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RESUMO

A espécie vegetal Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg pertencente a familia Moraceae,
originaria da Malasia e Indonésia encontra-se distribuida nas regifes de clima tropicais e
subtropicais do mundo, inclusive no Brasil, parte da regido Nordestina. Popularmente
conhecida como fruta pédo, rima, e fruteira de pdo. Foram relatados estudos com relacdo as
suas folhas possuindo atividades antioxidante, antimicrobiana, antifingica, antialérgica, anti-
inflamatdria, antidiabética e antimalarico em levantamento bibliogréafico realizado em maio a
novembro de 2017 no Scinfinder. O objetivo do trabalho foi realizar testes fitoquimicos com
os extratos hexanico (EHFAA) e etandlico (EEFAA) das folhas para identificar as classes
metabolitos secundarios presentes, analisar os extratos obtidos através de cromatografia em
camada delgada (CCD), investigacdo do potencial antioxidante, toxicologico, larvicida,
citotoxico, inibicdo enzimatica de acetilcolinestrase, e fator de protecdo solar (FPS) contra os
raios UV. As anélises fitoquimicas revelaram a presenca de taninos hidrolisaveis (auséncia no
EEFAA), fendis, triterpenos, esteroides, e alcaloides. O ensaio da atividade antioxidante foi
realizado através do método DPPH e mostrou o extrato hexanico com ICsg 0,23 mg/mL
melhor do que o extrato etandlico ICso 0, 08 mg/mL. O teste da toxicidade frente as larvas de
Artemia salina apresentou DLso 146,01 ppm para o extrato hexanico e DLsp 65,397 ppm
para 0 extrato etanolico, sendo o extrato hexanico considerado moderadamente toxico e
extrato etanolico altamente toxico. Tanto no teste de toxicidade frente as larvas de Aedes
aegypti e de toxicidade pelo método MTT ambos 0s extratos ndo apresentaram resultados
satisfatorios. No teste qualitativo de inibicdo a enzima acetilcolinesterase apenas o extrato
hexanico apresentou manchas brancas quando comparado ao padrdo cafeina. O extrato
hexanico exibiu FPS de 2,17 e o etandlico de 6,6 sendo considerados baixos. No entanto, este

estudo contribuiu para o conhecimento quimiotaxonémico da espécie.

Palavra-chave: Artocarpus altilis, Moraceae, Fitoquimica.



ABSTRACT

The plant of species Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg belonging to the family Moraceae,
originating in Malaysia and Indonesia, is distributed in the tropical and subtropical regions of
the world, including Brazil, part of the Northeastern region. Popularly known as fruit bread,
rhyme, and breadfruit. It has been reported studies with respect to its leaves having
antioxidant, antimicrobial, antifungal, anti-allergic, anti-inflammatory, anti-diabetic and
antimalarial activities in a bibliographic survey carried out in May and November 2017 in
Scinfinder. The objective of this work was to perform phytochemical tests with hexane
(HELAA) and ethanolic (EELAA) extracts of the leaves to identify the secondary metabolite
classes present, to analyze the extracts obtained through thin layer chromatography (TLC),
investigation of the antioxidant potential, toxicological, larvicidal, cytotoxic, enzymatic
inhibition of acetylcholinesterase, and sun protection factor (SPF) against UV rays.
Phytochemical analyzes revealed the presence of hydrolyzable tannins (absence in EEFAA),
phenols, triterpenes, steroids, and alkaloids. The antioxidant activity assay was performed
using the DPPH method and showed the ICso hexane extract 0, 23 mg/mL better than the
ethanolic extract 0,08 mg/mL. The toxicity test against Artemia saline larvae presented LDso
146, 01 ppm for the hexane extract and LDsp 65,397 ppm for the ethanolic extract, the hexane
extract being considered moderately toxic and ethanolic extract highly toxic. Both in the
toxicity test against Aedes aegypti larvae and toxicity by MTT methods both extracts did not
present satisfactory results. In the qualitative test of inhibition the enzyme
acetylcholinesterase only the hexane extract showed white, patches when compared to the
caffeine standard. The hexane extract exhibited FPS of 2, 17 and the ethanolic of 6,6 being
considered low. However, this study contributed to the chemotaxonomic knowledge of the

species.

Key words: Artocarpus altilis, Moraceae, Phytochemical
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1 INTRODUCAO
A utilizacdo de plantas em terapias € uma das mais antigas formas de pratica medicinal
da humanidade (JUNIOR, PINTO e MACIEL, 2005), sendo que estas sempre tiveram um
papel preponderante na manutencdo da salde das comunidades ao longo do tempo
(MICHELIN, 2008).

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), cerca de 80 % (estimada em
6 bilhdes de pessoas) da populacdo mundial, como Europa Ocidental e América Central,
dependem das plantas medicinais para suas necessidades primarias de saude (FIRMO et al.,
2011). Desta forma as plantas medicinais constituem matéria prima de fécil acesso e de baixo
custo, contribuindo muito para a satde da populacéo.

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos (MACIEL et al., 2002), como ainda hoje
nas regides mais pobres no Brasil, at¢ mesmo nas cidades grandes brasileiras, as plantas
medicinais sdo comercializadas livremente em mercados, e sdo consumidas sem nenhuma
comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas. Entretanto, o uso indiscriminado e a
comercializacdo de tais produtos com fins medicinais s&o muitos perigosos, pois segundo
Noronha (2014), a toxicidade de plantas medicinais e fitoterapicos compreende um sério risco

a saude publica, devido a falta de fiscalizacdo por parte de érgaos fiscalizadores.

Consequentemente, o numero de drogas encaminhadas para 6rgdos fiscalizadores,
originarias de plantas com finalidade medicamentosa, descritos em farmacopeias aumentou
consideravelmente, bem como o comércio das plantas medicinais. Exigéncias internacionais
tém sido estabelecidas a fim de assegurar a qualidade, eficacia e uso seguro dos produtos, para

evitar o risco de contaminacdo ou mistura de produtos.

O Brasil é um dos paises que possui grande potencial vegetal no mundo, com cerca de
55.000 espécies catalogadas. E apenas 8 % das espécies foram estudados em busca de
compostos bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas em suas propriedades medicinais
(HEINZMANN e BARROQOS, 2007).

A importancia e a potencialidade quimica das plantas medicinais podem ser
identificadas com dados obtidos em pesquisa cientificas, onde constatou-se que

aproximadamente 25 % dos medicamentos prescritos no Brasil, originam-se de plantas, sendo
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121 compostos ativos que sdo utilizados na producdo de medicamentos. Dos 250
medicamentos considerados como basicos e essenciais pela Organizacdo Mundial da Salde,
11 % sao exclusivamente obtidos de plantas medicinais e um nudmero significante séo

farmacos sintéticos obtidos de fontes naturais (SILVA, 2014).

A busca por substdncias ativas se torna realmente interessante quando se tem o
isolamento do principio ativo e ndo somente a estrutura de um composto inédito sem
explicagdes. Tal fato vem ao encontro da necessidade de estudos fitoquimicos bioguiados e,
portanto, na multidisciplinaridade que envolve boténicos, quimicos, farmacéuticos e
toxicologistas (MICHELIN, 2008).

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus
constituintes tem sido objetivo de estudos, onde ja foram comprovadas as acdes
farmacoldgicas atraves de testes clinicos. Muitas destas substancias tém grandes
possibilidades futuras de virem a serem agentes medicinais, como no caso dos antimalaricos
quinina isolada de Cinchona spp e morfina de Paver sommiferum, eficazes no alivio da dor e
febre em adultos e criancas (MONTANARI e BOLZANI, 2001).
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Figura 1 — Estruturas quimicas de alguns principios ativos isolados de plantas. (Silva, 2014)

A seguranca e a eficacia na utilizacdo dos fitoterdpicos devem sustentar-se na
existéncia de literatura cientifica relevante sobre a demonstragdo de sua atividade
farmacoldgica e sua eficacia clinica, assim como da sua toxicidade. Quanto a seguranca 0
conhecimento que garante o uso de muitos fitoterapicos provém da medicina tradicional e do

conhecimento etnobotanico acumulado durante séculos (MICHELIN, 2008).
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Assim, a area da quimica de produtos naturais, especialmente de vegetais, dedica-se ao
isolamento, bem como a caracterizagdo estrutural, a avaliacdo de propriedades farmacolégicas
e a investigacéo biosintética de substancias naturais produzidas pelo metabolismo secundario
de organismos vivos, representando uma area em expansdo com desenvolvimento de novas
técnicas cromatogréaficas e espectroscopicas. Desta forma, as atividades bioldgicas contribuem
significativamente para investigacdo dos compostos ativos de plantas, para divulgacéo e

geragdo de novos conhecimentos e referéncia para publico alvo no futuro.

1.1 Justificativa

Inimeras plantas medicinais sdo utilizadas na medicina popular, fazendo com que as
plantas medicinais sejam base de estudos como fonte de substancias bioativas de interesse
das industrias farmacéuticas. Entretanto, escolheu-se estudar a espécie Artocarpus altilis
(Parkinson) Fosberg, pertencente a familia Moraceae, sendo muito conhecida no nordestino,

principalmente por sua importancia na alimentacdo e na medicina popular.

No Brasil pode ser encontrada em muitos pomares de quintais no regido Nordeste,
onde é popularmente conhecida como fruta pao, rima e fruteira-de pdo. Artocarpus altilis é
uma planta nativa da Indonésia e Malasia, e foi introduzida no Brasil no inicio do século XIX
(CALVAZARA, 1987). E considerada uma das espécies mais amplamente difundidas na
medicina popular nordestina, onde as raizes s&o utilizadas no tratamento da diarréia; seu
cozimento torna-se Util contra reumatismo; as flores no tratamento de inflamacéo, a polpa do
fruto reduzida a pasta quente é utilizada em tumores e furinculos; e o latex usado como
cicatrizante de feridas (FREITAS, 2012).

De acordo com Porto (2011) espécies pertencentes a familia Moraceae apresentam
varias atividades bioldgicas, sendo de grande importancia do ponto de vista farmacolégico,
como por exemplo, antimicrobiana, antibacteriana, antifingica, antioxidante, anti-
inflamatdria, antimalarica, citotoxica; anticancerigena; antiandrogénica, anti-HIV,
antileucémica, anticoagulante, anti-hemorrdgica e antialérgica. A familia Moraceae €
caracterizada pela presenca de saponinas, antocianidinas, flavonoides, triterpenos, cumarinas,
alcaloides, esteroides, estilbenos, benzofuranos, xantonas, entre outros metabolitos

secundarios. Dando destaque aos flavonoides, triterpenos, e esterdides, devido ao grande
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namero de ocorréncia na familia Moraceae, sendo caracterizados como marcadores quimicos

da familia.

