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O impossivel possivel

O que ¢é possivel?

Qualquer coisa ou coisa alguma?
Mas ao imaginarmos algo incrivel
Chegamos a conclusdo profunda

Aquela que te deixa pasmo

A que te fard pensar

Uma conclusdo sem marasmo

O possivel é tudo que vocé imaginar

Seja voar ou até ir a lua
Seja simplesmente o pensar
E possivel toda obra da imaginagdo sua

Desde que saiba realizar
Ndo so pensar e deixar passar,
Mas sonhar, planejar, se permitir alcangar.

Marcelo Borges de Sousa



RESUMO
A Magonia pubescens ¢ uma arvore de médio porte endémica do cerrado brasileiro,
pertencente a familia Sapindaceae. E resistente a cupins o que justifica seu uso em
construgdes, e suas sementes sdo utilizadas na formulacdo de sabdo com propriedades
antimicrobianas no tratamento de infec¢des, herpes, corrimento em animais. Entdo, este
trabalho teve como objetivo avaliar o extrato das sementes de tingui quanto a fitoquimica e
propriedades bioldgicas e toxicidade. O extrato da semente foi preparado pelo processo de
maceracdo utilizando o etanol como solvente. Foram realizados testes de triagem fitoquimica,
toxicidade frente a Artemia salina e atividade antioxidante. Os resultados obtidos
confirmaram a presenca de metabolitos secundarios tais como: esteroides e triterpenoides,
fendis e taninos, além da presenca de Alcaloides. Apresentou nivel de toxicidade moderado
(CLs, 308,53 pg.mL") e atividade antioxidante baixa (ECs, de 7581,6 pg.mL™"). Portanto, o
extrato etandlico da semente tem propriedades bioldgicas pouco exploradas cientificamente e
potencial tecnoldgico para o desenvolvimento de biomateriais, necessitando aprofundamento

de estudos.

Palavras-chave: tingui; metabolitos secundarios; atividade antioxidante; toxicidade.



ABSTRACT

Magonia pubescens is a medium-sized tree endemic to the Brazilian cerrado, belonging to the
Sapindaceae family. It is resistant to termites, which justifies its use in construction, and its
seeds are used in the formulation of soap with antimicrobial properties to treat infections,
herpes, and discharge in animals. Therefore, this work aimed to evaluate the tingui seed
extract for phytochemistry, biological properties and toxicity. The seed extract was prepared
by the maceration process using ethanol as a solvent. Phytochemical screening tests, toxicity
against Artemia salina and antioxidant activity were carried out. The results obtained
confirmed the presence of secondary metabolites such as: steroids and triterpenoids, phenols
and tannins, in addition to the presence of alkaloids. It presented a moderate level of toxicity
(LCs 308.53 pg.mL™") and low antioxidant activity (ECs, of 7581.6 ng.mL™"). Therefore, the
ethanolic extract of the seed has biological properties that have been little explored
scientifically and technological potential for the development of biomaterials, requiring

in-depth studies.

Keywords: tingui; secondary metabolites; antioxidant activity; toxicity.
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1 INTRODUCAO

O tinguizeiro ¢ uma das espécies caracteristicas da biodiversidade do Cerrado
brasileiro, o segundo maior bioma do pais, ocupando cerca de dois milhdes de quilometros
quadrados do territorio (Saraiva, 2012). Saraiva (2012) descreve o conhecimento tradicional,
os saberes “populares” associados ao Tingui de bola (Magonia pubescens) na fabricacao de
sabdo, sendo utilizado por comunidades do cerrado para fins medicinais, como: no tratamento
da queda de cabelo, corrimentos, herpes, queimaduras, assaduras, contra piolhos, dentre
outros. A resina da casca ¢ utilizada como inseticida, sua madeira apresenta resisténcia ao
ataque de cupins e a infusdo da casca da raiz possui ac¢do ictiotoxica. A mistura de 4gua com a
casca/entrecasca do tingui pode matar “bicheiras” de gado. Dessa forma, o conhecimento
tradicional pode ser considerado um elo importante no fornecimento de dados para novas
pesquisas cientificas sobre propriedades terapéuticas das plantas, € consequentemente, para o
desenvolvimento de novas drogas (Vendruscolo; Mentz, 2006).

A espécie Magonia pubescens, pertence a familia Sapindaceae e ¢ muito conhecida
pelo homem do campo por possuir caracteristicas toxicas (Araujo et al., 1994). O tinguizeiro
pode atingir até 10 m de altura, seu tronco pode possuir cerca de 39 cm de didmetro. Os frutos
sdo capsulas lenhosas com sementes de at¢ 10 cm de largura, floresce nos meses de agosto e
setembro. A distribuicdo geografica ¢ predominante na regido central do Brasil, se fazendo
presente nos seguintes estados: Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Maranhdo, Piaui, Roraima, Para, Bahia, Ceara, Sdo Paulo, Tocantins, Distrito Federal
(Saraiva, 2012).

Estudos com o extrato bruto da casca do caule evidenciaram o efeito larvicida e
toxicoldgico sobre as larvas dos mosquitos Aedes aegypti (Silva et al., 2003; Silva et al.,
2004), e do Aedes albopictus (Guimaraes et al., 2001). Os resultados podem demonstrar um
potencial larvicida para todos os estagios dos mosquitos em laboratério. Pimenta et al. (2000)
testaram a atividade antimicrobiana do extrato etandlico de M. pubescens e foi constatada a
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, estafilococos multirrestientes e
contra a levedura C. albicans, o que confirma o seu potencial antisséptico ¢ desinfetante que
possibilita o uso pela populagdo. Em suma, prospectar propriedades biologicas em espécies

vegetais ¢ um importante meio para desenvolvimento de futuros medicamentos.

1.1 Justificativa
Desde a descoberta do fogo ou desde os primoérdios da evolucdo, a sobrevivéncia tem

se tornado mais complexa, evoluida e mais dependente do ambiente em que reside. Partindo
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da necessidade de prolongamento do tempo de vida ou tratamento de enfermidades, os seres
humanos tém feito novas descobertas a cada dia. A evolucdo humana rompe as barreiras da
necessidade de sobrevivéncia e atinge um lugar onde se exige respostas para as condi¢des
evolutivas, qualidade de vida e até mesmo para responder o que ¢ a vida em si. H4 muito
tempo, existe uma busca por conhecimento sobre todas as coisas, tal busca culminou em
avancos e, principalmente na area da medicina, no que diz respeito a evitar ou tratar doengas,
feridas. Biologicamente somos parte da natureza e dependemos dela, portanto, devemos
cuidar e preservar, bem como o ambiente a nossa volta. Os primeiros atos medicinais
surgiram quase por acaso e levaram ao conhecimento de plantas medicinais, tal conhecimento
hoje ¢ amplo e nos ajuda a evoluir cientifica e tecnologicamente.

O Tingui ou timbé ¢ uma planta da espécie Magonia pubescens A. St.-Hil.,
predominante no cerrado do pais. Seu carater toxico permitiu bons resultados contra o Aedes
Aegypti, o Aedes Albopictus e em espécies de bactérias, tais estudos obtiveram resultados
significativos € muito promissores quanto a novos estudos com partes da planta. O fruto do
tingui possui caracteristica lenhosa com sementes que podem chegar a 10 cm de comprimento
envolvidas por uma membrana chamada de pelicula ou envoltério da semente. Ainda pouco
explorado no que diz respeito a estudos sobre suas propriedades, ¢ predominante na flora de
Grajai-MA, uma vez que nossa cidade apresenta caracteristicas do bioma do cerrado ¢ a
arvore ¢ endémica. Isso acarreta a importancia do desenvolvimento de estudos com a espécie,
no municipio. Dessa maneira, o trabalho atual assume um papel importantissimo
desenvolvendo estudos fitoquimicos para a determinagdo do potencial farmacologico do

extrato etanolico da semente do Tingui, testes biologicos e antioxidantes.

1.2 Objetivos
1.2.1 Geral
Realizar estudos fitoquimicos e avaliar o potencial biologico de extratos da

semente de Magonia pubescens A. St. Hil.
1.2.2 Especificos

e Realizar coleta de amostras de diferentes partes da espécie Magonia pubescens A. St.

