UNILEAO
CENTRO UNIVERSITARIO DR. LEAO SAMPAIO
CURSO DE GRADUACAO EM BIOMEDICINA

ORLANDO DE MENEZES DANTAS JUNIOR

PERFIL FITOQUiMICO E AVALIACAO DA TOXICIDADE DO EXTRATO
METANOLICO OBTIDO DAS FOLHAS DE Azadirachta indica A. (Nim)

Juazeiro do Norte - Ceara
2018



ORLANDO DE MENEZES DANTAS JUNIOR

PERFIL FITOQUIMICO E AVALIACAO DA TOXICIDADE DO EXTRATO
METANOLICO OBTIDO DAS FOLHAS DE Azadirachta indica A.

Artigo Cientifico apresentado a Coordenagdo do
Curso de Graduacdo em Biomedicina do Centro
Universitario Dr. Ledo Sampaio, como requisito
parcial para a obtencdo do grau de bacharel em
Biomedicina.

Orientador: Profé. Esp. Livia Maria Garcia Leandro

Juazeiro do Norte - Ceara
2018



ORLANDO DE MENEZES DANTAS JUNIOR

CARACTERIZACAO QUIMICA E POTENCIAL BIOLOGICO DO EXTRATO
METANOLICO OBTIDO DAS FOLHAS DE Azadirachta indica A.

Artigo Cientifico apresentado a Coordenacdo do
Curso de Graduacdo em Biomedicina do Centro
Universitario Dr. Ledo Sampaio, como requisito
parcial para a obtencdo do grau de bacharel em
Biomedicina.

Orientador: Profé, Esp. Livia Maria Garcia Leandro

DATA DA APROVACAO: /| |/

BANCA EXAMINADORA

Profa. Esp. Livia Maria Garcia Leandro
ORIENTADOR

Profa. Dra. Vanessa de Carvalho Nilo Bitu
EXAMINADORA 1

Prof. Esp. Cicero Roberto Nascimento Saraiva
EXAMINADOR 2



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por ter me permitido chegar até aqui, e ter me
dado forcas e paciéncia durante toda essa jornada.

Aos meus pais por todo esforco e trabalho dedicados a essa conquista, por todo
amor, carinho e por todas as horas em claro me esperando retornar.

A toda minha familia que mesmo distante sempre me incentivou nessa jornada e
gue sempre esteve a disposicdo a me ajudar, em especial minha prima Andressa
Evaristo pelas palavras de carinho e incentivos direcionadas a mim.

Aos meus amigos, Dario Ravelli, Yara Silva, Patricia Raquel, Alan Frazédo e
Rafael Gomes, pelas risadas e noites de diversao tornando essa jornada um pouco
menos ardua.

Aos meus sobrinhos Pedro, Arthur, Alexandre, Yan e Nicolas que mesmo sem
consciéncia disso sempre me ajudam em dias dificeis, me mostrando o quanto
tenho que me esforcar para ser exemplo para eles.

A todos meus professores que me ensinaram ao decorrer do curso como ser
profissional e ético, transmitindo sempre da melhor forma seus conhecimentos,
em especial, José Junior, Karollyna Silva, Livia Leandro, Rakel Olinda, e
Roberto Nascimento por toda confianga depositada em mim.

Ao meu professor e exemplo de profissional Edinardo Fagner Ferreira Matias,
por me ajudar no desenvolvimento desse trabalho e por me acolher sempre que
necessito de ajuda.

A coordenadora do curso de Biomedicina Ana Ruth Grangeiro, por todo apoio
dedicado a minha pessoa.

A minha orientadora Livia Leandro, pela dedicagdo e paciéncia durante esse més
e por sempre me incentivar e aceitar de bom grado me orientar durante esses
meses. ps.: tomara que ndo tenha se arrependido.

A tia Bruna, por toda paciéncia durante esses anos por sempre ajudar com
minhas duvidas, sua ética e seu profissionalismo sempre serdo meu guia.

Ao Tio Jomar por mesmo sem mal me conhecer me apoiou de forma

inacreditavel e sempre esteve disposto a me ajudar.