Os estudos relacionados com substancias fendlicas, encontrados na espécie revelam
diversas atividades biologicas e farmacoldgicas, atribuidos a sua presenca e a de seus
derivados. As atividades bioldgicas mais estudadas com relacdo as folhas da espécie foram
atividade antioxidante, antimicrobiana, antifungica, antialérgica, antiinflamatdria,
antidiabético e antimalarico em levantamento bibliografico realizado de maio a novembro de
2017 no Scinfinder. Considerando o grande numero de trabalhos publicados sobre utilizacéo
da espécie na China, Malésia e india com componentes ativos em preparacdes farmacéuticas,
torna-se relevante um melhor conhecimento do uso tanto quimico engquanto farmacolégico da
espécie, tendo sua importancia na contribuicdo do ensino, pesquisa e extensdo para 0

desenvolvimento de novos farmacos.

21



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral
Realizar estudo fitoquimico de plantas da Caatinga cearense, de forma a contribuir para
caracterizacdo da biodiversidade vegetal desse bioma e para prospeccdo de metabolitos

com potencial farmacoldgico.

1.2.2 Objetivo especifico

e Realizar levantamento bibliografico e criar um banco de dados com informacdes
obtidas sobre a espécie estudada;

e Realizar prospeccdo fitoquimica e farmacoldgica de Artocarpus altilis (Parkinson)
Fosberg bem como armazenamento de extratos para ensaios futuros;

e Preparar 0 extrato hexanico e etandlico das folhas de Artocarpus altilis (Parkinson)
Fosberg;

e Analisar os extratos atraves de cromatografia de camada delgada (CCD) em diferentes
eluentes;

¢ Realizar testes fitoquimicos para levantamento das classes de metabolitos secundarios
presentes nas folhas da espécie;

¢ Investigar o fator de protecdo solar (FPS) dos extratos hexanico e etandlico das folhas
contra os raios UV;

¢ Investigar as atividades antioxidante (DPPH), citotdxica in vitro, toxicidade em frente
as larvas Artemia salina, larvicida contra as larvas Aedes aegypti e inibi¢do da enzima

acetilcolinesterase das folhas dos extratos hexanico e etanolico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Produtos Naturais

Produtos naturais sdo substancias quimicas ou compostas quimicos produzidas por
micro-organismos, plantas, organismos marinhos, anfibios e animais encontrados na natureza
e que geralmente tem atividade bioldgica ou farmacologica, que pode ser usado na descoberta
de produtos farmacéuticos. Esses produtos sdo conhecidos como uma importante fonte de
medicamentos eficazes. Os produtos naturais também podem ser preparados por sintese
quimica (semi sintese ou sintese total) e desempenham um papel importante no
desenvolvimento da quimica orgéanica, fornecendo alvos sintéticos desafiadores (PINTO et
al., 2002).

O uso de produtos naturais como matéria prima para sintese de substancias bioativas,
tem sido amplamente relatado ao longo do tempo. Os primeiros registros do uso de plantas
como medicamentos datam de 2600 a.C, na Mesopotamia, onde determinadas espécies como
Glycyrrhiza glabra (alcagcuz) e Papaver somniferum (papoula), usadas até hoje, eram
empregados no tratamento da tosse, resfriados e infeccdes parasitarias. Antes do inicio do
século XX, o uso dos produtos naturais se limitava principalmente ao uso de extratos e
preparados a partir de plantas, baseado na observacdo empirica do efeito causado pela sua
administracdo (BASTQOS, 2016).

Historicamente, a quimica organica desenvolveu-se paralelamente ao estudo da
guimica de plantas, principalmente a partir do século XIX, quando algumas substancias ativas
de plantas foram isoladas. Eventos como o isolamento do principio ativo da quinina
(C20H22N20>) da casca do caule de Cinchona officinalis utilizada no tratamento da maléaria e
problemas cardiacos, e o isolamento da morfina (C17H19NO3z) obtidas das flores de Papaver
sommiferum contribuiram para o desenvolvimento da fitoquimica (MONTANARI e
BOLZANI, 2001).
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Figura 2 — (a) Cinchona officinalis e (b) Papaver somniferum

Fonte: Rosa; Tinez e Pinto, 2017 e Rodrigues e Avelar, 2016.

Muitos produtos naturais tém apresentado interessantes atividades biolGgicas e
farmacoldgicas. A maior parte das substancias organicas conhecidas atualmente é de origem
natural, principalmente do reino vegetal. Além de serem utilizadas no tratamento de uma
ampla gama de enfermidades, as plantas também sdo reconhecidas por sua capacidade de
produzir uma grande variedade de metabdlitos secundarios, contribuindo de forma
significativa para o fornecimento de substancias utilizadas como medicamentos (NORONHA,
2014).

rr

Em 1976, na cidade do Vaticano, foi realizada a semana de estudos ~~ Produtos
Naturais e a protecdo de plantas™, onde se discutiu o papel de determinado metabdlitos
secundarios na defesa de plantas contra predadores. As plantas possuem seus proprios
mecanismos defesas contra virus, bactérias, fungos, insetos e herbivoras. Estas defesas
normalmente envolvem metabdlitos secundarios como terpenos, alcaloides e compostos

fenolicos (NORONHA, 2014).

Estes metabolitos produzidos pelas plantas para diferentes propdsitos como regulacao
do crescimento, protecdo contra radiacdo ultravioleta (UV) e defesa contra predadores e
infeccOes. Atualmente, muitas dessas substancias tém servido como modelo para o
desenvolvimento de novos farmacos, fato que justifica a busca por novas substancias
bioativas, principalmente nas florestas tropicais do Brasil, onde se concentra uma grande

variedade de espécies em qualquer estudo quimico e farmacoldgico (PINTO et al., 2002).
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2.2 Metabolismo vegetal

Metabolismo vegetal € um conjunto de reagcBes quimicas que ocorre no interior das
células. Os quais sdo divididos em dois grupos: metabolismo primario e metabolismo
secundario. O metabdlito primario é o conjunto de processos metabolicos que desempenham
uma funcdo essencial no vegetal, tais como a fotossintese, a respiracdo e o transporte do
soluto. Os compostos envolvidos no metabolismo primério possuem uma distribuicdo
universal nas plantas, como no caso dos aminoacidos, os lipideos, clorofila, carboidratos e dos
nucleotideos. Em contrapartida os metabolismos secundarios sdo compostos que nao possuem
uma distribuicdo universal, pois ndo sdo necessarias para todas as plantas. Como
consequéncia pratica, esses compostos podem ser utilizados em estudos taxondmicos
(ANDRADE, 2015).

Os metabolitos secundarios desempenham diferentes fungdes nas plantas. Alguns sao
responsaveis por conferir cor em flores, frutos, folhas, outros possuem um papel importante
na reproducéo ao atrair insetos polinizadores, ou atraindo animais que utilizam os frutos como
fonte de alimentos e contribuem para a disseminacdo das sementes. Outros compostos
possuem a funcéo de proteger a planta contra ataques de predadores, conferindo a planta sabor
amargo tornando-a indigesta ou venenosa ou atuam como pesticidas naturais (MARTINS,
2012).

Os metabolitos secundarios podem ser divididos em trés grupos distintos: terpenos,
compostos fendlicos e compostos nitrogenados. Os terpenos séo sintetizados a partir de acetil-
CoA, via rota do acido meval6nico. Os compostos fenolicos sdo biossintetizados a partir de
duas rotas principais, do acido chiquimico e do é&cido mevalénico e 0s compostos
nitrogenados sdo sintetizados a partir de aminoécidos. Exemplos de classes de metabdlitos
secundarios podemos citar os esteroides, taninos, saponinas, cumarinas, e flavonoides. Os
metabolitos  secundarios  frequentemente  possuem  atividades  bioldgicas  que
despertaminteresse farmacéutico (ANDRADE, 2015).
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Figura 3 — Principais vias do metabolismo secundario da planta e suas interligac6es

Fonte: Andrade, 2015.

2.3 Familia Moraceae

A palavra Moraceae foi descoberta por Link em 1841 para designar plantas
relacionadas as amoreiras (moriformes), (CASTRO, 2006).

A familia Moraceae é constituida por, aproximadamente 50 géneros e cerca de 1.500
espécies. No Brasil ocorrem 27 géneros e aproximadamente 250 espécies nativas,
destancando-se Ficus, Dorstenia, Brosimum, Sorocea, e Clarisia. As caracteristicas botanicas
dos trés géneros da familia Moraceae sdo o género ficus sendo o maior género da familia
Moraceae com aproximadamente 800 espécies e distribuicdo tropical, subtropical, raramente
em regibes temperadas. Dessas, 100-120 espécies ocorrem na regido Neotropical
(JACOMASSI, MOSCHETA, e MACHADO, 2010). No Brasil, sdo reconhecidas 76 espécies
nativas, distribuidas em dois subgéneros Pharmacosycea (Miq) e Urostigma (Gasp), 0 género
Dorstenia no Brasil possui 38 espécies nativas, destas 33 sdo endémicas e 0 género
Artocarpus compreende aproximadamente 50 espécies amplamente distribuidas em regides
tropicais e subtropicais (SAMPAIO, 2017). Uma fonte abundante de flavonoides e outros
compostos fendlicos os quais possuem atividades biologicas, como antimicrobiana anti-
inflamatdrio, antialérgico, antifungico, antimicrobiano entre outros (PORTO, 2011). Espécies
desse género sdo conhecidas por ocupar uma variedade de nichos ecoldgicos em diferentes
habitats.

A familia Moraceae também tem sido alvo de estudos fitoquimicos, nos quais ja foram

descritos saponinas, antocianidinas, flavonoides, triterpenos, cumarinas, alcaloides,
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esterdides, benzofuranos, xantonas entre outros metabolitos secundarios. As flavonas séo
predominantemente encontradas nas espécies pertencentes a familia Moraceae, e se tornaram
objeto de estudo por apresentarem atividades antivirais e anticancerigenas, os triterpenos que
representam 13 % das substancias predominantes encontradas nas espécies pertencentes a
familia Moraceae, também sdo exemplo de metabdlitos com atividades antivirais e
anticancerigerinas. Entre as espécies, um possivel marcador quimiotaxondmicos desta familia
sdo os flavonoides (53 %), e sua subclasse as flavonas que sao muito abundantes nessa familia
(PORTO, 2011).

