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1. RESUMO

Plantas toxicas podem causar sérios danos a seres humanos e animais, com
prejuizos significativos a saude publica e a pecudria. Segundo o Centro de Informagdo
Toxicolégica do estado de Santa Catarina (CIT-SC), um numero restrito de plantas
ornamentais esta relacionado com a maioria das intoxicagdes, sendo que comigo-ninguém-
pode responde sozinho por 30% dos casos. Outras plantas como aroeira, arruda, copo-de-
leite, coroa-de-cristo, espada-de-sdo-jorge e espirradeira, que serdo estudadas neste
trabalho, seguem a lista das principais plantas toxicas. O bioensaio que utiliza 4. salina
apresenta boa correlagdo com ensaios de toxicidade em geral e anti-tumorais. Sendo assim,
este trabalho utiliza o bioensaio de 4. salina na avaliacdo do grau de toxicidade de algumas
plantas ornamentais, notoriamente toxicas. Por este bioensaio, toma-se como base para
considerar uma planta toxica, o valor de DLsy < 1000 ppm.

As espécies ornamentais foram identificadas no Departamento de Botanica-UFSC.
O material botanico foi submetido a secagem com posterior maceragdo em etanol. Os
extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo e avaliados quanto a
toxicidade frente a A. salina em concentragdes de 50-1000 ppm. Os testes foram feitos em
triplicata, com dez larvas por tubo de ensaio, utilizando K,Cr,O; como controle positivo
(DLsop = 2040 ppm). Apds 24 hs, foi determinado a % de mortalidade para cada
concentragdo e a DLs foi calculada através do grafico de % de mortalidade em fungdo do
logaritmo da concentragao.

Das onze plantas testadas, as que apresentaram maior toxicidade foram Ruta
graveolens (arruda), Sansevieria trifasciata (espada-de-sao-jorge), Zantedeschia aethiopica
(copo-de-leite), Hedera helix (hera) e Nerium ollander (espirradeira), sendo que os demais
extratos ndo apresentaram toxicidade, segundo este bioensaio. Porém, para os extratos
inativos, a toxicidade pode estar relacionada com compostos termo- ou foto-sensiveis, que
nao foram detectados por este método.

Finalmente, no extrato de Zantedeschia aethiopica foram feitos alguns estudos

fitoquimicos prévios.



2. INTRODUCAO

A toxicologia das plantas, relacionada a espécie humana, assume aspectos variados
e importantes, interessando diferentes campos, entre os quais destaca-se a medicina,
biologia, botanica e quimica. A intoxicagdo aguda, quase sempre por ingestdo acidental de
uma planta ou de alguma de suas partes toxicas, ¢ de incidéncia preponderante no grupo
pediatrico. Embora de incidéncia universal, este tipo de intoxicacdo possui distribuicdo e
intensidade nitidamente regionais. Entre os adultos, a intoxicac¢ao por plantas ¢ muito pouco
freqliente, e quando ocorre, ¢ quase sempre devida a ingestdo de uma espécie toxica que ¢é
confundida com alimento, ou entdo conseqliente a atividades industriais ou agricolas, sendo
nesse caso, mais um problema alérgico ou fisico do que toxicologico propriamente dito. A
intoxicacdo cronica conseqiiente a ingestdo continuada, acidental ou propositada de certas
espécies vegetais, ¢ responsavel por distirbios clinicos muitas vezes complexos e graves.

Assim, as principais medidas preventivas para diminuir o risco de intoxicagdo com
plantas sdo: divulgar o maximo possivel e por todos os meios de comunicagao, as espécies
toxicas mais comuns; recomendar a necessidade de orientacdo médica ao se utilizar algum
preparado vegetal para fins medicinais, e finalmente educar a populagdo sobre a
inconveniéncia de ingerir ou manusear qualquer espécie vegetal desconhecida. Portanto, ¢
necessario conhecer as plantas perigosas da regido, da casa e do quintal, conhecé-las pelo
aspecto e pelo nome (Schavartsman, 1992).

Neste trabalho pretende-se aplicar o teste de toxicidade frente a Artemia salina, a
fim de avaliar o grau de toxicidade de uma variedade de plantas ornamentais,
reconhecidamente toxicas. 4. salina (Artemiidae) ¢ um microcrustaceo que tem sido usado
com sucesso como teste alternativo para determinagdo da toxicidade de produtos quimicos
e naturais (Sam, 1993; Meyer et al., 1982). Sabendo-se que a utilizagdo de plantas
ornamentais que possuem algum efeito toxico ao homem e animais ¢ muito grande,
objetivou-se inicialmente o estudo de onze espécies toxicas, entre estas, algumas
registradas como causadoras de intoxicacdo pelo Centro de Informagdo Toxicoldgica em

SC (CIT-SC).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. HISTORICO

Ao longo do tempo, plantas toxicas foram consideradas de modo muito diverso. Nos
primordios da sua origem e evolucdo, o homem percebeu que as plantas tinham além da
capacidade de alimentar e curar, a de poder matar.

Ampla utilizagdo ¢ referida na Idade Média, com fins politicos, militares ou
pessoais, como recurso em envenenamentos intencionais. Na Grécia antiga, onde a
producdo de géneros alimenticios era escasso, o governo estabeleceu medidas drasticas para
impedir a fome utilizando-se da "cicuta". Por este motivo individuos com mais de 60 anos,
eram eliminados sumariamente, sendo a "cicuta" (Conium maculatum L.) o meio usado
para exterminagdo das pessoas ja alquebradas e inaptas para o trabalho. Soécrates um dos
maiores filosofos da historia, quando condenado a morte pelo Sinédrio, teve como agente
da sua sentenca, a "cicuta".

Muitas plantas venenosas, como a beladona (Atropa belladona) e a digital ou
dedaleira (Digitalis lanata), fornecem substancias, que quando usadas na dosagem correta,
possui grande valor terapéutico ou medicinal.

Em épocas remotas, e também no século XX em algumas regides, plantas toxicas
exerceram papel importante para prover alimentagdo, através do uso como veneno de
flechas na caga ou como veneno para peixes. Os caboclos brasileiros usam as espécies do
grupo dos timbos, sapindaceas e leguminosas para envenenar a agua dos rios e assim matar
peixes. Esse tipo de pesca, apesar de predatorio, permite, com pouco esforgo, resultados
imediatos dos mais compensadores.

Os indios por sua vez, envenenavam suas flechas com o curare. Esse extrato, obtido
de certas plantas do género Strychnos e de Chondrodendron tomentosum, tem agao
paralisante e ¢ mortifero, por atacar os misculos inspiratorios.

Mais recentemente, ao fim do século XIX e inicio do século XX, plantas toxicas
exerceram importante papel como fonte de substancias ativas capazes de propiciar modelos
moleculares para o desenvolvimento de farmacos.

O homem aprendeu sobre as plantas pelo processo da tentativa e erro. Hoje vivemos

num mundo em que existe certo conhecimento sobre os transtornos que as plantas podem



acarretar ao homem. As plantas ornamentais s30 as que se encontram mais proximas e de
facil acesso, plantas essas que embelezam e podem trazer sensagdes agraddveis ao homem
pela sua beleza exterior. Entretanto, elas trazem também danos irreparaveis, pois por tras de
tanta beleza, pode conter na sua constitui¢do quimica, elementos ndo apropriados a espécie

humana e dos animais, com prejuizos significativos a saude publica e a pecuéria.

3.2. PLANTAS TOXICAS

As plantas s3o seres vivos complexos, € como tais apresentam um extraordinario
metabolismo, que leva a producdo de uma grande variedade de substincias quimicas.
Algumas destas substancias como, por exemplo, proteinas, lipidios, carboidratos e acidos
nucléicos, originarias do metabolismo primario, sdo comuns a todos os seres vivos, sendo
usadas no crescimento, na reproducdo e na manutencdo do vegetal. No entanto, um grande
nimero de compostos quimicos produzidos pelos vegetais serve a outros propodsitos. Os
pigmentos (flavonoides, antocianinas e betalainas) e os 6leos essenciais (monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropanoides) atraem polinizadores, enquanto algumas outras
substancias como os taninos, as lactonas sesquiterpénicas, os alcaldides e os iridoides, além
de apresentarem sabores desagradaveis, podem ser tdxicas e irritantes para outros
organismos. Estas substancias, originadas a partir de rotas biossintéticas diversas, e que
estdo restritas a determinados grupos de organismos, sdo produtos do metabolismo
secundario (Vickery & Vickery, 1981). Elas protegem as plantas contra predadores e
patogenos (Poser & Mentz, 2001).

