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RESUMO: A Tynnanthus fasciculatus MIERS, conhecida na medicina popular como cipé-cravo, tem sido usada
como estimulante, anti-helmintica, afrodisiaca e no tratamento de problemas estomacais. Neste trabalho, uma
prospeccao fitoquimica visando identificar classes de compostos presentes no extrato aquoso, etandlico e em
diclorometano do cipo-cravo foi realizada. Além disso, a DLs, do extrato aquoso da planta foi obtida com base em
ensaios toxicolégicos utilizando Artemia salina como bioindicador. Os resultados da prospecgao fitoquimica
indicaram a presenga simultanea de taninos, flavon0|des e heterosideos cardiotbnicos para os trés extratos
estudados. O extrato aquoso apresentou DLsg = 43,4 mg L", indicando uma alta toxicidade quando comparado a
dados da literatura. A toxicidade acredita-se estar vmculada a presenga de taninos. Portanto, este trabalho
destaca, entre outros aspectos, o risco de exposi¢do do usuario da planta na medicina popular.

PALAVRAS-CHAVES: Tynnanthus fasciculatus, toxicidade, Artemia, espectrofotometria.

ABSTRACT: The Tynnanthus fasciculatus MIERS, is known for Stem herb in the Brazilian phytomedicine and has
been used as stimulant, anti-helminthic, aphrodisiac and in the treatment of stomach problems. In this work, a
phytochemical study aiming to identify the principal compounds presents in ethanolic, aqueous and
dichloromethane Tynnanthus extracts was performed. Besides, DLs, toxicological tests using Artemia as
bioindicator were conduced to obtain information about the plant toxicity. The results of the phytochemical
prospection indicated a simultaneous presence of tannlns flavonoids and cardiotonic heterosides for all extracts.
The aqueous extract presented a LDgy = 43.4 mg L indicating a high toxicity when compared with literature data.
The toxicity observed for can be correlated with the presence of tannins. Therefore, this work points the risks of the
Tynanthus users in the Brazilian phytomedicine.
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INTRODUCAO

A familia Bignoniaceae é constituida por 113 géneros e 800 espécies de plantas arbustivas, arbéreas e
trepadeiras. As espécies deste taxon encontram-se distribuidas nas regides tropicais de todo o mundo, sendo de
ocorréncia freqliente no continente americano, cujos jacarandas (Jacaranda brasiliana) e Ipés amarelo e roxo
(Tabebuia alba e T. avellanedae) sdo os exemplos mais representativos da familia. Plantas destas espécies sao
muito utilizadas na construgéao civil, carpintaria e construcdo de instrumentos musicais devido a natureza rigida da
madeira. Além disso, no planejamento urbano € também utilizada como planta ornamental, devido as suas belas
floragdes, sendo o Ipé o exemplo mais conhecido no paisagismo urbano (PAULETTI et al., 2003).

No Brasil, plantas desta familia ocorrem desde a Amazénia até o Rio Grande do Sul, ndo possuindo um
habitat Unico, podendo ser encontradas nos cerrados, Mata Atlantica e regidao amazénica (LORENZI, 1998).

A espécie Tynnanthus fasciculatus MIERS (Figura 1), pertencente a familia Bignoniaceae, € conhecida
popularmente como cipd-cravo por possuir aroma semelhante ao do Cravo-da-India. Tradicionalmente é utilizada
como estimulante geral, anti-helmintico e adotada popularmente como estimulante e afrodisiaca além de ser
utilizada ha séculos como medicamento caseiro para combater ma digestao e dores no estdbmago (BURGO et al.,
2006; MELO, 2007). Ensaios farmacoldgicos tém evidenciado uma atividade analgésica do extrato das folhas em
camundongos, bem como atividade antioxidante.

Figura 1. Tynnanthus fasciculatus MIERS (Bignoniaceae). (Fonte: MELO, 2007).

Ha registros na literatura de que a Tynanthus tem feito parte de formula¢des de fitofarmacos desde 1937,
onde um dos principais compostos encontrados no 6leo essencial desta planta é o eugenol e responsavel pela
atividade anti Claudosporium herbarum, salientando assim seu potencial uso no controle biolégico de fungos
(BURGO et al., 2006).