Hil. para a producdo de exsicatas;

e Obter diferentes extratos utilizando a semente de Magonia pubescens A. St. Hil.;

e Realizar testes fitoquimicos;

e Realizar teste de atividade antioxidante dos extratos brutos;

e Realizar teste de toxicidade com Artemia salina sp.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Magonia pubescens (Tingui)

O tinguizeiro ¢ uma arvore caracteristica do Cerrado brasileiro, também pode ser
chamado de timbo, tingui do cerrado ou tingui de bola (Figura 1). Pertencente a familia
Sapindaceae, a arvore pode ser considerada com uma arvore de médio porte, variando entre 8
e 10 metros de altura. E uma planta que apresenta um nivel de toxicidade elevado e isso
implica na utilizacdo da espécie para diversos fins, seja no tratamento de Ulceras, e outros
problemas em animais no campo, também com possibilidade de uso no agronegocio,
medicina e farmacologia. As espécies da familia Sapindaceae estdo presentes nas florestas
tropicais, cerrado ¢ como centro endémico a mata atlantica, sdo utilizadas na industria
alimenticia, madeireira, e farmacologia por obterem valor medicinal, mas isso se dificulta

devido a degradacdo ambiental da regido nordeste (Pereira, 2014).

Figura 1 - Tingui: arvore, fruto e sementes

T

“
Tinguizeiro. AL L S CINENES:

Fonte: Autor, 2023.

A familia Sapindaceae apresenta cerca de 141 géneros e 1900 espécies, presentes nas
areas de florestas tropicais e clima temperado. Especificamente 27 géneros e 419 espécies
estdo na regido amazonica do pais; na regido nordeste predominam 21 géneros e 137 espécies

(Pereira, 2014). As espécies dessa familia sdo caracterizadas, de acordo com Harrington et al.,
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(2005) por possuirem folhas compostas, alternas detendo folhas com nectérios conspicuos
além de pétalas apendiculadas.

Sobre a familia, de acordo com Pereira (2014, p. 24)

Arvores, arbustos ou trepadeiras; caule em se¢do transversal com apenas um
cilindro vascular ou com um cilindro vascular central e trés periféricos, com
ou sem estipulas. Folhas alternas, compostas, pinadas ou ternadas, com ou
sem domadcias na face abaxial. Inflorescéncias tirsos simples ou compostas,
racemiformes, paniculiformes ou espiciformes, axilares ou terminais, nas
trepadeiras com um par de gavinhas na base da raque.

A arvore do tingui é considerada média em estatura atingindo até 10 metros de altura
e, segundo Giotto et al. (2009) o diametro de tais arvores fica em torno de 39 centimetros. Ela
floresce durante os meses de julho a setembro chegando a frutificar entre agosto e novembro.
Algumas das maiores causas da perda de ecossistemas, arvores, espécies de animais € aves em
todo o planeta, sdo os incéndios florestais, desmatamento para fins de trafico e garimpo ilegal,
isso acaba destruindo e extinguindo espécies inteiras at¢é mesmo antes dessas serem
descobertas, causando uma perda de habitat e de novos recursos medicinais. Dentre os seis
biomas brasileiros, a Amazonia, por exemplo, corre grande risco por ser vitima do
desmatamento e devastagdes ambientais, mas existem monitoramentos ¢ estimativas acerca

disso, segundo Margulis (2003, p. 25)

Estas estimativas de desmatamento apesar de abrangentes, sdo espacialmente
agregadas, raramente possibilitando a andlise em nivel municipal ou escala
menor. Avaliacdes mais detalhadas das mudangas de cobertura vegetal nos
ultimos anos sdo temporal e regionalmente fragmentadas. Além do
sensoriamento remoto, o IBGE ¢ a tinica fonte que permite obter estimativas
indiretas do desmatamento por meio dos levantamentos sobre uso da terra
feitos nos Censos Agropecuarios conduzidos a cada 5 anos, excetuando desde
1990.

De acordo com Rocha et al. (2014) os frutos do Tingui s@o volumosos, globulosos e
triangulares com coloragdo “ferruginea — pulverulenta”. S3o frutos marrons, grandes e com
extremidades disformes, também apresentam uma massa elevada por ser um fruto
considerado pesado, mas esse fator depende do estado de maturacao do fruto e outros aspectos

de cada clima onde existem exemplares da espécie.

A Magonia pubescens pertence a familia Sapindaceae, ¢ uma planta
caracteristica desta savana brasileira, sendo encontrada também em outros
paises da América do Sul como: Bolivia e Paraguai. E uma arvore que tem o
diferencial de conseguir viver em regides de solos pobres, pode apresentar de
quatro a doze metros de altura. E facilmente identificada por possuir frutos
grandes, globosos com formato triangular, colora¢do ferruginea -
pulverulenta, sementes planas, aladas e as arvores sdo caducifolias. E
conhecida popularmente como: tingui, timbo, tingui - do - cerrado. Sua
madeira ¢ utilizada por carvoarias e para constru¢do de casas, jd 0s seus
frutos sdo empregados na producdo de sabdo e artesanatos. (Rocha et al.,
2014, p. 1)
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As sementes do fruto do tingui possuem a caracteristica de muitas outras das espécies
do cerrado, como o ipé que as sementes se dispersam através do vento. Essas sementes
apresentam cerca de, 3,9 a 5,1 mm de comprimento, 6,25 a 8,67 mm de largura e possuem
massa fresca de 2,33 a 4,23 gramas, porém esses dados e informag¢des morfologicas desde a
contagem de sementes constituintes € um Unico fruto, as massas ¢ dimensdes da mesma
variam de acordo com o clima, bioma, solo e caracteristicas do ambiente, além disso os
fatores bioldgicos sdo determinantes para o desenvolvimento das sementes e frutos (Macedo
et al., 2009).

O interior dos frutos abriga sementes aladas e isso facilita a dispersdo para germinagao
de novas espécies, elas também apresentam uma pelicula envoltoria, essa mesma ¢ chamada
de envoltdério da semente, podendo ser utilizado na producdo de um hidrogel responsavel por
uma absorvéncia, estudo patenteado por Brum et al. (2017). O resultado final do
desmembramento ¢ uma semente “nua”, o foco do estudo atualmente realizado. O género M.
pubescens ¢ endémico de florestas tropicais e esta presente no cerrado. O Brasil apresenta 6
biomas em sua composi¢do territorial, estdo entre eles: a Amazodnia, Pantanal, Caatinga,

Pampa, Mata atlantica e Cerrado, segundo Rocha ef al. (2014, p. 1)

O Brasil abriga uma grande diversidade biologica distribuida em diferentes
biomas, um deles é o Cerrado, que ¢ o segundo maior do pais, ocupando
cerca de 21% do territério brasileiro, limitando-se com Caatinga, Pantanal,
Floresta Amazonica e Atlantica. Esse bioma estende-se sobre os estados:
Bahia, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Parand, Piaui, Tocantins e Sdo Paulo, apresenta diferentes tipos de formagdes
vegetais, possuindo espécies variadas e com diversos potenciais, como uso
alimentar, medicinal, artesanal, oleaginoso, forrageiro, entre outros.

A cidade de Grajau — MA ¢ uma das mais ricas entre as cidades do estado maranhense,
possui uma configuracao ambiental rica, apresentando caracteristicas dos biomas amazdnico e
cerrado (Santos; Feitosa, 2021). As caracteristicas do bioma de savana ¢ Amazonia implicam
em uma gama impar de espécies de plantas muito importantes para a economia € vida no
municipio. O Cerrado possui uma riqueza de espécies de plantas medicinais com diversas
finalidades, seja no tratamento de ulceras, outros males em animais do campo e até na pesca
artesanal. Dentre as plantas medicinais presentes no cerrado, podemos encontrar plantas de
efeito calmante, laxante, antiséptico, para anemia, reumatismo, gripe e dentre outros. Algumas
das espécies utilizadas no estado de Goids, de acordo com Vila Verde; Paula e Carneiro

(2003, p. 13)

Plantas medicinais do cerrado, mais utilizadas pela populagdo de
Mossamedes/GO: Alibertia sp. (Rubiaceae) / marmelo (Decoccao, infusdo /
raiz, fruto) — Calmante; Anacardium humile St. Hil. (Anacardiaceae) /
cajuzinho (Decocgdo / folha) - Inflamacdo ovariana; Anadenanthera falcata
(Leguminosae) / angico (Decocgdo / casca do caule) - Afecgdes pulmonares;
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Anemopaegma arvense (Bignoniaceae) / catuaba (Infus@o, decoccdo / raiz,
casca do caule, folha) - Esgotamento nervoso, impoténcia sexual, doenga
venérea; Anona crassiflora (Annonaceae) / araticum (Infusdo / fruto,
semente) - Anti-diarréico; Aristolochia sp. (Aristholochiaceae) / batata
milhomem (Decocgdo / raiz) - Congestdo, dor em geral; Brosimum
gaudichaudii Tréc. (Moraceae) / mamacadela (Decocgdo / raiz, casca do
caule) - Depurativo, vitiligo, bronquite; Bulbostylis capillaris L. C. B. Clark
(Cyperaceae) (Planta inteira) - Resfriado, febre alta; Magonia pubenscens St.
Hil. (Sapindaceae) / tingui (Suco fresco / planta inteira) - Anti-séptico.

