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RESUMO:

Cestrum intermedium € uma espécie de solanacea nativa do Brasil muito utilizada com
fins ornamentais pelas flores atraentes de odor agradavel, porém responsavel por
intoxicacdes de bovinos Este trabalho teve como objetivo avaliar os parametros fisico-
quimicos e perfil fitoquimico dos extratos das folhas e cascas desta espécie. A
determinacgao dos parametros fisico-quimicos foi baseada em metodologias descritas
na Farmacopeia Brasileira e a analise fitoquimica dos extratos brutos etandlicos e
aquosos de folhas e cascas aplicou reagbes classicas para caracterizagdo de
grupamentos quimicos. As amostras analisadas encontravam-se dentro dos
parametros fisico-quimicos estabelecidos pela farmacopeia e a analise fitoquimica
apontou a presenca de alcaloides, flavonoides, saponinas, cumarinas, esteroides e
triterpenos. As classes metabolicas e parametros fisico-quimicos foram estabelecidos
pela primeira vez, agregando dados inéditos ao compilado sobre espécie.
Palavras-chave: Coerana. Solanaceae. Alcaloides. Saponinas.

ABSTRACT:

Cestrum intermedium is a solanaceous species native of Brazil widely used for
ornamental purposes for presenting pleasant odor releasing attractive flowers, but also
responsible for cattle poisoning. This study aimed to evaluate the physical-chemical
parameters and phytochemical profile of this species leaves' and barks' extracts. The
determination of physical-chemical parameters was based on methodologies described
in the Brazilian Pharmacopoeia and phytochemical analysis applied classical reactions
for characterizing chemical groups in crude ethanolic and aqueous leaves' and barks'
extracts. The samples analyzed fit standards set by pharmacopoeia and phytochemical
analysis showed presence of alkaloids, flavonoids, saponins, coumarins, steroids and
triterpenes. Metabolic classes and physical-chemical parameters were established for
the firsttime, contributing with this species' data.

Key Words: Coerana. Solanaceae. Alkaloids. Saponins.
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1.INTRODUCAO

Embora seja considerado o segundo maior género da familia Solanaceae, ndo
ha extensa investigacao das espécies brasileiras de Cestrum, ocasionando que a
identidade de muitas delas permaneca duvidosa (SOARES et al., 2007). Pertencente a
tribo Cestreae G.Don e a subfamilia Cestroidae Schitdl, o género Cestrum (do grego:
'kestron', de 'kestros' = dardo) tem suas espécies difundidas nas zonas tropicais e
subtropicais das Américas, abrigando cerca de 250 espécies. O Brasil € um dos
maiores centros de diversidade de espécies, estimando que detenha em torno de 50
das aproximadas 200 espécies presentes na América. (KISSMANN; GROTH, 2000;
SOARES, 2006; SOARES et al., 2007).

Tipicamente americano, conta com espécies de valor ornamental (C. diurnum
L., C. nocturnum L., entre outras), empregadas na medicina popular (C. laevigatum
Schltdl. como emoliente (RODRIGUES; GUEDES, 2006), C. parqui e C. calycinum
para diarreias e C. pseudoquina e C. amictum como febrifugas (MENTZ et al., 1997))
ou causadores de intoxicagdes e até morte em animais (C. intermedium Sendtn., C.
laevigatum Schitdl) (KISSMANN; GROTH, 2000; SOARES, 2006; SOARES et al.,
2007). Ainda assim, ndo ha levantamento aprofundado das espécies brasileiras,
ocasionando que a identidade e propriedades de muitas delas ndo estejam descritas
(KISSMANN; GROTH, 2000; SOARES, 2006; SOARES et al., 2007).

