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RESUMO:

Clethra scabra Pers. é uma espécie pertencente a familia Clethraceae. E nativa do Estado
do Parana e é encontrada no Brasil desde a Bahia até os estados das regifes Sul e Sudeste,
estando presente tanto na Caatinga como na Floresta Atlantica. E conhecida popularmente
como carne-de-vaca e caujuja. Objetivou-se neste trabalho a investigacdo da composicéo
fitoquimica, a avaliagéo do potencial toxico, hemolitico, alelopatico, antimicrobiano e o estudo
da atividade antioxidante. Analisou-se a constituicdo quimica por CLAE e RMN, a atividade
alelopética sobre sementes de Lactuca sativa, a toxicidade sore Artemia salina e por teste
de hemdlise, a atividade antimicrobiana por CIM e as atividades antioxidantes pelo ensaio de
fosfomolibdénio e reducdo do radical DPPH-. Resultados indicaram através de analise de
CLAE e RMN a presenca dos flavondis Quercetina e Rutina. Verificou-se determinada
capacidade bioestimulante para Clethra scabra através da atividade alelopatica, auséncia de
toxicidade frente a Artemia salina, bem como ndo apresentou efeito citotoxico em glébulos
vermelhos. Apresentou atividade antimicrobiana moderada contra C. albicans. Com relacao
a atividade antioxidante pelos testes utilizados, a FAF apresentou melhor resultado. Os
resultados obtidos fazem da espécie Clethra scabra um excelente alvo de estudos para
aprofundar e comprovar suas atividades biologicas, podendo a atividade antioxidante ser
explorada também, pela industria farmacéutica, cosmecéutico e alimenticia.
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ABSTRACT:

Clethra scabra Pers. is a species belonging to the Clethraceae family. It is native to the State
of Parana and is found in Brazil from Bahia to the states of the South and Southeast regions,
being present in both the Caatinga and the Atlantic Forest. It is commonly known as carne-
de-vaca and caujuja. This study aimed to investigate the phytochemical composition, and
evaluate the toxic, hemolytic, allelopathic, antimicrobial potential, and antioxidant activity of
the species. The chemical constitution was analyzed by HPLC and NMR, the allelopathic
activity on Lactuca sativa seeds, toxicity on Artemia salina and hemolysis test, antimicrobial
activity by MIC, and antioxidant activities by the phosphomolybdenum assay and DPPH-
radical reduction were evaluated. Results indicated the presence of the flavanol’s Quercetin
and Rutin through HPLC and NMR analysis. A certain biostimulant capacity for Clethra scabra
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was verified through allelopathic activity, absence of toxicity against Artemia salina, and no
cytotoxic effect on red blood cells. It showed moderate antimicrobial activity against C.
albicans. Regarding antioxidant activity by the tests used, the phosphomolybdenum assay
presented the best result. The results obtained make the species Clethra scabra an excellent
target for studies to deepen and prove its biological activities, with antioxidant activity also
potentially exploitable by the pharmaceutical, cosmeceutical, and food industries.
Keywords: Clethra scabra, Clethraceae, phytochemistry, allelopathy, toxicity

1.INTRODUCAO

Clethra scabra Pers., € uma espécie pertencente a familia Clethraceae, séo arvores
que apresentam caducifolia total durante o final do periodo seco (SIMOES et al., 2007),
presentes desde a Bahia até todos os estados das regides Sul e Sudeste, sendo pioneira
na formacdo de florestas e estando entre as 20 espécies de maior incidéncia nos trés
estados do Sul (PERDIZ; GIULIETTI; OLIVEIRA, 2015).

O nome scabra origina-se do latim: aspero, rugoso, escabro. Popularmente é
conhecida como: carne de vaca na regidao sudeste devido a cor da madeira por parecer
com a coloracdo das carnes bovinas que € avermelhada, e como caujuja na regido sul
(BIONDI; LEAL, 2009). Cerca de 30% dos medicamentos atualmente disponiveis tem
derivacdo direta ou indireta de produtos naturais, especialmente de plantas (SILVA,
FRANCO, 2010). A demanda por novas moléculas bioativas ainda é crescente para suprir
a necessidade por tratamento da evolucédo de diversas patologias (PAULA, 2014). Com
isto, estudos fitoquimicos e toxicolégicos que envolvam métodos simples, sensiveis,
praticos e confidveis, tornam-se indispensaveis nesta busca, que visa a identificacdo
preliminar de plantas com potencial efeito toxico, permitindo a reducdo dos animais
utilizados na experimentagdo (BEDNARCZUK et al., 2010).