Ao longo dos Ultimos anos, a ocorréncia de infecgbes fungicas humanas tem apresentando um aumento
expressivo, sendo as dermatomicoses as principais infecgbes responsaveis por esse aumento. Varios fatores
estdo relacionados ao crescimento dessas infecgbes fungicas, entre eles: o melhor diagnéstico laboratorial e
clinico, o aumento da sobrevida de pacientes com doencas imunossupressoras e o emprego de medicamentos
imunossupressores utilizados as vezes de forma abusiva, permitindo a instalagdo de microorganismos
convencionalmente sapréfitos (FENNER et al., 2006). Os fungos responsaveis por essas infecgées sdo fungos
patégenos (Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton, Paracoccidioides, Histoplasma) ou patégenos
oportunistas (Candida albicans, Cryptococcus neoformans). O tratamento das micoses humanas nao é sempre
efetivo, pois os farmacos antifungicos disponiveis produzem recorréncia ou causam resisténcia, além de
apresentarem certa toxicidade. Por esta razdo, ha uma busca continua de novos farmacos antifingicos mais
potentes e sobretudo, mais seguros que os existentes. Além das infeccbes em humanos, os animais também
podem ser atacados esporadicamente por fungos muito dificeis de serem combatidos. Além disso, as infecgoes
fungicas em plantas por espécies de Rhizoctonia, Phytophtora, Sclerotinia, Fusarium, Phomopsis, Colletotrichum,
Diaphorte, Macrophomina, Cercospora, representam perdas incalculaveis para a producéo agricola (FENNER et
al., 2006).

Portanto, a busca de novos fa&rmacos antifungicos a partir de plantas da flora latino-americana, baseada
principalmente no seu uso etnofarmacol6gico assume papel importante neste contexto (FENNER et al., 2006).
Sendo assim, justifica-se que ha uma grande necessidade de estudos mais detalhados de cada espécie vegetal, a
fim de se aumentarem as possibilidades de encontrar novas fontes e/ou alternativas para o tratamento
antimicrobiano.

Os compostos produzidos pelos vegetais podem ser reunidos genericamente em dois grupos: 0s
metabolitos primarios, tais como carboidratos, aminoacidos e lipideos e os secundarios que sdo compostos
elaborados a partir da sintese dos metabolitos primarios, tais como compostos fenodlicos, terpendides, éleos
essenciais e alcaldides entre outros (SIMOES et al., 1999). Esses compostos secundarios € que sdo, em sua
maioria, responsaveis pelos efeitos medicinais, ou téxicos das plantas, além de apresentarem grande importancia
ecologica, pois atuam na atracdo de polinizadores e na ativacdo da defesa quimica da planta contra estresse
ambiental (BALADRIN et al., 1985; DI STASI, 1995).

Na rotina laboratorial de produtos naturais, diversos ensaios biolégicos tém sido inseridos, além do
isolamento, purificacdo e elucidacao estrutural dos diversos compostos bioativos (SIQUEIRA et al., 1998). O teste
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frente a Artemia salina (TAS) tem demonstrado boa aceitabilidade decorrente da sua alta sensibilidade, baixo
custo, rapidez e ser de facil manuseio (CAVALCANTE et al., 2000). A Artemia sp. € uma espécie de
microcrustaceo da ordem Anostraca, encontrado em aguas salgadas (CALOW, 1993). E utilizada como alimento
vivo para peixes, sendo seus ovos facilmente encontrados em lojas de aquaristas. Essa espécie marinha tem sido
utilizada em experimentos laboratoriais como um bioindicador, sendo o seu grau de tolerancia em relagdo a um
fator ambiental reduzido e especifico, de modo que apresenta uma resposta nitida frente a pequenas variagdes na
qualidade do ambiente (ABEL, 1989). A letalidade desse organismo tem sido utilizada para identificacao de
repostas bioldgicas, onde as varidveis como a morte ou vida sdo as uUnicas envolvidas (MEYER et al., 1982). O
ensaio de toxicidade com Artemia salina consiste em avaliar a toxicidade aguda do extrato e por isso é fator
determinante em bioensaios preliminares, onde o estudo de compostos com potencial atividade bioldgica é
investigado (COLEGATE, 1993).