A familia Moraceae possui representantes bastante conhecidos no Brasil, como a
Morus nigra, Artocarpus heterophyllus, Ficus carica, e Artocapus altilis (Figura 4). Sabe-se
espécie que é prevalente nas regibes tropicais, entretanto, existem representantes nas areas
temperadas, embora seja em menor propor¢do. No Brasil, com a sua imensa biodiversidade,
apresenta cerca de 30 % dos géneros, que estdo localizados, em sua maioria na floresta
Amazonica (JACOMASSI, 2006 e SAMAPAIO, 2017).

Figura 4- Moraceae frutiferas. A - Morus nigra L. B - Artocarpus altilis; C - Artocarpus heterophyllus ;

D - Ficus carica.
Fonte: Sampaio, 2017.

Os representantes desta familia apresentam-se sob a formacéo de arvores, arbustos ou
ervas, &s vezes, epifitas e normalmente sdo lactescentes. Assim caracterizam-se pela presenca
de latex, estipulas amplas que, normalmente, deixam uma cicatriz amplexicaule em cada no,
flor pequenas, unissexuais, e agrupados em inflorescéncias densas, as quais comumente
formam frutos multiplos (CASTRO , 2006).
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2.4 Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg
As espécies no universo sdo conhecidas por possuir propriedades terapéuticas e tem
sido usada desde tempos antigos para tratar varias doencas humanas com eficacia. Uma
dessas espécies € Artocarpus altilis pertencente a familia Moraceae. Tendo como nome
popular fruta-péo, rima e fruta-do-pdo, sendo uma fruta tropical e produzido frutos nos
periodos de marco a junho e de julho a setembro (BETERRO, 2014).

O género Artocarpus € composto por aproximadamente 50 espécies que sdo
amplamente distribuidas no mundo nas regides tropicais e subtropicais (PORTO, 2011). As
classes de substancias fenolicas sdo descritas para representantes de Artocarpus, tais como:
xantonas, arilbenzofuranos e estilbenos. Os metabolitos secundarios que sdo encontrados nos
extratos das folhas, caule, fruta e casca contém varios compostos ativos benéficos
biologicamente ativos e esses compostos possuem varias atividades biologicas, como a
antibacteriana, antituberculose, antiviral, antifingica, antiplaquetaria, antiartritica, inibidor de
tirosinase e citotoxicidade (SIKARWAR et al., 2014).

O nome cientifico Artocarpus altilis vem da palavra grego "artos" que significa pao e
"carpos" que significa fruto. Artocarpus altilis Parkinson, também € conhecida pelas
sinonimias Artocarpus comunista e Artocarpus incisa. E um arbusto, ou erva mondico ou
didico, com laticiferos abundantemente distribuidos em todas as partes da planta. A espécie é
originaria da Indonésia e Malasia. Cerca de 3000 anos atras, essa espécie foi cultivada pela
primeira vez no Pacifico Ocidental e se espalhou por regides tropicais pela migracdo dos
Polinésios. No Pacifico cultivaram amplamente vérias variedades de fruta pdo Polinésio sem
sementes e nozes de pdo da Nova Guine foram introduzidas no Caribe no final de século
XVII, onde a espécie é considerada como um alimento para as pessoas pobres. Mais tarde, foi
amplamente distribuida na América Central, América do Sul, Africa e especialmente no
Senegal, Gana, Libéria, india, e principalmente nas regides Costeiras de Karnataka e Kerala,
Sudeste Asiatico, Malasia, Madagaskar, Indonésia, e Austrdlia (MCCOY, GRAVES e
MURAKAMI, 2010). Foi introduzida no Brasil no inicio do século XIX, pelos imigrantes
portugueses e estd amplamente adaptada no Brasil (CALZAVARA, 1987).
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Figura 5 - Folhas de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg

Fonte: Mccoy; Graves; Murakami, 2010.

O género Artocarpus produz uma grande quantidade de metabolitos secundarios que
sdo geralmente ricos em fenilpropanoides, como flavondides e flavonas. Mais de 130
compostos foram identificados nas partes de Artocapus altilis (Parkinson) Fosberg dos quais
mais de 70 derivaram-se da via fenilpropanoide. As folhas de Artocarpus altilis (Parkinson)
Fosberg contém taninos, glicosideos, saponinas, esteroides, terpenoides e antraguinonas. Os
flavondides estdo presentes nos extratos de éter de petrdleo e acetato de etila das folhas,
enquanto os taninos sdo detectados apenas no extrato metandlico das folhas. Também contém
compostos fendlicos como chalcona e flavonona. Os metabolitos secundarios de Artocarpus
altilis, especialmente das folhas, cascas, caule e frutos possuem compostos bioativos e dentre
as mais diversas atividades bioldgicas incluindo antibacteriana, antituberculose, antiviral,

antifungica, antiplaquetaria, antiartritica, inibidor de tirosinase e citotoxicidade (SIKARWAR

etal., 2014).
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Figura 6 - Estruturas quimica de flavonoides, Chalcona, e Flavonona.

Fonte: Sampaio, 2017.
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2.5 Atividades farmacoldgicas
2.5.1 Atividade antioxidante através do método DPPH
A atividade antioxidante € uma propriedade fundamental para a vida humana, uma vez
que, muitas fungdes bioldgicas, incluindo antimutagenicidade, anticarcinogenicidade e
antienvelhecimento, entre outras, sdo originarias dessa propriedade (BOROKSI et al., 2015).
Substancias antioxidantes sdo capazes de atrasar ou inibir a oxidagdo de um substrato
oxidavel. Eles protegem as celulas sadias do organismo contra a acao oxidante dos radicais

livres, sendo capaz de regular as quantidades de radicais livres que existe no nosso organismo.

Os compostos antioxidantes podem ser divididos em enzimaticos ou ndo enzimaticos. Entre
0Ss enzimaticos estdo incluidos as enzimas superoxido dismutase, catalase e
glutationaperoxidade. Essas enzimas evitam que os radicais superoxido e peroxido de
hidrogénio (que apesar de ndo ser um radical, € um metabdlito que participa da reacdo de

formacédo de hidroxilas) se acumulem e formem radicais hidroxilas (PRADO, 2009).

As classes dos antioxidantes ndo enzimaticos podem ser divididas em antioxidantes
naturais ou sintéticos, para serem utilizados em alimentos, devendo ser seguro para a saude.
Alguns dos antioxidantes sintéticos mais importantes sdo hidroxianisol de t-butila (BHA) e o
hidroxitolueno de t-butila (BHT), propilgalato (PG), e t-butilhidroquinona (TBHQ) (Figura
6). Os compostos fenolicos também sdo potentes antioxidantes, podendo agir como redutores
de oxigénio singleto, atuando nas reacGes de oxidacdo lipidica. Entretanto, ha evidéncias de
que muitos antioxidantes sintéticos sdo toxicos e causam diversos maleficios ao organismo,
portanto, um nivel de ingestdo diaria foi estabelecido como uma quantidade que nédo resulte
em danos a satde (RAMALHO e JORGE, 2016).

| XX K N = B X
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Figura 7 - Estrutura quimica de alguns antioxidantes sintéticos

Fonte: Ramalho e Jorge, 2016.
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Os antioxidantes naturais estdo presentes na composi¢do de alimentos como folhas,
frutos e no metabolismo do corpo humano. Devido a toxicidade de antioxidantes sintéticos, é
de extrema importancia a busca por espécies antioxidantes naturais, dentre estes, destacam-se
vitamina E, vitamina C, vitamina A, polifenois, selénio e carotenoides. Sdo conhecidas
diversas classes de compostos antioxidantes, porém, o destaque dos Ultimos anos sdo 0s
compostos fendlicos, pois sdo capazes de inibir a peroxidagdo lipidica (RAMALHO e
JORGE, 2016).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in vitro
de forma a permitir uma rapida selecdo de substdncias ou misturas potencialmente
interessantes, na prevencdo de doencas cronico-degenerativas. Dentre estes métodos
destacam-se o sistema de co-oxidagdo do - caroteno /acido linoleico, 0 método de sequestro
de radicais livres, tais como: DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), poder de reducdo, Folin-
Ciocaalteu, Flavonoides, ABTS, habilidade quelante, TRAP e ORAC (BOROKSI et al,2015 e
LOPEZ, 2014).

=  Meétodo 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH)

Esse método consiste em avaliar a capacidade antioxidante via atividade sequestradora
do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH), é um dos métodos mais usados dentre as
diversas metodologias que existem para avaliar a atividade antioxidante, afinal é um método
simples e a0 mesmo tempo eficiente para uma determinacéo in vitro do potencial antioxidante
de diferentes matrizes alimentares. O ensaio empregando o DPPH tem sido amplamente
utilizado em diferentes amostras, tais como frutas, vegetais, plantas medicinais, ervas
aromaticas, temperos, cereais leguminosas, chas, folhas, cogumelos e algas, devido a sua
sensibilidade e facilidade de aplicacdo (BOROKSI et al,2015).

O DPPH ¢ comercializado na forma de um solido preto e a metodologia que 0 emprega
destaca-se entre as andlises de atividade antioxidante através da inibicdo de radical, por
utilizar um radical livre que pode ser obtido diretamente sem preparagdo prévia, ou seja, é
necessario somente dissolver o composto em metanol ou etanol para formar o radical DPPH.
O radical livre DPPH apresenta em sua estrutura dois anéis aromaticos de seis membros,
contendo atomos de C e H, e um anel picril-hidrazila, constituido por um anel aromatico de

seis membros ligados a trés grupos nitro (NOz) e uma hidrazina, em que o atomo de N ligado
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diretamente ao anel esta com um elétron desemparelhado, o que caracteriza a espécie como
um radical livre. Na reagdo de oxidacdo e reducdo entre 0 DPPH e a espécie antioxidante, o
elétron desemparelhado do nitrogénio se emparelha com o elétron cedido por um radical livre
hidrogénio fornecido por um composto antioxidante (Figura 7). O DPPH possui uma
coloragdo purpura violeta com absor¢do maxima na regido de 517 nm (515 a 528), tornando-
se amarelo apds receber o &tomo de hidrogénio proveniente da espécie antioxidante, através
de uma reacdo de oxirreducdo (figura 7) (BOROKSI et at.,2015).

+ RH - + Re
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DPPH DPPH reduzido
Violeta  [midxima absorbdncia) Amarelo claro (diminuigdo na absorbincia)

Figura 8 - Estabilizacdo do radical DPPH.

Fonte: Michelin, 2008.

2.5.2 Toxicidade frente as larvas de Artemia salina

A toxicologia estuda o efeito de determinadas substancias em organismos vivos, com a
finalidade de prevenir, diagnosticar e tratar a intoxicacdo. A Artemia salina € um crustaceo da
ordem Anostraca que vive em lagos de agua salgada e salina de todo mundo, estando
adaptada para sobrevivéncia em corpos de agua que sofrem grandes variagdes sazonais,
podendo tolerar salinidades que flutuam de 3,5 a 70 %. Por ser amplamente utilizada como
alimento vivo para peixes e outros crustaceos, seus ovos podem ser encontrados com
facilidade em lojas de aquaristas (RUIZ et al , 2005).