PERFIL FITOQUIMICO E AVALIACAO DA TOXICIDADE DO EXTRATO
METANOLICO OBTIDO DAS FOLHAS DE Azadirachta indica A.
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi de avaliar os componentes contidos no extrato metanolico das
folhas obtidas de Azadirachta indica A. Juss e avaliar o seu potencial anti-hemolitico e
hemolitico em eritrécitos humanos. Com a realizacdo da prospeccao fitoquimica foi possivel
observar a presenca de metabolitos secundarios como: taninos condensados, flavondis,
flavononas e xantonas no extrato metandlico das folhas obtidas de Azadirachta indica A. Juss.
Com relacdo ao estudo relacionado a toxicidades em Artémias salinas ja na concentragdo de
5ug/mL identificados a DLso. No estudo da atividade anti-hemolitica foi observado que o
extrato metandlico das folhas obtidas de Azadirachta indica A. Juss ndo possui potencial anti-
hemolitico, quando observamos nas concentraces 10ug/mL lise das hemacias e na
concentracdo de 100ug/mL lise das hemacias e oxidacdo da hemoglobina. Contudo ao
observar os testes para acdo hemolitica encontramos lise das hemacias desde a concentragédo
de 50ug/mL aumentando gradativamente ao aumento das concentracdes. Concluimos que o
extrato obtido das folhas de Azadirachta indica A. Juss possui potencial téxico agudo
demostrado pelos testes de toxicidade, atividade hemolitica e anti-hemolitica levando um
alerta a populacdo quanto a seguranca do seu uso, contudo havendo a necessidade de mais
testes para total elucidacdo de seu potencial toxico.

Palavras-chave: Anti-hemolitico. Azadirachta indica. Hemolitico. Toxicidade.

PHYCHOCHEMICAL PROFILE AND EVALUATION OF THE TOXICITY OF THE
METHANOL EXTRACT OBTAINED FROM THE LEAVES OF Azadirachta indica A.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the non-methanolic extract components of
Azadirachta indica A. leaf and to evaluate its anti-hemolytic and hemolytic potential in human
erythrocytes. The virginia phytochemical prospecting was possible to observe the presence of
metabolites such as: condensed tannins, flavonones, flavonones and xanthones in the
methanolic extract of the leaves as being Azadirachta indica A.. With the same study related
to toxicities in saline solutions already at the concentration of 5ug / mL identified an LDso. In
the anti-hemolytic millimetry it was observed that Azadirachta indica mixed-leaf methanolic
extract is not hemolytic, where the concentration of hemoglobin and 10 ug/mL of the
erythrocyte and the concentration of 100 pg/mL are observed. oxidation of hemoglobin.
Testing for hemoglobin can be performed after an increase of 50ug/mL. Concluded that
Azadirachta indica leaf extract can be used to test toxicity, hemolytic activity and anti-
hemolytic activity with a safety alert for its use elucidation of its toxic potential.

Keywords: Anti-hemolytic. Azadirachta indica. Hemolytic. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Azadirachta indica A. Juss, conhecida popularmente como Nim indiano, vem sendo
utilizada a tempos no Oriente como planta medicinal no tratamento de inflamacdes, infeccGes
virais, hipertenso e febre (MOSSINI & KEMMELMEIER, 2005). E uma planta de altura
relevante, age como repelente e € utilizada para construgdes, como combustivel, lubrificante,
fertilizante e, atualmente, como praguicida (LOCKE, 1995; SCHMUTTERER, 1990).

Ainda ndo foram registrados casos de toxicidade para humanos onde as populacdes
de alguns paises consomem seus frutos maduros como Africa e Caribe. Porém para a
utilizacdo dos extratos obtidos com seguranca é imprescindivel realizar testes que possam
verificar seu possivel potencial toxico (MARTINEZ, 2002).

A avaliacdo in vitro da atividade hemolitica e anti-hemolitica, no qual a integridade da
célula depende da concentracdo do meio em que estd inserida, que influi sobre a osmose
(SHIMODA et al., 2007). Em razédo da variacdo osmotica a célula eritrocitaria pode sofrer lise
estando diretamente relacionado a fatores intrinsecos como valores ligados a razdo
area/volume assim como sua forma e tamanho celular também como a fatores extrinsecos
sendo que eles séo inerentes a membrana (MAEDE, 1980).

