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APRESENTACAO

A Colecdo “A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel’
apresenta artigos de pesquisa na area de quimica e que envolvem conceitos de
sustentabilidade, tecnologia, ensino e ciéncias naturais. A obra contem 69 artigos,
que estao distribuidos em 3 volumes. No volume 1 sdo apresentados 29 capitulos
sobre aplicacbes e desenvolvimentos de materiais adsorventes sustentaveis e
polimeros biodegradaveis; o volume 2 retine 20 capitulos sobre o desenvolvimento
de materiais alternativos para tratamento de agua e efluentes e propostas didaticas
para ensino das tematicas em questao. No volume 3 estdo compilados 20 capitulos
que incluem artigos sobre 6leos essenciais, produtos naturais e diferentes tipos de
combustiveis.

Os objetivos principais da presente cole¢cdo s@o apresentar aos leitores
diferentes aspectos das aplicagcbes e pesquisas de quimica e de suas areas correlatas
no desenvolvimento de tecnologias e materiais que promovam a sustentabilidade e
0 ensino de quimica de forma transversal e ludica.

Os artigos constituintes da colecdo podem ser utilizados para o
desenvolvimento de projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até
mesmo para a atualizagcdo do estado da arte nas areas de adsorventes, polimeros,
andlise e tratamento de agua e efluentes, propostas didaticas para ensino de
quimica, 6leos essenciais, produtos naturais e combustiveis.

Apés esta apresentagéo, convido os leitores a apreciarem e consultarem,
sempre que necessario, a colegdo “A Quimica nas areas natural, tecnologica e
Sustentavel”. Desejo uma excelente leitura!

Erica de Melo Azevedo
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CAPITULO 12

_ESTUDO FITOQUIMICO, MORFOLOGICO E
AVALIACAO DO EXTRATO ETANOLICO, DAS FOLHAS
DO PAU MOCO (Luetzelburgia auriculata), QUANTO
AS ATIVIDADES CONTRA AGENTES VETORIAIS E
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ANTIOXIDANTE

RESUMO: A flora nordestina &€ um acervo
biolégico rico em uma ampla biodiversidade
e sua especiciacdo histolégica €& reduzida.
Neste trabalho, avaliou-se o potencial da
espécie  Luetzelburgia  auriculata  Ducke,
popularmente denominada por pau-moc6, uma
espécie nativa do Nordeste, através da sua
caracterizagdo fitoquimica, pela identificacéo
dos seus metabdlitos secundarios e atividade
antioxidante; morfologica, através do seu perfil
morfoanatdbmico; e biolégica, submetendo
extratos etandlicos a ensaio com agentes
vetoriais potencialmente perigosos, Aedes
aegypti, Haematobia irritans, Diabrotica speciosa
e Triatoma infestans em diferentes estagios
vitais e em ambientes adequados. As folhas da
espécie foram obtidas na Universidade Estadual
do Ceara e catalogadas no Herbario Prisco
Bezerra, na Universidade Federal do Ceara. Os
resultados deste trabalho foram utilizados para
enriquecer as informacgdes a respeito da espécie.
PALAVRAS-CHAVE: Luetzelburgia auriculata
Ducke, Pau-moc6, Caracterizagdo fitoquimica,
Ensaio epidemiologico.

PHYTOCHEMICAL STUDY AND
EVALUATION OF THE ETHANOLIC
EXTRACT OF THE LEAVES OF THE
PAU-MOCO (Luetzelburgia auriculata),
REGARDING THE ACTIVITIES AGAINST
VECTORIAL AGENTS AND ANTIOXIDANT

ABSTRACT: The northeastern flora is a
biological collection rich in a wide biodiversity
and its historical specification is reduced. In this
work, we analyzed the potential of the species
Luetzelburgia auriculata Ducke, popularly
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called pau-moco, a native species from the northeast, through its phytochemical
characterization, the identification of its secondary metabolites and antioxidant activity;
morphological, through its morphofanatomic profile; and biological, subjecting ethanolic
extracts to tests with potentially dangerous vector agents, Aedes aegypti, Haematobia
irritans, Diabrotica speciosa and Triatoma infestans in different vital stages and in
domestic environments. As leaves of the species were isolated in the State University
of Ceara and categorized in Herbarium Prisco Bezerra, in the Federal University of
Ceara. The results of this work were used to enrich as information about the species.