Além disso, os ovos ndo eclodidos sdo metabolicamente inativos e podem ser
conservados por longos periodos se mantidos desidratados a baixa temperatura. Quando
reidratado os ovos de Artemia salina eclodem cerca de 24 a 48 horas, se em condigdes
ambientais adequadas, chegando a fase adulta com 20 ou 30 dias de vida. O ensaio de
toxicidade frente a Artemia salina é um teste rapido, de baixo custo, eficiente e necessita-se
de uma pequena quantidade de amostra (2- 20 mg) (MILANI, 2016).
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Figura 9 - Microcrustaceo de agua salgada Artemia salina.

Fonte: Dumitrascu, 2011.

Artemia salina tem sido utilizada como um organismo vivo para detectar 0s compostos
bioativos em extratos de plantas, a toxicidade para este crustdceo tem demostrado atividade
citotoxica contra tumores humanos, e contra o protozoario causador da doenca de Chagas
(Trypanosoma cruzi) (AMARANTE et al., 2011).

2.5.3 Produtos com potencial anticancer (Citotoxidade in vitro)

A palavra cancer vem do grego “~ karkinos™” significa caranguejo e foi utilizada pela
primeira vez por Hipocrates, o pai da medicina geral que viveu entre 460 e 377 a. C. O
cancer é uma doenca ocasionada por sucessivas mutagdes no material genético das células,
essas mutacdes podem levar a desordem nos processos normais de diviséo celular provocando
um crescimento celular desordenado e descontrolado. E uma doenca que provoca muitas
mortes pelo mundo (ARANHA, 2014).

O céancer, na maioria dos paises desenvolvidos como América Central e Europa
Ocidental, se constitui na segunda causa de morte da populacdo, superado somente por
doencas do sistema cardiovascular. O cancer é caracterizado pelo comportamento inadequado
da célula que surge da quebra do equilibrio celular, ap6s uma sequéncia de alteracGes
genéticas nas células, causadas por fatores toxicos ambientais, ou mesmo fatores internos da
prépria célula, levando ap6s sucessivas mutacdes a uma perda do controle de seus
mecanismos, fazendo que de forma autdnoma prolifere desordenamento, resultando em
invasdo tecidual (MARTINS, 2014).

Os produtos naturais sdo utilizados no tratamento do céncer, como Symphytum
offinale, popularmente conhecida como confrei, que apesar de ser empregado na medicina

popular possui alcaloides com acdo hepatotoxica. A descoberta do paclitaxel da casca de
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Taxus brevifolia Nutt € uma evidéncia do sucesso na descoberta de drogas de produtos
naturais, sendo ativo contra cancer de ovario e cancer de mama (JUNIOR; PINTO e
MACIEL, 2005).

Figura 10 — a) Taxus brevifolia Nutt e b) Symphytum offinale

Fonte: Mesquita, 2009 e Ferrari, 2012.

O parametro mais investigado pelos testes de toxicidade € a viabilidade celular, sendo
determinada por diversos processos celulares. Existem diversos testes que sdo utilizados para
a avaliacao da citotoxicidade, como o teste do corante vermelho neutro, o teste de reducdo do
brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo) -2,5- difeniltetrazolio (MTT) ou o teste de liberacdo de
enzimas citoplasmaticas como a lactato desidrogenase (LDH). Dentre os que apresentam
informacdo sobre diferentes funcdes celulares o teste do MTT ou o teste do vermelho neutro
sdo 0s mais usados (JUCOSKI, 2016).

A utilizacdo de ensaio preliminar com células que permitam a avaliacdo inicial acerca
da toxicidade de um produto € amplamente recomendada devido ao baixo custo, rapida
obtencéo de resultados, visando também evitar 0 uso desnecessario de animais. Através deste
método é possivel verificar, por espectrometria, o efeito de produtos sobre a viabilidade
celular. Um teste colorimétrico quantitativo para a avaliacdo da sobrevivéncia das células de
mamiferos e de proliferacdo celular. Esse ensaio é baseado na capacidade das enzimas
desidrogenases mitocondriais das ceélulas vivas e metabolicamente ativas, converterem a
solugéo aquosa de cor amarelo do substrato MTT, num sal formazan, formado por cristais,

com uma coloracao azul-escuro ou roxo, insolveis em agua (COSTA, 2013).
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Figura 11 - Estrutura do MTT e do produto colorido Formazan

Fonte: Linares, 2013.

2.5.4 Atividade Larvicida contra as larvas Aedes aegypti

A dengue é uma doenca infecciosa febril aguda considerada como a mais importante
arbovirose que afeta 0 homem, constituindo um grande problema de satde publica do mundo.
Cerca de 3,6 bilhdes de pessoas vivem em area de risco, principalmente a populacdo urbana
(ESMERALDO, 2016). Essas areas estdo concentradas, sobre tudo nos paises do clima
tropical e subtropical, onde as condi¢bes do meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a

proliferacdo do Aedes aegypti, seu principal transmissor.

O agente etiologico da dengue é um arbovirus, pertencente ao género Flavivirais e a
familia Flaviviridae. As primeiras notificacdes do virus da dengue ocorreram no final do
século XVI1II com epidemias quase simultaneas no ano de 1779, em Egito, Cairo, Indonésia e

em 1780 na Finlandia, e nos Estados Unidos.

A transmissdo da dengue para o ser humano se faz através da picada da fémea do
mosquito Aedes aegypti durante a captacdo de sangue, que € necessaria para completar o
processo de amadurecimento dos avos. Desde que o sangue do hospedeiro esteja infetado, o
mosquito estara apto a transmitir o virus ap6s 8 a 12 dias sendo este intervalo considerado
como o periodo de incubacdo ou transmissdo extrinseco. Esta condi¢do permanece até o final
de sua vida. Aedes aegypti do grego aedes ~~ odioso”” é a nomenclatura taxondmica
conhecido *~~ mosquito da dengue”™. Essa espécie de mosquito mede menos de 1 cm e €
facilmente identificada pela manchas brancas presentes no corpo, cabega, e pernas.

(COELHO, 2009).
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O mosquito Aedes aegypti, originalmente identificado na Africa, invadiu outros
continentes a partir do seculo XV. Para o controle bioldgico de Aedes aegypti sdo utilizados

organismos vivos que competem, eliminam ou parasitam estes vetores (DIAS, 2014)

Figura 12 - larvas Aedes aegypti

Fonte: Batista, 2014.

2.5.5 Inibicdo de enzima Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsavel por hidrolisar o neurotransmissor
acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas. Nestas sinapses a AChE atua transmitindo a
mensagem de um neurdnio a outro. As sinapses colinérgicas estdo amplamente distribuidos
no sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP), sendo importante para a manutencgéo de
inimeras fungbes fisiologicas humanas. A doenca de Alzheimer é uma patologia
neurodegenerativa progressiva caracterizada pela perda de memoria, disfuncdo cognitiva,
distrbios comportamentais, e dificuldade em realizar atividades diérias. A doenca
frequentemente comeca com perda de memdria de curto prazo, e continuam com disfuncéo
emocional e cognitivas mais generalizada. (ARAUJO; SANTOS e GONSALVES, 2016).

O diagndstico da doenca de Alzheimer € baseado em caracteristicas clinicas, embora
deva ser confirmado pelo exame histopatolégico de cérebro. Existem trés estagios clinicos da
doenca que sdo leve, moderada e grave, com declinio cognitivo e funcional, que se estende
por 5 a 8 anos. A fase inicial dura geralmente entre 2 a 3 anos e € caracterizada pela
diminuicdo da memoria de curto prazo, muitas vezes acompanhada por sintomas com
manifestacBes neuropsiquiatricas, tais como alucinagdes visuais, falsa crengas e inversdo de
ordem padrdo do sono podem surgir. A grave ¢ a fase final caracterizada por sinais motores,

tais como rigidez motora e declinio cognitivo (OLIVEIRA et al., 2005).
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A doenca Alzheimer € a causa mais comum de deméncia entre as pessoas idosas. Em
2006, estima-se que existiam 26,6 milhGes de pessoas com Alzheimer no mundo. A
incidéncia da doenca é alta e afeta 0,9 % de pessoas com idade de 65 anos, 4,2 % com 75
anos, e 14, 7 % dos que possuem 85 anos ou mais. A expectativa € que o nimero de pacientes
com Alzheimer aumente com a expectativa de vida e o crescimento da populacdo idosa
(BURLA et al., 2013)

Figura 13 - Doenca Alzheimer para o adulto.

Fonte: Oliveira et al., 2005.

As alteragBes bioquimicas decorrentes da doenca de Alzheimer afetam as regides
cerebrais associados as fungBes mentais superiores, particularmente o cortex frontal e o
hipocampo. As caracteristicas neurodegenerativas mais evidentes da doenca sdo as formacdes
dos emaranhados neurofibrilares que, podem levam a perda das conexdes celulares e os
neurbnios. Como a morte do neurbnio acontece em todo o cérebro, as regides afetadas
comegam a diminuir em um processo denominado atrofia cerebral. Na fase final da doenga o
dano é generalizado e o tecido cerebral se encontra significativamente diminuido. Todo este
processo resulta em perda da funcdo cerebral e dano sinaptico, com subsequente
comprometimento da memoria, da coordenacdo motora e do raciocinio, além da perda da

capacidade cognitiva e deméncia (FALCO et al., 2015).

As opcOes terapéuticas para o tratamento da doenca de Alzheimer estdo focadas em
modificar os sistemas de neurotransmissores, em especial o sistema colinérgico, para
maximizar a atividade dos neurénios restantes. Entre os diferentes tipos de drogas que podem
modificar a transmissdo colinérgica, estdo os farmacos inibidores da acetilcolinestrase
(AChE) que sdo aqueles que apresentam os melhores resultados clinicos no tratamento da
doenga de Alzheimer. A inibicdo da enzima AChE promove aumento da concentracdo da
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acetilcolina na sinapse, diminuindo ou retardando a progressao dos sintomas associados a
doenga. Atualmente, os inibidores de AChE aprovados para o tratamento de pacientes com
doenca de Alzheimer estdo donepezil, rivastigmina tacrina, e galantamina. Essa nova geragéo
de inibidores de AChE é relativamente bem tolerada, ndo hepatotoxica e possui um regime de
dosagem mais rigoroso. Entretanto, estudos clinicos relataram alguns efeitos adversos como
diarreia, perda de peso, insonia, alteragdo do sono, e fadiga. O donepezil e a galantamina sdo
inibidores seletivos de AChE. Os inibidores de AChE séo indicados para pacientes com
doenca de Alzheimer leve e moderada, entretanto alguns estudos sugerem um pequeno
beneficio em paciente em estdgios mais avancados da doenca (ARAUJO; SANTOS e
GONCALVES, 2016).

