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RESUMO

Neste trabalho, avaliou-se o perfil fitoquimico e a
toxicidade preliminar frente a larvas de Artemia salina
do extrato etandlico de frutos de Solanum lycocarpum.
O extrato foi submetido a analise fitoquimica preliminar
para identificacdo das principais classes de metabolitos
secundarios presentes e testado frente a larvas de A.
salina para obtenciao das concentracdes letais médias
(CL50%). Os testes fitoquimicos demonstraram a
presenca de fenois, taninos, saponinas, alcaloides e
esteroides livres. O extrato foi fracionado em diferentes
solventes para a avaliacdo da toxicidade frente a A.
salina, apresentando consideravel citotoxicidade na
fracdo hidroalcodlica (CL50% = 285,546 ng/mL).
Palavras-chave: Solanum lycocarpum, Artemia salina,
triagem fitoquimica preliminar.

INTRODUCAO

Contando com muitos representantes no Cerrado
brasileiro, a familia Solanaceae esta incluida na subclasse
Asteridae, da ordem Solanales (Cronquist, 1981; Judd et
al., 2007), e ¢ uma das maiores e mais complexas dentre as
Angiospermas, com 92 géneros e cerca de 2.300 espécies.
Na América do Sul, encontra-se um dos principais centros
de diversidade e endemismo do mundo (Hunziker, 2001).
O género Solanum L. é o maior e mais complexo da familia
Solanaceae (Silva et al., 2003), conhecido por possuir uma
variedade de atividades bioldgicas, incluindo atividade
antifingica, moluscida, teratogénica e embriotoxica
(Esteves-Souza et al., 2002). As saponinas de carater
basico, pertencentes ao grupo dos alcaldides esteroidais
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glicosilados, sdo caracteristicas do género Solanum (Simdes
et al., 2004). Além dos alcaldides, os compostos fendlicos
constituem um dos grupos de substincias frequentes em
espécies desse género (Silva et al., 2003; Aratjo et al.,
2010).

A espécie vegetal Solanum Ilycocarpum A. St.-
Hill., popularmente conhecida como lobeira ou fruta-
do-lobo, ¢ tipica do Cerrado brasileiro e seus frutos sdo
usados popularmente para diminui¢do de niveis de glicose
e colesterol (Cruz, 1982, Dall’Agnol & Von Poser, 2000;
Oliveira Jr. et al., 2003, Yoshikawa et al., 2007). Acredita-
se que seu nome vulgar se deva ao fato de se constituir
um alimento consumido pelo lobo-guara. A fruta-do-lobo,
quando verde, é constituida de polpa bastante firme, de
coloragdo branca, mas quando o fruto se torna totalmente
maduro, a polpa passa a apresentar uma coloragdo
amarelada, macia, adocicada e extremamente aromatica
(Oliveira Jr. et al. 2004). Uma preparagdo medicinal obtida
com frutos de S. lycocarpum vem sendo comercializada
e consiste no sedimento de frutos verdes em solugdo
aquosa at¢ formagdo de um fino granulado, conhecido
como polvilho-de-lobeira (Dall’ Agnol & Von Poser, 2000;
Schwarz et. al., 2007).

O método de andlise com Artemia salina é proposto
como um simples bioensaio para pesquisa preliminar
de atividade de produtos naturais. Por esse método, ¢
possivel determinar a concentracdo letal 50% (CL50%)
de componentes ativos e extratos em um meio salino.
A atividade do teste ¢ manifestada pela toxicidade de
componentes ativos, fragdes ou extrato de produtos naturais
frente ao organismo marinho A. salina. Esse simples
organismo pode ser usado como um monitor conveniente
para a citotoxicidade de produtos, além de ser um método
rapido, seguro e acessivel (Meyer, 1982; McLaughlin,
1998). O ensaio permite a avaliacdo da toxicidade geral
e, portanto, ¢ considerado essencial como bioensaio
preliminar no estudo de compostos com potencial atividade
biologica. Neste estudo, buscou-se avaliar qualitativamente
o perfil quimico da espécie vegetal em estudo e determinar
a toxicidade de fragdes obtidas a partir do extrato de S.
lycocarpum frente a A. salina.
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MATERIAL E METODOS

Coleta e identificacio do material vegetal

Foram coletados frutos de S. lycocarpum verdes,
encontrados em arbustos nativos da regido de Monte Santo
de Minas (MG) no més de junho de 2002. Uma exsicata
foi identificada pela Profa. Dra. Angela Borges Martins
(Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da
UNICAMP) e depositada no herbario da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) sob o nimero UEC
44834.