Por possuirem uma fragilidade de membrana, os eritrocitos sdo as principais células
utilizadas nos estudos, em que a diferenca das osmoralidade, pode haver distensao e lise dos
eritrocitos em meio hipoténico, devido ao ganho excessivo de agua, bem como em meio
hipertdnico as células murcham, devido a perca de agua para o0 meio (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2006). Os resultados de perturbacbes estruturais das células podem ser
avaliados pela curva de fragilidade osmdtica - FOE, que é obtida através das mudancas de
forma das células e da hemdlise (RODRIGUES et al., 2009).

J& o bioensaio com Artemia Salina é capaz de indicar acbes bioldgicas como
toxicidade, acdo moluscida, antifingica, cancerigena e inseticida (ROSA et al., 2016). Os
testes de toxicidade mediados por Artemia Salina séo usados para avaliar a toxicidade de
produtos naturais, sendo um método rapido, acessivel e seguro.

Usando esse método pode-se encontrar a concentragdo letal (CL50%) dos elementos
presentes em extratos por meio de um simples bioensaio para pesquisar e preliminar a
atividade de produtos naturais em meio salino (MEYER, 1982) sendo testes realizados afim
de buscar substancias toxicas, com isso, avaliar e prever possiveis efeitos em sistemas
bioldgicos (BARBOSA et al.; 2003).



O uso de plantas em preparacOes caseiras podem causar reagdes adversas, podendo
essas reacOes derivarem dos compostos da planta utilizado ou pela presenca de possiveis
contaminantes ou aditivos contidos em compostos oferecidos no comercio (TUROLLO e
NASCIMENTO, 2006) contudo a utilizacdo desses produtos deveria passar por testes de
seguranca e eficacia (TALALAY e TALALAY, 2001).

O uso de produtos naturais no tratamento das patologias € ainda muito utilizado pois
as pessoas baseiam tal uso no conhecimento empirico. Além de averiguar uma possivel
atividade especifica das folhas de Azadirachta indica A, analisar quanto a seguranca do seu
uso, que é um parametro importante para atestar a viabilidade da introducdo de produtos
derivados na sociedade.

Entretanto o objetivo do trabalho foi avaliar os potenciais bioldgicos e quimicos do
extrato metanolico Azadirachta indica A. Juss para elucidar seu potencial hemolitico e anti-

hemolitico, citotdxicos e toxico, avaliando a seguranca do uso do produto pela populagéo.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 TIPO DE ESTUDO
O trabalho trata-se de um estudo experimental, de carater qualitativo e quantitativo,

onde os resultados foram submetidos a andlise estatistica com testes de significancia.

2.2 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de Azadirachta indica A. foram coletadas no Sitio Bulandeira municipio de
Barbalha, Ceard, Brasil, cidade de clima tropical, durante 0 més de dezembro de 2017, por
volta das 7h30min. Para identificacdio do material botanico foi feito uma exsicata e
depositada e depositada no Herbario Dardamo de Andrade Lima para sua respectiva

identificacdo e confirmag&o das espécies.

2.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS

As folhas de Azadirachta indica A foram submergidas em metanol durante 72 horas,
onde foi realizado a pesagem antes e depois da extracdo, com rendimento bruto de 26,6%. A
extracdo foi realizada no Laboratorio de Pesquisa com Produtos Naturais na Universidade
Regional do Cariri - URCA. A preparacdo e obtencdo dos extratos e fragdes foram realizadas



seguindo o método de extracdo a frio com solventes de diferentes polaridades (BRASILEIRO
et al., 2006).

2.4 PROSPECCAO FITOQUIMICA

A avaliacdo e identificacdo das classes de metabdlitos secundarios presentes no
Extrato Metandlico de Azadirachta indica A. foram realizadas através da prospeccédo
fitoquimica no laboratério de bioquimica do Centro Universitario Dr. Ledo Sampaio
UNILEAO, onde 300mg do extrato foi pesado e diluido em 30mL de etanol a 70% e
distribuido em 5 tubos onde em um dos tubos serd adicionado cloreto férrico (FsCls)
observando a variacdo de cor, outros dois tubos sera modificando o ph do extrato diluido com
(NaOH) e (HCI) e observado variac6es de cor e formacdo de precipitado (MATQOS, 1997).