Galantamina
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Figura 14 - Farmacos utilizados no tratamento do mal de Alzheimar.

Fonte: Falco et al., 2016.

2.5.6 Fator protegéo solar contra os raios UV

O fator de protecdo solar (FPS) é um indice numérico grafado na rotulagem de
protetores solares e representa a relacdo entre a quantidade minima de radiacdo ultravioleta
necessaria para produzir um eritema na pele protegida pelo filtro solar e quantidade necessaria
para produzir o mesmo eritema na pele desprotegida (DIFFEY, 2001). O fator protecédo solar
(FPS) é predominantemente influenciado pela transmissdo UVB através do produto. No
entanto a radiacdo UVA desempenha um papel na fotocarcinogénese, fator envelhecimento e
danos fotossensiveis. Logo, € de importancia primordial para assegurar uma protecao eficaz,
equilibrar a protecdo nas duas faixas de UV utilizando na composi¢do dos produtos filtros

com protecdo UVA e UVB. A determinacgdo do fator protecdo solar de um produto pode ser
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realizada por meio de metodologia in silico, in vivo, e in vitro. As metodologias in vitro
consistem na avaliacdo da transmitancia espectral do filtro solar incorporado em uma
formulacdo, aplicada sobre um substrato sintético que simula a pele humana ou em analise
espectrofotométricas de solucbes diluidas de produtos de protecdo solar (DAHER, 2014 e
FRIZZO, 2016).

O FPS é determinado por equacdo matematica depois de gerar os espectros UV da
pelicula de protecdo solar absorvente ou uma solucdo dentro dos limites espectrais
convencionalmente aceitos entre 290-400 nm. O método in vitro ganha forca atualmente por
razGes de variabilidade de resultados e também pelos custos envolvendo estudo com seres
humanos. Este método tem grande aplicagdo na previsdo do fator de protecdo antes de se
realizarem os testes em seres humanos. Além disso, este método demostrou ser um processo
simples, eficaz, rapido, barato e sem riscos. Para a determinacdo do FPS antes de se
realizarem testes em seres humanos diminui os riscos de queimaduras, aumentando suas
eficiéncias e garantia do processo durante a fabricacdo de formulagOes foto protetoras. Pela
analise espectrofotométrica, pode-se facilmente verificar a transmitancia ou absorbancia dos
filtros solares. Basta diluir o produto em um solvente transparente ao ultravioleta como
metanol e o isopropanol e fazer a leitura comparativa com um frasco contendo apenas 0
solvente (DAHER, 2014).

O FPS estimado por espectrofotometria € um nimero que avalia o filtro de acordo com
a altura, largura e localizacdo da sua curva de absorcdo dentro do espectro do ultravioleta. O
filtro solar tem que ser avaliado dentro do amplo espectro do ultravioleta e necessario a
construgédo da curva de transmitancia ou da curva de absorbancia em fun¢édo do comprimento
de onda. Portanto, para avaliarmos um bronzeador pela espectrofotometria, ndo basta vermos

a curva de absorcdo, temos que calcular o fator protecdo solar.
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3 METODOLOGIA
3.1 Material vegetal

As folhas de Artocarpus altilis Parkinson (413,4 g), foram coletadas em novembro de
2016, no Jardim de um fazendeiro localizado 4018°59"" S 380 44°36"" O no distrito Antdnio
Diogo do municipio de Redencdo-CE. Uma excicata da espécie foi preparada e depositada no
Herbéario Prisco Bezerra da Universidade Federal Ceara (UFC) com numeracdo 60602. A
identificacdo do material vegetal foi realizada pela boténica Profa. Dra. Maria Iracema Loiola,
do Departamento de Biologia da UFC.

3.2 Preparacéo dos extratos
As folhas foram secas a temperatura ambiente por quatorze (14) dias. Em seguida

foram trituradas e submetidas a extracdo com hexano a temperatura ambiente por duas vezes
consecutivas por 72 horas. O filtrado foi submetido a destilacdo sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo para remocéo do solvente e obtencdo do extra¢do bruto. O procedimento
de extracdo foi repetido com alcool etilico.

3.3. Testes fitoquimicos
Foi preparada uma solucdo mae (SM) dos extratos hexanico e etandlico das folhas de

Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg, da seguinte forma: Pesou-se cerca de 1,0 g de extrato
bruto e dissolveu-se em solucdo hidroalcélica (80 %). Foram realizados o0s seguintes testes de
acordo com metodologia adaptada de MATOS (2009) e COSTA (2014).

3.3.1 Teste para fendis e taninos
Adicionou-se 3 mL da solu¢cdo mde em um tubo de ensaio e 3 gotas de FeCls. Em

outro tubo de ensaio contendo apenas agua destilada adicionou-se FeClz (branco). Agitaram-
se bem os tubos, e aguardou-se possivel aparecimento de precipitado ou mudanca de cor na

amostra.

3.3.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides
Em trés tubos de ensaio foram colocados 3 mL da solu¢do méde em um tubo de ensaio.

No primeiro tubo adicionou-se HCI 1 M até pH 3, no segundo tubo adicionou-se NaOH 10 %
até pH 8,5 e no terceiro tubo adicionou-se NaOH 10 % até pH 11. Agitaram-se bem os tubos e

aguardou-se possivel mudanca de coloracg&o.

3.3.3 Teste para leucoanticianidinas, catequinas e flavononas
Em dois tubos de ensaio foram colocados 3 mL da solu¢cdo mée em cada tubo. O

primeiro tubo foi acidulado com gotas de HCI 1 M até pH 1-3, e o segundo tubo foi
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alcalinizado com gotas de NaOH 10 % até pH 11. Os tubos foram aquecidos em banho-maria
por cerca de 3 minutos. Agitaram-se bem os tubos e aguardou-se possivel alteracdo de

coloracéo.

3.3.4 Teste para flavondis, flavononas, flavavononois e xantonas
Foi colocado 3 mL da solucdo mae em tubo de ensaio juntamente com pedacos de

magnésio granulado e 0,5 mL de HCI concentrado. Apds o termino da reagdo observou-se se
havia mudanca na coloragdo da solugdo por comparacdo visual com o tubo e acidificado do

teste anterior.

3.3.5 Testes para esteroides e triterpenos (Lieberman- Burchard)
Levou-se a secura 5 mL da solugdo méae em banho-maria, em seguida dissolveu-se o

residuo em 5 mL de diclorometano, e filtrando a solucdo resultante. Pipetou-se 0,5 e 1,0 mL
do filtrado e transferindo-se para dois tubos de ensaio e completando o volume para 2 mL de
diclorometano. Adicionou-se 1,0 mL de anidrido acético e 2,0 mL de &cido sulflrico
concentrado, agitou-se bem os tubos e aguardou-se possivel mudanca de coloragdo nos tubos.

3.3.6 Teste de heterosideos sap6nicos
Com o residuo insoltuvel em diclorometano do teste anterior (Teste 3.3. 5), adicionou-

se 5 mL de agua destilada para a solubilizacdo do mesmo. Filtrou-se a solucéo e transferiu-se
para um tubo de ensaio a solucdo resultante. Agitou-se o tubo fortemente, por cerca de 2

minutos e observou-se se havia formacéo de espuma persistente.

3.3.7 Testes alcaloides
Levou-se até secura 10 mL da solu¢cdo méde em banho-maria. O residuo foi dissolvido

em 1 mL de alcool etilico e acrescido 10 mL de HCI 0,1 M. Transferiu-se 1 mL para dois
vidrinhos de penicilina. Adicionou-se no primeiro o reagente de Mayer e no segundo o

reagente de Dragendorf. Verificou-se se houve precipitado ou turvacdo nas amostras.

3.4 Cromatografia em camada delegada (CCD)

Primeiramente prepararam-se as cromatoplacas de vidro que foram lavadas com
detergente e passou-se acetona em sua superficie. A silica, fase estacionaria utilizada, foi
preparada utilizando 50 g de silica da Merck, suspensa em aproximadamente 50 mL de &gua,
e aplicada nas cromatoplacas de vidro deixando-as secar longe de qualquer umidade. Apds
secas foram levadas para ativacdo em estufa a 100 °C por alguns minutos, e mantidas em
aquecimento a 50 °C. Os extratos hexanico e etandlico foram diluidos em Cloroférmio e
aplicados nas cromatoplacas com auxilio de um capilar. Para a fase movel foram utilizadas as
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misturas de solventes com Hexano - Acetato de etila (8:2), e Cloroférmio - Metanol (9:1). A
revelacdo das substancias foi feita por pulverizacéo das placas com solucdo de sulfato cérico
0,1 M, seguido de aquecimento em chapa aquecedora por 5 minutos. Utilizou-se também

como revelador vapor de iodo.

3.5 Atividade antioxidante atraves do método DPPH
A avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos hexanico e etanolico das folhas
de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg, foi realizada através do método de captura de
radicais pelo DPPH (2,2 —difenil-1- picril-hidrazila), descrito pela primeira vez por Brand-
William (1995), no laboratério Experimental da Quimica Organica e Inorganica na

Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro — Brasileira (UNILAB).

A preparacdo da solucdo DPPH e ensaio da avaliacdo da atividade sequestrante do
radical livre DPPH, seguiu a metodologia adaptada de BOROKSI et al., 2015, RUFINO et al.,
2007 e FERNANDES, 2017. Para preparar 60 uM da solugdo DPPH, pesou-se 2,4 mg de
DPPH e adicionou-se 5 mL de alcool etilico (P.A) até dissolucdo e depois completou-se o
volume até 100 mL em um baldo volumétrico, mantido sobre refrigeracéo e protegida da luz.
Pesou-se 17 mg de cada extrato solubilizando com 17 mL de &lcool etilico gerando uma
solucgéo estoque de 1 mg/mL.

Foram preparadas dilui¢cdes nas concentragdes de 1 mg/mL 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL,
0,0625 mg/mL, 0,0312 mg/mL, e 0,0156 mg/mL em tubos de ensaio. Ap6s diluicdo uma
aliquota de 2,0 mL de cada concentracdo foi disposta em tubos de ensaio em ambiente escuro
juntamente com 2,0 mL de uma solu¢do de DPPH 60 uM e homogeneizando as solucdes.
Apo6s 30 minutos foi feita a leitura da absorbancia das amostras em espectrofotdmetro modelo
T80 UV/Vis no comprimento de onda de 520 nm. As medidas foram realizadas em cubetas de
vidro com percurso optico de 1 cm tendo o alcool etilico como o branco. As medidas das

absorbancias foram realizadas em triplicata em intervalo de 1 min cada leitura.