KEYWORDS: Luetzelburgia auriculata Ducke, Pau-moco, Phytochemical
characterization, Epidemiological Trial.

11 INTRODUGAO

A Luetzelburgia auriculata (Alemao) Ducke, Fabaceae, subfamilia Faboideae
€ uma planta nativa do Nordeste brasileiro, principalmente no estado do Piaui, sul
cearense, sendo reconhecida pelos nomes populares de pau-mocd, pau-serrote,
pau-de-chapada. Apesar de oriunda do bioma da Caatinga, em virtude da existéncia
de estdbmatos em depresséo e cuticulas espessadas, a planta consegue adaptar-se
a outros biomas e dominios morfolodgicos, sendo observada também no Cerrado,
Mata Atlantica e Pantanal (LORENZI 2008), como descreve a figura 1.

E Segregacéo Politica
Estados com existéncia da
espécie Luetzelburgia

auriculata

E Capital do Pais

Figura 1: Disseminacéo da espécie Luetzelburgia auriculata no Brasil

Fonte: Autor préprio.

Caracterizada por ser uma planta perenif6lia, as estruturas foliares da
Luetzelburgia auriculata conseguem permanecer esverdeadas durante o ano inteiro,

em cada 3 anos, onde introduziu-se o periodo germinativo e florado da espécie.
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Apresenta expectativa de vida prolongada, copa reduzida a média de coloragédo
acinzentada, estatura aproximada entre 5 a 22m de comprimento e rusticidade
(FONSECA e MORAIS, 1930).

A planta é bastante atrativa por determinadas peculiares que demonstra, a
citar, a repreenséo sob outras espécies de plantas e animais, que nao desenvolvem-
se proxima a raiz, sequer aproveitam das vantagens (alimentag¢éo, sombra, moradia),
devido ao graduado nivel de toxidade apresentado pelas folhas. O consumo
excessivo da folha pode ocasionar desde problemas intestinais (deterréncia),
problemas nervosos a complicagbes graves (coma, morte). Embora provoque danos
aos seres que a ingerem, a planta é diversamente usada em outras areas. Por
exemplo, as raizes eram bastante consumidas durante periodos de escassez de
recursos hidricos; O caule é usando na fabricagdo de moveis; A propria estrutura
da planta € usada para o paisagismo e acdes reflorestais (VASCONCELOS, 2012).

As propriedades a respeito da espécie séo bastante escassas, o que dificulta
a construcdo de um perfil anatdmico sobre a mesma. Desta forma, esta pesquisa
prontifica-se a realizar uma caracterizagao da planta através de testes de cunho
fitoquimico, prospectivo, histologico e biolégico contribuindo para enriquecer o perfil
quimico e bioldgico da espécie Luetzelburgia auriculata.

21 MATERIAIS E METODOS

A extracdo farmacognéstica seguiu uma metodologia vigente de Barreiro
e Fraga (2001). O o6rgdo da planta selecionado para extragdo dos componentes
metabdlitos foi as folhas do pau moc6. Para tal, foram coletadas amostras na cidade
de Fortaleza-CE, na Universidade Estadual do Cear4, classificadas de acordo com
as condi¢cdes do ambiente, horéario de extracdo e nome cientifico identificado no
Herbério Prisco Bezerra, na Universidade Federal do Ceara. Foram dessecadas
90 g das folhas e maceradas de modo a reduzi-las a pequenos fragmentos. Os
fragmentos foram imersos em 120 mL alcool etilico PA, a temperatura ambiente, sob
extracao a frio, durante sete dias. Em seguida, com o auxilio de um rotaevaporador
QUIMIS Q344B, foi eliminado o solvente, sob pressédo reduzida, e obteve-se os
extratos etandlicos das folhas.

2.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante, do extrato etandlico das folhas do vegetal, foi
determinada usando-se 1,1-difenil-picrilhidrazila (DPPH). A sequéncia que o DPPH
€ reduzido por um antioxidante, desaparece a banda de absor¢cdo em 517 nm. As
medidas foram feitas adicionando a amostra uma mistura contendo 1mL de solugéo-
tampao acetato 100 mM, pH 5,5, 1 ml de etanol e 0,5 ml de DPPH 500mM. Logo apos,
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a absorbancia foi calculada em 517 nm, de acordo com a literatura estabelecida por
Bloiss (1998). A metodologia utilizada para atividade antioxidante foi realizada em
triplicata para cada concentragdo analisada. Os resultados foram posteriormente
analisados estatisticamente.