2.5 ERITROCITOS HUMANOS

Os eritrocitos foram cedidos pelo Laboratério Escola de Biomedicina do Centro
Universitario Dr. Lefo Sampaio e os documentos para a aprovacdo do comité de Etica e
Pesquisa foram submetidos ao Sistema Nacional de Etica em Pesquisa (SISNEP) para o
registro de pesquisas envolvendo seres humanos. A manipulacéo e o descarte dos eritrocitos
foram realizados de acordo com as Normas de Seguranca do Centro Universitario Dr. Ledo

Sampaio onde foram processadas as amostras.

2.6 ATIVIDADE HEMOLITICA

Os eritrocitos foram centrifugados a 2500 rpm por 5’e ressuspensos em NaCl 0,9%.
Este procedimento foi repetido 3 vezes. Vérias concentracdes do Extrato metandlico das
folhas obtida de Azadirachta indica A (1 pg, 10 pg, 50 pg, 500 pg, 100 pg e 1000 pg) foram
adicionadas a 4mL de uma suspensdo de eritrocitos 0,5% (v/v) em NaCl 0,9%. Estas foram
incubadas a 25 + 2 °C por 1 h e centrifugadas a 2500 rpm por 5’novamente. O sobrenadante
foi avaliado por espectrofotometria (540 nm) para constatar a hemolise. A hemdlise total foi
obtida com Triton X-100 e a porcentagem de hemolise foi calculada em relagédo a esse valor
(BARROS et al., 2016). Este experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram

expressos como porcentagem da média aritmética simples.



2.7 ATIVIDADE ANTI-HEMOLITICA

Os eritrocitos foram centrifugados a 2500 rpm por 5’ ¢ ressuspensos em NaCl 0,9%.
Esse procedimento foi repetido 3 vezes. Em seguida, foram adicionados 100 pg/mL e 10
ug/mL do extrato metanolico a 4 mL de uma suspensdo de eritrocitos 0,5% (v/v) em NaCl
0,9%. Estas foram incubadas a 25 + 2 °C por 1 h e centrifugadas novamente. Foi desprezado o
sobrenadante e ressuspendido os eritrocitos em 2 ml de NaCl nas seguintes concentracdes:
0,12%; 0,24%;0,36%; 0,48%; 0,60%; 0,72%; 0,84% e 0,96%. Estas foram incubadas a 25 + 2
°C por 1 h e centrifugadas novamente. O sobrenadante foi submetido a espectrofotometria
(540 nm) para caracterizar a atividade anti-hemolitica (BARROS et al., 2016). As atividades
hemolitica e anti-hemolitica foram realizadas em triplicatas e os resultados serdo expressos

como media aritmética simples.

2.8 TOXICIDADE a Artemias salina

2.8.1 Preparo da solucdo teste

O ensaio de toxicidade sobre Artemia salina foi realizado através da adaptacdo da
metodologia de Meyer et al. (1982), preparando-se uma solu¢cdo com sal marinho na
concentracdo de 30 g L-1. O pH foi ajustado entre 8,0 e 9,0, por meio de solucdo 0,1 mol L-1
de NaOH. Esta solucdo foi para eclosdo dos ovos de Artemia salina e no preparo das demais
diluicdes. Os ovos foram colocados para eclodir na solugéo salina por 48 horas, com aeracao

constante a 25 °C.

2.8.2 Preparo dos testes

Cerca de 10 larvas de Artemia salina foram transferidas para tubos contendo a solucao
salina e amostras a serem testadas, nas seguintes concentracdes do extrato metanolico: 1, 5,
10, 25, 100, 250, 500, 1000 ug/mLe extrato bruto das folhas de Azadirachta indica A. O
ensaio foi realizado em triplicata de amostras, sendo a contagem dos animais mortos e vivos
realizada apés 24 horas.