A porcentagem de inibicdo de radicais livres foi calculada através da seguinte

férmula;

. ey e _ Abs DPFFH — Abs amostra o
% inibicio DPPH = b DFPR X 100 ( Equacéo 1)
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Onde:
% inibicdo DPPH = Porcentagem de inibicdo do extrato;
Abs amostra = absorbancia obtida nos extratos;

Abs DPPH = absorbancia obtida com a amostra DPPH/etanol

Analise estatistica

A capacidade do extrato de inibicao 50 % de radical DPPH (ICso mg/mL) foi calculada
através de equacdo linear e da equacdo da reta do grafico. Os valores da média de trés
repeticbes (n=3) + desvio padrdo (r) da média foram calculados utilizando o programa de

calculo porcentagem de inibicéo (1Cso).

3.6 Toxicidade frente a Artemia salina (Branchipus stagnalis)

O teste de toxicidade frente a Artemia salina (Branchipus stagnalis) foi realizado
segundo metodologia de AMARANTE et al., 2011, no laboratério Experimental de Quimica
Organica e Inorganica da Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro —
Brasileira (UNILAB).

Inicialmente preparou-se uma solucdo de NaCl na concentra¢do de 60 g /L, com pH
na faixa de 8,0 — 9,0. Esta solucéo foi utilizada para eclosédo dos ovos de Artemia salina e no
preparo das diluicbes das amostras. Os ovos foram colocados para eclodir na solugédo salina
por 48 horas com iluminacéo artificial a temperatura ambiente entre 27 °C a 30 °C. Foram
utilizados 15 mg dos extratos hexanico e etanolico das folhas de Artocarpus altilis
(Parkinson) Fosberg e dissolvidos em 15 mL de Dimetilsulféxido (DMSO) 1 % , resultando

na solucdo mae 1 mg/mL.

Colocou-se 2 mL da solu¢do mée em cada tubo de ensaio e preparou-se diluicdes com
agua salina em cinco concentracfes diferentes 500, 250, 125, 62,5 e 31,2 ppm. Cerca de 10
larvas de Artemia salina com idade 48 horas foram transferidas para cada tubo de ensaio
contendo a solucdo salina e amostras testadas. As larvas de Artemia salina foram incubadas

sob iluminacdo artificial. Os ensaios foram realizados em triplicata, sendo a contagem das
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larvas mortas e vivas realizada apds 24 horas. A &gua salina foi o controle negativo do

experimento.

Os dados de porcentagem de larvas de Artemia salina mortas, em relacdo ao aumento
da concentracdo dos extratos, foram ajustados em uma equacdo linear simples, a qual foi
utilizada para estimar a concentracdo dos extratos responsavel por matar 50 % das larvas
(DLso). Utilizou-se 0 método grafico de andlise para obtencdo da DLso (dose letal dos
extratos para 50 % da populacdo) a partir da equacao 2:

_ X-¥
100-¥

X 100 % (Equacéo 2)

Onde:
M = porcentagem de mortalidade;
X = nOmeros de organismos mortos € ;

Y = namero de organismos Vivos.

3.7 Citotoxicidade pelo método direto (MTT)

Os testes de citotoxicidade das amostras foram avaliados pelo método MTT, no
laboratério de Oncologia Experimental da Faculdade de Medicina na Universidade Federal do
Ceara (UFC), realizados pelo Prof. Dr. Washington Aradjo Barros (UNILAB/ ICS). O
programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI) testa mais de
10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990).

E um método rapido sensivel e barato. Foi descrito primeiramente por MOSMAN (1983),
tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlito da célula. E uma analise
colorimétrica baseada na conversao do sal 3- (4,5 — dimetil -2- tiazol) — 2,5- difenil -2-H-
brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotdxico pelo método do
MTT permite definir facilmente a citotoxicidade ndo o mecanismo de acdo (BERRIDGE et
al.,, 1996). As linhagens celulares de céancer humano utilizadas, HCT-116 (carcinoma de

célon), PC-3 (adenocarcinoma de préstata) e SF- 295 ( glioblastoma), foram cultivadas em
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meio RPMI 1640 suplementado com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibiéticos, e

mantidas em estufa a 37 °C e 5 % de CO-.

As células neoplésicas foram plaqueadas em placas de 96 pocos (0,7 x 105
células/mL) e as amostras foram adicionadas ap6s 24 h. Em seguida, as placas foram
incubadas por 72 h em estufa a 5 % de CO, e 37°C. O controle negativo recebeu a mesma
quantidade de DMSO e as absorbancias foram obtidas com o auxilio de um espectrofotdmetro
de placa a 595 nm. Os extratos foram testados em uma concentracdo de 50 mg/mL. As
absorbancias obtidas foram utilizadas para calcular RVC % pelo programa GraphPad Prism
versdo 5.0. Cada amostra foi testada em triplicata a partir de dois experimentos
independentes.

3.8 Larvicida contra Aedes aegypti
O ensaio foi realizado no Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica da
Universidade Federal Ceard, de acordo com metodologia desenvolvida por GADELHA;
TODA, 1985 e OLIVEIRA et al.,, 2002 sob a coordenacdo da Profa. Gilvandete Maria

Pinheiro Santiago.

Aliquotas de 1 mg, 2 mg, 5 mg e 10 mg, em triplicata, das amostras foram,
inicialmente, dissolvidas em 0,3 mL de Dimetilsulféxido (DMSOQ) e transferidas para um
béquer de 50 mL. Posteriormente, foram adicionadas 50 larvas de terceiro estagio juntamente
com 19,7 mL de agua. Paralelamente, foram feitos testes em branco, utilizando-se &gua e
Dimetilsulfoxido (DMSO) a 1,5 %. Apo6s 24 horas, foi realizada a contagem das larvas
exterminadas e calculada a DLso (OLIVEIRA et at., 2002).

3.9 Atividade inibicédo de enzima acetilcolinesterase
Os testes foram realizados em colaboragdo com Profa. Dra. Christiane Mendes do
Laboratorio de Produtos Naturais (Nucleo de Tecnologia Farmacéutica) do Departamento de

Farmacia da Universidade Federal de Piaui.

O ensaio para deteccdo de inibicdo qualitativa da enzima AchE foi realizado com
extratos brutos da espécie dissolvido em metanol para se obter uma concentracdo de 1 mg/
mL. Foi tirado dessa solucdo 1,5 — 2,5 uL de cada amostra foi aplicada em placa de silica gel

e eluida em cloroférmio- metanol (9:1). A cromatoplaca com as amostras testas foram
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pulverizadas com DTNB (4cido 5, 5°- ditiobis- [2- nitrobenzoico) / ATCI (lodeto de
acetiltiocolina) (1 mM DTNB e 1 Mm ATCI em tampdo tris pH 8) até que houvesse saturagcdo
com 0 reagente, mas ndo tanto para escorrer. Ap6s a placa ter desenvolvido atividade
inibitéria um spot pode ser detectado utilizando revelador baseado no método de Ellman
(ELLMAN et at., 1961) modificado por Rhee (RHEE et at., 2001). A placa pulverizada com
DTNB e ATCI, depois de seca por 3-5 min foi pulverizada com 3 units/mL da enzima
dissolvida em tampdo tris a pH 8. O teste demonstrara resultado positivos caso apresente
manchas brancas em um campo amarelo da placa cromatogréafica. Foi utilizado cafeina como

padrdo de anélise.

3.10 Fator de protecdo solar contra raios UV

Para determina¢do do comprimento de onda maximo de absor¢do (A max) e
determinacdo do FPS dos extratos hexanico e etandlico foi utilizado o método in vitro
desenvolvida por Mansur et al., (1986).

Inicialmente, pesou-se 5 mg de cada amostra que foram diluidas em 50 mL de etanol
absoluto e transferiu-se a solu¢do para um baldo volumétrico 50 mL, resultando em uma
solugdo mae de concentragdo 100 mg/L.

A partir da solucdo mée com concentracdo 100 mg/L foram preparadas diluicGes
resultando em concentrac@es de 5, 25 e 50 mg/L. As solugdes foram preparadas em triplicata.
Em sequida, foram realizadas medidas em espectrébmetro Modelo T80 UV/Vis de
comprimento da onda entre 190 - 400 nm, com intervalos de 5 nm. As leituras foram
realizadas com células de quartzo de 1 cm e o etanol foi utilizado como o branco. O célculo

do FPS foi obtido de acordo com a equacdo desenvolvida por Mansur et al. (1986):
FPS spectrometria = FC. Z%Eg EE()).1.Abs (&) (Equacédo 3)
Onde:
EE (L) - espectro do efeito eritematoso;
I (M) - espectro de intensidade solar;

Abs (L) - absorbancia do filtro solar;

CF - fator de corregéo (= 10).
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Os valores de EE x | s&o constantes. Eles foram determinados por Mansur et al.,
(1986), e estdo mostrados na Tabela :

Tabela 1. Valores empregados na determinacdo do FPS por espectrofotometria.

Comprimento de EE x |
onda (nm)
290 0,015
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,839
320 0,018
Total 1,0000

Fonte : Mansur et al., (1986).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Rendimentos dos extratos de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg
As folhas secas de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg foram trituradas obtendo-se
413,4 g de material vegetal seco. A Tabela 2 mostra as massas e os rendimentos obtidos dos
extratos hexanico e etanolico de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg.
Tabela 2 - Massa total e rendimento dos extratos hexanico e etanélico de Artocarpus

altilis (Parkinson) Fosberg.

Massa (Planta seca) Massa dos | Rendimento
Espécie (9) Extratos extratos (g) (%)
Artocarpus altilis EHEAA 517 125
(Parkinson) ’ ’
Fosberg 413,4 EEFAA 37,29 9,02

EHFAA: Extrato hexanico das folhas de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg;

EEFAA: Extrato etanodlico folhas de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg.
Fonte: Autor, 2018.

4.2 ldentificagéo das classes de metabolitos secundarios.
As analises fitoquimicas fornecem informacdes a cerca da presenca de metabdlitos
secundarios em plantas. As analises realizadas tanto no extrato hexanico e etandlico das

folhas da espécie mostraram praticamente as mesmas classes de metabdlitos secundarios
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(Tabela 3, pag 50) sinalizando potencial para atividade antioxidante, anticancer, antifungico,
antialérgico dentre outras atividades.