Vale ressaltar que muitas substancias quimicas presentes nos vegetais podem
levar ao surgimento de efeitos de grande interesse cientifico, para serem utilizados na
medicina popular para o tratamento e diversas doencas. A espécie Clethra scabra é uma
planta nativa do Parand e ndo possui nenhum estudo quimico e de suas atividades
biologicas. Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho a identificacdo dos compostos
guimicos presentes na espécie Clethra scabra, o estudo do potencial alelopatico, a

avaliacao da toxicidade preliminar e da capacidade antioxidante.

Visdo Académica, Curitiba, v.25 n.3, Jul. - Set. /2024 - ISSN 1518-8361



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material botanico

As folhas e caule da espécie Clethra scabra foram coletadas em marcgo de 2016 no
municipio de Curitiba. A exsicata encontra-se depositada no Museu Botanico Municipal de
Curitiba-Pr, sob registro MBM-075916. O material vegetal foi seco em temperatura

ambiente e posteriormente reduzido em moinho de facas/martelo.

2.2 Obtencéao dos extratos e fracdes de caule e folhas e separacao de compostos

Os solventes e reagentes utilizados apresentaram grau de pureza analitico. O
extrato bruto etandlico (EB) foi obtido pela submisséo das folhas (secas e estabilizadas) a
extracdo etandlico (etanol 96% por 6 horas) em aparelho de Soxhlet e posterior
concentrado até reducao a 1/5 de seu volume. O EB foi fracionado em aparelho de Soxhlet
modificado (CARVALHO et al., 2009), com solventes em ordem crescente de polaridade,
obtendo-se a fracdo hexano (FH), fracdo cloroférmio (FC), fragdo acetato de etila (FA) e
frac@o hidroalcoodlicas remanescente (FR).

Apods a obtencéo das fracdes hexano e acetato de etila das folhas e caule de Clethra
scabra, foram realizadas colunas cromatograficas utilizando como fase estacionaria silica

gel e fase movel a mistura de solventes em escala crescente de polaridade.

2.3 Andlise dos constituintes dos extratos e fracfes

Testes convencionais em andlise fitoquimica foram realizados para verificar a
presenca de cumarinas, flavonoides, taninos, antraquinonas, saponinas e alcaloides
visando & caracterizacdo de metabolitos secundarios (SIMOES et al., 2007).

Para a verificacdo do perfil da amostra, foi utilizado cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). O frasco 4 do processo de separacao e isolamento em coluna de silica
gel da fracéo acetato de etila da folha (FAF 4) foi diluida em MeOH a uma concentracao de
20,00 mg. mL-1 e submetida a analise por CLAE Merck Hitachi — Elite Lachrom, com
detector diodo (DAD) em 295 nm, coluna XTerra® RP18 5 um, 4,6x250 mm, volume de
injecdo de 20 pL, fluxo 1,00 mL min-1. Como fase mével foi utilizado gradiente de

concentragéo o sistema H20:H3PO4 a 0,1% (A) e MeOH (B) na seguinte programacéo: 1-
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45 min, iniciando com 10% de fase B e finalizando em 45 min com 100% de fase B. O
MeOH utilizado foi grau HPLC (TEDIA) e a agua MilliQ.

2.4 Identificacdo dos constituintes quimicos separados

Para a identificacdo das substancias obtidas no processo de separacao, utilizou a
metodologia de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, observando os nacleos
de 1H a 200 MHz em espectrofotdmetro Brucker® modelo DPX. Os deslocamentos
quimicos foram expressos em ppm em relagdo ao sinal do TMS (tetrametilsilano) em 0
ppm. O solvente utilizado na espectroscopia de RMN de 1H foi DMSO deuterado. Baseado
nos dados espectrais de RMN a identificacdo de todas as substancias foi realizada por

comparacao destes com dados disponiveis na literatura.