Em estudos anteriores, o tingui foi utilizado por Silva (2004) para avaliacdo da
eficadcia sobre larvas de A. aegypti como forma alternativa no controle do mosquito e
buscando formas de estruturar possiveis mecanismos de sintese do principio ativo. O estudo
utilizou as cascas do caule M. pubescens coletadas na regido da Chapada dos Veadeiros, em

Goias.

2.2 Fitoquimica

O uso de plantas medicinais tem crescido e despertado interesse, tanto para
aproveitamento e conhecimento de suas composi¢des quimicas quanto para avaliagdo de suas
propriedades farmacologicas, visando descobertas de principios ativos que possam ser

utilizados na medicina moderna para tratamentos de doencas. Silva et al. (2010, p. 2) diz que

E comum o pensamento de que as plantas medicinais de uso tradicional ja
foram testadas, levando assim, ao uso inadequado e abusivo para a cura de
males, principalmente pela populagdo de baixa renda que acredita na
autossugestdo e na esperanca de cura, crengas estas que podem aliviar
sintomas e induzir o paciente a desconsiderar sinais importantes, retardando o
atendimento médico, levando as patologias graves, com consequéncias as
vezes irremediaveis.

O estudo de vegetais vem demonstrando grande avango, isso pelo fato das descobertas
de novas aplicabilidades de propriedades biologicas de algumas substancias extraidas de
espécies vegetais. Assim, a pesquisa fitoquimica ¢ importante ao destacar alguns constituintes
quimicos em espécies ao analisar a presen¢a de metabodlitos secundarios importantes. Tais
metabolitos detém funcdes e, de acordo com Silva ef al. (2010) sdo classes de substancias
como os flavonoides, que apresentam atividades anti-inflamatéria, antialérgica,
anticancerigena. Os alcaloides sdao antitumorais, antitussigenos, antiviral. Os
esteroides/triterpenoides apresentam propriedades anti-inflamatdrias, os terpenos e taninos
ajudam no tratamento da hipertensdo arterial, queimaduras bactericida, fungicida e saponinas,
antiviral e atuam sobre membranas celulares (Silva et al., 2010). A fitoquimica estuda cada
grupo de metabdlitos secundarios, desde a estrutura quimica molecular até as propriedades
biologicas dos vegetais, objetivando o identificar constituintes quimicos resultantes do

metabolismo secundario dos vegetais, através do isolamento e elucidagdo de suas estruturas
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moleculares. Além disso, faz levantamentos e analises dos componentes quimicos das plantas,
como os principios ativos, os odores, pigmentos, entre outros (Vizzotto; Krolow; Weber,
2010).

De acordo com Simdes (2010), o estudo fitoquimico ndo abrange somente plantas
medicinais, mas a descoberta de substancias ativas tém alavancado o desenvolvimento de
medicamentos e tratamentos fitoterapicos.

Substancias fitoquimicas sdao bastante frequentes nos alimentos que consumimos
diariamente como os vegetais, os graos, frutas e legumes, isso nos previne de muitas doengas,
problemas cardiacos e at¢ mesmo de cancer, na escala evolutiva, supde-se que essas
substancias surgiram como uma forma de defesa nas plantas, para garantir sua sobrevivéncia,
1sso héd milhares de anos, uma época onde oxigénio era escasso as plantas que liberavam
oxigénio aumentaram sua concentragdo no ar, € isso poluia o meio das mesmas com o
oxigénio reativo. Isso fez com que as plantas desenvolvessem agentes antioxidantes,
fitoquimicos, esses agentes garantiram sua sobrevivéncia e construiram defesas contra fungos,
bactérias e outros danos mecanicos (Vizzotto; Krolow; Weber, 2010).

Ainda segundo Vizzotto; Krolow e Weber (2010, p. 8) “A selecdo de plantas para
estudo, geralmente, baseia-se na prospeccdo e em relatos da literatura sobre agdes
antioxidantes, anti-inflamatdrias e inseticidas dos vegetais”. Os efeitos dos fitoquimicos
também podem ser maléficos a saude humana e, dependendo das concentragdes, podem ser
toxicos e causar danos. As plantas possuem metabolismo, desde o basico como a fotossintese,
até mecanismo de defesas frente a outras espécies, elas desenvolvem compostos organicos.
Estes sdo divididos em metabolitos primarios e secundéarios onde o primeiro possui fungdo
estrutural, plastica e armazenamento de energia e, o segundo possui relacio com o
crescimento e desenvolvimento das plantas (Vizzotto; Krolow; Weber, 2010).

Sousa Filho e Alves (2002) apontam que potencialmente, todas as plantas
desenvolvem metabdlitos secundarios. Entretanto, ¢ mais comum que encontremos em plantas
selvagens devido a competicao evolutiva que estas enfrentam para assegurar sua permanéncia
em determinado ambiente, tais substancias sao os principios ativos vegetais, eles sao resultado
de fotossintese e funcionam como defesa, além do seu carater medicinal para nos, seres

humanos (Rezende et al., 2016).

Diversas plantas apresentam uso medicinal milenar e nos extratos destas
plantas, a agdo conjunta ou isolada de certas substincias ¢ responsavel pela
atividade bioldgica. Este efeito difere de acordo com a dose e pode ser
exemplificado com os glicosideos cardioativos, encontrados nas espécies
Digitalis lanata ¢ Digitalis purpurea, quando em pequenas doses sdo
amplamente utilizados para o controle de problemas relacionados ao baixo
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débito cardiaco, entretanto, em doses maiores sdo toxicos, paralisando o
coracdo na fase de sistole (Rezende ef al., 2016. p. 93).

Ja foram identificados mais de 50 mil metabdlitos secundérios sintetizados por
diversas vias de biossintese, os quatro principais sdo: do acido mevalénico (MEV), do
metileritrol fosfato (MEP), acetato malonato e acido chiquimico. Essas vias formam trés
principais grupos de metabdlitos secundarios, como os terpenos, substancias fenolicas e
substancias nitrogenadas, porém, existem outros grupos de metabolitos derivados de 4cidos
graxos ¢ policetideos aromaticos, definidos por estruturas e propriedades quimicas que sdo
muito importantes em sua identificacdo, como os compostos alcaloides agrupados e
caracterizados pela presenca de atomos de nitrogénio em anéis heterociclicos; os fenolicos
apresentando hidroxila ligada a anel aromatico, mas isso se desenha de acordo com suas vias
sintetizantes e demais esquemas estruturais (Rezende et al., 2016).

Os terpenos, também chamados de terpenoides, sdo a maior classe de metabolitos
secundarios, sdo substancias insoluveis em agua e sintetizados com glicoliticos e/ou acetil
CoA. Eles sao formados pela fusdo de unidades isoprénicas partindo da unido de cinco
carbonos, alguns possuem funcdo especifica no crescimento vegetal, e isso pode leva-los a
serem considerados metabolitos primarios ao invés de secundarios, na classe hormonal. Os
esterois derivam dos triterpenos com a funcdo de essencial de interagdo entre outros
metabolitos, auxiliando na fotossintese e agindo como defesa vegetal contra insetos e
herbivoros. Algumas substincias como o limoneno e mentol, presentes no limdo e hortela,
apresentam caracteristicas amargas, tal classe age como inibidor de forrageio para insetos
(Taiz; Zeiger, 2010).