Viérias destas substancias toxicas podem causar graves envenenamentos em seres
humanos ou em animais domésticos quando plantas que as contenham sao ingeridas, ou
quando entram em contato com a pele. No entanto, a simples presenca destas substancias
em uma determinada espécie vegetal parece ndo ser suficiente para qualifica-la como
toxica. O primeiro requisito para suspeitar da possivel toxicidade de uma planta, ¢ o relato
de uma pessoa que tenha desenvolvido um quadro clinico apos a ingestao ou o contato com
a espécie em questdo. Todavia, pode acontecer de uma outra pessoa (ou animal nos casos
veterindrios) ter o mesmo tipo de contato com a espécie, e ndo ser observada

sintomatologia aparente. Isto pode ser conseqiiéncia de um, ou da associagcdo de varios



fatores, tornando incerta a condi¢do de planta toxica admitida anteriormente. Sendo assim,
para a qualificagdo de uma planta como toxica ou nao toxica, € necessario ter em mente as
seguintes variaveis (Schvartsman, 1992): 1) Diferentes partes de uma mesma planta (raiz,
caule, flores, frutos e sementes) freqiientemente contém diferentes concentragdes de
substancias quimicas; ii) A idade da planta ¢ o estado de amadurecimento dos frutos
contribuem para a variabilidade das concentragdes das substancias; ii1) Clima, solo e
estacdo do ano alteram a sintese de alguns compostos; iv) Variedades da mesma espécie
podem apresentar constituigdes quimicas diferentes; v) Patologias vegetais como ataques de
fungos, ataques de bactérias ¢ até mesmo a predagdo por herbivoros, podem induzir o
vegetal a produzir substancias que normalmente nao produz; vi) Individuos diferentes
apresentam diferentes taxas de sensibilizagdo a certas substincias vegetais; vil) A
intoxicagdo pode estar limitada a quantidade de vegetal ingerido, ou @ maneira de ingestao
(bem ou mal mastigado).

A descri¢do botanica da planta, com fotografia detalhada, nomes vulgares e
cientificos e de algumas, até sindnimos estrangeiros, visa ajudar rapidamente os
responsaveis por vidas, como médicos e veterindrios, a identificar a planta tida como
toxica, pois em alguns casos o tempo ¢ fator vital. E facil saber se a planta ¢ uma erva,
arbusto, arvore ou trepadeira; se apresenta latex ou ndo, pelos urticantes, espinhos; qual tipo
de folha, cor das flores e forma dos frutos, etc. caracteristicas estas uteis para a
identificagdo, pois em casos de emergéncia as plantas parecidas sempre sdo da mesma
espécie ou do mesmo género, ou, ainda, da mesma familia.

O conceito de substancias toxicas € bastante relativo, pois depende da dosagem e do
individuo. Ha substancias altamente toxicas que, em dosagens minimas, entram na
composicao de varios remédios.

Na grande maioria das intoxicag¢des por plantas sempre ocorre, em alguma fase de
sua evolugdo, disturbios digestivos, incluindo ndo apenas manifestacdes gastrintestinais,
tais como vOmitos, colicas abdominais e diarréia, como também comprometimento
hepatico, que usualmente ¢ de dificil diagnostico, além dos distirbios do trato digestivo
superior, incluindo boca e faringe. A ocorréncia de disturbios gastrintestinais pode ser
devida a varios tipos de agentes toxicos existentes na planta, entre os quais podem ser

citados: proteinas toxicas, glicoalcaldides, saponinas, resinas, entre outros.



Em algumas obras classicas (Hoehne, 1978; Kingsbury, 1964), centenas de plantas
sdo citadas como toxicas. No entanto, a margem de certeza sobre a toxicidade de uma
planta ¢ limitada por uma série de fatores. Para ocorrer a intoxicacao, seja por ingestdo de
uma dose toxica, seja pelo contato através da pele, devem ser vencidos, no processo, 0s
mecanismos proprios de defesa da cada organismo. Assim, uma planta pode ser
potencialmente toxica, e apesar disso, ndo provocar a intoxicagdo, determinando, nesse
caso, a convic¢ao equivocada de auséncia de toxicidade (Simdes et al., 1999).

A verificagdo da toxicidade depende principalmente de experimentos em animais,
que nem sempre reproduzem a toxicidade em seres humanos, ou de relatos sobre
intoxicagdes acidentais. Infelizmente, a maior parte destes relatos ndo ¢ acompanhada de
informagdes quanto a quantidade ou parte do vegetal ingerido, ou ainda, quanto a

identificagdo da planta através de nomes cientificos.

3.2.1. PLANTAS TOXICAS ESTUDADAS

Alamanda

Allamanda cathartica, planta disseminada por todo pais, pertence a familia botanica
das Apocynaceas, apresenta-se popularmente sob varios nomes como por exemplo,
Alamanda, Alamanda-amarela, Dedal-de-dama, Orelia, Quatro patacas amarela, Santa
Maria (Correa, 1984).

Trata-se de uma trepadeira arbustiva e lactescente, semi-lenhosa, vigorosa, de folhas
varidveis, brilhantes e espessas, apresentando flores amarelas em forma de funil, freqiiente
em jardins (Schvartsman, 1992). Figura 1.

Todas as partes desta planta sdo consideradas de potencial toxicidade, especialmente
o latex resinoso (Simoes et al., 1999).

Estudos fitoquimicos realizados por alguns autores revelaram a presenca de
esteroides e triterpenos (Gupta et al., 1969). Akah & Offiah (1992) isolaram do extrato das
folhas substancias farmacologicamente ativas capazes de estimular os movimentos

peristalticos. Analises cromatograficas deste extrato revelaram a presenca de alcaldides,
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saponinas, flavonoides e carboidratos, mas seus papéis especificos nos efeitos purgativos
nao foram estudados. Porém, ¢ possivel que as saponinas contidas no extrato possam elevar
os efeitos toxicos, devido as suas propriedades emolientes ou estimulantes (Akah & Offiah
1992). Coppen (1983) e Abdel-Kader et al. (1997) isolaram iridoides de A. cathartica,
sendo que o primeiro cientista relacionou a atividade algicida observada, a presenca de
iridéides glicosidicos.

O extrato etanolico de folhas e galhos de A. cathartica apresentou moderada
neutralizagdo do efeito hemorragico do veneno de cobras da espécie Bothrops atrox (Otero
et al., 2000). Allamadin, um iridoide lactonico com atividade antileucémica isolado desta
planta teve sua estrutura elucidada por Kupchan et al. (1974). Plumieride, um outro iridoide
glicosidico, apresentou forte fungitoxicidade contra alguns dermatofitos causadores de
micose em animais ¢ seres humanos (Tiwari et al., 2002).

A ingestdo desta planta pode ocasionar distirbios gastrintestinais intensos, com
nauseas, vomitos, colicas e diarréia (Simdes et al., 1999). O tratamento deve ser iniciado
com lavagem gastrica, levando-se em consideracdo as propriedades causticas do vegetal.
As manifestacdes digestivas exigem apenas tratamento sintomatico, complementado por
corre¢do adequada dos disturbios hidreletroliticos, que sdo complicagdes relativamente
freqlientes (Schvartsman, 1992).

Popularmente, esta planta ¢ usada como purgativa quando em dose minima, e

também no tratamento contra a sarna (Correa, 1984).

Aroeira

Conhecida popularmente pelos nomes de aroeira-vermelha, aroeira-da-praia e
aroeira-mansa, a espécie Schinus terebinthifolius Raddi pertence a familia botanica
Anacardiaceae, sendo muito utilizada em arborizacao de ruas e parques.

Trata-se de uma 4arvore de até¢ 10 metros de altura. Possui folhas compostas,
imparipenadas, com peciolos cilindricos na parte inferior ¢ mais ou menos alados; foliolos
oblongo-elipticos ou obovados, estreitos na base e obtuso ou agudo ou provido de um
pequeno dente no apice, cerrados, membranaceos, glabros; flores amarelo palidas pequenas,
dispostas em panicolos de 5 a 10 cm de comprimento; fruto globoso vermelho palido

luzidio (Correa, 1984). Figura 2.
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Esta espécie ¢ bastante utilizada na medicina popular. Contudo, trata-se de uma
espécie toxica, que deve ser usada com muita precaucao.

Segundo Morton (1978), criangas que ingeriram alguns frutos verdes ou maduros
sofreram disturbios gastrintestinais e, o contato com os frutos, pode originar alergias que
afetam maos, bragos e rosto.

O quadro toxicologico caracteriza-se por dermatite, apresentando eritema, papulas e
vesiculas com prurido intenso. A hipersensibilizagdo pode decorrer do contato direto da
planta com a pele ou, em muitos casos, apenas pela proximidade do vegetal, devido &
presenga de substancias alergizantes volateis (Simdes, 1999). O tratamento pode ser feito
utilizando antissépticos de agdo local e, nos casos mais graves, ¢ recomendada a
administracdo de corticoides e anti-histaminicos (Simdes, 1999).