Abaixo algumas consideracfes sobre os metabdlitos secundarios encontrados nos
extratos hexanico e etanolico das folhas de Artocarpus altilis:

% Taninos hidrolisaveis

Utilizando FeClz 10 % observou-se a formacgédo de precipitado de tonalidade verde
escuro, que ocasionou o escurimento das solucdes. Os taninos hidrolisaveis sao constituidos
por diversas moléculas de acidos fendlicos, como o &cido galico e glicose, que estdo unidos a
um residuo de glicose central, uma vez que suas ligaces ésteres estdo passiveis de sofrer
hidrélise por acidos ou enzimas (MATOS, 2009), conforme ilustrado na Figura 15, pag 49.
Possuem acbGes farmacoldgicas como anti-sépticos, antioxidantes, antibacteriana,
cicatrizantes, antidiarreicos (OLIVEIRA et al., 2005; CASTEJON, 2011).

— — 0 *
OH oH |Fe
0 0
FelCl
A H —— » \ O
Glicose—0 Glicose—0
OH OH

Figura 15 - Reacdo de complexagdo de um galotanino (tanino hidrolisavel) com FeCls
Fonte: Wolf, 2008.

s Fenois
Utilizando FeClsz 10 %, observou-se o aparecimento de coloracdo azul a vermelho. Os
fendis sdo compostos que contém um grupo fenol, e um grupo hidroxila em um anel
aromatico (MATOS, 2009), A reacdo de complexacdo dos fendis sendo mostrando na Figura
15. Possuem ac¢bes farmacoldgicas como ajudam a prevenir doencgas causadas pelas reagdes
oxidativas em sistemas bioldgicos podendo ser retardadas pela ingestdo de antioxidantes
naturais encontrados na dieta (SILVA et al., 2010).
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Figura 16 - Reagdo complexagdo de fendlicos simples pelo Cloreto de férrico

Fonte: Wolf, 2008.

< Esteroides e triterpenos

Utilizando anidro acético (C4HsO3) e acido sulfdrico (H.SO4) concentrado observou-
se mudanca de coloracdo azul esverdeada a vermelho nos extratos. Os esteroides sdo
formados a partir de triterpenos por meio de descarboxilacdoes (MATOS, 2009). As
principais acfes farmacoldgicas dos esteroides estdo no controle do sistema reprodutor
humano, funcionando como anti-inflamatério, precursor de vitamina D e analgésico. Os
triterpenos sdo reconhecidos pelos efeitos antitumorais, cardiovasculares e analgésicos
(JAGTAP e BAPAT, 2010).

% Alcaloides
Utilizando o reagente de Mayer observou-se a turvacdo da solucdo hidro alcodlica dos
extratos. Os alcaloides possuem caracter basico e pertencem ao grupo de compostos
nitrogenados organicos. Atualmente os alcaloides sdo utilizados na terapéutica, puros ou em
associacao (MATOS, 2009). Esse metabdlito pode ser utilizado no tratamento de diarreia,
reumatismo, problema renais (OLIVEIRA et al., 2005).
Os resultados obtidos nos testes fitoquimicos dos extratos estdo descritos na tabela 3 e

nas figuras 17 e 18 (pag 51).
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Tabela 3 - Resultados de identificacdo de metabolitos secundarios dos extratos
hexanico e etanolico das folhas de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg

Constituintes Reagentes EHFAA EEFAA Resultados
Taninos Precipitado de tonalidade
hidrolisaveis FeClz 10 % ++ verde escuro
Fenois FeCls % ++ Solugéo azul a vermelho
Antocianinas HCI 1M pH=3 - -
NaOH 10 %
Antocianidinas pH=8,5 - -
NaOH 10 % pH=
Flavonoides 11 - -
Leucoantocianidinas  HCI 1M pH=2 - -
NaOH 10 % pH=
Catequinas 11 - -
NaOH 10 % pH=
Flavonas 11 - -
Flavonois HCI concentrado - -
Flavononas HCI concentrado - -
Flavononois HCI concentrado - -
Xantonas HCI concentrado - -
Liebreman
Esteroides buchard + Solucéo azul
Liebreman
Triterpenos buchard ++ Solucdo vermelho
Heterosideos
saponicos Diclorometano - -
Alcaloides Mayer + Solucéo turvacao
Dragendorff - Solugéo amarela

PARAMETROS: Fraco (+), Médio (++), Ausente (-)

Fonte: Autor, 2018;
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Taninos hidrolisaveis e
fenois

Alcaloides .
Esteroides Triterpenos

Figura 17 - Andlise fltoquimica do extrato hexanico das folhas de Artocarpus altilis (Parkinson)

Fosberg.

Fenois

Triterpenos

Alcaloides E steroides

Figura 18 - Anélise fltoquimica do extrato etandlico das folhas de Artocarpus altilis (Parkinson)

Fosberg.

4.3 Cromatografia em camada delegada (CCD)

As cromatoplacas dos extratos hexanico e etanolico de Artocapus altilis (Parkinson)

Fosberg estdo ilustradas nas Figuras 19 e 20 pag 52. Na analise em CCD utilizou-se os

eluentes Hexano: Acetato de tila (8:2) e Cloroférmio: Metanol (9 :1) e como revelador o

sulfato de cérico onde apresentou manchas nas coloragdes roxa indicando a possivel presenca

de substancias de natureza terpendidica e verde indicando a possivel a presenca de clorofila

(CHAVES, 1997). Nos vapores de iodo foi possivel verificar manchas amareladas que se
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assemelhavam e tinha 0 mesmo Rf nos dois extratos, porém n&o era possivel saber que tipo de

classe pertenciam, pois apresentam a mesma coloracéo.

-
-
f.
‘ - -
[
) L
y) 5

Sy MR N
/ \ / \
v Y v .
EHFAA EEFAA EHFAA EEFAA
’ Hexino : acetato de etila (8:2) Hexino : acetato de etila (8:2)
Revelador: Sulfato cérico Revelador: iodo

Figura 19 - Cromatoplacas do extrato hexanico das folhas de Artocapus altilis (Parkinson) Fosberg
em Hexano: Acetato de Etila (8:2).

2

l". i‘1

L 4 -

EHFAA EEFAA EHFAA EEFAA

Cloroférmio: metanol (9:1) Cloroférmio: metanol (9: 1)

Revelador: Sulfato cérico Revelador: iodo

Figura 20 - Cromatoplacas do extrato etanolico das folhas de Artocapus altilis (Parkinson) Fosberg
Cloroférmio: Metanol (9:1)
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4.4 Atividade antioxidante através pelo método DPPH

A atividade antioxidante foi avaliada através do método DPPH que € rapido simples e
sensivel. Esse método é baseado na captura dos radicais livres DPPH e esta reacdo produz um
decrésimo na absorbéancia. O radical livre reage com doadores de hidrogénio, na presenca de
substancias antioxidantes, e este doadores recebem H®, sendo entdo reduzidos. O DPPH:
possui uma coloragdo purpura violeta com absorvancia maxima na regido de 515 a 528 nm,
tornando-se amarelo apds receber o atomo de hidrogénio provieniente da espécie
antioxidante, atraves de uma reacdo de oxirreducdo. A coloracdo da solucdo DPPH em
contato com as amostras em testes possui coloracdo roxa intensa para amarela. E a intensidade

da cor varia de acordo com concentracdo (BOROKSI et al., 2015).

Existem um grande nimeros de trabalhos na literatura empregando o método DPPH,
entretanto ndo ha uma padronizacdo na apresentagcao dos resultados. Muitos trabalhos tem
expressado seus resultados através do célculo 1Cso, que é a concentracdo de antioxidante

necessaria para inibir 50 % do radical DPPH.

Para determinar os valores de ICso dos extratos hexanico e etandlico das folhas de
Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg, inicialmente calculou-se a % inibicdo de DPPH- por
meio da Equagdo 1 :

Abs DPPH — Abs amostra

% inibicio DPPH = i DPPE x 100 % (Equacéo 1)

Onde :
AbspppH = absorbancia da solugdo etandlica do radical de DPPH
Absamestra = absorbancia da amostra apds 30 minutos de reagdo com a solu¢do de DPPH

Os resultados obtidos com o extrato hexanico das folhas estdo ilustados na Tabela 4,

Gréafico 1 e Figura 21 pag 54 e 55, logo a seguir.
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Tabela 4 - Resultado do teste da atividade antioxidante com hexéanico das folhas de

Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg.

r (Desvio
Co(r;ﬁg?r';rlzil;;ao Abs (L =250) | % inibicéo padréo) ICs0 (mg/mL)

1 0,087 92,325 + 0,003
0,5 0,043 70,175 +0,117
0,25 0,124 58,553 + 0,002

0,125 0,162 45,724 + 0,003 0,23
0,0625 0,185 36,513 + 0,001
0,0312 0,221 31,579 + 0,001

DPPH 0,304 0 0

Fonte, Autor, 2008.

Uma curva com os valores da % de inibicdo do DPPH: em funcdo da concentragdo dos
extratos hexanico foi construida, onde o valor de ICso foi encontado por meio de regressao
linear.

Considerando gréfico 1, os valores de ICso pode ser obtido através da equagéo da reta:
y = 59,905 x + 36, 156, em que Y corresponde ao eixo referente a % de inibicdo de DPPH e o
eixo X a concentragdo do extrato hexanico. Como ICsp representa a concentracdo de extrato
hexanico necessaria para inibir 50 % do radical DPPH, substitui-se o eixo y por 50 na equa¢do
reta. Dessa forma 50 = 59,905 x + 36, 156, portanto X= 0,23 mg/mL.

Gréafico 1- Valores Porcentuais de inibicdo do Radical DPPH em funcBes de

concentracdo do extrato hexanico das folhas de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg.
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Concentracgdo do extrato hexanico (mg/mL)
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Fonte: Autor, 2018.

Figura 21 - Resultado atividade antioxidante do extrato hexanico das folhas de Artocarpus altilis

(Parkinson) Fosberg.

Os resultados obtidos com o extrato etanolico estas ilustrados na Tabela 5, Gréafico 2 e

Figura 22 pag 56.

Tabela 5 - Resultado do teste da atividade antioxidante de extrato etanélico das folhas

de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg.

Concentracdo(m r (Desvio 1Cs0 (Mg/mL)
g/mL) Abs (. =250) | % inibicdo padréo)
1 0,045 90,083 + 0,001

0,5 0,023 86,777 + 0,001

0,25 0,168 64,187 +0,0021
0,125 0,198 52,893 +0,031 0.08
0,065 0,212 44,077 +0,0035
0,0312 0,215 40,634 +0,0015
DPPH 0,242 0 0

Fonte: autor, 2018.