Aos dados de porcentagem de larvas de Artemia salina mortas, em relacdo ao aumento
da concentragdo do extrato obtido de folhas de Azadirachta indica A, foi ajustado a uma

equacdo linear simples, a qual foi utilizada para estimar a concentracdo de extrato responsavel



por matar 50% das Artemias valor representativo da DLso. O teste foi acompanhado de um

controle negativo, somente com agua salina.

2.8.3 Analise estatistica.
Foi utilizado o método gréafico de analise para obtencdo da DLso (dose letal do extrato
para 50% da populacdo) e tabulado os dados com ajuda do programa Microsoft Office Excel,

versao 2016.

2.9 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi submetido & aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa Sistema
Nacional de Etica em Pesquisa (SISNEP), através da Plataforma Brasil, e tera total obediéncia
a Resolucdo n° 466/12 do Conselho Nacional de Sadde (CNS).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos testes fitoquimicos foi observado a presenca dos seguintes constituintes conforme
a (Tabela 1) demostrando presenca de taninos condensados, Flavondis, Flavonas e Xantonas.
Tabela 1: Constituintes presentes no Extrato Metandlico das folhas obtidas da

Azadirachta indica A.

Extratos Constituintes
C1 C2 C3 C4 C5
EMAIA + + + + -

EMAIA — Extrato Metanolico de Azadirachta indica A.; C1: Taninos Condensados; C2:
Flavondis; C3: Flavononas; C4: Xantonas; C5: Catequinas (taninos catequinos); +: Presente; -
: Ausente. Fonte: Prdpria

Kumar et al. (2006) em sua pesquisa encontrou no extrato etanolico da Azadirachta
indica A. Taninos e Flavonois corroborando com os encontrados nesse trabalho. Vale ressaltar
que os compostos quimicos do vegetal podem variar conforme a data da coleta, o solo que foi
cultivado e a variacdo climatica do local (SIMOES, PETROVICK, 2003).
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Segundo Meyer et al. (1982) a dose letal média e a toxicidade, DLso, apresentados por
extratos de plantas moduladas por Artémias salinas, os valores séo considerados atdxicos dos
produtos quando maior que 1000 ug/mL, considera-se entdo que o extrato metandlico de
Azadirachta indica A. é toxico ja que apresenta dose letal de 5ug/mL (Grafico 1).

Grafico 1. Toxicidade do Extrato Metandlico das folhas obtidas de Azadirachta indica

A. modulado por Artémia Salina.
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Fonte: Propria

Ashafa, Orekoya e Yakubu (2012), quando realizaram testes de toxicidade em ratos
machos Wistar observaram que os animais submetidos a doses diarias do extrato etanolico do
caule de Azadirachta indica A. aumentou o peso absoluto do figado, rins e pulmdes dos
animais, orgdos que estdo ligados ao metabolismo do corpo, podendo levar ao
comprometimento generalizado de suas funcdes.

O efeito toxico da Azadirachta indica A. ja sdo conhecidos e corroboram com 0s
resultados encontrados nesse trabalho, Alves (2010) realizou testes com a Apis melifera onde
utilizou 20 operarias em 6 repeticdes no qual foram submetidas ao consumo durante toda a
vida de partes da Azadirachta indica A. e obteve resultados que mostraram que essas abelhas

tinham menor tempo de vida e menos taxa de sobrevivéncia.



11

Gréfico 2. Atividade anti-hemolitica utilizando 10ug/mL e 100ug/mL do Extrato Metandlico
das folhas obtidas de Azadirachta indica A. modulado por Eritrocitos.
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Fonte: Propria

Os testes da atividade anti-hemolitica verificam a capacidade do extrato em proteger
os eritrocitos da entrada de dgua nas células em solucGes hipotbnicas. O extrato metandlico
das folhas obtidas de Azadirachta indica A., foi capaz de proteger as hemacias da entrada de
agua pela sua membrana na concentracdo de 100 ug/mL.