Os frutos de S. ferebinthifolius possuem efeito inibitorio sobre a fosfolipase A2
(Jain et al., 1995), podendo assim, ser util no controle de processos inflamatoérios tal como

artrite reumatodide, asma e psoriase (Waite, 1987; Wong & Dennis, 1990).

Arruda

Planta origindria da Europa e comumente cultivada em nossos jardins, a Ruta
graveolens, ¢ bastante conhecida desde a antiguidade principalmente por estar ligada as
supersticoes populares. Pertencente a familia Rutaceae, ¢ conhecida popularmente pelos
seguintes nomes vulgares: Arruda-comum, arruda-dos-jardins, arruda-fedorenta, ruta, ruta-
de-cheiro-forte, arruda-doméstica, erva-arruda.

Apresenta-se como sub-arbusto, de cheiro forte e desagradavel, ramificado desde a
base, possui folhas alternadas e flores verde-amarelas (Correa, 1984). Figura 3.

Esta planta ¢ usada desde a antiguidade para proteger as pessoas de mau-olhado.
Com os seus ramos asperge-se agua benta sobre as multiddes. Muitas pesquisas
fitoquimicas foram desenvolvidas com R. graveolens.

Toda a planta, principalmente os brotos terminais e as flores, possuem entre outras
substancias, albumina vegetal, “inulina” e um o6leo volatil, “rutina”, amarelo-esverdeado,
espesso, amargo, de cheiro forte e desagradavel, ao qual sdo atribuidas em grande parte as

suas virtudes medicinais (Correa, 1984).
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R. Graveolens ¢ considerada toxica. Administracao oral de 5g/Kg de peso corporal
de folhas desta planta a caprinos causou tremor, dispiné€ia, diurese frequente,
descoordenacdo de movimentos, ataxia e paralisia com morte apos 1 a 7 dias (Agraa et al.,
2002). Foi reportado que R. graveolens causou dermatite fototoxica. Os componentes
fototoxicos pertencem ao grupo de furano-cumarina e furano-quinolina (Schempp, et a.,
1999). O extrato de éter de petrdleo de R. graveolens mostrou um significativo efeito
citotoxico. Neste extrato foi encontrado biflavonodides (Trovato, et al., 1996). Conway &
Slocumb (1979) descreveram que esta planta ¢ usada como emenagoga e abortiva.

Esta planta pode ser perigosa quando ingerida em grandes quantidades, mas possui
também propriedades medicinais. Ruta graveolens ¢ uma espécie promissora na producao
de furano-cumarinas, muito usadas na dermatologia (Milesi et al., 2001).

Ruta graveolens faz parte da composicdo de alguns fitoterapicos na forma de
infusdo, sendo usado para normalizagdo das func¢des do ciclo menstrual, fragilidade dos
capilares sanguineos, combate a calvicie, ansiedade e insdnia, incontinéncia de urina e
prisao de ventre. A extragdo dos principios ativos com azeite comestivel origina um extrato
oleoso que ¢ usado como vermifugo. Para combater a sarna e piolhos, ¢ usada na forma de
tintura e para aplicar nas varizes e sarar flebites, ¢ usada na forma de cataplasma

(http://www.Plantastoxicas.cjb.net)

Comigo-ninguém-pode

Comigo-ninguém-pode ¢ o nome popular dado a duas espécies do género
Dieffenbachia: D. picta Schott e D. seguine Schott, ambas pertencentes a flora Amazonica.
As duas sdo polimorfas e dificilmente distinguiveis na pratica. De modo geral, apresentam
caule espesso e ereto, folhas grandes, oblongas, vistosas, pecioladas, verde-escuras, com
manchas esbranquigadas de varios aspectos (Schvartsman, 1992). Figura 4.

Rizzini & Occhioni (1957, apud Scavone & Panizza,1980), relatam as seguintes
caracteristicas distintivas: 1- as folhas de D. picta apresentam maculas numerosas, muitas
vezes confluentes, espalhadas por toda a superficie; 2 — D. seguine geralmente apresenta

folhas completamente verdes, e suas nervuras sdo mais proeminentes.
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Estas espécies sdo freqlientemente cultivadas como ornamentais, principalmente na
decoragao de ambientes interiores devido a sua resisténcia a baixa luminosidade (Simdes et
al., 1999). Esta ¢ uma das folhagens mais populares e um poderoso amuleto contra inveja e
mau olhado.

A natureza quimica das substancias responsaveis pela toxicidade de Dieffenbachia
ainda nao foi completamente esclarecida. Essas plantas, assim como outras da familia
Araceae, tém como uma das caracteristicas anatomicas a presenga de um grande numero de
cristais de oxalato de calcio, na forma de agulhas, denominadas rafides, e estdo contidos
dentro de células injetoras denominadas idioblastos (Carneiro et al.,1985).

O mecanismo da reagdao alérgica foi estudado experimentalmente, tendo sido
demonstrado que a acdo desencadeada ndo ¢ apenas mecénica, mas sim mediado pela
presenga de substancias de natureza lipidica constituidas de acidos graxos insaturados que
atuariam como substincias irritantes juntamente com os cristais de oxalato de célcio
(Carneiro et al., 1989). Foi apontado a presenca de enzimas proteoliticas envolvidas no
mecanismo de intoxicacao (Rauber, 1985).

Os casos de intoxicagdes mais freqiientes ocorrem com criangas, devido a ingestao
ou contato com a mucosa oral. Os sintomas se desenvolvem rapidamente, ocorrendo
irritacdo com sensagdo de queimadura, salivagdo intensa, edema dos labios, lingua e
garganta, podendo dificultar ou impedir a fala e causar distirbios respiratorios. O contato
com a seiva do vegetal, de forma direta ou indireta, pode provocar severa irritagdo da pele
ou inflamacdo ocular, acompanhada de edema e fortes dores, as quais podem durar até
algumas semanas. Algumas vezes, ocorrem disturbios gastrintestinais, com colicas
abdominais, nauseas e vomitos (Simoes et al.,1999).

O tratamento ¢ sintomatico, com administracdo de liquidos gelados (4guas, chas,
sucos) ou emolientes (leite, gelatina), para proporcionar alivio. Caso necessario, sao
administrados analgésicos, antiinflamatorios e anti-histaminicos, para combater a dor e o
edema. Nao ¢ recomendado fazer lavagem gastrica nem provocar vOmito, devido a
presenca das microagulhas (rafides). Areas irritadas por contato, como pele e olhos, devem
ser lavadas com grande quantidade de agua corrente e utilizagdo de colirios antissépticos,

no caso dos olhos (Simdes et al., 1999).
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Figura 1 — Allamanda cathartica Figura 2 - Schinus terebinthifolius
(alamanda) (aroeira)

Figura 3 — Ruta graveolens Figura 4 — Diefembachia spp.
(arruda) (comigo-niguém-pode)
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Copo-de-leite

Em fun¢do do quadro toxicologico e quimiotaxonomia, idéntico ou semelhante as
espécies Dieffenbachia, essa espécie sera sumariamente descrita a seguir.

O copo-de-leite ¢ originario do sul da Africa e cultivado como ornamental,
ocorrendo também como espontaneo em locais encharcados (Simdes et al., 1999).

Conhecida cientificamente por Zantedeschia aethiopica, ¢ uma planta ornamental
muito apreciada pela sua inflorescéncia. Possui espata muito branca irregularmente
campanulada, espadice cilindrico e amarelo. Grandes folhas cordiformes-sagitadas
(Schvartsman, 1992). Figura 5.

Toxicidade, formas de intoxicagdo, efeitos clinicos potenciais e tratamento sio
semelhantes aos descritos para comigo-ninguém-pode.

A partir do extrato acetato de etila e metandlico de Z. eathiopica foram isolados dois
triterpenos cicloartane, 10 esterdides com o nucleo colesteno, trés lignanas e dez
fenilpropanoides. Ensaios anti-alga mostraram boa atividade para alguns dos compostos

aromaticos (Della Greca et al., 1998).

Coroa-de-Cristo

A espécie Euphorbia milii, conhecida pelos nomes populares coroa-de-cristo,
martirio, coroa-de-espinhos, colchdo-de-noiva, dois irmaos, bem casados martirios, ¢ muito
cultivada no Brasil, como ornamental e como cerca viva.

Apresenta grande nimero de espatulas rigidas e pontiagudas e pequenas flores de
coloracdo avermelhada. Produz uma seiva abundante e muito leitosa (Schvartsman, 1992).
Figura 6.

As espécies do género Euphorbia, apresentam potencial efeito moluscicida.
Teoricamente estas plantas podem ser uma solugdo de baixo custo e ecologicamente correta
no controle de vetores da esquistossomose (Oliveira-Filho & Paumgartten, 2000). Porém,
as propriedades toxicas inviabilizam o uso destas espécies (Cruz et al., 1996).