2.5 Avaliacéo do potencial herbicida por meio da atividade alelopética

O ensaio alelopatico foi determinado conforme (FERREIRA; AQUILA, 2000), com
modificacdes. Foram utilizados o extrato bruto etandlico e respectivas fragbes nas
concentragdes de 500 ug.mL-1, 200 ug.mL-1, 100 ug.mL-1, 50 ug.mL-1 e 25 ug.mL- 1
preparadas em metanol, e sementes de Lactuca sativa, variedade “Baba de Verao”. Para o
tratamento controle da germinacéo e crescimento, foi utilizado agua destilada e metanol
sob as mesmas condi¢cBes. Para verificacdo da germinacédo, procedeu-se leitura diaria por
sete dias com a retirada das sementes germinadas. As sementes foram consideradas
germinadas quando se tornou visivel a protrusdo da radicula através do tegumento
conforme descrito por (ADEGAS; VOLL; PRETE, 2003). A abertura das caixas gerbox se
procedeu em fluxo laminar. Calculou-se o indice de velocidade de germinacdo segundo
(MAGUIRE, 1962), e os dados submetidos ao Teste de Tukey p<0,05 (FERREIRA, 2014).
O mesmo procedimento foi adotado para verificar o crescimento das plantulas, e os

comprimentos de hipocoétilo e radicula foram avaliados apo6s 7 dias de incubacéo.

2.6 Ensaio de toxicidade preliminar

2.6.1 Avaliacao da toxicidade em Artemia salina

O ensaio foi realizado de acordo com (MEYER et al., 1982a), com modificagdes.
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Os cistos de Artemia salina L. (200mg/400ml) foram incubados em agua de mar artificial
(38g de sais marinhos em 1.000 mL de &gua purificada), e mantidos sob aeracdo e
iluminacao por 48h. Apos a ecloséo dos ovos, 10 nauplios de A. salina L. foram transferidos
para tubos contendo diferentes concentracdes das substancias para avaliacao, que foram
solubilizados em agua de mar artificial. Foi utilizado como controle positivo o sulfato de
quinidina nas mesmas concentracbes que as amostras, e como controle negativo o
metanol, todos nas mesmas condi¢des. Apds 24 h, os nauplios vivos e mortos foram
contados. Os dados foram analisados através do método estatistico Probitos com 95% de
intervalos de confianga, para determinar os valores CL50. As fragdes foram consideradas
toxicas quando CL50 menor que 1000 ug.mL-1(MEYER et al., 1982a)

2.6.2 Avaliacao da toxicidade hemolitica

O ensaio foi realizado segundo (ASLAM et al., 2011). Os eritrécitos de ovinos foram
obtidos comercialmente (Newprov) e lavados com soro fisiologico fosfato (PBS). Apds,
preparou-se uma suspensao a 2% (v/v) de globulos vermelhos em PBS. As solucfes
padrao de 1000 pg.mL-1, foram preparadas em metanol, e sequencialmente, nas
concentracdes 500 pg.mL-1, 200 pg.mL-1 e 100 pg.mL-1em PBS. Como padréo negativo
foram preparadas amostras de Rutina e BHT (em PBS) e como padrao positivo foi utilizado
a Saponina (em agua purificada) nas mesmas concentracdes que as amostras e o Triton
0,1%. Também foi utilizado como controle negativo o metanol e PBS.

Para cada concentracdo de amostra, foram colocados 200 pL da suspensao a 2%
de globulos vermelhos e 200 pyL da solucdo da amostra em tubos Eppendorf. Foram
homogeneizadas e incubadas por 30 minutos a 37°C, e ap0s colocados em banho de gelo
por 5 minutos, sendo entdo centrifugados a 3000 rpm por mais 5 minutos. Foram
transferidos 100 pL de sobrenadante de cada amostra e misturados em 900 pyL de PBS
gelado. Destes foram transferidos 200 uL para microplaca de 96 poc¢os. A absorbancia das
amostras foi medida em espectrofotdbmetro a 576 nm. A porcentagem de hemolise foi

calculada de acordo com a equacao:

% hemolise = (AbsA / AbsT) *100

Onde, Abs A = absorbancia da amostra e Abs absorbancia do triton

Visdo Académica, Curitiba, v.25 n.3, Jul. - Set. /2024 - ISSN 1518-8361



2.7 Avaliagéo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo, com
determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) ((CLSI), 2015). O intervalo de
concentragéo variou de 250 pg.mL-1 a 8000 pg.mL-1. Os solventes utilizados foram agua
purificada, metanol e DMSO.