Cestrum intermedium Sendtn € uma espécie que ocorre tanto a beira de matas
quanto em locais antropizados. Ha indicios de a floragao ocorrer de margo a maio,
assim como em dezembro e a frutificagao em abril, maio, junho, agosto, dezembro e
janeiro. A espécie de porte arbustivo a arboreo (até cinco metros de altura),
popularmente chamada de 'mata-boi', 'coerana’, 'peloteira ou piloteira preta' e 'erva-de-
tinta' de acordo com Kissmann e Groth (2000), tem o nome de C. intermedium por ser
considerada uma forma intermediaria entre C. parqui e C. cuspidatum e como sindnimo
C. megalophyllum Witasek (THE PLANT LIST, 2015). Vignoli-Silva (2009) discute o fato
da etimologia do epiteto infermedium estar baseado na alus&o ao espago ocupado
entre as espécies C. parqui e C. cuspidatum, porém considera C. cuspidatum um
sindnimo de C. intermedium. Ocorre no territorio brasileiro no Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Bahia (STEHMANN et al.,
2014).

E uma das espécies do género Cestrum responsaveis por intoxicagbes em
rebanhos bovinos, levando a consequentes danos a economia (SOARES et al., 2007).
Um quadro clinico semelhante ao causado por substancias hepatotoxicas agudas é
ocasionado pela ingestdo de folhas de Cestrum intermedium, sendo considerada
hepatotoxica experimentalmente (leva a insuficiéncia hepatica aguda) em doses uUnicas
de 25 g/kg. (BANDARRA et al., 2009; FURLAN et al., 2008; WOUTERS et al., 2013).
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No extremo oeste e noroeste de Santa Catarina, assim como no Sudoeste do
Parana, € considerada a planta toxica de maior importancia. Apresenta morbidade
variavel ao gado que a consumiu, mas ocorre em até 70% dos casos. Os compostos
responsaveis ainda ndo sao conhecidos (RIET-CORREA, MENDEZ e SCHILD, 1993);
(KISSMANN; GROTH, 2000).

Considerando a inexisténcia de estudos desta espécie este estudo teve como
objetivo realizar determinag&o dos parametros fisico quimicos farmacopeicos além da
avaliacao fitoquimica preliminar dos extratos obtidos das folhas e cascas de Cestrum
intermedium Sendtn.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIALBOTANICO

Foram utilizados ramos de Cestrum intermedium coletados em Curitiba-PR
(25°26'46.3"S 49°20'50.5"W), com depésito de exsicata no museu botanico municipal
de Curitiba sob registro MBM384025. As folhas e cascas foram processadas
separadamente, resultando em dois objetos de estudo. As folhas e cascas foram secas
em estufa (60° C) ao longo de 12 horas, a fim de estabilizar processos enzimaticos e de
degradacéo, garantindo integridade dos materiais vegetais, de acordo com o método
descrito na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). Os materiais vegetais foram
triturados em moinho de martelos e facas em porgées menores de 3 mm, facilitando o
manuseio e otimizando a percolagéo de solventes para a extragéo de componentes.

2.2 ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS
2.2.1 Determinacao da Perda por Dessecacéo

Utilizando material seco, triturado e estabilizado, foi pesado 1 g de folhas e
cascas, levando a estufa de circulagao forgada de ar a 100-105°C, por cinco horas
(BRASIL, 2010). O teor de umidade foi determinado a partir da diferenca (em massa)
entre a umidade do material estabilizado e a umidade do material seco em estufa em
relacdo ao material estabilizado, caracterizando a perda por dessecacao (em U%,
porcentagem de umidade), como demonstrado na Equagéo 1:

Equacao 1:

B (Massa Cadinho Material Estabilizado - Massa Cadinho Material Seco em Estufal=100
B Massa Cadinho Matenal Estabilizado - Massa Cadinho
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2.2.2 Determinagéo do Teor de Cinzas Totais

Utilizando o mesmo material avaliado na Determinacao do Teor de Umidade
em sequéncia foi realizada a Determinagéo do Teor de Cinzas Totais de acordo com a
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). O material da etapa final da Determinagéo do
Teor de Umidade foi inserido em mufla, com aumento de temperatura gradativo até
600+25° C, até que todo o material fosse incinerado, tornando-se cinzas. O Teor de
Cinzas Totais foi calculado em relagdo material estabilizado, de acordo com a Equacéao
2:

(Massa Cadinho Cinzas — Massa Cadinho) = 100
Massa Cadinho Material Estabilizado — Massa Cadinho

Equagdo2:  Cinzas% =

2.2.3 Determinagé&o da Densidade Aparente

Adeterminagao da densidade aparente do material foi realizada de acordo com
a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). A partir do material seco, estabilizado e
triturado foi determinada a densidade aparente das folhas e cascas em sextuplicata,
verificando o volume que o material compactado de massa conhecida ocupa em
proveta de plastico apds um numero padronizado de batidas.

2.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES
2.3.1 Obtencéao dos Extratos Brutos

Os extratos brutos etandlicos das folhas e cascas secas e estabilizadas foram
obtidos em aparelho de Soxhlet com etanol 95° GL ao longo de oito horas. Os extratos
foram filtrados em funil de Buchner acoplado a Kitassato. Os extratos brutos aquosos
de folhas e cascas secas e estabilizadas foram obtidos em agua destilada a 20% (p/v)
em banho-maria (70° C) ao longo de uma hora. Os residuos vegetais foram filtrados e
lavados com agua quente destilada, até completar para 100% o volume dos extratos.

2.3.2 Determinacgao do Teor de Sélidos Totais
Utilizando placas de Petri de massa conhecida, foi determinado o Teor de

Sélidos de aliquotas de extratos brutos etandlicos, assim como dos extratos brutos
aquosos, em triplicata. As aliquotas de 10 mL foram levadas a secura total em estufa a
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60° C e o Teor de Sélidos Totais (g/mL) foi determinado pela verificacdo da massa dos
extratos secos nas placas de Petri, apds resfriamento em dessecador, de acordo com a
Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2010).

2.3.3 Rendimento dos Extratos Hidroalcodlicos

Pode-se calcular o teor de sélidos totais passivel de ser extraido das partes
utilizadas, uma vez que séo conhecidos o volume de extrato obtido e a quantidade de
material utilizada. Ou seja, determina-se a porcentagem de massa extraida das partes
da planta, o rendimento da extrag&o. A partir da Determinagao do Teor de Sélidos Totais
foi possivel verificar o rendimento dos extratos brutos, uma vez que o volume de
extratos obtidos é conhecido, assim como a quantidade (g) de material botanico seco
utilizado em sua obtengdo. Correlacionando volumes dos extratos e massas dos
extratos secos, o resultado é expresso em g/mL e, a partir da quantidade de material
seco e estabilizado utilizado para obtencéo do extrato, pode-se obter o resultado em
porcentagem (rendimento) para os extratos brutos, como mostra a Equacéo 3.

Teor de Salidos Totais x 100
Material S5eco e Estahilizado

Equacao 3: Rendimento(34) =

2.4 ENSAIO SISTEMATICO FITOQUIMICO

A analise fitoquimica preliminar das folhas e cascas de Cestrum intermedium,
para obtencéao de informacgdes qualitativas acerca dos principais grupos de metabdlitos
presentes na amostra, foi realizada de acordo com metodologia desenvolvida por
Moreira (1979) e adaptada por Miguel (2003). Foram utilizadas reagbes de
caracterizagao de grupamentos quimicos pela observagao de coloragao ou formagéo
de precipitados caracteristicos. Nos extratos etandlicos, foram utilizadas reagdes para
verificacdo da presenca de alcaloides (reativos de Mayer, Bertrand, Dragendorff e
Bouchardat), flavonoides (reacdo de Shinoda), cumarinas (extracdo com éter e
verificagdo em luz ultravioleta), heterosideos antraquindnicos (reagéo de Borntraeger)
e esteroides/triterpenos (reacéo de Liebermann-Burchard). Nos extratos aquosos
foram verificadas a presenca de heterosideos antocianicos (cores diferentes pela
variacédo do pH), saponinicos (indice de espuma), cianogénicos (reagdo de acido
sulfurico e papel picro-sédico) e taninos (reagdo com cloreto férrico e reagcdo com
formol-cloridrico).
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3RESULTADOS EDISCUSSAO