Das partes aéreas do vegetal foram isolados diterpenos denominados miliaminas de
A a I, responsaveis pela acdo irritante (Uemura & Hirata, 1973). Esse grupo de compostos

foi bastante estudado em funcdo da sua acdo co-carcinogénica (Marston & Hecker, 1983).
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Os casos de intoxicagdo mais freqiientes sdo devido ao contato do latex com a pele e
mucosas, podendo causar sérias irritacdes. As lesdes caracterizam-se inicialmente por
edema e eritema, evoluindo para a formacdo de vesiculas e pustulas, normalmente
pruriginosas e doloridas. O contato do latex ou dos dedos contaminados com os olhos,
pode provocar conjuntivite e, em casos mais graves, cegueira temporaria (Simdes et al.,

1999). O tratamento ¢ sintomatico.

Espada-de-sao-jorge

Sansevieria trifasciata pertence a familia Agavaceae. Herbacea rizomatosa perene
da Africa, de 70-90 cm de altura com folhas espessas. Sdo cultivadas diversas variedades de
folhas com margens creme-amareladas, de folhas curtas com manchas verde-claro
transversais, de folhas acinzentadas com manchas amareladas nas margens, entre outras.
Inflorescéncias longas com flores pequenas de importancia secundaria. E cultivada em
vasos, no sol ou a sombra. Resiste bem a solos aridos e multiplica-se por divisdo de
touceiras. Figura 7 (Byrd, 1995; Lorenzi & Souza, 1981).

Entre os supersticiosos, acredita-se que esta planta traga felicidade e fartura a quem
a cultiva.

A maceracdo das folhas em alcool ¢ eficaz em friccdes contra o reumatismo.
Cortando-se suas folhas em pedacinhos e levando-as a fervura, obtém-se uma solugdo para
lavar os cabelos o que provoca uma melhor circulagdo do sangue no couro cabeludo. Ainda
pode ser usada para banhar o corpo todo, causando ag¢dao benéfica sobre a pele (Korbes,
1995). Contudo o uso desta planta ndo ¢ indicado para fins medicinais principalmente
domésticos, pois trata-se de uma planta reconhecidamente toxica.

Anadlise fitoquimica da planta inteira resultou no isolamento de quatro glicosideos
pregnanicos (Mimaki et al., 1997). Estes mesmos autores isolaram também, doze saponinas
esteroidais (Mimaki et al., 1996). Gonzdlez et al. (1972) isolaram ainda, do extrato
etanolico ndo hidrolisado de S. trifasciata, B-sitosterol e cinco sapogeninas espirostano.

Apesar destes estudos fitoquimicos, s3o poucos os estudos farmacologicos para esta
espécie. A espécie S. glauca foi considerada toxica a A. salina no teste de toxicidade frente

a A. salina (Franssen et al., 1997).
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Espirradeira

Espirradeira, Oleander, Loandro, Loandro-da-india, Loureiro-rosa, Flor-de-sdo-josé,
sdo alguns nomes populares conhecidos para a espécie Nerium oleander L. da familia
Apocynaceae.

Planta herbacea que chega a atingir 2 a 4 m de altura; caule cilindrico com ramos
cinzentos acastanhados; folhas opostas, pecioladas, lanceoladas, nervura principal impressa
na face superior e saliente na face inferior; inflorescéncias terminais, flores geralmente
rosadas, corola grande vistosa. Frutos contendo numerosas sementes revestidas de pélos
(Schvartsman, 1992). Figura 8.

Entre as varias plantas extremamente venenosas conhecidas e que se acham em
intimo contato com o homem e os animais domésticos, esta ocupa lugar saliente por ser
vivaz e rustica, sem maiores exigéncias de clima e solo, constituindo o ideal das plantas
ornamentais, por associar a elegancia do porte, a abundancia da floracdo e o perfume
agradavel das flores (Correa, 1984).

As propriedades toxicas desta planta sdo conhecidas ha séculos, desde a época dos
hebreus e egipcios. Todas suas partes sdo venenosas para o homem, sendo seus efeitos mais
importantes devido a presenca de numerosos glicosidios, alguns cardioativos (Siddiqui et
al., 1986), como a oleandrina, rosagenina, neriina D, neriina F, cortenerina, etc..
Rosagenina, extraida da casca, ¢ considerada extremamente toxica, de propriedades
semelhantes as da estricnina. Da planta foram extraidos também 6leos volateis, vitamina C
e glicosidies cianogénicos (Schvartsman, 1992).

Oleandrina, de formula C;;Hs309, tem estrutura quimica semelhante as dos
glicosidios digitalicos e ¢ encontrada no vegetal na propor¢ao de 0,08% (Schvartsman,
1992). Smith et al. demonstraram que o glicosideo cardiotonico, oleandrina, ¢ eficaz em
inibir o cancer de prostata, in vitro.

O quadro toxico inicia-se com manifestagdes gastrintestinais incluindo nauseas,
vOmitos, colicas abdominais, diarréia. Distirbios neuroldgicos precedem ou sdo
concomitantes aos cardiacos e compreendem tontura, alteracdes do equilibrio, midriase,

sonoléncia, torpor e coma. O 6bito pode ocorrer por parada cardiaca em sistole.
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Figura 5 - Zantedeschia aethiopica Figura 6 — Euphorbia milli
(copo-de-leite) (coroa-de-cristo)

Figura 7 — Sansevieria trifasciata Figura 8 — Nerium ollander
(espada-de-sdo-jorge) (espirradeira)
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Hera

Originaria da Europa, Norte da Africa, Asia e Ilhas das Canérias, Hedera helix L.
pertencente a familia Aralidceae é conhecida popularmente pelo nome de hera. Seu maior
valor ¢ ser uma preciosa planta de adorno, gracas a sua aderéncia as rochas, aos muros,
paredes e arvores, tornando-se muito empregada na jardinocultura. Estende-se pelo chao
cobrindo-o com sua densa folhagem ou prende-se aos muros e arvores por meio de raizes
adventicias. Possui folhas alternas, lustrosas, verde-escuras ou manchadas de branco-
acinzentado; flores pequenas, verde-amareladas; o fruto ¢ uma baga preta (Schvartsman,
1992). Figura 9.

A hera estd incluida no grupo das plantas produtoras de saponinas (Bedir et al.,
2000), substancias que de um modo geral tem efeitos irritantes, produzem lesdes celulares e
modificam a permeabilidade celular. A absorcdo intestinal ¢ lenta e dificil, por isso sdo
pouco freqiientes as manifestagdes sistémicas, caracterizadas principalmente por hemolise
eritrocitaria (Schvartsman, 1992).

Da hera extrai-se um glicosideo especifico “hederina” (Guiraud-Dauriac et al.,
1997), que € particularmente abundante nos frutos e tem efeito, em pequenas doses, como
vaso-constritora e como hemolitico.

As folhas podem ser usadas, internamente, contra o catarro cronico das vias
respiratdrias entre outras aplicagdes medicinais (Correa, 1984). Tintura preparada a partir
do extrato seco de H. helix é usada para varias doencas do trato respiratorio, tal como
infec¢des cronicas e agudas e ainda para aliviar a tosse (Trute & Nahrstedt, 1994).

Os frutos sdo notoriamente venenosos e ingeridos em certa quantidade provocam

febre, com forte aceleramento do pulso, delirio (Correa, 1984).

Jiboia

A espécie Scindapsus pictus, ¢ bastante cultivadada como planta ornamental. E uma
planta semi-herbacea vigorosa, ascendente das Ilhas Salomao, com folhas espessas,
coriaceas, variegadas de amarelo ou branco, grandes nas folhas idosas. Nas plantas ainda
jovens, de ramagem fina, as folhas sdo pequenas, sem variegacdo, o mesmo acontecendo

quando crescendo na sombra. As folhas jovens podem atingir de 8-10 cm, enquanto as
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adultas podem alcangar 60 cm de comprimento. Costuma ser cultivada apoiada em
suportes, a pleno sol e como forragdo em locais sombreados. Nesta Gltima situacdo, mantém
as folhas pequenas. Dado o seu crescimento impestuoso, se apoiada em palmeiras, pode
sufoca-la, levando-as a morte. Multiplica-se facilmente por estacas que enraizam mesmo na
agua (Lorenzi & Souza, 1981). Figura 10.

Poucos estudos fitoquimicos foram feitos com esta planta. Em algumas espécies de

Scindapsus foi encontrado flavona C-glicosideos, quercetina (flavonol) e chrysoeriol

(flavona) (Williams et al., 1981).

Figura 9 — Hedera helix L. Figura 10 — Scindapsus sp.
(hera) (jiboia)

Mamona

Originaria da Asia Meridional e facilmente encontrada em todo o Brasil, a espécie
Ricinus communis que pertence a familia Euforbiaceae é bastante conhecida como planta
venenosa. E chamada popularmente de mamona, mamoeiro, Carrapateiro, Palma-cristi.