Considerando o grafico 2, os valores de 1Cso pode ser obtido através da equagdo da
reta: y = 52,269 x + 45,958, em que Y corresponde ao eixo referente a % de inibigdo de
DPPH e o eixo X a concentragdo do extrato etandlico. Como o ICso representa a concentragéo
de extrato etandlico necessaria para inibir 50 % do radical DPPH, substitui-se o eixo y por 50
na equacdo reta. Dessa forma 50 = 52,3 x+ 45,926. Portanto, X = 0,08 mg/mL.

A relacdo entre a concentracdo e absorbancia dos extratos hexanico e etanélico das

folhas de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg no consumo de DPPH, mostrou que o extrato
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hexénico tem um potencial antioxidante levemente maior (93,956 %) do que o extrato
etandlico (90,083 %), considerando a concentracdo de 1 mg/mL, no entanto o extrato

hexanico apresentou ICsp (0,23 mg/mL) maior do que o extrato etanolico I1Cso (0,08 mg/mL).

Grafico 2- Valores Porcentuais de inibicdo do Radical DPPH em funcgdes de

concentracdo do extrato etanolico das folhas de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg.
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k= 20,0 |
=
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concentragio do extrato etandlico (mg/mL)

Fonte: Autor, 2018.
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Figura 22 - Resultado atividade antioxidante do extrato etandlico das folhas Artocarpus altilis

(Parkinson) Fosberg.

4.5 Toxicidade frente a Artemia salina
O teste de toxicidade frente a Artemia salina é um ensaio bioldégico amplamente
utilizado por ser rapido, de baixo custo e por demostrar uma boa correlacdo com varias

atividades bioldgicas como atividade antitumoral, antibacteriana e antifingica. Realizou-se a
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contagem de exemplares de Artemia salina vivas e mortas apds 24 horas de incubacéo
sendo o porcentual de sobrevivéncia calculado através da Equagao 2:

_ x—¥ ~
M= 0oy X 100 Equacao 2

Onde:

M = porcentagem de mortalidade;

X= ndmeros de organismos mortos;

Y = numero de total de organismo no tubo.

Os resultados obtidos no teste de toxicidade dos extratos hexanico e etandlico das
folhas estdo ilustrados nas Tabelas 6 e 7, e nos Graficos 3 e 4 pag 58 e 59.

A relacdo entre a dose letal e mortalidade, e o calculo da (DLso) foi realizada através
do programa probit analysis. O extrato hexanico apresentou uma concentracéo letal (DLso) de

146, 01 ppm e o etanolico uma concentracéo letal (DLso) de 65, 397 ppm.

Tabela 6- O resultado do teste de toxicidade frente a Artemia salina dos extratos

hexanico das folhas de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg.

Concentracdo | Total larvas Larvas % DLso (ppm)
(ppm) mortas mortalidade
500 30 30 100
250 30 24 80
125 30 9 30
62,5 30 5 17 146,01
31,2 30 2 7
Controle 30 0 0
negativo

Fonte: autor, 2018.
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Gréfico 3 - Porcentagem de mortalidade das larvas Artemia salina nas concentragdes

da amostra do extrato hexanico das folhas de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg.
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Tabela 7- O resultado do teste de toxicidade frente a Artemia salina dos extratos

hexanico das folhas de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg.

Concentracéo Total Larvas % DLso (ppm)
(ppm) larvas mortas mortalidade
500 30 30 100
250 30 28 93,33
125 30 18 60 65,397
62,5 30 14 47
31,3 30 9 30
Controle 30 0 0

Fonte: autor, 2018
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Gréfico 4: Porcentagem de mortalidade das larvas Artemia salina nas concentragoes
da amostra do extrato etanolico das folhas de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg.
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De acordo com AMARANTE et al., 2011, séo considerados altamente toxicos as
amostras que apresentam DLso< 100 ppm, moderada quando DLsg for entre 100 e 500 ppm, e
baixa toxicidade quando DLso> 500 ppm. Assim o extrato hexanico das folhas de Artocarpus
altilis (Parkinson) Fosberg, foi considerado moderadamente toxico frente as larvas de Artemia
salina, e o extrato etandlico das folhas de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg, foi

considerado altamente toxico frente as larvas de Artemia.

4.6 Citotoxicidade pelo método direto (MTT)

Os resultados da atividade citotoxica para os extratos frente a trés linhagens celulares
de cancer humano (SF-295- glioblastoma, HCT-116 — carcinoma de co6lon, PC-3 —
adenocarcinoma de proéstata) estdo mostrados na Tabela 8. Percebe-se pela tabela 8 pag 60,
gue tanto o extrato hexanico quanto o extrato etanélico ndo exibiram resultados significativos

frente as linhagens testadas.
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Tabela 8 - Citotoxicidade das amostras em linhagens celulares de cancer humano

testadas em concentragdo Unica.

Linhagem Celular

SF-295 HCT-116 PC-3

Amostra % EPM | A" % EPM | A" % EPM A"
RVC?2 RVC RVC

EHFAA | 217 2,73 PA 0,00 0,00 | SA 0,00 0,00 SA

EEFAA | 12,44 1,86 PA 3,25 2,719 | PA | 22,60 3,05 PA

Classificacdo da atividade citotéxica (SA = sem atividade; PA = pouca atividade; Mo = moderada atividade;
MA = muita atividade).
Fonte: Autor, 2018.

Os dados estéo apresentados como percentuais de reducdo da viabilidade celular (RVC
% + EPM) obtidos pelo Programa GraphPad Prism versdo 5.0, a partir de 2 experimentos

independentes realizados em triplicata apos 72 h de incubacéo.

4.7 Teste quantitativo de inibigdo de enzima acetilcolinesterase
Na revelacdo da placa de CCD (Figura 22) com DNTB/ACTI foi verificado uma
mancha branca apenas para o extrato hexanico quando comparando ao padrdo cafeina. No
entanto a mancha ndo se apresentou tdo intensa quando comparada ao padrdo devido ao fato
de concentragdo do padrédo ser maior.

Figura 23 — Teste qualitativo AChE

P=padrdo; EEFAA; EHFAA
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4.8 Larvicida contra Aedes aegipty
N&o houve resultados significativos na mortalidade das larvas tanto no extrato
hexanico quanto extrato no etanolico nas concentracdes avaliadas (1 mg, 2 mg, 5 mg e 10 mg)
apos 24 horas. Assim ndo foi realizada a contagem das larvas exterminadas e também nao foi

possivel calcular o valor DLso.

4.9 Fator Protecao solar contra os raios UV

Os resultados obtidos para FPS dos extratos hexanico e etanolico representam a
absorbancia em relagdo ao comprimento de onda maximo (1) numa faixa de 240 a 400, que
compreende a faixa de radiagdo nociva (UVA 320 e 400 nm e UVB 290 e 320) responsavel
pelos danos de queimaduras solares (COSTA, 2015). O extrato hexanico apresentou
comprimento de onda maximo em aproximadamente 215 nm (Gréafico 5) e o extrato etandlico
apresentou comprimentos de ondas méaximos em 220 e 280 nm (Gréfico 6) pag 62, sendo
ambos dentro da regido Ultravioleta C (UVC 200- 290 nm). A radiacdo UVC é praticamente
toda absorvida pela camada de 0z6nio, pouquissima radiacdo chega a biosfera.

Gréfico 5 — Perfil de absorcédo espectrofotométrica do extrato hexanico de Artocarpus.

altilis (Parkinson) Fosberg.

EHFAA

/
A
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6 — Perfil de absor¢do espectrofotométrica do extrato etandlico de Artocarpus. altilis

(Parkinson) Fosberg.

EEFAA

aon O 50 100 150 209 50 300 350 400 450
(nm)

O fator de protecdo calculado para o extrato hexanico e etanolico seguiu a
metodologia de Mansur, 1986 que utilizada a regido UVB, que é considerado como a regido
de maior incidéncia dos raios UV devido a sua alta energia. De acordo com a equacao 3, foi
possivel determinar um FPS para o extrato hexanico de 2,17 (Gréfico 7 ) na concentracédo de
100 mg/mL, sendo considerando um FPS baixo, e o extrato etanélico um FPS de 6,65
(Gréfico 8) na concentracdo de 100 mg/mL, sendo considerando também um FPS baixo, de

acordo com as categorias de fotoprotetores baseados no valor de FPS ( COSTA, 2015).
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Gréfico 7 - Fator de Protecdo Solar (FPS) in vitro do extrato hexanico de Artocarpus
altilis (Parkinson) Fosberg.
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Gréfico 8 - Fator de Protecdo Solar (FPS) in vitro do extrato etandlico de Artocarpus.
altilis (Parkinson) Fosberg.
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4 CONCLUSAO

O presente trabalho estudou os extratos hexanico e etanolico das folhas de Artocarpus
altilis (Parkinson). A andlise fitoquimica dos extratos revelou a presenca de esteroides,
alcaloides, triterpenos, taninos hidrolisaveis e fendis que foram corroborados pela analise em
CCD permitindo inferir que se trata de uma espécie rica em metabdlitos secundarios, que
possuem diversas propriedades farmacoldgicas ja relatadas na literatura, e podendo fornecer
moléculas que contribuem para o arsenal terapéutico.

O teste de toxicidade frente as larvas Artemia salina, revelou o extrato hexanico com
DLso 65,379 mg/mL, sendo considerando moderadamente toxico ,enquanto o extrato
etandlico com DLso < 100 ppm considerado altamente tdxico.

A atividade antioxidante pelo método DPPH, mostrou que o extrato hexanico com um
potencial antioxidante maior (92,325 %) do que o extrato etandlico (90,083 %) considerando
a concentragdo de 1 mg/mL.

Os testes de citoxicidade pelo método MTT e larvicida frente a larvas de Aedes
aegipty ndo mostraram resultados satisfatorios para ambos os extratos.

Apenas 0 extrato hexanico apresentou manchas brancas no teste de inibi¢do da enzima
acetilcolinesterase em CCD, andlise qualitativa.

No teste de FPS o extrato hexanico apresentou comprimento de onda méaximo em
aproximadamente 215 nm e um de FPS € 2,17, e 0 extrato etan6lico apresentou comprimento
de onda maximos aproximadamente 220 e 280 nm e um FPS de 6,65 ambos na concentracdo
de 100 mg/mL, considerando muito baixo de protecéo.

Os resultados obtidos direcionardo para fracionamento cromatografico do extrato
hexanico devido aos resultados satisfatorios em relacdo ao teste de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase com o intuito de isolamento de metabdlitos secundarios funcdo com
inibitéria da enzima, de forma a contribuir com estudos farmacéuticos para o

desenvolvimento de novos farmacos.
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