Foi realizada diluicdo seriada em caldo Mueller-Hinton (CMH) distribuidos em
microplacas estéreis de 96 cavidades. Os microrganismos utilizados foram as cepas de
referéncia American Type Culture Collection (ATCC): incluiram Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, e Candida abicans, preparadas em solucao
salina fisioldgica na concentracdo de 1,0 x 108 UFC/mL, equivalente 0.5 da escala de
McFarland. Posteriormente, foram diluidas em CMH e utilizadas a uma concentracéo final
de 104 UFC/mL. As microplacas foram incubadas a 35°C por 24h, e realizada a leitura da
absorbancia das amostras em leitora de ELISA a 625 nm. A CIM foi determinada através

da equacao:

Célculo do Percentual de Inibicdo (PI) utilizando a férmula: PI= (mAT.100/mAC) — 100.

Onde, mAT = média das absorbancias do Teste (Absorbéancia do Teste — Absorbancia do

Branco) da reacdo e mAC = média das absorbancias do Controle positivo.

2.8 Avaliacéo das atividades antioxidantes

2.8.1 Formacao do Complexo Fosfomolibdénio

A atividade antioxidante por meio do método da reducdo do complexo
fosfomolibdénio foi realizada conforme metodologia descrita por (PRIETO; PINEDA;
AGUILAR, 1999). A amostra e as solugcdes padrdes (Acido ascérbico, rutina e BHT) foram
preparadas na concentracdo de 200 pg/mL em metanol. Destas aliquotas de 0,3 mL foram
adicionadas a 3 mL do reativo de fosfomolibdénio (fosfato de sddio tribasico 0,1 M (28 mL),
solucdo de molibdato de aménio tetraidratado 0,03 M (12 mL), acido sulftrico 3 M (20 mL)
e agua gsp. 100 mL). Os tubos foram fechados e levados ao banho a 95°C por 90 min e
deixados resfriar em temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram

transferidas para microplacas de 96 pocos e a leitura das absorbancias obtidas a 695 nm,
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em espectrofotometro Multiskan FC, ThermoScientific®.

A capacidade antioxidante das amostras foi expressa em atividade antioxidante
relativa (AAR%), em relacdo aos padrfes, utilizando-se a seguinte equacdo: AAR% =
[(Absorbancia da amostra - absorbancia do branco) / (absorbancia do padrao — absorbancia

do branco)] X 100. A analise estatistica dos dados foi realizada pelo teste de Tukey (p<0,05).

2.8.2 Atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH-

O potencial sequestrante do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) do Oleo
essencial das partes aéreas de C. scabra foi determinado por meio de metodologia
adaptada (DOS SANTOS et al., 2007; MENSOR et al., 2001; NASCIMENTO et al., 2011),
em 7 concentracdes que variaram de 2 uyg/mL a 1000 pg/mL. Como controle positivo
utilizou-se Rutina e acido ascorbico.

No ensaio foram adicionados 142 pyL da amostra e 58 pL da solucdo de radical
DPPH (0,3mM) em microplacas de 96 pocos. Como branco utilizou-se amostra e metanol,
e para o controle negativo, metanol e radical DPPH. Apdés 30 min. de incubacdo as
absorbancias foram lidas a 518 nm em espectrofotdmetro Multiskan FC, ThermoScientific®.
Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo conforme a seguinte equacao:
% de Inibicdo = 100 - [(Absorbancia da amostra - absorbancia do branco) /absorbancia do
padrao] X 100. O célculo do CE5O0 foi realizado a partir de uma curva analitica, por meio da

equacdo da reta e a estatistica avaliada pelo teste de Tukey (p<0,05).

3. RESULTADOS

Estudos fitoquimicos realizados com a espécie indicaram a presenca de
Leucoantocianidinas, heterosideos (flavonicos, antocianicos e saponinicos), substancias
iridéides, cumarinas, além de esteroides/triterpenos, e taninos condensados.

Em Clethra barbinervis (MURATA et al., 2013) identificaram sete novas saponinas
triterpénicas, das quais algumas foram reveladas como inibidores da hialuronidase,
representando possivel presenca de substédncias com potencial para atividades
farmacoldgicas em Clethra scabra.