Assim, o controle de qualidade de fitoterapicos é imprescindivel no meio comercial, pois muitas espécies
vegetais sdo vendidas sem quaisquer garantia de qualidade, favorecendo, desde a venda de espécies falsificadas,
até o armazenamento inadequado durante a sua comercializagao (CARVALHO et al., 2008). Neste estudo, a
prospeccao fitoquimica foi utilizada no monitoramento de algumas classes de compostos globais constituintes do
cip6 de Tynnanthus fasciculatus MIERS, bem como na determinagao de sua toxicidade frente a Artemia salina.

MATERIAIS E METODOS

Material botanico

A coleta do cipé-cravo (T. fasciculatus) foi realizada em janeiro de 2006 junto ao Setor de Dendrologia do
Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas Gerais, Brasil. O material
coletado foi identificado e autenticado por comparagdo com espécies do Horto Botanico da UFV, onde a espécie
testemunho foi depositada (exsicata n° 30.074). O caule de Tynnanthus fasciculatus MIERS foi seco e
posteriormente triturado usando-se moinho de martelos (Marconl - Modelo 340) no laboratério de Ciéncias
Agronomicas da Universidade Vale do Rio Doce (UNIVALE/MG).

Preparacao dos extratos

O triturado foi submetido a extragao por ultrasom (Unique®- MaxiClean 1400) durante 60 minutos, com
CH.CI, (diclorometano) P.A, CH3;CH,OH (&lcool etilico) P.A e H,O (agua). A agua utilizada no preparo das
solugbes e limpeza das vidrarias foi tratada por filiro de osmose reversa (Permutlon ). Todas as solugdes foram
preparadas na concentragdo de 10% (m/v — massa de planta seca triturada/volume de solvente). Apds este
periodo o extrato concentrado foi filtrado a vacuo (porosidade: 0,2 pm) em funil de Biichner. O extrato foi
elaborado conforme CARVALHO et al., 2008.

Prospeccao fitoquimica

Os extratos aquoso, etandlico e em diclorometano foram submetidos a uma série de reagdes de
caracterizagdo, entre elas: agucares redutores, compostos fendlicos, naftoquinonas, caracterizagdo de
flavonoides, taninos, cumarinas, triterpenos e esterdides, identificacdo de heterosideos cardiotbnicos e
caracterizag@o de saponinas, tendo sido realizadas em triplicata. Os testes se baseiam em reagdes cromaticas e
de precipitacdo conforme descrito por SIMOES et al., 1999.

Ensaios de toxicidade — Artemia Salina.

Utilizou-se a metodologia de MEYER (1982) adaptada por RUIZ et al., (2005). Preparou-se uma solugao
salina (com sal marinho) na concentragao 3,5% (m/v). O pH foi ajustado entre 8,0 — 9,0 adicionando-se gotas de
uma solugcédo 0,1 M NaOH (Merck ). Esta solugéo foi utilizada para eclosdo dos ovos de Artemia salina e no
preparo das outras diluicées. Os ovos foram colocados para eclodir na solugao salina, por 48 horas, com aeragao
constante e temperatura controlada de 25 C.

Cerca de 10 larvas de Artemia salina foram transferidas para tubos de ensaio contendo a solugao salina
e amostras a serem testadas, nas segumtes concentragbes do extrato: 0,1, 1, 10, 50 e 100 mg L. A contagem
dos animais mortos e vivos foi realizada apds 24h. A morte do mlcrocrustaceo € evidenciada pela sedimentacao
do crustaceo. Por se tratar de um crustaceo ativo em agua salina, a falta de movimento e sedimentagéao sao os
indicadores de morte do mesmo.

