secundarios indicada por:

+: reagdo fracamente positiva
++: reagdo positiva

+++: reagdo fortemente positiva
Auséncia indicada por:

-: ausente

Quadro 2. Resultados dos testes fitoquimicos para extrato aquoso de Synadenium carinatum.

Esses resultados corroboram com
outros estudos realizados com o género

as espécies do género no sentido de
realizar um levantamento genérico da
composi¢cao quimica, e ndo havendo outros
estudos similares realizados com a mesma
espécie, o presente se revela sobremaneira
interessante e, ao mesmo tempo, carecendo
de outras informacdes que possam confirmar
os resultados obtidos.

O conteldo de flavondides, evidenciado
através de reagdes com fortes positivos, € de
especial interesse, pois este grupo de
metabdlitos secundarios & responsavel por
inimeras funcgdes relevantes no metabolismo
humano e animal, destacando-se entre elas
as capacidades imunomoduladora e também
a antioxidante (HAVSTEEN, 2002; SIMONI et
al, 2002).

(GRUPO 1998; BITTNER et al, 2001; MENON,
2002). Sendo poucos os estudos envolvendo
Para o grupo de esterdides/triterpenos
também foram obtidas reacbes fortemente
positivas em certas fracdes do extrato
hidroalcodlico (F1 e F2), de forma que este
deve ser um grupo avaliado mais
cuidadosamente em estudos futuros.

Os ensaios de citotoxicidade revelaram
que o produto em teste pode ser bastante
toxico em concentragbes altas quando
aplicado no cultivo de células de traquéia de
feto bovino. As concentracdes mais altas
foram extremamente toxicas as células tanto
na quantidade de 10puL como de 20uL -
diluicbes 1 e 2, e diluicdes 1, 2 e 3,
respectivamente. Nos ensaios com a diluicao
1, em ambas as placas (1, 10uL e 2, 20uL),

foi observada grande quantidade de células
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em processo de morte celular, com reagodes
caracteristicas - nucleo aumentado e
granuloso, intensa vacuolizagao, rompimento
de membrana, danos a forma e ao tecido e
outros (figuras 1 e 2); apds a lavagem,
houve total desprendimento da camada de
células  (figura 3). Também  foram
observados grandes danos a morfologia

celular e/ou histolégica na diluicdo 2, na
placa 1 e nas diluicbes 2 e 3 da placa 2.
Conforme a diluicdo do produto, os efeitos
danosos foram gradativamente menores,
estando também relacionados com a
quantidade em que foram aplicados nos

cultivos

celulares (Figura 4).

Figura 1. Placa 1 observada no 3° dia do experimento, poco de cultivo contendo a maior

concentracdo - diluicdo 1; a notar as caracteristicas de células mortas/em processo de morte,

alta desorganizagao do tecido, deformagao acentuada das células e alta granulagao

citoplasmatica (aumento de 400X).

Figura 2. Placa 2

observada no 39 dia do

experimento, um dos pocos de cultivo contendo a maior concentracao - diluicdo 1; como na



Machado, A. A., Nakashima T., Silva W. A., Krliger E. R. / Revista Eletronica de Farmacia Vol VIII
(2), 1 - 24, 2011
placa I, pode-se notar a alta desorganizacdo do tecido e deformacdo acentuada das células,
possivelmente caracterizando também células mortas/em processo de morte. Digno de nota
ressaltar que, nesta observacdo, ja se nota uma quantidade de células menor que na placa 1
(acima), o que pode estar demonstrando que o produto inibiu a proliferagdao e adesao celular,

levando-as a morte (aumento de 400X).

Figura 3. A esquerda, placa controle ao final do experimento, apds a lavagem e aplicagdo
do corante; a direita, placa 1, onde se pode observar o completo desprendimento da camada
aderente de células, caracterizando aquilo que os autores denominam de “efeito severo”
(aumento de 400X).

Figura 4. Imagens dos efeitos do latex, na diluigdo
3, aplicado nas placas 1 (a esquerda) e 2 (a direita). Observa-se claramente a diferenca entre os
efeitos, sendo possivel relaciona-los com a quantidade aplicada em cada placa (aumento de

400X).

As figuras A e B mostram a variacao segundo a concentracdao de latex aplicado,
dos efeitos ocorridos nos cultivos celulares sendo a figura A referente aos efeitos
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ocorridos na Placa I e a figura B referente
aos efeitos ocorridos na Placa II. A
classificacdao desses efeitos foi desenvolvida
pelos autores, dadas as condicdes especificas
do estudo.

Os efeitos toxicos causados pelo latex
foram classificados em quatro grupos: 1, que
caracteriza o desprendimento total do tecido

e morte celular intensa; 2, baixo indice de

sobrevivéncia, nao-formacdo de tecido
uniforme, com células agrupadas em grumos
e apresentando caracteristicas relacionadas
com o processo de morte celular (alta
granulacdo citoplasmatica e vacuolizacdo); 3,
discreta organizacao tecidual; 4, formagao
normal da camada aderente de células, ndo

apresentando danos visiveis.

Teste de Citotoxicidade: variagdo da ocorréncia dos efeitos em funcéo da
concentracéo utilizada - placa 1

o

ORPNWAUUON®OE
Nimero de Pogos

Concentracdo de Latex

— Efl —— Ef2

Ef4

LEGENDA:

Ef 1: desprendimento total da camada aderente de células: nenhuma célula viva ou morta pode

ser vista apds a lavagem e coracgdo da placa de cultivo.