Trata-se de um arbusto com cerca de 2m de altura, possui caule nodoso, ramificado,
folhas alternas, palmatiformes, longamente pecioladas, inflorescéncias terminais, alternas,
parecendo feixes de filetes reunidos. O fruto ¢ uma noz redonda, geralmente espinhosa que

aloja as sementes (Correa, 1984). Figura 11.
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O 6leo de mamona ou 6leo de ricino, devido a alta viscosidade e estabilidade, tem
amplo emprego industrial e também ¢ utilizado em alguns medicamentos como purgante
dréstico (Simdes et al., 1999). A semente contém uma toxalbumina, a ricina que contém
duas cadeias polipeptidicas presas por uma ligacdo de dissulfeto, e um corpo cristalino
nitrogenado, de formula CsHgO,N,, chamado ricinina, que tem algumas caracteristicas dos
alcaldides (Schvartsman, 1992). A ricina possui diversos efeitos toxicos nas células de
diferentes 6rgdos viscerais. Esta proteina induz o stress oxidativo, provocando toxicidade
renal (Kumar et al., 2003).

A ricina é muito estavel em condigdes normais, ndo se deteriorando apds meses,
mas por acao do calor ou da luz sua acdo toxica diminui. Apods ingestdo da semente
mastigada, a ricina ¢ rapidamente absorvida. Seu metabolismo ainda ndo ¢ bem conhecido.
(Schvartsman, 1992).

A intoxicagdo por ingestdo das sementes caracteriza-se por vomitos, diarréia, colicas
violentas, lesdes renais, disturbios neuroldgicos, letargia, apnéia e coma (Simdes et al.,
1999). O tratamento deve ser rapido e enérgico. A estimulacdo de vOmitos e lavagem
gastrica deve ser imediata, seguida da administracdo de eletrélitos, grande quantidade de

liquidos, controle renal, sanguineo e das fungdes hepaticas. Se necessdrio, transfusdo

sanguinea (Simoes et al., 1999).
il

Figura 11 — Ricinus communis L.
(mamona)
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2.3. TESTE DE TOXICIDADE FRENTE A4 Artemia salina

O teste de letalidade in vivo em organismos animais simples, tal como o teste de
letalidade contra Artemia salina, desenvolvido por Meyer et al. (1982), pode ser usado para
determinar a toxicidade de diferentes produtos quimicos e naturais. Este bioensaio geral
detecta uma ampla faixa de atividades biologicas e uma diversidade de estruturas quimicas.

Artemia salina Leach ¢ um microcrusticeo marinho comumente conhecido por
larva de camardo ou “nauplius”, pertence a subclasse Branchiopoda, ordem Anostraca. Os
ovos deste crusticeo podem ser facilmente adquiridos em lojas de animais marinhos, ¢ as
larvas desenvolvem-se rapidamente em agua salgada artificial, constituindo uma facilidade
para a cultura do organismo.

Este bioensaio baseia-se na premissa de que compostos bioativos sdo toxicos em
altas doses. Devido a grande sensibilidade de A. salina, este bioensaio esta estreitamente
relacionado com a atividade biologica geral, pois todo o composto que possui alguma
atividade, também apresenta certa toxicidade. Além disso, este método tem boa
reprodutibilidade e apresenta boa correlacdo com ensaios de citotoxicidade e antitumorais,
servindo também de “pré-screen” antitumoral (Hamburger & Hostettmann, 1991). O
bioensaio apresenta ainda correlagdo com testes de atividades larvicida e inseticida
(McLaughlin, 1991), antifingica, viruscida e antimicrobiana (MacRae et al., 1988),
parasiticida (Sahpaz et al., 1994) e tripossomicida (Zani et al., 1995), podendo entdo, ser
usado como “pré-screen” para monitorar o fracionamento de extratos potencialmente
toxicos, com a vantagem de ndo requerer técnicas assépticas, podendo ser realizado no

proprio laboratorio de fitoquimica.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Este projeto visa o estudo de uma variedade de plantas ornamentais, notoriamente

toxicas, a fim de avaliar o grau de toxicidade frente ao bioensaio utilizando A. salina.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Fazer uma pesquisa bibliografica envolvendo plantas ornamentais toxicas;

i1) Coletar e identificar o material vegetal;

1i1) Obter o extrato bruto de cada planta coletada por macera¢do em etanol;

iv) Realizar o teste de toxicidade frente a 4. salina nos extratos obtidos, a fim de
avaliar o grau de toxicidade (valores de DLsj) das diversas plantas;

V) Realizar ensaios qualitativos para a determinacdo das classes de produtos
naturais presentes no extrato, através de marcha analitica;

Vi) Analisar através de estudos fitoquimicos o extrato de Zantedeschia

aethiopica (copo-de-leite).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Equipamentos

Para o bioensaio utilizou-se de garrafas plasticas e transparentes de refrigerante,
bombinha de aquario, placas para os testes e pipetas automaticas com as seguintes
capacidades: 5-50 pL e 50-200 pL.

J& para o fracionamento, utilizou-se a vidraria adequada e o auxilio de um

rotaevaporador.

5.2. Substancias utilizadas

Os solventes utilizados, como o etanol e dimetilsulféxido (DMSO) entre outros, € o
tween 80 (polioxietilensorbitano monooleato), foram obtidos comercialmente.

O sal usado no controle positivo, dicromato de potassio, ¢ de grau de pureza P.A.. O
sal marinho utilizado para a produg¢do do mar artificial foi obtido na loja de aquérios
Botiquario. Juntamente com o sal marinho, adquiriu-se os cistos de Artemia salina, que

foram armazenados em local seco a temperatura ambiente.

5.3. Coleta e identificacio das espécies vegetais

As espécies aqui em estudo, foram coletadas em Floriandpolis, entre os meses de
maio e dezembro de 2002, e identificadas no Departamento de Botanica da Universidade

Federal de Santa Catarina - UFSC, pelo professor Daniel de Barcellos Falkenberg.

5.4. Obtenc¢ao do Extrato Hidroalcodlico Bruto

Para a obtencdo dos extratos hidroalcodlicos brutos foram utilizados cerca de 500 g
de material vegetal picado e macerado em 4&lcool etilico de grau comercial, e
acondicionados em frascos de vidro a temperatura ambiente durante quinze dias. O

macerado foi filtrado e evaporado em evaporador rotatério sob pressao reduzida
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(temperatura ~ 65 °C ). Os extratos brutos obtidos foram conservados em camera fria

inferior a 4°C e protegidos da luz.

5.5. Teste de toxicidade frente a Artemia salina

Como meio de cultura utilizou-se uma solugao de sal marinho ou salina (cerca de 20
g de sal marinho por litro 4gua destilada), onde filtrava-se a solu¢do a fim de se obter a
solucao saturada de salina.

Para a eclosdo dos cistos utilizou-se uma garrafa plastica e transparente de
refrigerante com o fundo cortado, como aquario e outra, como suporte. Fez-se uso também
de uma bombinha de aquario, Figura 12. Em um litro de salina colocou-se meia colher de
café de cistos. As larvas encontravam-se prontas para os teste de toxicidade 72 horas apds
o0s cistos serem colocados em meio aquoso.

Os teste de toxicidade frente a Artemia salina seguiu a metodologia de Meyer

(1982) com pequenas modificagdes.

Figura 12 — Sistema simulando o ambiente marinho da Artemia salina.
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Os extratos brutos eram dissolvidos em solventes apropriados, a fim de se obter uma
concentracdo final de 10.000 ppm, entdo, diluicdes eram feitas com o objetivo de se obter a
concentragdo desejada para o teste.

Em uma placa contendo 24 pocinhos colocava-se 1 mL da salina com 1% (v/v)
tween 80 em cada pocinho e de 7 a 10 larvas, que eram coletadas do meio salino utilizando
pipeta automadtica. Para facilitar a coleta das larvas era aproximado uma fonte luminosa
devido ao fototropismo das mesmas.

Inicialmente, cada extrato bruto era testado nas seguintes concentragdes, 100, 500 e
1000 ppm (ug/mL). Para cada concentracdo fazia-se trés repeticdes e estas eram
acompanhadas do controle positivo e negativo. Depois da andlise destes dados preliminares
as concentragdes eram ajustadas conforme a necessidade. Cada extrato era testado pelo
menos duas vezes para que o resultado fornecido fosse mais confiavel.

A leitura dos testes sempre foi feita 24 horas apos o inicio dos mesmos. As larvas
mortas foram contadas com ajuda de uma lupa em oposicdo a um fundo escuro. A
concentragdo letal para matar 50% das larvas ap6s 24 hs de exposi¢do, a DLs, cronica foi
determinada através de um grafico de mortalidade (%) em func¢do do logaritimo da dose.