3.1 ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

3.1.1 Determinacéo dos teores de umidade, cinzas e densidade aparente das folhas e
cascas de Cestrum intermedium

A partir das metodologias farmacopeicas descritas, foram obtidos os
resultados de Teor de Umidade (%), Teor de Cinzas Totais (%) e Densidade Aparente
(g/mL) para as folhas e cascas secas, que estdo apresentados na Tabela 1.

TABELA1: TEORDE UMIDADE, CINZAS E DENSIDADE APARENTE DE FOLHASE
CASCASDE C. intermedium

Amostra U% Cinzas% Densidade Aparente (g/mL)
Folhas 8,76x0,07 11,82+0,13 0,25+0,01
Cascas 3,30+0,13 6,40+0,20 0,27+0,02

Os resultados obtidos encontram-se dentro de faixas de valores definidas
como adequadas pela farmacopeia Brasileira que pode variar de 8 a 14%,. De acordo
com Farias (2010) esta faixa de umidade garante a inibicdo de enzimas que podem
acarretar a degradacéao de constituintes quimicos, principalmente por hidrélise além do
desenvolvimento microbiano. A determinagao do teor de cinzas quantifica substancias
inorganicas ndo-volateis (minerais) e pode ser aplicada, assim como o teor de umidade
e densidade aparente, como parametro de controle de qualidade, evidenciando
falsificagcbes ou adulteracdes (FARIAS, 2010). Acombinacao destes parametros fisico-
quimicos é exclusiva de cada espécie, sendo considerada como identidade da planta.
Neste trabalho, os parametros fisico-quimicos de C. intermedium foram determinados
pela primeira vez.

3.1.2 DETERMINACAO DO TEOR DE SOLIDOS DOS EXTRATOS DAS FOLHAS E
CASCAS DE Cestrum intermedium

Os resultados para a determinagéo do Teor de Solidos Totais (g/mL) para os
extratos brutos etandlicos e aquosos das folhas e cascas estao ilustrados na Tabela 2.
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TABELA 2: TEOR DE SOLIDOS DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E AQUOSO DE
C. intermedium

Teor de Soélidos (g/mL)

Amostra

Ext. Bruto Etandlico Ext. Bruto Aquoso
Folhas 0,0080+0,06 0,0209+0,05
Cascas 0,0499+0,13 0,0133+0,11

Assim como os teores de umidade, cinzas e densidade aparente, o teor de
sélidos de extratos das folhas e cascas pode ser aplicado como parametro de controle
de qualidade dos extratos. Nao ha padrao estabelecido para valores aceitaveis de teor
de sélidos de extratos de Cestrum intermedium, pois também & uma determinacéo

inédita para a espécie.

3.1.3RENDIMENTOS DOS EXTRATOS BRUTOS

Para obter 95,31 g de extrato bruto etandlico seco de folhas foram necessarios
652,58 g de folhas secas e estabilizadas. Considerando que o material seco e
estabilizado seja 100%, temos que o teor de solidos extraiveis estd em torno de
14,86%. A partir dos 754,54 g de cascas secas e estabilizadas foi possivel obter
87,7536 g de extrato bruto etandlico seco de cascas, portanto, cerca de 10,97% de teor
de sélidos extraiveis. Para obteng¢ao dos extratos brutos aquosos utilizou-se proporgéo
de 20% (p/v) de material botanico para agua destilada, verificando o teor de solidos

extraiveis para as folhas em cerca de 10,45% e para as cascas de 6,67 %.