O teste foi acompanhado de controle negativo, somente com agua salina, e positivo com uma solugéo
0,33 mM de K,Cr,O7 (Dicromato de potassio). A DLs, foi estimada a partir da regresséo linear obtida da correlacao
entre a porcentagem de individuos mortos e a concentragédo do extrato.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos fitoquimicos compreendem as etapas de isolamento e identificacdo dos constituintes
majoritarios mais importantes das plantas, principalmente de substancias originarias do metabolismo secundario,
responsaveis, ou néo, pela agéo bioldgica desejada.

O conhecimento da constituigdo quimica das plantas aplicado na medicina popular envolve o estudo de
interacdes do organismo com os efeitos das inimeras classes de compostos e moléculas que podem existir numa
Unica planta. Esse conhecimento permite identificar a espécie vegetal, conjuntamente com ensaios de atividade
biolégica, de modo que se pode melhor caracterizar as fragdes ou substancias bioativas. Ressalta-se ainda a
importancia para o desenvolvimento de fitoterapicos o estabelecimento de marcadores quimicos, que sao
indispensaveis para o planejamento e monitoramento das agdes de transformagdes tecnoldgicas aliado a estudos
de estabilidade dos produtos intermediarios e finais (TOLEDO et al., 2003).

No que diz respeito a prospeccgao fitoquimica do cipd-cravo, os resultados da identificacdo das classes
de compostos sédo apresentados na Tabela 1. Os resultados indicam a presenga de metabdlitos secundarios que
podem estar relacionado a sua ag¢do no tratamento de diversos disturbios.

Tendo em vista o resgate da biodiversidade brasileira e identificagdo das potencialidades das plantas e
sua possivel acao medicinal, alguns metabdlitos secundarios sdo apontados neste estudo como ponto de partida
para este enfoque, sendo apresentados na Tabela 2. Através dessas informagdes direcionam-se os estudos a fim
de se especificar ainda mais o conhecimento sobre a espécie, uma vez que os dados sobre a planta ainda sao
modestos, quando comparados as suas potencialidades, o que possibilita a descoberta de novos principios ativos,
por exemplo, no combate a microorganismos resistentes. Portanto, a presenca de metabdlitos como taninos,
esterdides e flavonodides estdo associados a potente atividade analgésica em diferentes modelos de dor de origem
neurogénica e inflamatéria em camundongos, mesmo sendo compostos de natureza quimica diferente (TOLEDO
et al., 2003).

Tabela 1. Resultados da prospeccgao fitoquimica de Tynnanthus fasciculatus MIERS em diferentes solventes.
Fragbes preparadas a 10% (v/v — extrato seco/solvente) para todas as reagdes quimicas. (A-l: reagdo formol
cloridrico; A-11: gelatina salgada; B-I: reagédo da cianidina; B-II: reagdo com acido sulfarico concentrado; C-1: Baljet;
C-II: Kedde; * (+) resultado positivo e (-) resultado negativo).

Testes Agua Etanol Diclorometano

Acucares Redutores 4+ e+
Compostos Fendlicos +++ +++
Taninos A-1 --- +++ +++

Al +++ +4++ _—
Flavondides B-1 +++ +++ ---

B-ll  +++ +++ +++
Cumarinas
Heterosideos Cardiotonicos C-1  +++ +++

C-ll +++ --- ---
Saponinas +++ +++

Triterpenos e Esterdides
+++ +++ -—

Naftoquinonas

MARTINEZ-FLORES (2002) relata que os flavonéides atuam na estabilizacdo de espécies reativas de
oxigénio por possuirem grupo de orto-dihidroxi ou grupo catecol no anel B, o que confere maior estabilidade a
forma radicalar. Por outro lado, as plantas sdo capazes de produzir diferentes substancias téxicas em grandes
quantidades, como alguns alcaléides, cumarinas e outras provenientes do metabolismo secundéario,
aparentemente justificado para sua propria defesa contra virus, bactérias, fungos e animais predadores.
Entretanto, sdo poucos os estudos toxicoldgicos e genotdxicos (xenobidtico - danoso ao DNA) dessas substancias
(HAVSTEEN, 2002; ROSA et al., 2008).