O controle negativo consiste em aplicar, na mesma concentragdo que o extrato
testado, apenas o solvente utilizado na dissolu¢do da amostra. Ja4 o controle positivo foi

feito com um sal de metal pesado, dicromato de potassio (KoCrpO7), cuja toxicidade esta

entre 20 e 40 ppm (Sam, 1993).
Utilizou-se o método descrito por Reed-Muench (Ipsen e Feigl, 1970; Miya et al.,

1973), para calcular a DL5( com intervalo de confianga de 95%. Este método assume que

um animal que sobrevive a uma determinada dose também sobrevivera a uma dose menor,
conseqiientemente, um animal que morre com uma certa dose também morrera com uma
dose maior. Assim, as informag¢des de uma dada concentracio podem ser somadas aos
dados de outra dose testada, mostrando que existe uma relacdo entre a dose testada e a
mortalidade, no sentido de quanto maior a dose, maior serd a letalidade das larvas.

Este método permite o uso da féormula para a estimativa do erro padrdo, SE DL5.

SE DL50 = (0,79.h.R/n)"?
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Onde h = média dos intervalos entre as doses (usando o logaritmo da dose). R =

faixa interquartilico (DL75 — DL)5) e n = média do nimero de animais. O  limite  de

confianga de 95% pode ser derivado da seguinte formula: ~ log DL5g = 2xSE DL3

5.6. Investigacdo quimica preliminar

Atendendo ao estudo dos possiveis principios ativos presentes nas espécies aqui em
estudo, foram realizados os ensaios qualitativos preliminares, a partir dos extratos brutos,
seguindo a marcha analitica (Dominguez, 1973; Matos, 1988; Souza, 1991), conforme
Figura 13. Esta marcha analitica permite detectar classes de metabolitos secundarios de

plantas como alcaloides, flavondides, terpenos, entre outros.

Identificacido de alcaléides:

e Meyer: Dissolve-se 1,36 de cloreto de mercurio em 60 mL de agua destilada. Depois,
adiciona-se a uma solucao de 5,0g de KI e 10 mL de dgua destilada. Completa-se a 100

mL com agua.

e Dragendorff: Dissolve-se 8,0g de subnitrato de bismuto BI(NO3);.5H,0 em 20 mL de
HNO; e 27,2 g KI em 50 mL de 4gua. Misturam-se as duas solugdes e deixa-se

repousando por 24 horas, completa-se com 100 mL de agua destilada.

e Beltrand: Dissolve-se 5,0g de acido silico-tungstico sdo dissolvidos em uma solugao de

acido sulfurico 6N de 100 mL.

Estes ensaios ddo reagdes positivas, quando se observa a formacdo de um precipitado

ou turbidez no tubo de ensaio.
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Identificacio de esterdides, fitoesteroides, glicosideos esteroidais e triterpénicos:

Prova de Liebermann-Burchard: Mistura-se 1,0 mL de anidrido acético com 1,0 mL de
cloroférmio, resfria-se e adiciona-se uma gota de acido sulfurico concentrado. A reagdo

¢ positiva quando aparece uma coloracdo laranja.

Prova de Rosenheinn: Uma solugdo cloroférmica da substancia se pde em contato com
acido tricloroacético 90% em agua destilada. E positivo para coloracdo violeta intensa,

que depois de 20 minutos muda para azul.

Identificacio de flavonoides e flavondides glicosideos:

Os extratos alcoodlicos incolores ou ligeiramente amarelos de um vegetal, se tratados
com limalhas de magnésio e trés gotas de acido cloridrico concentrado, observa-se

imediatamente uma coloracdo laranja, roxo-azulado ou violeta.

Identificacdo de taninos:

Cloreto Férrico: Adiciona-se 1 gota de FeCls 1% dissolvidos em dgua destilada sobre
0,2 mL de solucao aquosa da substancia (em tubo de ensaio). A reacao ¢ positiva, se

aparecer uma colorac¢ao verde, azul ou pardo escuro.

Identificaciio de sesquiterpen-lactonas:

Prova de Baljet. Prepara-se 2 solugdes de volumes iguais, misturadas antes de usar.
Solugao A (1,0g de acido picrico em 100 mL de etanol) e solugao B (10g de hidroxido
de so6dio em 100 mL de 4gua destilada). Para 2-3 mg de composto adiciona-se 3 a 4
gotas do reativo. A reacdo ¢ positiva ao observar a formacao de coloracdo laranja ou

vermelho escuro.
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Identificacao cumarinas:

e Aplica-se uma gota da solugdo etérea sobre um papel filtro, onde o mesmo ¢ exposto a
luz ultravioleta (365nm). O teste ¢ considerado positivo com o desenvolvimento de

fluorescéncia.

Identificacdo de leucoantocianidinas:

e A 0,2 mL da solucdo a se analisada adiciona-se 2-3 gotas de HCI concentrado e leva-
se a ebulicdo em bico de Bunssen. A reacdo ¢ positiva com o aparecimento de uma

coloracdo vermelha.

Identificacio de acidos organicos:

e Evaporar 10 mL de solugdo até a secura e adicionar 5 mL de dgua destilada.

Determinar o pH da solugdo, se for acido confirma-se a presenga de acidos organicos.

Identificacio de grupos fendlicos:

A 2 mL da solugao aquosa obtida acima, adiciona-se 2 gotas de solugdo de FeCls

1%. O desenvolvimento de coloracdo azul ou vermelha confirma a presenca de fenois

5.7. Estudo fitoquimico do extrato de Zantedeschia aethiopica (copo-de-leite)

O extrato bruto de Z. aethiopica foi submetido a cromatografia em coluna de silica

gel onde utilizou-se 5 g de extrato bruto, que foi dissolvido com um minimo de acetona e

misturado com 10 g de silica gel para formar uma pastilha contento todo o material
adsorvido a silica. A eluicdo da coluna foi realizada utilizando o seguinte sistema de
eluentes em ordem crescente de polaridade, hexano / acetato de etila / etanol, conforme

tabela 1. As sub-fragdes foram coletadas e concentradas em um evaporador rotativo sob



30

pressdo reduzida e transferidas para frascos menores. As fracdes foram analisadas por
cromatografia em camada delgada.

As fragdes que apresentaram precipitado, receberam um tratamento diferenciado, na
tentativa de isolamento dos possiveis compostos. Estas fragdes foram estudadas pela andlise
conjunta de dados espectroscopicos, tais como infravermelho (IV), cromatografia gasosa

(CG), ressonancia magnética nuclear de proton (RMN 'H) e carbono 13 (RMN "°C).

Tabela 1 — Fragdes eluidas através da coluna cromatografica

Hexano (%) Acetato de Etila Etanol (%) Fracdes eluidas
(%)
100 --- -—- 1-2
95 5 --- 3-5
90 10 --- 6-12
85 15 --- 13-25
80 20 --—- 26-31
70 30 --- 32-35
60 40 --- 36-37
50 50 --- 38-59
20 80 --- 60-63
— 50 50 64-69
--- --- 100 Final de coluna




31

Extr. Bruto
Seco
1- MeOH/H,0 1:1 1- HC1 1% H,0
2-HCIpH=1 2- Filtrar em celite
3- Extragao ¢/ éter
Sol. etérea Residuo + Filtrado acido Taninos
(B) FeCl;
1-CHCl; NH,OH, pH=10
2- Na2804 ext. ¢/ CHC13
I
Sesquiterpenlactonas Sol. CHCL; Sol. aq. (D) Extr. CHCl,
(Prova de Baljet) ©
Cumarinas 1- Na,SO,
A . . 2- Secar
€. OTgamcos Fitoesteroides
e Liebermann-Burchard
® Prova de Rosenheim
- Secar Esteroides
2- H,O
Fenois
Alcaldides HCI 10%
Alcalbides
PH=25-3 - Meyer
- Dragendorff
- Bertrand
Ext. ¢/
Flavonoides Glicosideos CHCL;:EtOH 3:2
Leucoantocianidinas
1- Na,SO,4 Ext. CHCl; Sol. aq. (F)
2- Secar (E)
EtOH
Glicosideos ésteroides e triterpénicos
Alcaldides Flavonoides
(HCI conc. + limanhas de
magnésio)
Leucoantocianidinas
(HCI conc., ebuli¢io)

Figura 13 - Fluxograma da marcha analitica
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas toxicas sdo importantes fontes de substincias ativas, pois podem causar
intoxicacdo em seres humanos ou em animais, com prejuizos significativos a saude publica
e a pecuaria. Segundo o Centro de Informacao Toxicoldgica do estado de Santa Catarina
(CIT-SC), um numero restrito de plantas ornamentais est4 relacionado com a maioria das
intoxicacdes, sendo que comigo-ninguém-pode responde sozinho por 30% dos casos.
Plantas pertencentes a familia Araceae (copo-de-leite, jiboia, costela-de-addo, antirio) e da
familia Euphorbiaceae (coroa-de-cristo, mamona, nogueira) seguem a lista das principais
plantas toxicas.