Dentre os terpenos, as saponinas sdo uma classe de muita importancia, uma vez que
protegem a planta de micro-organismos e insetos, essa classe ajuda na protecao, adaptacao de
luz, fotossintese, antioxidantes e dissipadores de radicais livres, também definem as cores
amareladas, alaranjadas e avermelhadas. Vizzotto; Krolow e Weber (2010, p. 11) esclarece
que

Neste grupo ainda se encontra uma série de metabolitos importantes
farmacologicamente, incluindo o taxol, um agente anticancerigeno
encontrado em concentragdes muito baixas (0,01% do peso seco) na casca do
teixo (Taxus baccata), e forskolin, um composto utilizado no tratamento de
glaucoma.

E ainda os carotenoides, presentes no mamao, pitanga, manga, damasco, batata doce,
laranja, moranga, cereja, tomate, milho, espinafre e salsa (Vizzotto; Krolow; Weber, 2010). Os
compostos fenolicos sdo um grupo bastante frequente no nosso dia a dia, sdo responsdveis por

odor, sabor e coloracdo de diversos vegetais, ndo sendo atrativos somente para o homem, mas
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para outros animais e insetos polinizadores, eles ainda protegem as plantas de insetos e
ataques de animais. Esses compostos apresentam estruturas quimicas representadas por um
anel aromatico, no qual ha apenas uma substitui¢do de carbono por hidroxila, sdo bastante
frequentes em angiospermas e podem ter sido fundamentais para as plantas na conquista do
ambiente terrestre, com estruturas que endurecem veias, e desenvolvem o sistema vascular,
isso afirma que as plantas primitivas de ambientes imidos, sejam pobres de tais compostos,
assim como as briodfitas e pteridofitas (Vizzotto; Krolow; Weber, 2010).

Os flavonoides (antocianinas) sdo como sinalizadores entre as plantas, um atrativo
para seus agentes polinizadores apresentando um forte aspecto da colora¢do de suas flores.
Dentre os compostos, eles se classificam como fendlicos simples ou acidos fenolicos,
derivado de 4acido hidroxidnico ou dacido hidroxibenzdico. Os flavonoides sdo grupos
presentes em frutas citricas, vermelhas, linho, vinho, e gengibre sendo muito importantes para
a saude; ja os taninos sdo encontrados geralmente em sementes e cascas de frutas (Vizzotto;
Krolow; Weber, 2010).

Os Alcaloides formam a classe dos metabolitos secundarios contendo nitrogénio. Sao
estruturas que agem na defesa da planta contra herbivoros, como os alcaloides e glicosideos
cianogénicos, os quais possuem efeitos toxicos e medicinais aos humanos. Essa classe ¢
sintetizada por aminodcidos comuns, eles possuem efeitos fisiologicos em animais, ou seja,
importantes efeitos farmacoldgicos nos vertebrados. Acredita-se que os Alcaloides estejam
relacionados a excre¢do de nitrogénio (como uréia e acido Urico de animais) e reguladores de
crescimento, mas a maior caracteristica deles ¢ de defesa por sua composicdo toxica e
capacidade de deterréncia (Vizzotto; Krolow; Weber, 2010). Eles sdo toxicos e venenosos em
grandes quantidades como estrucnina, atropina e cocaina encontrada no cogumelo cicuta,
porém pode agir beneficamente como a morfina, codeina e escopolamina, esses sao alguns
alcaloides vegetais usados na medicina. Em nivel molecular, os Alcaloides agem em
componentes do sistema nervoso, nos transmissores quimicos e afetam transporte, sintese de
énfase e até o funcionamento de tais enzimas (Taiz; Zeiger, 2010).

Os Alcaloides surgem no reticulo endoplasmatico e residem nos vacuolos, por isso nao
aparecem em células jovens, eles possuem cardter alcalino, uma vez que apresentam
nitrogénio em sua estrutura, sobrando um par de elétrons ndo compartilhados. Vizzotto;

Krolow e Weber (2010, p. 14) cita que

Essa classe de compostos do metabolismo secundario ¢ famosa pela presenga
de substancias que possuem acentuado efeito no sistema nervoso, sendo
muitas delas largamente utilizadas como venenos ou alucinoégenos. O
isolamento da morfina, em 1806 pelo farmacéutico alemdo Friedrich
Sertiirner, deu origem ao estudo dos alcaloides.
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2.3 Toxicidade ou letalidade

As plantas medicinais geralmente possuem carater toxico, dados os constituintes
presentes que servem como defesa para garantir sua sobrevivéncia ou atrair agentes
polinizadores, com isso, a producdo de um extrato delas pode ser benéfica ou maléfica,
dependendo de fatores como: a caracterizagdo deles ou a quantidade de tempo de exposigdo, e
isso pressupoe testes de letalidade ou toxicidade.

Os extratos quase sempre apresentam certa toxicidade em altas concentragdes, isso
implica em testes para se medir qual o seu carater toxico, um monitoramento simples de tal
aspecto deve ser feito em um animal menos complexo (Lhullier; Horta; Falkenberg, 2006). Na
literatura existe a busca pela redug@o da toxicidade em materiais biologicos vegetais. Diversos
contaminantes toxicos sdao encontrados diariamente, isso explica a necessidade de seres menos
complexos em testes para avaliar a toxicidade de substancias isoladas ou extratos vegetais,
como por exemplo o microcrusticeo como a Artemia salina sp. A Artemia salina pertence ao
filo Arthropoda, classe Crustacea, subclasse Branquiopoda, ordem Anostraca, familia
Artemidae e Género Artemia — Leach, 1819. Possui distribui¢do cosmopolita e carater
extremamente eurialino. A grande dispersdao do género pelo mundo em enormes populagdes
pode ser atribuida a reproducao partenogénica com producao de cistos, que ocorre na auséncia
do macho (Veiga; Vital, 2002). “Além disso, os organismos desse género atuam como elo
trofico entre as comunidades planctonicas e as cadeias superiores.” (Pimentel et al., 2011.
p.16).

Os testes de toxicidade tém como finalidade assegurar o uso em doses seguras para
sobrevivéncia, assim deve-se submeté-las a testes de eficacia e seguranga através de meios
recomendados na lei, sendo alguns modelos de estudos toxicoldgicos in vivo: ensaios de
toxicidade aguda, toxicidade subcronica, toxicidade crdnica, abordando aspectos como
mutagenicidade, embriofetotoxicidade, alteracdes de fertilidade, carcinogenicidade e indugdo
de dependéncia (Carvalho et al., 2013).

O fato de a Artemia salina sp. ser um animal simples, ¢ de facil manipulagdo e
distribuicao em laboratdrio, os seus testes devem ser feitos entre 24 e 48 h, nos estagios Il e
III, em concentragdes crescentes para possivel avaliagdo. O teste com artemia deve ser visto
que, todos os residuos nocivos tém como destinatario final o oceano, mesmo que nio seja
produzido em regides de praias. Carvalho et al/ (2009) afirma que as artémias sdo mais
utilizadas em teste de toxicidade devido a sua grande capacidade de formar cistos dormentes,

por sua facilidade de manuseio e cultivo, baixo valor econdmico e sua grande aplicabilidade
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como bioindicador em avaliagdes toxicoldgicas pré-clinicas. Os cistos dormentes fornecem
material bioldgico que poderd ser armazenado e utilizado em testes por um longo periodo sem
a perda da viabilidade em utiliz4d-los em culturas, além da facil manipulagcdo e baixo custo
econdmico (Sousa et al., 2019).

Os testes com este microcrustaceo sao possibilitados devido a sua coabitagdo em todos
os continentes e grande adaptacdo a mudangas ambientais, ela pode se reproduzir sexualmente
ou partenogeneticamente com a liberagdo de nduplios ou cistos. De acordo com Ohara e
Guedes (2017), a artémia estd adaptada a grandes mudancas ambientais, como alteracdo de
salinidade, temperatura e oxigénio dissolvido. Por isso, ¢ utilizada em experimentos
laboratoriais como um bioindicador, apresentando uma resposta nitida frente a pequenas

variacoes na qualidade do ambiente.