Obtencao do extrato

Os frutos foram cortados em cubos e submetidos
a secagem em estufa de ar circulante, a uma temperatura
de 60°C, durante 72 horas e, em seguida, pulverizados em
moinho de facas originando 1,7 kg de pd. O p6 assim obtido
foi macerado durante uma semana utilizando-se 3,5 litros
de solugdo etandlica (80%). Ao término desse periodo, o
material foi filtrado em papel de filtro e concentrado em
evaporador rotativo. O procedimento foi repetido outras
quatro vezes. Ao final de todo o processo, conseguiu-se um
total de 235,3g de extrato etanodlico.

Anailise fitoquimica preliminar

O extrato foi submetido a triagem fitoquimica
preliminar para deteccdo das principais classes de
metabolitos secundarios através de reagdes quimicas que
resultam no desenvolvimento de coloragio e/ou precipitado,
caracteristico para cada classe de substancias (Matos, 1997,
Simdes et al., 2004).

Ensaio toxicolégico frente a A. salina

O extrato etandlico dos frutos de S. lycocarpum
foi submetido a particdio com solventes de polaridade
crescente. Para isso, 5g de extrato foi ressuspendido em
150 mL de solugdo etanolica (80%) e extraido trés vezes
com 100 mL de hexano. Separada a fragdo hexanica, a fase
hidroalcodlica foi novamente extraida trés vezes com 100
mL de diclorometano. Obtida a fracdo diclorometanica,
procedeu-se nova extracdo da fase hidroalcodlica, com
trés porgdes com 100 mL de acetato de etila. Ao final do
procedimento de particdo, os solventes foram evaporados
em evaporador rotativo e obtidas quatro fragdes, a saber:
fragdes hidroalcodlica (4,1 g), acetato de etila (62 mg),
diclorometanica (41 mg) e hexanica (46 mg). Tais fracdes
foram entdo submetidas ao bioensaio toxicoldgico frente a
A. salina.

A avaliagdo da toxicidade frente a A. salina foi
realizada segundo metodologia descrita por McLaughlin
(1998). Inicialmente, foram preparados dois litros de
solucdo de sal marinho em agua mineral ndo clorada (30
g/L) para incubacdo dos ovos de A. salina (10 mg), que
foram exposto a luz artificial (Iampada incandescente de
60 watts) durante 48 horas para que houvesse a eclosdo das
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larvas. Para efetuar o ensaio, foram colocados, em triplicata,
dez exemplares de nauplios em pogos contendo 5 mL de
soluc¢do salina, com fragdes em hexano, diclorometano,
acetato de etila e hidroalcoolica, dissolvidas em solucao de
dimetilsulfoxido 1%, nas concentragdes de 1000, 100, 10
e 1 pg/mL, respectivamente. Um grupo controle também
foi preparado nas mesmas condigdes sem a presenca das
fragdes. Os pogos foram mantidos sob Iuz artificial e
temperatura ambiente por um periodo de 24 horas. Apos
esse periodo, foi realizada a contagem do numero de
nauplios sobreviventes do grupo controle e dos grupos
expostos as fragdes.

Analise estatistica

Com os valores obtidos, estimou-se a CL50%
através do método de Analise de Probitos, com 95% de
intervalo de confianga, utilizando-se o programa EPA
probit analysis program, versao 1.5.

RESULTADOS

A triagem fitoquimica preliminar do extrato
etanolico de frutos de S. lycocarpum revelou a presenga
de compostos fendlicos, principalmente taninos, e também
alcaloides, esteroides livres e saponinas (Tabela 1).

Tabela 1. Analise fitoquimica preliminar no extrato etanolico de
frutos de S. lycocarpum

Classe de metabdlitos Resultado
Fenodis +

Taninos +
Flavonoides

Antraquinonas

Alcaldides +
Esterdides +
Saponinas +

Resinas

+ Presenga; - Auséncia.

A Tabela 2 apresenta o numero de oObitos de A.
salina ocorridos na presenca das diferentes concentracdes
das fragoes testadas. Uma vez que o programa de analise
de probitos (EPA probit analysis program, versdo 1.5.) ndo
admite o input de dados em triplicata, o nimero de o6bitos
para cada concentragdo foi considerado em conjunto,
referindo-se entdo a um total de 30 individuos expostos.