Ef 2: alta incidéncia de morte celular, ndo-formagdo da caracteristica monocamada aderente de

células - auséncia de tecido organizado; células deformadas agrupadas pontualmente - “grumos”.

Ef 3: presenca de leve organizacdo de tecido - formacdo ainda desorganizada de uma

monocamada aderente de células; incidéncia de morte celular razoavel.

Ef 4: formacdo de monocamada aderente de células; baixa incidéncia de morte celular

(comparavel ao controle).
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Figura A. As curvas representadas no grafico mostram a variagao dos efeitos toxicos exibidos
pelo latex de Synadenium carinatum segundo o nimero de pocos afetados e a concentragdo de
latex utilizada na Placa 1, onde foram utilizados 10uL de cada diluicdo. O eixo X representa a
concentragdo de latex do produto testado (diluicdes de 1 a 8, sendo 1 a mais concentrada e 8 a
mais diluida) e o eixo Y o numero de pogos em que foi observado o efeito descrito (efeitos 1 a 4
- Ef1 a Ef4).

Teste de Citotoxicidade: variacdo da ocorréncia dos efeitos
em fung&o da concentracéo utilizada - placa 2

~_
~—

\\ )

8 7 6 5 4 3 2 1 0

Concentragéo de Latex

Numero de Pogos

OFRP NWAMAMOUA OO OO

| —Een —ER B3 —Ef4 |

Figura B. As curvas representadas no grafico mostram a variagao dos efeitos toxicos exibidos
pelo latex de Synadenium carinatum segundo o nimero de pocos afetados e a concentragdo de
latex utilizada na Placa 2, onde foram utilizados 20uL de cada diluicdo. O eixo X representa a
concentragdo de latex do produto testado (diluicdes de 1 a 8, sendo 1 a mais concentrada e 8 a

mais diluida) e o eixo Y o numero de pogos em que foi observado o efeito descrito (efeitos 1 a 4

- Ef1 a Ef4).
As figuras C e D mostram a ocorréncia respectivamente. Foram considerados como
dos danos mais severos causados a estrutura “efeitos severos” os efeitos 1 e 2, descritos
celular/histologica observados no estudo, anteriormente.

sendo os graficos referentes as Placas I e II,
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Ocorréncia dos chamados E.S - Efeitos Severos (1 e 2) - nos
pocos de cultivo - placa 1: nimero de pogos afetados em
fungéo da diluigéo

o

N° de pogos observadas
com E.S

— T T T T T T T
OFRP NWAAOUIIOONOOLER

Diluig&o

| Efeitos severos (1e2) - - - -

Log. (Efeitos severos (1 e 2)) |

Figura C. Variacdo da ocorréncia dos “efeitos severos” (1, desprendimento total da camada

aderente de células e 2, alta incidéncia de morte celular) causados pelo latex na Placa 1, em

funcao da diluicdo aplicada. Uma curva logaritimica foi construida com base nos valores aplicados

no grafico, a fim de melhor visualizar a variancia dos dados.

Ocorréncia dos chamados E.S - Efeitos Severos (1 e 2) -
nos pogos de cultivo - placa 2: numero de pogos afetados
em funcao da dilui¢céo

10

. o &

l g g

L7 ©
ls &0

o
L5 8 c
F 4 g 8

+ 3 S

.. r2 o

el 1

T — 0 =z

0 6 7 8
Diluigéo
| Efeitos severos (L e 2) - - - - Log. (Efeitos severos (1 e 2)) |

Figura D. Variagdo da ocorréncia dos “efeitos severos” (1, desprendimento total da camada

aderente de células e 2, alta incidéncia de morte celular) causados pelo latex na Placa 1, em

funcdo da diluigdo aplicada. Uma curva logaritimica foi construida com base nos valores aplicados

no grafico, a fim de melhor visualizar a variancia dos dados.

Baseados nos dados obtidos, os
autores puderam estabelecer a DTCCsy (dose
toxica em cultivo celular letal para 50% das

culturas) para o produto em teste, utilizando

0o método de Reed-Munch (REED; MUNCH,
1938; YAMAMOTO et al, 1998). Segundo
esse método, a DTCCsy, para a maior

concentragdo - 10uL - é de 10%° e para a
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maior concentracao testada - 20puL - é de 10°

33 0 que significa que doses menores do que

CONCLUSAO

Synadenium carinatum mostra-se com

um grande potencial farmacoldgico, do ponto

de vista de seu conteudo de metabdlitos

estas sdo as indicadas para uma possivel

aplicacdo terapéutica.

observado, em contracdes medianas e
baixas, nas duas quantidades utilizadas.

Os resultados apontam ainda para a
necessidade do prosseguimento dos estudos
com o vegetal, de maneira a contribuir com

o conhecimento académico e popular sobre

secundarios, carecendo de maiores sua agao terapéutica.

investigagdes para isolamento e identificagao

dos compostos de interesse.

Os ensaios de citotoxicidade revelaram AGRADECIMENTOS
gue o latex do vegetal é potencialmente
toxico em concentragbes altas, causando, Ao Laboratoério Marcos Enrietti,

por outro lado, danos celulares menos Curitiba, PR.

severos ou imperceptiveis, no intervalo
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