Shabbir, Khan e Saeed, (2013) ao realizar estudos do extrato metanolico de Maytenus
royleanus e varias fragbes contra heméacias humanas normais ndo houve atividade anti-
hemolitica mas foi observado atividade hemolitica diferente de acordo com as fragdes do
extrato onde exibiram um padrédo diferencial para cada fracdo exibindo um perfil hemolitico
diferenciado.

Os resultando encontrados por Shabbir, Khan e Saeed, (2013) ndo apresentou
atividade anti-hemolitica em todas as concentragdes, mas, apresentaram atividade hemolitica.
Na fragdo de acetato de etila observou que a hemolise era minima, ja na fracdo acquosa
apresentou maior atividade hemolitica. Contudo foi observado que o aumento da
concentracdo do extrato ou das fracBes era inversamente proporcional com o percentual de
hemolise apresentado, vendo que quando na concentracdo de 100ug/mL o extrato teve efeito

protetor impedindo a entrada de agua na célula,
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No (Grafico 2) onde o extrato encontra-se em uma concentracdo de 10ug/mL e
100ul/mL o resultado das absorbancias mostrou que as hemacias submetidas a concentracdo
de 100ul/mL demonstra nas absorbancias das leituras ser menor do que a apresentada no
contato dos eritrocitos com uma menor concentracdo do extrato.

Na busca de explicagdo do resultado foram feitas laminas do sedimento dos tubos
onde foram observadas hemécias ainda integras com membrana preservada, demonstrando o
efeito protetor do extrato em uma concentracdo mais elevada (figura 1).

Figura 1. Lamina do sedimento da Citoprotecao feita com a concentragcdo de 100ug/mL e

NaCl na concentracédo de 0,36%.

Fonte: Propria

A partir dos resultados encontrados vimos que na concentragdo de 10ug/mL né&o
apresenta efeito anti-hemolitico no entanto ao aumentar a concentragdo do extrato observamos
o efeito protetor da concentragdo do extrato em 100ug/mL. Bukowska e Kowalska (2008)
asseguram que compostos fenolicos podem causar hemolise por oxidacdo da hemoglobina,
confirmando os resultados encontrados nesse trabalho onde foi observado hemolise e

degradacédo da hemoglobina (Figura 2).
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Grafico 3. Atividade hemolitica do Extrato Metanodlico das folhas obtidas de Azadirachta
indica A. modulado por Eritrécitos.
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Fonte: Prépria
A atividade hemolitica em eritrdcitos analisa-se o quanto da concentracdo do
produto pode causar hemolise, mantendo os eritrocitos em meio ideal de 0,9% NaCl e
acrescentando o produto em diferentes concentracdes e verificando o grau de hemdlise por
espectrofotometria, onde observa-se 0 aumento gradativo de hemdlise ao aumentar a
concentracdo do extrato, observado toxicidade do produto desde as primeiras concentracdes e
causando danos significantes na célula eritrocitaria.

COSTA, et al. (2018) ao realizar o trabalho sobre potencial toxicoldgico do caule de
Calotropis procera planta também originaria da india onde observou que havia ago
hemolitica da planta sobre eritrocitos nas concentra¢cdes de 100ug/mL e 1000ug/mL, onde
esses resultados se assemelham com os deste trabalho.

KALITA, et al. (2011) em seus estudos em busca de atividades hemoliticas causadas
por plantas encontrou no extrato metanélico de Lantana Camara L planta com efeitos toxicos
ja conhecidos na literatura que na o extrato metanodlico Lantana Camara L. na concentracao
de 100ug/mL causa hemolise em eritrocitos e quando comparado com os resultados desse
estudo verifica-se atividade hemolitica semelhante entre as plantas nas quais extratos usando

como solvente o metanol.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que apesar de efeito toxicos agudos serem apresentados nesse trabalho pela
metodologia com utilizacdo de Artémias salinas e a citotoxicidade demostrada pelas acdes
hemoliticas e anti-hemoliticas o extrato Metandlico de Azadirachta indica A. necessita-se de
mais estudos para evidenciar esses efeitos. Surge um alerta quanto ao uso desse produto pela
populacéo ja que ndo foi totalmente elucidado quanto a seguranca de produtos derivados da
planta.
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