2.4 Atividade antioxidante

De acordo com Mosca; Sanches ¢ Comune (2017), os radicais livres sdo estruturas
produzidas naturalmente pelo organismo, isso acontece devido ao processo de combustio de
oxigénio, servindo como conversores de nutrientes em energia. Os radicais livres ndo sdo
maléficos a satde em seu modo natural, porque eles auxiliam no metabolismo e
funcionamento do nosso sistema imunoldgico, mas com o acimulo dessas moléculas e seu
excesso de funcionamento, faz com que as células se tornem toxicas, o que acarreta diversos
problemas e desencadeia varias doencas em nosso organismo. A oxidacdo causada pelo
acumulo de células de radicais livres pode ser evitada por uma dieta rica em antioxidantes e
habitos saudaveis.

Radicais livres, moléculas liberadas pelo metabolismo compostos por elétrons reativos
e instaveis, esses podem causar o envelhecimento e morte celular, isso pode acarretar doengas
degenerativas. Tal fato ocorre devido os radicais serem formados no citoplasma, mitocondrias
ou membrana plasmatica e seu sitio de formacgdo estd relacionado com seus alvos celulares.
Eles podem combinar-se com outras moléculas no nosso corpo, assim eles se aniquilam
naturalmente e, rapidamente quando a produgdo ¢ pouca (Mosca; Sanches; Comune, 2017).
Eles podem ser liberados em excesso devido situacdes especificas e entre elas, exercicios
fisicos demasiados, alimentos gordurosos, tabagismo e muita exposi¢do ao sol,
desencadeando danos como doengas degenerativas tal como Alzheimer e Parkinson ou até
mesmo o envelhecimento precoce, além de demais doengas que influenciam diretamente na

qualidade de vida (Vasconcelos et al., 2014).

A producdo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos
levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante,
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para limitar os niveis intracelulares e impedir a inducdo de danos. Os
antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibi¢do ¢ redugdo das lesdes

causadas pelos radicais livres nas células. (Vasconcelos et al., 2014, p.
213).

A produgdo continua entre os radicais livres durante as agcdes metabolicas, culminou
na produgdo de muitos mecanismos de defesa antioxidativos limitando niveis intracelulares e
impedindo a propagacdo de danos, eles sdo responsaveis pela inibicdo de lesdes causadas
pelos radicais livres, sd3o denominados amplamente como substancias que, em concentragoes
basicas em comparagdo com o substrato oxidativo, limita e barra essa oxidacdo eficazmente,
os antioxidantes tém suas classificagdes entre enzimaticos e ndo-enzimaticos (Bianchi;
Antunes, 1999).

Ainda sobre os radicais livres, do ponto de vista quimico eles sdo caracterizados como
moléculas contendo elétrons ndo pareados, o que significa que falta um ou mais elétrons na
sua distribuicao eletronica. Assim, eles atacam outras moléculas para suprir essa “deficiéncia”
seja doando ou roubando elétrons para se tornarem estaveis, podendo reduzir seus elétrons, ou
melhor, oxidar. Essa falta de elétrons na camada de valéncia o torna reativo e instavel, entdo
estd sempre em busca de ganhar ou ceder cargas negativas de outras células, ao receber tais
cargas ele atua como agente oxidante podendo danificar estruturas, fungdes e até levar a morte
dessa célula. (Bianchi; Antunes, 1999).

Os radicais livres ndo sdo nocivos em seus estados naturais e até¢ desempenham
fungdes importantes no organismo, como o perdxido de hidrogénio (H,O,) e o anion
superdxido (O,-) agindo no relaxamento de musculatura e inibigdo da adesdo de plaquetas
produzindo 6xido nitrico ¢ monofosfato de guanosina ciclico. A parte negativa ¢ que, quando
acumuladas, essas células podem se tornar toxicas, enfraquecer nosso sistema imunoldgico,
desenvolvimento de distirbios e envelhecimento precoce (Mosca; Sanches; Comune, 2017).
O organismo consegue lidar com esses radicais através da producdo natural de antioxidantes,

mas isso pode, em condi¢do pré-oxidante, aumentar os radicais. Uma vez que

A producdo excessiva de radicais livres, pode causar muitos danos e morte
celular, assim como o risco de desenvolver doengas como cancer,
arteriosclerose, diabetes e envelhecimento precoce, portanto é importante
estabelecermos o equilibrio entre os antioxidantes e¢ os radicais livres
(oxidantes), havendo uma variedade de meios, tanto de evitar a produgdo de
radicais, quando para estabilizar os que ja estiverem ativos (Mosca; Sanches;
Comune, 2017, p. 566).

Entao ¢ necessario que fagamos algumas ag¢des para aumentarmos o poder antioxidante
no nosso organismo, dentre elas: exercicios leves e regulares, uso de protetor solar,

fotoprotetores orais e uma dieta rica em antioxidantes. Os antioxidantes atuam em diversos
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niveis para a prote¢do dos organismos como primeiro mecanismo de defesa contra os radicais
livres ¢ impedir a sua formacao, principalmente pela inibi¢do das rea¢des em cadeia com o
ferro e o cobre (Mosca; Sanches; Comune, 2017). A inibicao das reagdes em cadeia evita que
os radicais livres rompam os tecidos e estruturas dentro e fora das células que se originam,
isso faz com que o sistema se torne mais saudavel e menos propenso a possiveis oxidagdes.

Os antioxidantes s3o capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exogenas, impedindo o ataque sobre os lipideos, os
aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos poliinsaturados e as bases do
DNA, evitando a formagdo de lesdes e perda da integridade celular. Os antioxidantes obtidos
da dieta, tais como as vitaminas C, E e A, os flavonoides e carotenoides sdo extremamente
importantes na intercepgao dos radicais livres (Mosca; Sanches; Comune, 2017, p. 566).

A interceptag¢do dos radicais livres no organismo, previne o envelhecimento precoce e
varios outros danos as células atacadas, apesar de serem produzidos para o bem das células
que se originam, acabam se tornando nocivos devido sua produgdo exagerada, assim, ingerir
alimentos ricos em antioxidantes diminuem esse fluxo de producdo dos radicais. Outro
mecanismo de protecao ¢ o reparo das lesdes causadas pelos radicais. Esse processo esta
relacionado com a remog¢do de danos da molécula de DNA e a reconstituicdo das membranas
celulares danificadas. Em algumas situacdes pode ocorrer uma adaptacdo do organismo em
resposta a geracdo desses radicais com o aumento da sintese de enzimas antioxidantes
(Mosca; Sanches; Comune, 2017).

A sobrevivéncia no ambiente aerdbico ¢ pautada no nivel de controle de enzimas
antioxidantes dos organismos eucariotos, protegendo as células e tecidos do estresse
oxidativo. Estudos ressaltam o uso de nutrientes isolados tratando e prevenindo doencas. Mas
uma variedade de alimentos com substancias que atuam na prote¢ao das células e tecidos,
assim como um efeito cooperativo entre vitaminas, frequentemente C e E, assinalando a
interagdo entre elas como um forte componente de inibi¢do da peroxidagao lipidica e protecao
do DNA (Bianchi; Antunes, 1999).

Antioxidantes possuem capacidade de erradicar espécies de radicais livres, assim
como hidroxil e superoxido, também tem capacidade de prevenir muta¢des no nosso DNA
(Acido Desoxirribonucleico). Muitos antioxidantes usados no mercado sdo sintéticos. Existem
varias metodologias para avaliar o potencial antioxidante de extratos vegetais, Merino et al.
(2015), por exemplo, utilizou protocolos de ensaios de redugao de complexo fosfomolibdénio,
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e reducdo de radicais DPPH em testes

com fragdes de extrato hidroalcodlico da espécie S. westermanii. Os dados demonstraram
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evidéncias de que a espécie ¢ fonte potencial de antioxidantes naturais, estimulando assim
novos estudos que viabilizem sua utilizagdo no tratamento de patologias associadas aos

radicais livres.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal: coleta e identificacao

O material vegetal da espécie Magonia pubescens (Tingui) foi coletado nas
proximidades do municipio de Grajai-MA, apresentando localizagdo geografica com as
seguintes coordenadas: S=05°50.4448’; O=046°10.3191", coletadas em junho de 2022
Algumas partes da planta (ramos, folhas e frutos) foram prensados, identificados e levados ao
herbario do campus para a realizacdo da exsicata e identificagdo botanica. Os frutos coletados
foram levados ao Campus da Universidade Federal do Maranhdo — UFMA para secagem em
local seco sob abrigo da luz solar até que o material (frutos) estivesse totalmente seco. A
partir dai o material foi levado ao laboratorio onde passou por um desmembramento dos
frutos, com a retirada da casca, sementes agrupadas e, apds, a remoc¢ao do envoltdrio presente
para a protecdo e facilitacdo de broto das sementes. As sementes foram imersas em agua
natural para facilitar a retirada de pelicula que recobre a semente. Em seguida, as sementes
do tingui foram armazenadas em recipiente de ago inoxidavel (formas) e, levados a estufa em
temperatura de 50°C durante 24 (vinte e quatro) horas ou até que o material estivesse

completamente seco, e pronto para a trituracao.