Segundo SANCHES et al., (2005), varias espécies de Stryphnodendron contém cerca de 20% de taninos
e sdo usadas na medicina popular como cicatrizantes, além de agirem como antimicrobianas e desativadoras de
radicais livres, ou seja, antioxidantes. Tais espécies sdo derivados fendlicos, com uma boa solubilidade em agua,
de massa molecular entre 0,5 a 3 kDa. Muitas vezes, séo os principios ativos de plantas empregadas na medicina
tradicional para o tratamento de diversas moléstias, por apresentarem atividades biolégicas como a acao
bactericida, fungicida, moluscicida e inibicdo enzimatica, que podem ser potencialmente empregadas como novos
principios ativos e/ou outras aplicacdes (SILVA et al., 2004).
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Tabela 2. Relagdo dos metabdlitos secundarios encontrados na prospecgdo fitoquimica de Tynnanthus
fasciculatus e suas possiveis atividades.

Metabolitos Atividades e funcoes
secundarios
Compostos Fendlicos | — Inibem a peroxidacao lipidica e a lipooxigenase in vitro.
Taninos — Agéao antioxidante com potencial terapéutico no combate ao vitiligo, j& que uma das

causas desta doenca é producao de radicais livres;
— Anti-hipertensivo, antirreumatico, antihemorragico, cicatrizante, antiulcerogénico, e
antiinflamatério em geral.

Flavonéides — Sao pigmentos naturais, presentes nos vegetais;

— Protegéo de plantas contra raios ultravioleta e visivel;
— Atracgdo de insetos com finalidade de polinizagao;

— Acgéo antioxidante;

— Controle da acao de hormdnios vegetais;

— Alelopatia como marcadores taxondmicos.

Heterosideos — Tratamento de insuficiéncia cardiaca congestiva;

Cardiotbnicos — Na profilaxia e tratamento de algumas arritmias como fibrilagdo atrial e taquicardia
atrial paroxistica;

— Tratamento de choque cardiogénico, quando acompanhado de edema pulmonar.

Saponinas — Antifungica;
— Hipocolesterolimiantes;
— Espermicida.
Triterpenos e — Antiinflamatério e hormonal;
Esterdides — Estrutura das células, transporte de elétrons, fotossintese, sinalizacdo celular,

estrutura dos organismos, interacdes entre organismos.

(Fonte: SIMOES et al., 2000)

A toxicidade da Artemia salina tem mostrado uma boa correlacdo com atividades antltumoral inseticida e
anti- Trypanosoma cruzi (ALVES et al., 2000) para substancias que apresentam uma DLs, < 10° mg/L (MEYER et
al., 1982; RUIZ et al., 2005).

A comunidade cientifica vem procurando compreender os fendmenos responsaveis pelos mecanismos
adaptados de resisténcia a microorganismos, de forma criar alternativas e novas estratégias para o combate a
bactérias resistentes. A demanda crescente por novas substancias capazes de inibir, em concentragdes baixas,
processos vitais de uma ou mais espécies de microrganismos resistentes tem provocado uma verdadeira corrida
em busca de agentes antimicrobianos cada vez mais eficientes, tanto de origem natural, quanto semi-sintéticos ou
sintéticos (SILVEIRA et al., 2006).

Apesar dos mais otimistas ja terem abandonado o antigo sonho de encontrar uma substancia
antibacteriana perfeita, ou seja, invencivel frente a patdgenos multiresistentes, com amplo espectro de agao, baixo
e/ou sem efeitos adversos, o descobrimento de novos antibidticos potentes e mais seguros representa ndo apenas
0 avango para uma melhor qualidade de vida, mas também a participagdo em um mercado em crescimento
internacional que movimenta bilhdées de dolares anualmente (SUTCLIFFE, 2003).

O teste de toxicidade frente a Artemia salina constitui um modelo de baixo custo e pratico para anélises
de substancias téxicas devido a sua alta sensibilidade a quaisquer alteragées do meio, 0 que permitiu verificar no
decorrer do teste uma mortalidade crescente, sendo quase instantanea para concentragées, tanto mais elevadas
do extrato, quanto para o controle positivo, podendo inferir que 0 uso de concentragdes maiores que as adaptadas
seriam letais para estripe de Artemia sp., a0 passo que nas proporcdes menores ndo se verificou morte dos
individuos.