2.2 Prospeccao fitoquimica (segundo Matos, 1997)

2.2.1 Determinacéo de fendis e taninos

A qualificacao para fendis e taninos foi feita usando-se uma versao adaptada
do reativo de Lucas conforme descreve Shriner, Fuson e Curtin (1977). Neste, é
usado uma solucao alcéolica de cloreto de ferro (lll) a 10%. Formagéo do complexo
ferro-fenol (Ill) descreve a presenca de fendis; sua oxidagdo em banho-maria
a complexo polifendlico de ferro (II) escurecido e (lll), esverdeado, descrevem a
presenca de taninos hidrolisaveis e condensados. Para calculo, foi analisada a
absorbancia a partir do comprimento 765nm.

2.2.2 Determinag&o de flavonoides

Para a determinacgéo de flavonoides usou-se 2mL do extrato etanélico diluido
o qual foi acrescido de 1,0 cm de fita de magnésio com 2,0 ml de &cido cloridrico
concentrado. ApoOs a reagdo observou-se a mudanca de coloragéo.

2.2.3 Identificagcéo de alcaloides

O extrato etanolico foi concentrado e solubilizado em 3 mL de acido cloridrico
2%. Logo apds, foram divididos em duas por¢des iguais, nas quais foram gotejadas
aos poucos os reagente de Mayer e reagente de Dragendorff, respectivamente. Apos
agitacao foi avaliado o aparecimento ou a auséncia de precipitados que indicam a

presenca de alcalbides.

2.2.4 Saponinas

O extrato etandlico foi agitado por quatro minutos, apds ser aquecido
em banho-maria. A formacdo consistente e intermitente de espuma resulta na
identificacdo de saponosideos.

2.2.5 Teste para triterpenoides e esteroides e antocianinas

As fragoes foram submetidas a reagéo de Liebermann-Burchard, que consiste
na adi¢cdo de anidrido acético e &cido sulfurico concentrado para identificacdo de
triterpenoides e esteroides; e a fragdo aquosa acida foi alcalinizada até a faixa de
pH 9-11, apresentando coloragéo caracteristica para identificacdo de anticianinas.
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Os resultados obtidos nos testes realizados na triagem fitoquimica foram
estabelecidos conforme 0s seguintes parametros:

Fortemente positivo: (+++)

Moderadamente Positivo: (++)

Positivo: (+)

Negativo: (-)

2.3 Ensaio com agentes vetoriais

Foram preparadas solugcdes do extrato etandlico do vegetal com diferentes
concentragbes de crescimento 0.5x. Foram classificadas em amostras A, B e C.
As concentracdes de substrato foram niveladas em notagbes de 10™' a partir de
solugdes aquosas iniciais de 10 v/iv% com crescimento exponencial de disperso
por dispensante. As espécies vetoriais selecionadas foram Aedes aegypti (todos o0s
estagios), Haematobia irritans (estagio adulto), Diabrotica speciosa (estagio adulto)
e Triatoma infestans (estagio adulto). Propdem-se uma ambientacdo adequada
para incubar as espécies. Todo o procedimento foi realizado com participacagéo e
orientag@o da Agéncia de Combate as Epidemais e Secretaria de Saude da cidade
de Iracema-CE. O método para esta alternativa é a dissolugdo vaporizada dos
extratos sob estas superficies. As concentragdes usadas seguiram o método de
Rouquayrol (1993), e o critério usado para avaliar o éxito neste experimento foi o
exterminio de larvas e desenvolvimento das formas.

2.4 Analise de peciolo

No teste de peciolo folicular, careceu-se cortar uma folha da planta em partes
reduzidas e formato transversal e imersas em agua, em uma placa de Petri. Em
si, foram acrescentadas coloragdes bioativas para melhor andlise das estruturas
foliares e do perfil morfoanatémico da espécie, e observados em microscopio de
marca Nikon E200 com auxilio de laminulas. O corte do peciolo, auxiliado por uma
diagnose microscopica da folha, possibilita uma anéalise morfoanatémica da espécie,
como a identificagdo dos fatores intendentes pela independéncia de dgua na planta
para o processo de germinagdo, e por apresentar folhas em tons esverdeados
durante todo ano, mesmo em periodos de escassez de recursos hidricos;

2.5 Avaliacao de citotoxicidade

A avaliacdo citotoxica de uma substéncia pode ser definida como uma
caracterizacdo quali-quantitativa do potencial de consequéncias adversas a saude
causada pela exposicéo a tal substancia.