3.2 Preparo do extrato bruto

A partir do material triturado, prosseguiu-se para a preparacao do extrato bruto
etanolico utilizando 100 gramas de material vegetal triturado para a um volume de 500 mL de
alcool etilico (etanol), a fim de obter uma tintura a 20%. Misturou-se o material ¢ agitou-se
vigorosamente por algum tempo, depois os frascos foram armazenados em capela de exaustao
por 72 horas com agitacao esporadica. Apds o periodo de maceragao filtrou-se o material
utilizando bomba a vacuo. O extrato foi concentrado em um rotaevaporador e posterior
secagem do solvente em capela, obtendo assim o extrato bruto da semente de tingui. O extrato

foi armazenado em tubo falcon e guardado sob refrigeracdo para testes posteriores.

3.3 Triagem fitoquimica

Segundo Silva et al., (2010), a triagem fitoquimica objetiva o conhecimento de
constituintes quimicos de espécies de plantas e avaliar a presenga de grupos de metabdlitos. A
mesma segue uma metodologia baseada na regéncia anterior e em Espinoza (2015) com

alteracdes feitas pelo laboratério onde foi desenvolvida a pesquisa.
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3.3.1 Saponinas espumidicas

Durante o teste, o primeiro passo foi pesar 0,02 gramas do extrato etanolico seco um
tubo de ensaio, esse processo se repetiu mais duas vezes. Em tubos (triplicata) foram
adicionados 5 mL de 4gua destilada e, logo apods, solubiliza-se para 15 mL. Assim, os tubos
foram fechados e um outro tubo foi preenchido com 15 mL de dgua destilada (teste branco).
Em seguida, os tubos foram agitados vigorosamente durante dois minutos. ApoOs esse
processo foram deixados em repouso por meia hora.

Resultado esperado: considera — se um resultado positivo para o teste fitoquimico em
saponinas espumidicas, a prevaléncia de uma camada de espuma por mais de meia hora apds

a agitacao.

3.3.2 Acucares redutores

Foi pesado a massa de 0,02 g do extrato seco (em trés tubos de ensaio) e solubilizada
essa massa em 5 mL de agua destilada. O extrato apresentava dificuldade de dissolucdo, para
isso, utilizamos o Agitador Vortex alinhado ao banho ultrassdnico para possibilitar a
dissolugdo do extrato. Esse processo leva entre dois e cinco minutos ao todo. Apos esse
processo, retomamos o teste partindo da filtragem. Depois de filtrados os tubos com extrato,
foram adicionados 2 mL do reativo de FEHLING A e 2 mL do FEHLING B. Em seguida foi
levado a banho Maria em ebuli¢ao por 5 (cinco) minutos.

Resultado esperado: o resultado positivo demanda do aparecimento de um precipitado
vermelho tijolo, tal aspecto ¢ o indicativo da presenca de actcares redutores. O controle ou
teste branco era um quarto tubo de ensaio com 5 mL de agua destilada, 2 mL de FEHLING A
e 2 mL de FEHLING B.

3.3.3 Alcaloides

Para o teste de Alcaloides, pesou-se 0,04 g do extrato etandlico do tingui em triplicata,
em seguida foi adicionado 5 mL de HCI a 5%. A solu¢do fora previamente preparada da
seguinte maneira: dissolver 4 g de lodeto de Potassio e 2 g de lodo sublimada em 100 mL de
agua destilada, esse ¢ o reativo de BOUCHARDAT para o teste de alcaloides.

Depois da adigdo de 5 mL de Acido Cloridrico (HCI) a 5% nos tubos que continham o
extrato ¢ em mais um (esse tubo contém todos os reagentes, menos o extrato) o Branco. Os
tubos que continham extrato e a solu¢do de HCI foram levados ao banho ultrassénico e

Agitador Vortex por aproximadamente 5 minutos, ou até a dissolugdo completa do material.
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Em seguida foi feita a filtragdo da solucdo e depois foram adicionadas 3 a 5 gotas do reativo
de BOUCHARDAT.
Resultado esperado: para o teste fitoquimico alcaloides, indica resultado positivo o

aparecimento de um precipitado laranja.

3.3.4 Acidos organicos

Foram pesados 0,02 g de extrato em trés tubos de ensaio. Apds, foram adicionados 5
mL de 4gua destilada nos tubos e no teste branco. Para a solubiliza¢do do extrato perante o
liquido, os tubos foram levados a Agitador Vortex em revezamento com o banho ultrassénico
até que houvesse total dissolugdo do material para dar continuidade ao teste em si. Em
seguida foram filtrados e, transferidos 2 mL para um tubo de ensaio, também poderia — se
transferir 1 mL para uma placa escavada, dai adicionamos 3 a 5 gotas do reativo de
PASCOVA.

Resultado esperado: demanda reagdo positiva a descoloragao do reativo.

3.3.5 Polissacarideos

Primeiro foram pesados 20 miligramas do extrato seco em trés tubos de ensaio. Em
seguida foram adicionados 5 mL de 4gua destilada, esse volume foi colocado nos trés tubos e
em um quarto tubo (o branco). Os tubos contendo o extrato foram levados a Agitador Vortex
e banho ultrassonico para a total solubilizagdo do extrato, esse processo pode ser rapido ou
demorar mais, depende do solvente utilizado durante o processo, este antecede o processo de
filtragem. Apos a filtracdo, foi necessario adicionar duas gotas de lugol em cada tubo.

Resultado esperado: o resultado positivo ¢ indicado por uma coloracao azul.

3.3.6 Fenois e Taninos

Deve-se pesar 20 miligramas do extrato seco em trés tubos de ensaio. Em seguida,
adicionamos 5 mL de 4gua destilada nos tubos € em um 4° tubo (intitulado: branco). Apos a
adicao do volume nas quatro amostras e leva dos tubos de ensaio para o banho ultrassénico e
Agitador Vortex, aliados para uma total solubilidade do extrato no volume dos tubos. Depois,
as solucdes foram filtradas e, em seguida, adicionadas I ou II gotas de solucdo alcoolica de
Tricloreto de Ferro (FeCl;) a 1%.

Resultado esperado: qualquer mudanga na coloragdo ou precipitagao indica o resultado
positivo, se comparados com o teste branco (dgua+solucao de FeCly). Isso se mostra em duas

situagoes.
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Situacdo 1: coloracdo inicial entre o azul e o vermelho, indica a reacdo positiva, no
teste branco nao havera reacao.

Situagcdo 2: precipitado de tonalidade azul escuro indica a presenca de Taninos
pirogalicos, Taninos hidrolisaveis; quando verde, demanda a presenca de Taninos catéquicos.
3.3.7 Flavonoides

Para Flavonoides, pesou-se 0,05 g do extrato seco. Depois, foram dissolvidos 10 mL
de Metanol, tanto nos tubos contendo o extrato, quanto no branco. Os tubos contendo o
extrato e Metanol foram levados a banho ultrassonico e Agitador Vortex para terem sua parte
solida totalmente dissolvida. Em seguida, foram filtrados, adicionados V gotas de Acido
Cloridrico (HCI) concentrado e raspas de Magnésio.

Resultado esperado: a reagdo € positiva ao apresentar uma coloracao rosea da solugao.

3.3.8 Esteroides e Triterpenoides

Para o teste, foram pesados 0,02 gramas do extrato seco. Em seguida, dissolveu-se em
10 mL de Cloroférmio nos tubos do extrato e no tubo para o teste branco. Os tubos com
Cloroférmio mais o extrato foram levados cuidadosamente ao banho ultrassonico e Agitador
Vortex até sua completa dissolugdo. Assim, voltamos a capela e, apds filtrados, fora
transferidos a tubos de ensaio completamente secos. Logo apos, foi adicionado 1 mL de
Anidrido Acético e agitar suavemente, em seguida adicionar cuidadosamente, III gotas de
Acido Sulfurico (H,S0O,) concentrado. Tornando a agitar suavemente.