Através da analise de CLAE, foram observados dois picos cromatograficos, ambos
representando espectros de ultravioleta similares a espectro de flavonoides, que
comparados com os padrdes presentes na biblioteca do equipamento, verificou similaridade
com padrao quercetina e padrao rutoside, conforme pode ser visualizado na FIGURA 1.
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FIGURA 1 - ESPECTRO DE UV DA AMOSTRA FAF 4 Clethra scabra Pers.
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Pela andlise dos espectros de RMN 1H e por comparacédo destes com os dados

encontrados na literatura por (NAPOLITANO et al., 2012), a mistura de substancias foram

identificadas como sendo os flavondides Quercetina e Rutina conforme TABELA 1.

TABELA 1 - COMPARACAO DOS DADOS DE DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE RMN
1H (200 MHZ EM DMSOD6) DE QUERCETINA E RUTINA COM OS DADOS DA
LITERATURA Napolitano et al. (2012) DO FRASCO FAF 4

Posicéo RMN de H Literatura RMN de *H RMN de H Literatura RMN de *H
(Quercetina) (Rutina)
6 6.18 (1H, d, J=2,0Hz) 6.18 (1H, d, J=2,0Hz) 6.19 (1H, d, J=2,0Hz) 6.19 (1H, d, J=2,0Hz)
8 6.41 (1H, d, J=2,0Hz) 6.43 (1H, d, J=2,0Hz) 6.41 (1H, d, J=2,0Hz) 6.38 (1H, d, J=2,0Hz)
2 7.67 (1H, d, J=2,1Hz) 7.69 (1H, d, J=2,2Hz) 7.53 (1H, d, J=2,2Hz) 7.53 (1H, d, J=2,1Hz)
5 6.90 (1H, d, J=8,4Hz) 6.92 (1H, d, J=8,5Hz) 6.88 (1H, d, J=8,4Hz) 6.84 (1H, d, J=8,4Hz)
6 7.54 (1H, dd, J=8,4; 2,1Hz)  7.53 (1H, dd, J=8,5; 2,1Hz)  7.53 (1H, dd, J=8,4; 2,1Hz)  7.53 (1H, dd, J=8,4; 2,1 Hz)
9.63 (OH, s) 9.60 (OH, s)

5 12.50 (OH, s) 12.52 (OH, s) 12.72 (OH, s) 12.60 (OH, s)
7 10.85 (OH, s) 10.78 (OH, s) 10.85 (OH, s) 10.82 (OH, s)
3 9.35 (OH, s) 9.31 (OH, s) 9.63 (OH, s) 9.67 (OH, s)
4 9.41 (OH, s) 9.37 (OH, s) 9.35 (OH, s) 9.18 (OH, s)

d=dubleto; dd=duplodubleto; s=singleto; J=constante de acoplamento
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Reporta-se em literatura, o isolamento de quercetina e rutina na espécie Clethra
arborea Aiton, também do género Clethra, nativa para a llha da Madeira/ Portugal
(MARTINEZ; GOUVEIA; CASTILHO, 2015). A capacidade de germinacédo (TABELAS 2 e
3) das sementes de Lactuca sativa ndo foi afetada em nenhuma das concentracfes. Tal
fato, é explicado devido a germinacdo ser menos sensivel aos metabdlitos secundarios do
gue o crescimento das plantulas, podendo estar relacionado a outro parametro (FERREIRA,
AQUILA, 2000). Também é possivel verificar a auséncia de influéncia no indice de
velocidade de germinacéo (IVG) das sementes de Lactuca sativa. No entanto, diante do
extrato bruto, fragbes hexano e remanescente do caule evidenciam-se diferencas
estatisticas no IVG das sementes de Lactuca sativa em comparagdo ao controle, em que

apresentaram menor IVG.

TABELA 2 - ATIVIDADE ALELOPATICA DOS EXTRATOS E FRACOES DE FOLHA DE

Clethra scabra Pers.