Estudou-se onze plantas ornamentais, notoriamente toxicas, quanto a classificagcdo
botanica, toxicidade frente a A. salina e pesquisa das principais classes de metabdlitos
secundarios encontrados. Na Tabela 2, encontram-se listadas as espécies de plantas

identificadas, seu nome popular e cientifico ¢ a Familia botanica a qual pertencem.

Tabela 2 - Plantas toxicas estudadas.

NOME POPULAR NOME CIENTIFICO FAMILIA
Alamanda Allamanda cathartica Apocynaceae
Aroeira Shinus terebinthifolius Raddi Anacardiaceae
Arruda Ruta graveolens L. Rutéceas
Comigo-ninguém-pode Dieffenbachia sp. Araceae
Copo-de-leite Zantedeschia aethiopica Araceae
Coroa-de-cristo Euphorbia milii Euphorbiaceae
Espada-de-sdo Jorge Sansevieria cf. trifasciata Agavaceae
Espirradeira Nerium ollander L. Apocynaceae
Hera Hedera helix Araliaceae
Jiboia Scindapsus aureus Araceae
Mamona Ricinus communis Euphorbiaceae

6.1. Analise do Bioensaio utilizando A. salina

O bioensaio que utiliza Artemia salina Leach ¢ um procedimento simples, de baixo

custo e apresenta boa correlagdo com outros ensaios biologicos.

Os extratos estudados neste trabalho mostraram resultados interessantes quanto a

letalidade frente a A. salina, que ¢ um bioensaio usado com sucesso para detectar
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toxicidade de compostos ou extratos de plantas. Por este bioensaio, toma-se como base para

considerar uma planta toxica, o valor DLsy < 1000 ppm (Meyer et al., 1982).

Na Tabela 3 encontram-se listados os valores de DLsy e o limite de confianca de

95% das espécies estudadas, assim como a parte da planta utilizada para fazer o extrato.

Dessas plantas, as que apresentaram maior toxicidade frente ao bioensaio com A. salina,

foram Ruta

graveolens

(arruda),

Sansevieria

trifasciata

(espada-de-sao-jorge),

Zantedeschia aethiopica (copo-de-leite), Nerium ollander (espirradeira) e Hedera helix

(hera).

Tabela 3- Resultados obtidos frente ao bioensaio com Artemia salina dos extratos brutos

das plantas toxicas.

Nome popular Partes utilizadas da Valores de DL5 Limite de confianca
planta (ppm) 952,
Alamanda Folhas e caules Superiora 1000 |
Aroeira Folhas e caules Superiora 1000 |
Arruda Folhas e caules 7413 660,7-831,7
Comigo-ninguém-pode Folhas e caules Superior a 1000 | = —-memeee-
Copo-de-leite Flores 870,3 729,5-1039,9
Coroa-de-cristo Folhas e caules Superiora 1000 | = -
Espada-de-sdo-jorge Folhas e caules 389,0 375,8-421,7
Espirradeira Folhas e caules 794,3 609,5-1035,1
Hera Folhas e caules 912,0 860,1 —966,3
Jibdia Folhas e caules Superiora 1000 |
Mamona Folhas, caules e sementes Superiora 1000 | = o

Os extratos de Alamanda cathartica, Schinus terebinthifolius, Euphorbia milli,
Dieffenbachia sp., Scindapsus sp. € Ricinus comunis foram os que apresentaram atividade
pouco significante (DLsy > que 1000 ppm), mostrando menor toxicidade diante deste
método. Isto ndo significa que estes extratos sejam menos toxicos, pois a toxicidade pode

estar relacionada com compostos termo- ou foto-sensiveis, que nao foram detectados por
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este método. Um exemplo ¢ a mamona que apresenta uma proteina, a ricina que exerce
intensa agdo irritante sobre a mucosa gastrintestinal, e esta pode ter sofrido desnaturagao
durante o processo de evaporacdo do solvente. A coroa-de-cristo e comigo-ninguém-pode
que causam dermatite através do contato com a planta, também ndo se mostraram toxicos

para A. salina.

6.2. Analise dos ensaios qualitativos para a determinacdo das classes de produtos

naturais presentes no extrato, através de marcha analitica.

A marcha analitica preliminar aplicada aos extratos brutos das espécies estudadas
mostrou que a arruda e coroa-de-cristo foram as mais ricas na diversidade de compostos
secundarios. Na tabela 4 encontram-se os resultados dos ensaios qualitativos realizados

para a determinacdo das classes de produtos naturais presentes nos extratos obtidos.

6.3. Analise do estudo fitoquimico do extrato de Zantedeschia aethiopica (copo-de-

leite).

Foi escolhido para um estudo fitoquimico preliminar, o extrato hidroalcodlico das
flores do copo-de-leite, por apresentar atividade frente a A. salina e possuir pouco estudo
fitoquimico.

O fracionamento através de coluna cromatografica e andlise através de
cromatografia em camada delgada levou a separacdo das fragdes 1, 6, 7, 9 e 10, as quais
foram analisadas através de espectroscopia de Infra Vermelho (IV), Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN 'H e °C) e Cromatografia Gasosa (CG).

A fragdo 1, tinha uma aparéncia engordurada de cor esbranquicada. Sua analise
através de cromatografia em camada delgada, revelada em iodo, mostrou apenas uma
mancha, sendo assim esta seria uma fragdo interessante, que mereceria a realizagdo de
outras analises mais detalhadas. Foi realizada analise por cromatografia gasosa (Anexo 1), e
seu cromatograma detectou muitos picos, mostrando a presenga de varios compostos

diferentes, que podem ser hidrocarbonetos e ésteres de acidos graxos de cadeia longa.
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Como o espectrometro de Espectrometria de Massa encontra-se desativado, ndo sera
possivel no momento, dar continuidade ao estudo desta fragao.

As fracdes 6 e 7 apresentaram-se na forma de um semi-solido de cor laranja
bastante parecidas, e foram reunidas por apresentarem semelhanca em suas
cromatografias em camada delgada. Esta nova fragdo (6+7), foi submetida a analise em
cromatografia gasosa, que detectou trés picos bem definidos que confirmam a presenga
de trés compostos majoritarios, e outros pequenos picos que podem ser compostos
minoritarios ou apenas contaminac¢do na amostra. Anexo 2.

A fragdo 8 também estava na forma de um semi-sélido, porém de cor laranja mais
intensa do que as fracdes 6 e 7. Esta foi analisada em cromatégrafo gasoso (Anexo 3),
onde foi detectado a presenca de um composto majoritario. Sendo assim, a fracdo
apresenta um grau de pureza consideravel, sendo merecedora de um estudo mais
detalhado.

As fragdes 9 e 10, apresentaram suas cromatografias em camada delgadas muito
semelhantes, sendo assim reunidas, originando uma nova fracao (9+10). Esta foi
submetida as técnicas de infravermelho (Anexo 4) e cromatografia gasosa (Anexo 5). O
espectro de infravermelho mostra uma absorgdo em 3422.82 cm’ caracteristica da
deformacdo axial de O-H, parecendo existir a sobreposi¢do de duas bandas de O-H. A
absorcdo em 3009,55cm™ ¢é caracteristica da deformacdo axial da ligagcdo carbono de
dupla ligagdo. Duas bandas intensas absorvem na regido 2856,53 cm™ e 2928,73 cm™,

sdo caracteristicas de vibracdes de deformacao axial de C-H (CHj, CH, e CH). A banda
em 1738,72 cm-' indica a presenca do grupo funcional carbonila que sugere a presenca
de ¢éster. H4 uma banda de intensidade moderada a fraca que absorve em
aproximadamente em 1630 cm-', que corresponde a vibragdes de deformagdo axial de
C=C de alcenos ndo-conjugados. As absor¢des em 1458,81 cm-' ¢ 1376,10 cm-' também
sdo caracteristicas da deformacio da ligacio C-H. A absor¢do em 1170,78 cm-'
caracteriza a deformacao axial da ligacdo C-O, que pode ser de alcool ou de éter.
Através da cromatografia gasosa constatou-se a presenca de trés compostos majoritarios.

Esta fracdo (9+10), foi purificada apds ter seu sobrenadante separado, e sua
recristalizagdo, apresentou um precipitado de leve coloragdo laranja. Uma nova analise

de cromatografia gasosa (Anexo 6), detectou nao mais uma mistura de trés compostos
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majoritarios, mas uma fragdo de maior pureza, representada por um pico mais intenso e
bem mais definido, além de varios outros menos intensos. Também foi realizada uma
nova analise de infravermelho (Anexo 7), que mostrou-se muito parecido ao anterior,
salvo uma maior diferenca na intensidade entre a banda caracteristica de carbonila (que
sugere ser de éster, 1740,02 cm™) e as bandas duas bandas que absorvem na regido
2854,11 cm™ € 2927,38 cm™, caracteristicas de vibragdes de deformacdo axial de C-H
(CHs, CH; e CH).