3.2 ENSAIO SISTEMATICO FITOQUIMICO

Os resultados obtidos no ensaio sistematico fitoquimico sao apresentados nas
Tabelas 3e 4.
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TABELA 3: ANALISE SISTEMATICA FITOQUIMICA DO EXTRATO ETANOLICO
DAS FOLHAS E CASCAS DE C. intermedium

ANALISES FOLHAS CASCAS
Meyer + +
Dragendorff + +
Alcaloides
Bouchardat + +
Bertrand + +

Leucoantocianidinas - -

Heterosideos flavbnicos + +
Flavonoides

Flavonois + +

Dihidroflavonois - -
Cumarinas - - +

Heterosideos - - -
antraquindnicos

R.de Liberman - Bouchard
Esteroides/Triterpenos
R. de Keller - Kelliani + +

Na analise dos extratos etandlico das folhas e cascas foi possivel observar a
presenca de alcaloides através da formacao de precipitado branco ao utilizar os
reagentes de Meyer e de Bertrand, precipitado alaranjado com o reagente de
Dragendorff e marrom com o reagente de Bouchardat. Resultados positivos foram
demonstrados também através da coloracdo vermelha para a pesquisa de
heterosideos flavonicos para o extrato obtido das folhas e das cascas e aparecimento
de coloragdo amarela fluorescente sob luz ultravioleta, sugerindo a presenca de
flavondis, assim como o desenvolvimento de coloragao na zona de contato entre duas

fases indicando a presenca de esteroides e triterpenos.
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TABELA 4: ANALISE SISTEMATICA FITOQUIMICA DO EXTRATO AQUOSO DAS
FOLHAS E CASCAS DE C. intermedium

ANALISES FOLHAS | CASCAS
pH 4 - -
Heterosideos pH7 - -
Antocianicos pH 10 - -

Antocianidina - -

Heterosideos saponinicos + +

Heterosideos cianogénicos - -

Cloreto férrico - -
Sulfato amoniacal - -
Cloridrato de emetina - -
Taninos Acido acético e acetato de chumbo - -
Dicromato de potassio - -
Hidrolisaveis - -

Condensados - -

Na analise dos extratos aquosos das folhas e cascas (Tabela 4) foram
observadas a presenca de saponinas pelo desenvolvimento de espuma persistente,
maior ou igual a um centimetro.

A presenca de alcaloides e saponinas podem provocar toxicidade a
determinados organismos, havendo possibilidade de serem os grupos de substancias
responsaveis pela hepatotoxicidade observada em bovinos que ingerem as folhas de
C. intermedium.

Os metabodlitos detectados em Cestrum intermedium estao de acordo com os
metabdlitos secundarios mais comuns no género, que € conhecido por apresentar
saponinas (gitogenina e digitogenina), significativa quantidade de alcaloides como
nicotina, nornicotina e atropina, flavonois e terpenoides (GALLO, 1979 apud AFONSO;
SANTOS, 1995; HARAGUCHI, 2003; CUARTAS; CASTANO, 2008; ROSSETTI;
CORSI, 2009; YIN et al., 2012; KHATUN et al., 2014), sendo estas classes metabdlicas
também constatadas em Cestrum intermedium, consideradas marcadores
quimiotaxondmicos do género e familia, respectivamente.
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4.CONCLUSAO

Em Cestrum intermedium as classes metabdlicas e parametros fisico-quimicos
foram estabelecidos pela primeira vez, agregando dados inéditos ao compilado sobre
espécie. Foi delineado um perfil fisico-quimico da espécie vegetal que pode vir a ser
utilizado como parametro para controle de qualidade em futuras analises que estao de
acordo com parametros estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira. O ensaio
sistematico fitoquimico evidenciou os grupos metabdlicos presentes na espécie, tais
como alcaloides, flavonoides, cumarinas, esteroides, triterpenos e saponinas. Os
alcaloides e saponinas podem ser responsaveis pelos quadros de intoxicagao
observados em bovinos que ingerem a planta. Desta forma, € necessaria uma
investigagédo aprofundada a fim de definir a participagdo efetiva destas classes
metabdlicas no quadro tdxico.
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