Para andlise da toxicidade do extrato, foram necessarias quatro amostras
da espécie Lactuva sativa. Testes de toxicidade utilizando-se plantas constituem

recurso pratico de baixo custo, de sensibilidade razoavel na indicagédo qualitativa
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da presenca de substancias toxicas ou inibidores bioldgicos como os pesticidas e
herbicidas (PELEGRINI et al, 2006). Ademais, necessitou-se de uma solu¢ao de
hidrocarboneto clorado em agua e carbamato em agua, nas proporc¢des de 10 v/v%.

Em cada superficie foliar, foram dispersos 20 mL das solu¢des sob este
estado durante 12hs; ao término do processo, para definir a toxicidade das amostras,
comparou-se os aspectos odoro-visuais das amostras, os efeitos provocados nas
folhas e a degradacado dos plastos; As solugbes de carbamato e hidrocarboneto
clorado constituem comparativos para analise deste procedimento (RACKE, 1992;
SANTOS et al, 2007).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato produzido a partir das folhas da Luetzelburgia auriculata apresentou
um rendimento de 3.43% em 4&lcool etilico, valores semelhantes ao rendimento
obtido por Vasconcelos (2012), considerado 2.70 % ideal para a extragéo etandlica
das folhas da espécie.

Na Tabela 1, evidenciam-se os componentes fitoquimicos identificados e a
atividade antioxidante do extrato etandlico das folhas da Luetzelburgia auriculata,
satisfatoriamente obtidos ao comparado com os resultados analisados por
Vasconcelos (2012).

TESTES REALIZADOS RESULTADO FUNDAMENTACAO segundo
VASCONCELOS (2012)
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ++ Foi detectada a presenca de terpenos,

esteroides e compostos fenélicos com
potencial atividade antioxidante, embora
pouco expressiva frente a controles

positivos.
DETERMINACAO DE FENOIS E + Apresentam importante atividade
TANINOS praguicida e microbiana
DETERMINA(}AO DE ++ Promovem a protecao antigena
FLAVONOIDES
ALCALOIDES + Levam a defesa externa
SAPONOSIDEOS +++ Promovem atividade antiparasitaria,
microbiana e citotoxica
TRITERPENOIDES E + Causam expansao da membrana
ESTEROIDES plasmatica

ANTOCIANINAS - -

TABELA 1: Resultados do perfil fitoquimico e da atividade antioxidante do extrato
etandlico das folhas da Luetzelburgia auriculata

Legendas: Fortemente positivo: (+++), Moderadamente Positivo: (++), Positivo: (+),
Negativo: (-)

Fonte: Autor préprio.
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A gradual atividade antioxidante apresentada pelos extratos etanoélicos da
espécie sao decorrentes da presenca de compostos fendlicos, taninos e saponinas.
De acordo com Azevedo e colaboradores (2014), existe uma forte relagdo entre
a triagem fitoquimica citada e o potencial antioxidante da espécie. Para Oliveira,
Espeschit e PelGzio (2006), os flavonoides sédo espécies de caracteristica acao
antioxidante, atribuida a seus radicais fendlicos que atuam como doadores de

prétons, inibindo a formagéo de radicais livres.

3.1 Ensaio biolégico

O comportamento das espécies transmissoras de doencas sob acdo do
extrato (Grafico 1) demonstrou uma satisfatéria apresentacdo. Os resultados e
analises foram todos computadorizados a partir da funcionalidade de dispositivo
técnico de vibragdo NORSONIC para determinacéo do metabolismo das espécies
vetoriais, sendo o0 Aedes aegypti a espécie qual apresentou melhor rendimento*.