AMOSTRA Hg/mL Hipocétilo (mm) Radicula (mm) %Germinacao VG

EBF 25 33,30+6,70 a 40,38+6,71 c 100+0,00 a 4,87+0,25 a
EBF 50 33,5345,86 a 38,40+8,29 a 100+0,00 a 4,87+0,25 a
EBF 100 38,00+3,78 a 36,55+7,51 a 100+0,00 a 4,50+0,70 a
EBF 200 38,70+7,52 a 32,95+6,77 a 950,50 a 4,37+0,62 a
EBF 500 46,73+4,68 e 33,60+5,53 a 100+0,00 a 4,75+0,50 a
FHF 25 35,44+5,44 a 37,78+8,69 a 100+0,00 a 4,87+0,25 a
FHF 50 39,15+4,62 b 39,50+6,12 b 100+0,00 a 4,75+0,28 a
FHF 100 35,22+3,75 a 38,77+4,58 a 90+0,57735 a 4,25+0,64 a
FHF 200 34,89+4,33 c 31,21+8,31 a 100+0,00 a 5,00+0,00 a
FHF 500 38,40+5,51 a 35,50+6,46 a 100+0,00 a 4,00+0,70 a
FCF 25 31,76+5,92 a 34,17+6,93 a 100+0,00 a 4,87+0,25 a
FCF 50 37,62+5,13 a 33,56+6,59 a 90+0,57735 a 4,33+0,23 a
FCF 100 36,65+4,71 a 35,70+4,28 a 95+0,50 a 4,16+1,35 a
FCF 200 38,00+4,85 a 34,15+8,76 a 100+0,00 a 5,00+0,00 a
FCF 500 38,18+3,88 a 30,25+9,11 a 90+0,57735 a 4,00+0,00 a
FAF 25 40,05+4,73 b 36,83+6,43 a 100+0,00 a 4,87+0,25 a
FAF 50 38,52+4,00 a 34,52+3,42 a 100+0,00 a 4,87+0,25 a
FAF 100 38,52+10,10 a 38,38+7,61 a 100+0,00 a 4,20+0,24 a
FAF 200 39,28+7,94 b 35,84+6,22 a 100+0,00 a 4,33+0,23 a
FAF 500 40,68+4,00 c 34,42+5,03 a 100+0,00 a 4,50+0,40 a
FRF 25 37,31+4,35 a 34,84+5,80 a 100+0,00 a 4,87+0,25 a
FRF 50 39,43+6,52 b 38,81+4,41 b 100+0,00 a 4,750,28 a
FRF 100 36,95+3,91 a 38,85+5,47 b 100+0,00 a 4,87+0,25 a
FRF 200 38,77+3,87 a 35,3845,32 a 100+0,00 a 4,58+0,55 a
FRF 500 42,46+8,67 d 33,20+8,22 a 100+0,00 a 4,62+0,47 a
METANOL - 36,94+9,87 a 34,60+6,09 a 100+0,00 a 4,750,28 a
AGUA - 36,38+7,05 a 35,55+9,42 a 100+0,00 a 4,50+0,40 a

Resultados expressos em média aritmética e desvio padréo. Letras mindsculas iguais ndo representam diferenca estatistica a nivel de
significAncia p<0.05. IVG= Indice de velocidade de germina¢do. EBF=Extrato Bruto da folha, FHF=Fracdo Hexano da folha, FCF=Fragéo
Cloroférmio de folha,FAF=Frac&o Acetato de Etila da folha, FRF=Frag&o Hidroalcodlicas Residual de folha.
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TABELA 3 - ATIVIDADE ALELOPATICA DOS EXTRATOS E FRACOES DE CAULE DE

Clethra scabra Pers.