Resultado esperado: indica resultado positivo um rapido desenvolvimento de cores do
azul evanescente ao verde persistente. Obs.: Deve-se ter cuidado, uma vez que tal teste pode

apresentar uma projecao durante a agitagao.

3.4 Toxicidade frente a Artemia salina sp.

Os testes de letalidade frente a Artemia salina sp. foram de acordo com a metodologia
descrita por Meyer et al. (1982), com adaptag¢des. Foram dissolvidos 60 gramas de NaCl em 2
L de agua, e posteriormente, adicionados 0,5 gramas de cistos de Artemia salina sp. e
deixados sob agitagdo mecanica por 24 horas na presenga de luz. Apos esse periodo, a dgua
foi substituida por outra solugdo salina preparada a partir da dissolugdo de 23 gramas de
Cloreto de Sodio (NaCl), 11 gramas de Cloreto de Magnésio hexahidratado (MgCl,.6H,0), 4
gramas de Sulfonato de Soédio (Na,SO,), 1,3 gramas de Cloreto de Calcio di-hidratado
(CaCl,.2H,0) e 0,7 gramas de Cloreto de Potassio (KCI) em 1 L de dgua destilada e ajustado

o pH para 9,0. Os cistos foram adicionados a esta nova solucdo salina e deixada na presenca
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de luz, sem agitacdo mecanica por mais 24 horas. Apods esse periodo, os nauplios de Artemia

salina sp. foram utilizados na avaliacio de toxicidade do extrato da semente de tingui.

3.4.1 Preparo das solugdes estoque do extrato

Para o Extrato Bruto Etanolico (E. B. E), foi preparada uma solugdo estoque com
concentracdo de 2000 pg.mL-' (2mg.mL-'), utilizando um baldo volumétrico de 50 mL.
Primeiro foram pesadas 100 mg do extrato seco diretamente no baldo volumétrico, apds
solubilizar em volume de 50 mL com a adi¢do da solugdo salina ja preparada anteriormente,
para uma melhor solubilidade do extrato foi utilizado o banho ultrassonico. Para a realizagao
do teste, utilizamos tubos em triplicata para dispor das concentragdes variando entre 50 e
2000 pg.mL-!' e no branco. Todos os tubos foram, devidamente, identificados em: tubo 1:
amostra A, B e C, e assim por diante até o branco. Apds identificadas e preparadas todas as
diluigdes, foram adicionados 10 nauplios de Artemia salina sp. em cada tubo de ensaio. As
dilui¢des variaram da concentragdo 2000 pg.mL" na solucdo estoque, até a concentragdo de
50pg.mL-', no total de 8 diluigdes, em triplicata. O branco continha 5000uL de agua
destilada. Os tubos de ensaio foram armazenados sob a incidéncia de luz por 24 horas para a

posterior contagem de nauplios mortos e vivos.

3.5 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante seguiu a metodologia proposta por Rufino et al. (2017);
Santos; Simdes; Silva (2011) e Silveira et al. (2018) com altera¢des. Foi preparada solucao
etanodlica de 2,2-difenil-1-picrilhdrazil (DPPH) a 0,004% e a solucdo extrato (uma
solubilizacdo do extrato em etanol). Para o preparo da solugdo de DPPH foi utilizado um
baldo volumétrico envolto por papel aluminio e adicionados 0,01 gramas de DPPH e
solubilizado com 250mL de etanol (PA).

Para o preparo da solugdao mae (controle positivo - P), foi adicionado uma aliquota de
100uL de solugao extrato para 2,9 mL de DPPH. Esta dilui¢ao deve ser feita “no escuro” e e
permaneceu por 30 minutos. Para o controle negativo (N) utilizou-se um tubo de ensaio
contendo 100uL de etanol para 2,9 mL de solucdo de DPPH, e deixada em local escuro. O
Branco (B) continha somente 3 mL de etanol. As diluicdes contendo amostra foi preparada
adicionando etanol e solucao extrato de forma a obter concentragdes que variaram entre
10uL.mL" e 200uL mL'. Apds o tempo de 30 minutos, foram realizadas as leituras

espectrofotométricas.
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O espectrofotdmetro ligado vai estar em modo transmitancia (T), devemos mudar para
o modo Absorbancia (A). Ajustamos o comprimento de onda para 517 nm. A leitura
iniciou-se utilizando o branco (B), e seguiu-se com a leitura das demais dilui¢cdes. O
percentual de inibi¢do dos radicais DPPH foi calculado através da equag@o abaixo que mostra

o calculo da atividade antioxidante (%) das amostras do extrato:

%AA = 100><(M)

Acontrole

Em que AA ¢ a atividade antioxidante (%), A.mesra © @ absorbancia da solugao
contendo a amostra, € A . ¢ @ absorbancia da solugdo de DPPH sem amostra adicionada.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.6 Analise estatistica

Os percentuais de organismos mortos foram obtidos a partir da média aritmética do
nimero de nduplios mortos da triplicata de cada concentragdo e proporcionalmente
comparados ao nimero de nauplios mortos da solucdo controle. Os resultados obtidos foram
plotados no aplicativo Microsoft® Excel®, obtendo-se o grafico com eixos de concentragao
(ng.mL™) por percentual de nauplios mortos (%). As Concentragdes Letais médias (CLs),
foram obtidas pelo célculo dos pardmetros de reta a e b, de acordo com a equagdo: y =a + b.x.
A Toxicidade para Artemia salina (TAS) de uma amostra ¢ determinada quando o valor de x

obtido corresponde a TAS<1000 pg.mL".
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Triagem Fitoquimica

De 100g de matéria vegetal, obteve-se um rendimento de 5,6% do extrato bruto
etandlico, que apresentou aparéncia de pasta oleosa amarelada. A triagem fitoquimica do
extrato bruto etanolico da semente de tingui, revelou resultados positivos para a presenca de
saponinas, agucares redutores, fendis e taninos, alcaloides e esteroides. Foram observados
testes negativos para polissacarideos, flavonoides e acidos organicos (Tabela 1). No entanto,
os resultados negativos apresentados nesta pesquisa para triagem de metabolitos secundarios
ndo implicam necessariamente na sua auséncia, mas pela pequena quantidade e dificuldade na

sua detec¢ao (Brum et al., 2011).

Tabela 1 - Triagem fitoquimica para o extrato etanodlico da semente de tingui

CLASSE DE METABOLITOS AMOSTRA 1 AMOSTRA 2 AMOSTRA 3

SAPONINAS ESPUMIDICAS | Positivo Positivo Positivo
ACUCARES REDUTORES | Positivo Positivo Positivo
ALCALOIDES | Positivo Positivo Positivo
FLAVONOIDES | Negativo Negativo Negativo

ACIDOS ORGANICOS | Negativo Negativo Negativo
ESTEROIDES E TRITERPENOIDES | Positivo Positivo Positivo
FENGIs E TANINOS | Positivo Positivo Positivo
POLISSACARIDEOS | Negativo Negativo Negativo

Fonte: Autor, 2023.

Para o indicador de Actcares redutores foi realizado o teste, que se mostrou positivo
com aparecimento de precipitado avermelhado (Figura 2). A presenca de aglcares redutores,
acucares que se oxidam na presenca de agentes oxidantes devido a presenca de grupo
carbonilico e cetonico livres, podem agir como agente antioxidante protegendo, por exemplo,
da acdo da radiagdo ultravioleta nas células vegetais e animais (Silva et al.,2003; Tavares et

al., 2010).
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Figura 2 - Teste fitoquimico agtcares redutores

Fonte: Autor, 2023.

No teste da presenca de Fenois e Taninos foi observado mudanga de coloragdo em
relagdo ao branco, porém nao foi possivel visualizar a presenca de precipitado (Figura 3). Os
fen6is e taninos possuem propriedades biologicas com interesse farmacéutico como
capacidade antioxidante, antibacteriana, antiviral e analgésica (Carvalho; Gosmann; Schenkel,
2010). Plantas ricas em taninos s3o utilizadas no tratamento de diarréias, hemorragias,
cicatriza¢do de feridas e processos inflamatérios em geral (Costa et al., 2010). O tingui tem
utilizagdo popular como agente de cicatrizacdo de bicheiras, e o sabdo feito da semente de

tingui ¢ usado para combater queda de cabelo e micoses.