O extrato aquoso do caule de Tynnanthus fasciculatus MIERS foi submetido ao bioensaio com Artemia
sp., onde 0 mesmo proporcionou a relacdo de organismos (vivos e mortos) no final do ensaio, dispostos na Figura
2. Correlacionando os dados de porcentagem de morte versus concentragao de extrato, a regresséo linear entre
esses dois parAmetros nos permite estimar uma DLgy, = 43,4 mg L para o extrato. Esse valor indica uma alta
toxicidade do extrato levando-se em consideracdo os dados fornecidos pela Organlzagao Mundial de Saude
(OMS), que considera toxica a substancia que apresenta valores de DLg, < 10° mg L frente a Artemia salina
(MEYER et al., 1982). A maior atividade téxica concentrou-se em torno de 100 mg L onde houve a morte de
100% da populagéo analisada.

A Tynnanthus fasciculatus MIERS esta incluida numa das poucas espécies com atividade antifungica
conhecidas, ratificando a presenga de metabdlitos secundérios identificados na prospeccao fitoquimica. Isso foi
também observado por MOREIRA et al., (2003) ao realizarem estudos de toxicidade frente a Artemia salina, onde
foi verificado que a fracdo dos extratos analisados que continham triterpenos apresentaram uma maior agao
citotoxica, podendo assim constituir uma barreira fisica na prevencao de ataques microbianos.
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Figura 2. Porcentagem de larvas de Artemia mortas em relagcdo as concentragdes do extrato aquoso de
Tynnanthus fasciculatus MIERS.

Tal fato indica uma correlacdo entre a presenca destas classes de metabdlitos secundarios no extrato
aquoso de Tynnanthus fasciculatus MIERS e a toxicidade observada frente a Artemia salina, ou seja, que esta
atividade pode derivar ou ser causada pela presenca dessas classes de compostos, onde a literatura tem
mostrado que as atividades antioxidante e antifingica podem estar relacionadas ao tipo de compostos fendlicos
presentes em uma ampla variedade de vegetais fato que motivou a possibilidade de se associar a atividade
antifangica e antimicotoxigénica com a atividade antioxidante (OLIVEIRA et al., 2007).

Os compostos fendlicos possuem comprovada acédo antifingica e esta pode ocorrer, entre outros
mecanismos, pela inativagcao de sistemas enzimaticos do microrganismo envolvidos na produgdo de energia e na
sintese de componentes estruturais. A atividade antioxidante dos extratos vegetais, o que torna possivel e a
atividade da peroxidase pode indicar seu potencial de inibicdo do desenvolvimento fungico e produgcédo de
micotoxinas (CHEN et al., 1998; VELIOGLU, 1998; OLIVEIRA et al., 2007).

CONCLUSOES

O aparecimento de algumas doencas e o alto custo dos medicamentos tem levado a populagdo a
procurar 0 apoio na medicina alternativa, fazendo uso alternativo de plantas medicinais, por estes serem de facil
acesso e praticamente sem custo. Porém, o uso indiscriminado de certas plantas sem conhecermos o verdadeiro
potencial téxico, bem como a agédo farmacolégica de todas as espécies pode causar um efeito nocivo e nao
profilatico desejado.

O estudo fitoquimico de Tynnanthus fasciculatus MIERS permitiu a averigua¢do de algumas classes de
compostos globais constituintes em diferentes extratos da planta. Esta relagdo dos metabdlitos secundarios
encontrados na prospecgao fitoquimica permitiu correlacionar as suas possiveis atividades/fungdes, com as
descritas por SIMOES et al., (2000). Os resultados toxicolégicos frente a Artemia sp. mostraram a necessidade de
estudos posteriores mais especificos, principalmente tratando-se dos mecanismos de agdo dos metabdlitos em
nivel fisioldgico, para que se possa correlacionar, por exemplo, com o efeito antifingico e suas demais agdes.
Assim, torna-se possivel caracterizar melhor o potencial e uso medicinal da planta in natura, visto que a espécie é
toxica em baixas concentragbes e representa um risco para a populagdo que a utiliza sem um prévio
conhecimento.
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