AMOSTRA pg/mL Hipocdtilo Radicula %Germinagao IVG
(mm) (mm)
EBC 25 40,1146,04 a 39,36+7,07 a 10040,00 a 4,75+0,28 c
EBC 50 45,04+13,03 ¢ 48,75+15,1 d 10040,00 a 4,87+0,25 e
EBC 100 47,57+14,69 d 50,62+10,7 e 100+0,00 a 5,00+0,00 e
EBC 200 51,71+7,74 e 85,33110,9 f 950,50 a 4,16+0,78 a
EBC 500 52,37+4,87 f ?37,4115,53 f 10040,00 a 4,33+0,70 a
FHC 25 39,89+3,93 a 37,9045,95 a 10040,00 a 4,83+0,33 d
FHC 50 36,7249,76 a 38,6746,83 a 950,50 a 4,62+0,47 b
FHC 100 36,56+£9,67 a 43,20£6,83 b 90+0,57 a 5,00+0,00 e
FHC 200 33,33£12,49 a 34,61+10,3 a 100+0,00 a 4,70+0,34 c
FHC 500 34,67£8,77 a 32,8116,78 a 100+0,00 a 3,00+0,81 a
FCC 25 41,23+4,00 b 43,134584 b 100+0,00 a 3,00+0,57 a
FCC 50 37,22£10,54 a 43,0448,21 b 100+0,00 a 3,41+0,28 a
FCC 100 35,63£8,96 a 41,85+7,00 a 950,50 a 2,91+0,58 a
FCC 200 36,71+7,36 a 37,1948,73 a 100+0,00 a 3.3740,85 a
FCC 500 31,5249,41 a 35,87+4,76 a 90+40,57 a 3,37+0,62 a
FAC 25 37,8419,86 a 40,37£7,43 a 100+0,00 a 3,87+0,62 a
FAC 50 36,11+9,78 a 44,68+7,63 ¢ 100+0,00 a 4,00+0,57 a
FAC 100 38,7746,09 a 42,73+6,80 b 100+0,00 a 3,25+0,5 a
FAC 200 39,51#3,53 a 40,1046,93 a 95+0,50 a 3,62+0,62 a
FAC 500 34,73+494 a 40,484891 a 100+0,00 a 3,37+0,75 a
FRC 25 37,4449,83 a 39,9346,29 a 95+0,50 a 4,62+0,47 b
FRC 50 37,74£11,29 a 36,12+7,23 a 100+0,00 a 4,5+0,40 b
FRC 100 36,5745,23 a 36,7846,12 a 100+0,00 a 4,25+0,86 a
FRC 200 37,0345,30 a 44,18+7,33 b 100+0,00 a 4,87+0,25 e
FRC 500 38,61+5,89 a 40,85+6,62 a 100+0,00 a 5,00+0,00 e
METANOL - 29,99+13,38 a 36,1149,98 a 950,50 a 4,08+0,44 a
AGUA - 29,84+12,77 a 36,1549,50 a 10040,00 a 4,415+0,48 a

Resultados expressos em média aritmética e desvio padrdo. Letras minUsculas iguais n&o representam diferenca estatistica a nivel de
significancia p<0.05. IVG= Indice de velocidade de germinagdo. EBC=Extrato Bruto de caule, FHC=Fragdo Hexano de caule,
FCC=Fragao Cloroférmio de caule, FAC=Fracao Acetato de Etila de caule, FRC=Frag&o Hidroalcodlica Residual de caule.

Observou-se estimulo do crescimento (GRAFICOS 1, 2, 3e 4) do hipocétilo das

plantulas de Lactuca sativa, submetidas ao extrato bruto, fragbes acetato de etila e

Hidroalcodlica remanescente da folha na concentragdo de 500 pg/mL. Também foi

observado que houve estimulo do crescimento do hipocétilo e da radicula de Lactuca sativa

para todas as concentracfes do extrato bruto do caule, proporcionalmente conforme o

aumento da concentragao.
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GRAFICO 1. Crescimento do hipocétilo de L. sativa (alface) em relacdo ao extrato e as

fraccOes de folhas de Clethra scabra pers.
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Crescimento do hipocétilo de Lactuca sativa (alface) em resposta ao tratamento com diferentes concentragdes (mg/mL)
das fracdes de extrato de folhas de Clethra scabra Pers. As barras representam a média * erro padréo (n=3). As fragtes
testadas incluem Hexano, Acetato de Etila (EtOAc), Cloroférmio (CHCI;), e Etanol (EtOH), além do extrato bruto (EBC).
As letras acima das barras indicam diferencas significativas entre as médias dentro de cada fragao.

GRAFICO 2: Crescimento do hipocétilo de L. sativa (alface) em relacdo ao extrato e ao

extrato e as fracgdes do caule de Clethra scabra Pers
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Crescimento do hipocétilo de Lactuca sativa (alface) em resposta ao tratamento com diferentes concentragdes (mg/mL)
das fracdes de extrato do caule de Clethra scabra Pers. As barras representam a média + erro padrdo (n=3). As fracdes
testadas incluem Hexano, Acetato de Etila (EtOAc), Cloroférmio (CHCI3), e Etanol (EtOH), além do extrato bruto (EBC).
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GRAFICO 3. Crescimento da radicula de L. sativa (alface) face ao extrato e as fraccdes da
folha de Clethra scabra Pers
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Crescimento da radicula de Lactuca sativa (alface) em resposta ao tratamento com diferentes concentragées (mg/mL)
das fracBes de extrato das folhas de Clethra scabra Pers. As barras representam a média + erro padrédo (n=3). As fracdes
testadas incluem Hexano, Acetato de Etila (EtOAc), Cloroférmio (CHCI3), e Etanol (EtOH), além do extrato bruto (EBC).
As letras acima das barras indicam diferencas significativas entre as médias dentro de cada fragéo