Avaliacédo epidemioldgica da agao da Luetzeburgia
auriculata sobre vetores

50
40
30

Concentragédo 5-10% Concentragdo 10-20% Concentragéo 20-40% Cncentragao 40-60%

e H. Irritans D. Speciosa T. infestans A. Aegypti

Figura 2: Resultado do ensaio com vetores sob agéo dos extratos etandlicos das folhas
da Luetzeburgia auriculata.

*O tempo de analise eta contido no intervalo de 0-8 min de acordo com a literatura

Fonte: Autor préprio.

A presenca enriquecida de saponinas na folha da espécie a caracteriza
como potencialmente venenosa a determinadas espécies de artropodes, como
demonstrado na figura acima. Em estudo por Leite (2017), os insetos, por nédo
possuirem um sistema digestorio completo, assim ndo produzindo ptialina, ndo sao
capazes de quebrar moléculas muito volumosas como saponinas. Assim, o contato
com o biocontrolador leva-se ao controle vetorial. Costa e colaboradores (2013)
também relacionam a forte atividade antioxidante apresentada por uma espécie
vegetal na defesa do organismo contra pragas.
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3.2 Perfil histolégico

O corte de peciolo auxiliado a uma diagnose microscdpica possibilita a
identificagdo das estruturas da folha e da raiz da espécie. Coloragdes bioativas
foram usadas para uma adequada visualizagéo (figura 2).

Figura 2: Anélise do corte do peciolo da folha da Luetzelburgia auriculata, observado
em microscopia. A e B s&o cortes transversais.

Fonte: VASCONCELQOS (2012)

Foram, entdo, observados a existéncia de cuticula espessada e estdmatos
em depressao, fatores responsaveis pela independéncia da planta em agua. Por
este motivo, sobrevivem em periodos de escassez de recursos hidricos, germinando
(folhas esverdeadas) durante o ano inteiro e florescendo em cada 2 anos. Assim, séo
categorizadas como plantas perenifélias (ao invés de xerdfitas, espécies habituais
do Nordeste brasileiro).

3.3 Analise da citotoxicidade

Ao analisar e comparar as amostras p6de-se observar os danos provocados
nas superficies foliares por cada material. Os efeitos adversos séo apresentados
pelas de acordo com a tabela 2. Em virtude dos resultados evidenciados pelo

experimento.
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CONTROLADORES/ R R ~
ASPECTOS CLOROFILA ODOR APARENCIA | CONSISTENCIA | AVALIACAO
AVALIADOS

Extrato etanélico Perda Coloracéao . o
das folhas Parcial Adequado Enegrecida Mediana Toxico
Solucao de = )
. Perda L Coloragéo Parcialmente
Hidrocarboneto Parcial Fragil amarelada Desgastada toxico
clorado
Solucéao de Perda de Intenso e Coloragao o o
Carbamato Cloroplastos Mal enegrecida Putrificada Toxico

TABELA 2: Analise de toxicidade apresentados pelas solugbes em Lactuva sativa.

Fonte: Autor proprio

A perda de clorofila é consequéncia da morte dos cloroplastos no tecido
folicular. Nos cloroplatos, localizam-se a enzima ALS ativa, responsavel pela
pigmentacéo da folha. Segundo Roman e colaboradores (2005), o uso de praguicidas,
bem como controladores de espécies adversas como os extratos etanolicos das
folhas da L. auriculata séo capazes de se ligar a enzima, causando a inibicao e
reducdo da quantidade de aminoacidos de cadeia lateral. Além do mais, inibem a

divisdo celular da planta, causando sua morte.

41 CONCLUSAO

Desta forma, é possivel concluir a acdo metabdlica com uma analise de
prospecgédo fitoquimica das folhas da Luetzelburgia auriculata, justificando seu
carater praguicida a partir da determinacéo de fendis, flavonoides, esteroides e
terpenos, que configuram ademais, seu potencial antioxidante. Com as informagdes
obtidas, foi possivel a realizagdo de um perfil da espécie, caracterizando-a como
perenifdlia, ao invés de xerofita, potencialmente toxica, adaptavel a regides secas
ou Uumidas, além da determinacédo de fendis, flavonbides, cumarinas, saponinas,
radicais esteroidais livres e alcaloides como metabdlitos secundarios e o carater
antioxidante evidenciado no combate a vetores perigosos. Assim, a pesquisa foi
bastante funcional para consolidar e ampliar as informagdes sobre as propriedades
da espécie.
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