A ressonancia magnética nuclear de prdéton, mostrou a presenga de hidrogénio
ligado a carbono de dupla trissubstituida em 5,36 ppm, hidrogénio ligado a C-O em 3,73
ppm. Em 2,11 ppm e 2,01 ppm observa-se picos relativos a hidrogénios alilicos e alfa-
carbonilicos, respectivamente. A presenca de grande quantidade de sinais na regido entre
1,53 a 0,67 ppm ¢ indicativo da presenca de hidrogénios de CH, CH, e CH; (Anexo 8).

A analise por ressonancia magnética nuclear de °C (Anexos 9.1 ¢ 9.2) mostra um
pico em 174,6 ppm relativo a carbonila de éster e no intervalo de 122,4 ppm — 141,4
ppm a existéncia de 8 atomos de carbono que representam carbonos com dupla ligagao.
Na regido entre 62,1 ppm até 72,5 ppm aparecem cinco picos que representam o
deslocamento quimico da ligagdo C-O, que pode ser de éster ou alcool. Percebe-se
também a presenga de varios atomos de carbono do tipo CHz, CH; ¢ CH.

O espectro, DEPT 90 (Anexo 10), mostra a presenca de 18 atomos de carbono CH,
sendo que destes, oito fazem dupla ligacdo e outra informacdo importante ¢ a presenca
de trés atomos de carbonos ligados a oxigénio (CH-O). O DEPT 135 (Anexo 11), mostra
a presenca de trés atomos de carbono terminais ligados a oxigénio (CH,-OH).

Considerando que estudos fitoquimicos realizados no extrato de Zantedeschia
aethiopica foram isolados diferentes esterdides das fragdes menos polares (Della Greca,
1998), as analises espectroscopicas de IV, RMN 'H e RMN "°C , sugerem a presenca de
esterois na fracdo analisada. A presenga do grupo CH,-OH no espectro de DEPT 135,
mostra a possivel presenga de um esterol diferente dos isolados ateriormente (Della
Greca, 1998). Portanto, mais estudos sao necessarios no sentido de isolar e identificar

este composto, com aplicagao posterior do teste de toxicidade frente a Artemia salina.



37

TABELA 4 — Resultados dos ensaios qualitativos realizados para a determinagao das
classes de produtos naturais presentes nos extratos obtidos.

Classes de 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
produtos
naturais

Taninos + + + + + + - - + - +

Sesquiterpen- + + + - - + N R + N T
lactonas

Cumarinas + - + + - + - + + T T

Ac. + + + + + + + + + + +
Organicos

Fenois + + + - + + - - + B +

Fitoesterois + + + + + + + + + T T

Esteroides + - - - - + + + - - -
(CHCly)

Alcaloides - - - - - - - - - - -
(CHCly)

Alcaloides - - - - - - - - - - -
(aq.)

Flavonodides - - - - + + - - - - -
(aq.)

Leucoanto- - - - - - - - - - _ -
cianidinas
(aq.)

Flavonoides + - + - - - - - - i +
Glicosideos
(CHCly)

Leucoanto- - - + + - + - - - - -
cianidinas
(CHCly)

Glicosideos - + + - - + T T _ _ N
esteroides e
triterpénicos

Alcaldides - - - - - - - - - _ -
(CHCly)

1 = Alamanda, 2 = Aroeira, 3 = Arruda, 4 = Comigo-ninguém-pode, 5 = Copo-de-leite, 6 = Coroa-de-cristo,
7 = Espada-de-sdo-jorge, 8 = Espirradeira, 9 = Hera, 10 = Jibdia, 11 = Mamona,
(+) = Presenga, (-) = Auséncia.




38

7. CONCLUSOES

O bioensaio utilizando o teste de letalidade de Artemia salina Leach, como
parametro para a avaliacdo da toxicidade geral, apresentou-se vidvel, barato, rapido e
simples, pois ndo sdo necessarias técnicas assépticas, equipamentos ou treinamento

especial.

Das onze plantas submetidas a este bioensaio, apenas cinco apresentaram valor
significativo de toxicidade frente a A4. salina, foram estas: Ruta graveolens (arruda),
Sansevieria trifasciata (espada-de-sdo-jorge), Zantedeschia aethiopica (copo-de-leite),

Nerium ollander (espirradeira) e Hedera helix (hera).

Os extratos de Alamanda cathartica, Schinus terebinthifolius, Euphorbia milli,
Dieffenbachia sp., Scindapsus sp. € Ricinus comunis, ndo mostraram toxicidade diante do
bioensaio com A. salina. Porém, para estes extratos inativos, a toxicidade pode estar
relacionada com compostos termo- ou foto-sensiveis, que ndo foram detectados por este
método. A inatividade pode estar associada ainda, a sazonalidade, a idade e parte usada

destas plantas.

O ensaio qualitativo, feito através da marcha analitica pode servir no auxilio de

posteriores analises fitoquimicas mais avancadas dos extratos vegetais.

As andlises fitoquimicas preliminares de Zantedeschia aethiopica, em conjunto com
analises espectroscopicas sugeriram a presenga de esterdis nas fragdes menos polares da

cromatografia em coluna.
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9. ANEXOS

Microguinica CROMATOGRHRAFTI A HMOI 12 :’_-.J’Cn
s

Arguivo Uisualizar Metodos Calculos Opcoes
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Figura 14 (anexo 1) — Cromatografia gasosa da fragdo 1.
Condigdes de andlise: Coluna CBP20; temperatura da coluna: 200°C; temperatura do detector:
235°C; temperatura do injetor: 235°C; temperaturas inicial e final: 60°C — 295°C (10°C/min.); solvente:

Diclorometano.

MHicroguinica CROMATOGRAFTIA HOI 12/8PO™

Arquivo Wisualizar Metodos Calculos Opcoes

0.5000

0,4000

Figura 15 (anexo 2) — Cromatografia gasosa da fragio (6+7).
Condigdes de andlise: Coluna CBP20; temperatura da coluna: 200°C; temperatura do detector:
235°C; temperatura do injetor: 235°C; temperaturas inicial e final: 60°C — 295°C (10°C/min.); solvente:

Diclorometano.
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Microquinica CROMATOGRAFTI A HMOT 12/8PC(".

Arquivo WYisualizar Metodos Calculos O

Figura 16 (anexo 3) — Cromatografia gasosa da fragdo 8.

Condigdes de andlise: Coluna CBP20; temperatura da coluna: 200°C; temperatura do detector:
235°C; temperatura do injetor: 235°C; temperaturas inicial e final: 60°C — 295°C (10°C/min.); solvente:
Diclorometano.

Figura 17 (anexo 4) — Infravermelho da fracao (9+10), em pastilha de KBr.
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Figura 18 (anexo 5) — Cromatografia gasosa da fragdo (9+10).

Condigdes de andlise: Coluna CBP20; temperatura da coluna: 200°C; temperatura do detector:
235°C; temperatura do injetor: 235°C; temperaturas inicial e final: 60°C — 295°C (10°C/min.); solvente:
Diclorometano.

Microquinica CROMATOGRAFI A 4

Arquivo  Uisualirar Metodos Calculos 0Opcoes

0.2000

0. 1800

0.1000

Cronatograma: C:NVAROUIU™1\MICI

Figura 19 (anexo 6) — Cromatografia gasosa da fragdo purificada (9+10) .
Condi¢des de analise: Coluna CBP20; temperatura da coluna: 200°C; temperatura do detector:
235°C; temperatura do injetor: 235°C; temperaturas inicial e final: 60°C — 295°C (10°C/min.); solvente:

Diclorometano.
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Figura 20 (anexo 7) — Infravermelho da fragdo purificada (9+10), em pastilha de KBr.
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Figura 21 (anexo 8) — Ressonancia Magnética Nuclear de 'H da frado purificada (9+10), em CDCl;.
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KARINA, FRACAD 10 - COPO DE LEITE EM CDCL3 / JUNHO. 143
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Figura 22 (anexo 9.1) — Ressonancia Magnética Nuclear de °C da fragdo purificada (9+10), 200
MHz em CDCls.
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Figura 23 (anexo 9.2) — Ressondncia Magnética Nuclear de "°C da fragdo purificada (9+10), 200
MHz em CDCl;.
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Figura 24 (anexo 10) — DEPT 90 da fracao purificada (9+10), em CDCl;.
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Figura 25 (anexo 11) — DEPT 135 da frag@o purificada (9+10), em CDCl;.
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