Figura 3 - Teste fitoquimico Fendis e Taninos

Fonte: Autor, 2023.

O teste para Saponinas espumidicas foi considerado positivo devido a presenca de uma
camada de espumas permanecer estavel por mais de 30 minutos (Figura 4). As saponinas ¢
uma substincia anfifilica que provoca uma diminuicdo da tensdo superficial da agua, e
possuem inimeras atividades bioldgicas tais como anti-inflamatoria, analgésica,

antimicrobiana e antioxidante (Santos; Simdes; Silva, 2011).
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Figura 4 - Teste de Saponinas espumidicas

PR

Fonte: Autor, 2023.

A presenca de Alcaloides ¢ confirmada pelo aparecimento de um precipitado laranja
avermelhado na adicdo de 5 gotas do reativo de BOUCHARDAT (Figura 5). Essa classe de
metabolitos secundarios ¢ continuamente estudada devido ao elevado niimero de atividades
bioldgicas a eles atribuidas, possuem acentuado efeito no sistema nervoso, sendo muitas das
substancias desse grupo largamente utilizadas como venenos ou alucinégenos. Estudos sobre
triagem fitoquimica de plantas do cerrado detectaram a presenca de alcaloides, incluindo
extratos das folhas e caule de Magonia pubescens, corroborando com os resultados desta

pesquisa (Silva; Miranda; Conceicdo, 2010).

Figura 5 - Teste fitoquimico Alcaloides
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Fonte: Autor, 2023.

O teste de Esteroides e Triterpenoides foi considerado positivo o resultado, com
aparecimento de coloragdo esverdeada como relatado em Taiz e Zeiger (2010) (Figura 6). Os
triterpenoides possuem atividade anti-inflamatoria e acgdo secretolitica, pois promovem
irritagdo na mucosa bronquica e aumentam também o volume da secrecdo, facilitando a
expectoragdo (Simdes; Spintzer, 2010). J& os esteroides possuem atividades anti-inflamatoria

e a analgésica (Rodrigues et al., 2010).
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Figura 6 - Resultado para a presenca de Esteroides e Triterpenoides

Fonte: Autor, 2023.

4.2 Toxicidade frente a Artemia salina

O bioensaio de citotoxicidade em Artemia salina é proposto para a realizacdo na
triagem de novos farmacos, sendo considerado essencial como bioensaio preliminar no
estudo de compostos com potencial atividade bioldgica, e comumente aceito pela
comunidade cientifica em geral. A andlise citotdxica realizada neste trabalho, observou-se
que, em um periodo de 24 h, o extrato apresentou toxicidade aguda para mais de 50% da
populagio (Tabela 2) nas concentragdes a partir de 250 ug.mL"', sendo a CLs, = 308,53
pug.mL™,

Tabela 2 - Resultados da andlise citotoxica do extrato bruto etandlico da semente de Magonia
pubescens.

1 o
Concentracao do extrato N° de individuos . N‘[e’d ia (%) de ,
(ng.mL-") expostos (n) por série individuos mortos CLs, (ng.mL-")
(24 h)
50 10 0
100 10 3,33
250 10 63,33
500 10 100 308,53
750 10 100
1000 10 100
2000 10 100
CONTROLE 10 0

Fonte: Autor, 2023.

O extrato bruto de Magonia pubescens foi obtido a partir das sementes da espécie. De
acordo com os valores obtidos a partir do bioensaio com Artemia salina, a Magonia
pubescens demonstrou em sua maior concentragdo (2000 pg.mL™") o percentual de 100 % de

nauplios mortos, sem diferenca significativa com o percentual de mortos da solug¢do controle
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(0 %), conforme ilustrado Figura 7. O valor de CLs, calculado a partir dos parametros a e b,
obtidos da constru¢do do grafico resultou em um valor numericamente igual a 308,53
pg.mL’!, comprovando que o extrato ¢ moderadamente toxico. A atividade esta possivelmente
relacionada com a presenga das saponinas ou taninos que apresentam atividade larvicida e aos
alcaldides que também sdo associados a atividades toxicas (Silva et al., 2004; Pilarski et al.,
2010).

Figura 7 - Concentragao letal (CLs,) que define a morte de metade dos individuos.

140

120

100

80

y = 0,0469x + 35,53

60 R? = 0,4762

40

% Nauplios mortos

20

0 500 1000 1500 2000 25]00

Concentragdo do extrato da semente ( pg.mL-")

Fonte: Autor, 2023.

A literatura associa extratos toxicos e alcaloides a atividades antitumorais, sugerindo
assim que o extrato desta espécie possa também apresentar essa mesma caracteristica (Pilarski
et al., 2010). Sendo assim, o extrato bruto etanolico das sementes de Magonia pubescens
gerou resultados satisfatorios, pois em seu screening fitoquimico apresentou metabdlitos que
estdo correlacionados biologicamente com seu uso popular, demonstrou em seus resultados
citotoxicos uma CLs, = 308,53 pg.mL"' que significa que o extrato apresenta moderada
toxicidade, visto que o valor determinante do potencial toxico ¢ préximo de zero. Definido

pelo seguimento de reta a e b, de acordo com a equacao y = a+bx.

4.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante em extratos pode ser determinada pelo método de captura do
radical livre DPPH. Os radicais livres sdo substiancias benéficas ao sistema, mas o acumulo
delas pode trazer prejuizos a satude, causar a morte € o envelhecimento precoce das células. O
tingui possui uma atividade antioxidante ja comprovada, os testes qualitativos de triagem
fitoquimica mostraram a presenca de Taninos, uma classe de metabdlitos secundarios
responsaveis pelo sabor amargo e atividade antioxidante defendidos por Vizzotto; Krolow e

Weber (2010).
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O potencial antioxidante das sementes de Magonia pubescens foi avaliado pela sua
capacidade de inibir a oxidacao do radical DPPH e expresso pelo ECs,. A espécie apresentou
um ECs, de 7581,6 ng.mL". O efeito antioxidante tem sido investigado em diversas espécies
nativas do cerrado (Farias et al., 2013). Devido a diversidade de expressdao de resultados na
literatura da atividade antioxidante, determinados por meio do método do DPPH e das
variagdes do método com relacdo a concentragdo de DPPH, tempo de incubagao, solvente e
pH do meio reacional, a comparacao dos resultados ¢ limitada. Para Sharma e Bhat (2009)
ndo ¢ possivel comparar os dados provenientes de trabalhos que usam protocolos diferentes

para determinagdo do potencial antioxidante pelo método DPPH.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados sugerem que o extrato etandlico das sementes de M. pubescens
apresentam grupos de metabolitos secundarios que corroboram com uso popular para
cicatrizacdo, efeito ictiotoxico ou fabricagdo de sabdo para micoses, queda de cabelos. A
presenca ou ndo de algum metabodlito ou estrutura em uma planta pode variar de uma parte
dela para outra, e a presenca ou nao de tais estruturas pode variar de acordo com o clima, solo
e outros fatores bioldgicos.

O extrato seco da semente do Tingui apresentou uma caracteristica pastosa alaranjada
e oleaginosa, devido a grande quantidade de 6leo presente na semente, uma vez que ¢ também
utilizada na fabricagdo de sabdo. O seu extrato também apresenta boa solubilidade em éagua.
Os testes fitoquimicos confirmaram a presenca de alguns metabdlitos secundarios tais como a
presenca de Triterpenoides, alcaloides e compostos fenolicos, o que reafirma a capacidade
toxica da espécie. Os alcaloides presentes corroboram com o potencial farmacoldgico do
Tingui, podendo ser utilizado na medicina substituindo drogas como endorfina e
escopolamina.

A planta possui um carater toxico com CLs, 308,53 ug.mL™". A atividade antioxidante
do extrato da semente do tingui é baixa (ECs, de 7581,6 ug.mL™), isso esta relacionado com
sua toxicidade, presenca de metabdlitos contrarios a atividade. Porém, hd a necessidade de
aprofundamento de estudos no que diz respeito ao extrato da semente do tingui, pois ¢
considerada uma espécie ainda pouco explorada cientificamente, e bastante comum na regido

de Grajau-MA.
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