Tabela 2. Numero de obitos de A4.salina frente as fragdes testadas
e suas respectivas concentragoes.

(C‘char;ﬁir;tragao Hexano Diclorometano ét(ﬁztato de Hidroalcodlica Controle
1 0 0 0 0 0
10 0 0 0 5 0
100 0 0 7 10 0
1000 4 5 21 20 0

Nao houve 6bitos no grupo controle; foram expostos 30 individuos em cada concentragao.

Os dados da Tabela 2, quando analisados segundo
o método de Finney (1971), resultaram nos valores de
CL50% constantes da Tabela 3. Cabe mencionar que ndo
foram calculados os valores para as fragdes em hexano e
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em diclorometano, pois o método de analise de probitos
requer 6bito de larvas em, pelo menos, duas concentragdes.

Tabela 3. CL50% das fragdes testadas e respectivos intervalos de
confianca de 95%.

Intervalo de confianga

Fragédo CL50% (ug/mL)

Limite inferior Limite superior
Hexano*
Diclorometano*
Acetato de etila 393,088 227,771 771,599
Hidroalcoolico 285,546 131,084 860,331

*Ndo calculado, pois 0 método de analise de probitos requer resposta (6bitos) em, pelo menos,
duas concentragdes.

DISCUSSAO

A metodologia descrita por Matos (1997) nao
permite identificar a presenca de glicoalcaldides no
extrato etandlico dos frutos de S. [ycocarpum, visto que os
alcalodides esteroidais glicosilados sdo muito polares para
que possam ser extraidos com solugdo éter-cloroférmio,
conforme descreve a técnica. Apds a identificagdo de
saponinas no extrato e baseando-se na informacdo de
que o género Solanum ¢ caracterizado pela presenga de
saponinas de carater basico pertencentes ao grupo de
alcaldides esteroidais glicosilados (Simdes et al., 2004), o
extrato foi submetido a hidrolise 4cida através da adi¢ao de
excesso de acido cloridrico e aquecimento sob refluxo por
6 horas, com intuito de promover a separagdo da por¢ao
heterosidica da molecula, tornando possivel a extracao
da aglicona alcaloidica esteroidal utilizando a solugdo
éter-cloroférmio. Esse procedimento permitiu visualizar
reagdo positiva no teste de alcaldides e de esteroides, o
que sugere a presenga de alcaldides esteroidais e seus
glicosideos no extrato em estudo. Segundo literatura, os
glicoalcaldides solamargina e solasonina pertencem ao
grupo de alcalodides esteroidais glicosilados, cuja aglicona
corresponde ao composto solasodina, e sdo caracteristicos
do género Solanum (Weissenberg, 2001; Maruo et
al., 2003; Simoes et al., 2004; Yoshikawa et al., 2007,
Nakamura et al., 2008).

Schwarz et al. (2007) verificaram que o conteido
de alcaloides presente nos frutos de S. lycocarpum foi de
1.85% e, dentre esses, 0.06% corresponde a solamargina e
0.09% a solasonina. Recentemente, Nakamura et al. (2008)
isolaram cinco novas saponinas esteroidais dos frutos de
S. lycocarpum. Especialmente nas areas relacionadas com
a ciéncia dos alimentos, toxicologia, e farmacologia, os
glicoalcalodides esteroidais e suas agliconas tém recebido
atencdo especial. A solasodina ¢ uma potencial matéria-
prima como prototipo na producdo de medicamentos
esterdides, assim como os seus triglicosideos solasonina
e solamargina (Chen & Miller, 2001; Eanes et al., 2008).

Diversos ensaios biologicos simples tém sido
desenvolvidos no intuito de serem utilizados no
monitoramento de extratos vegetais, dentre esses, a
toxicidade sobre 4. salina, que ¢ um bioensaio rapido e
conveniente como “screening” prévio no monitoramento
de extratos de plantas. O primeiro trabalho relativo ao
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uso de A. salina em bioensaios foi publicado em 1956
e, a partir dai, inumeros artigos tém sido reportados na
literatura em estudos ambientais, utilizando produtos e
toxinas naturais, além de extratos de plantas (Cavalcante
et al., 2000). Muitos laboratérios de Produtos Naturais
tém inserido esse ensaio bioldgico dentro de suas rotinas
de isolamento, purificacdo e elucidacdo estrutural, no
intuito de selecionar e monitorar o estudo fitoquimico de
extratos de plantas na procura de substincias bioativas
(Siqueira et al., 1998). As fragcdes ou substancias ativas
sdo, posteriormente, testadas em ensaios de citotoxicidade,
obtendo-se uma boa correlagdo. Nascimento et al. (2008)
realizaram estudo fitoquimico e bioensaio toxicologico
frente a 4. salina com trés espécies do género Phyllanthus,
obtidos em diferentes locais de coleta, e, dessa forma,
puderam concluir que esse bioensaio pode servir como um
monitoramento, visto que, em fung¢do do local de coleta, a
atividade biologica pode ser diferente.

Alves et al. (2000) avaliaram a toxicidade de
extratos de 60 plantas do cerrado brasileiro frente a A.
salina em que se incluiam os extratos em diclorometano
e diclorometano/metanol (1:1) obtidos de S. lycocarpum.
Entretanto, os valores de CL50% encontrados nao
estdo relatados, pois os autores desconsideraram
valores superiores a 100 pg/mL. Ja Meyer et al. (1982)
consideram significativo valores menores que 1000 pg/
mL, como os encontrados para as fragdes em acetato
de etila e hidroalcoolica (393,088 pg/mL e 285,546 pg/
mL respectivamente). Dessa forma, pode-se inferir que
as fracdes em acetato de etila e hidroalcoolica de S.
lycocarpum apresentaram resultados que s3o passiveis
de futuras investigacdes acerca da atividade biologica
desse vegetal. Os resultados encontrados sugerem ainda,
em nivel especulativo, que a consideravel toxicidade
encontrada na fragdo hidroalcodlica (285,546 pg/mL)
possa estar relacionada com presenca de glicoalcaloides
esteroidais. Almeida et al. (2010) avaliaram o potencial
mutagénico in vitro do glicoalcaldide solamargina, que,
em baixas concentragdes, apresentou efeito mutagénico.
A presenca desses alcaloides em frutos de S. lycocarpum
e sua similaridade estrutural com muitos hormdnios
esteroidais estimularam a realizagdo de muitos trabalhos,
descrevendo investigacdes acerca de possiveis efeitos
toxicos relacionados ao sistema reprodutivo (Maruo et al.,
2003; Schwarz et al., 2005; Schwarz et al., 2007).

Através da analise fitoquimica preliminar, foi
possivel identificar classes de metabdlitos secundarios de
interesse farmacoldgico presente no extrato em estudo.
A constata¢do de alcaloides esteroidais na caracterizagdo
quimica do extrato estd de acordo com investigacdes
prévias, que relatam a presenga de glicoalcaldides
esteroidais em espécies do género Solanum. A modificagao
realizada no teste para identificacdo de esterdides e
alcaloides mostrou um ponto ineficaz da metodologia
classica descrita por Matos (1997) no tocante a detecgio
de alcaloides esteroidais glicosilados no extrato analisado.
De forma complementar aos estudos fitoquimicos, a
associacdo do bioensaio de toxicidade sobre A. salina
mostrou relevancia no intuito de monitorar a pesquisa
desse extrato vegetal, principalmente favorecido pela
simplicidade com que pode ser manuseado, pela rapidez
dos ensaios e pelo baixo custo. A toxicidade apresentada
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pelas fragdes hidroalcodlica e de acetato de etila torna-
se importante no direcionamento para isolamento e
identificag@o de compostos presentes nessas fragdes ativas
¢ para caracterizagdo da atividade bioldgica dessa planta
medicinal.

ABSTRACT

Phytochemical screening and toxicological bioassay with
brine shrimp larvae (Artemia salina Leach)
of an extract obtained from fruits of
Solanum lycocarpum A. St-Hill

The phytochemical profile of ethanolic extract
of Solanum lycocarpum fruits was analyzed and
preliminary toxicity tests were performed against brine
shrimp larvae. The extract was subjected to preliminary
phytochemical analysis to identify the main classes of
secondary metabolites and tested against the larvae of
A. salina to obtain the median lethal concentrations
(LC50%). The phytochemical tests showed the presence
of phenols, tannins, saponins, alkaloids and free steroids.
The extract was fractionated with various solvents for
toxicity testing against the larvae and the hydroalcoholic
fraction showed considerable cytotoxicity (CL50% =
285.546 g/mL).
Keywords:  Solanum
phytochemical screening

lycocarpum,  Artemia  salina,
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