GRAFICOS 4: Crescimento radicular de L. sativa (alface) face a extrato e extrato e fraccdes
do caule de Clethra scabra Pers
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Crescimento radicular de Lactuca sativa (alface) em resposta ao tratamento com diferentes concentracdes (mg/mL) das
fracBes de extrato do caule de Clethra scabra Pers. As barras representam a média + erro padrdo (n=3). As fracBes
testadas incluem Hexano, Acetato de Etila (EtOAc), Cloroférmio (CHCIs), e Etanol (EtOH), além do extrato bruto (EBC).
As letras acima das barras indicam diferencas significativas entre as médias dentro de cada fragao.
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O estimulo do crescimento das plantulas expostas a extratos e fragdes indica uma
possivel acdo bioestimulante para Clethra scabra.

A presenca de triterpenos e flavonoides conforme verificado nos testes
fitoquimicos, pode justificar a agédo estimulante do crescimento das plantulas de Lactuca
sativa. O sinergismo causado pode favorecer o desenvolvimento estimulando o
crescimento de plantas.

Os bioestimulante sdo substancias naturais ou sintéticas, que atuam no processo
de divisado e alongamento celular, podendo melhorar a absorc¢éo radicular e utilizagéo de
nutrientes, atuando no metabolismo das plantas. Seu uso influi no maior crescimento e
desenvolvimento das plantas pois favorece a adaptacdo em ambientes de baixa fertilidade
e com restricdo de agua (SANTOS et al., 2013).

Desta forma, baseado nos dados estatisticos obtidos, verifica-se que os mesmos
corroboram quanto ao uso de Clethra scabra em reflorestamentos, devido seu potencial
para rapido crescimento, e elevada incidéncia nas diversas areas na qual € nativa,
conforme evidenciado por (MACHADO et al., 2013; RAMOS, 2003; RIBEIRO et al., 2013).
Vale ressaltar que em estudo, Clethra arborea € considerada invasora na llha da Madeira,
por seu rapido crescimento e elevada densidade (MARTINEZ; GOUVEIA; CASTILHO,
2015).

O ensaio de toxicidade preliminar com Artemia salina obteve para todas as
amostras testadas valores de CL50 menor que 1000 pg/mL (MEYER et al., 1982b),
portanto, nenhuma das amostras testadas apresentaram toxicidade sobre Artemia salina
(NGUTA et al., 2011).

N&o se verificou atividade hemolitica (GRAFICO 5 e 6) nas amostras testadas de
Clethra scabra, apresentando valores estatisticamente menores ao controle negativo. O
resultado desta andlise mostrou que os extratos e fracdes de Clethra scabra nédo
apresentaram efeito citotoxico em globulos vermelhos., tanto para caule como para folhas.

GRAFICO 5 - Potencial Hemolitico de Extrato e GRAFICO 6 - Potencial Hemolitico de Extrato e
FragGes de Folhas de Clethra scabra Pers. Fracdes de Caule de Clethra scabra Pers.
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Verificou-se que na presenca da rutina, os valores de hemolise foram menores,
portante, pode-se dizer que os extratos, devido a presenca de flavondides como a rutina
nos extratos e fracdes, apresentaram determinada protecédo na célula, impedindo o
rompimento durante o teste. Efeito este visualizado por (REVUELTA et al., 2006), em que
0s antioxidantes rutina e quercetina suprimiram as alteracdes na fluidez da membrana e
perdas lipidicas, reduzindo a oxidacdo da hemoglobina em 30% e perdas de GSH em 60%
nos eritrécitos.

Frente aos microrganismos testados, ndo foi observada atividade antimicrobiana
de interesse clinico. A melhor susceptibilidade antimicrobiana foi determinada contra C.
albicans, evidenciada na FRC, FHF e FRF sendo classificada como moderada, pois as

CIM’s obtidas encontraram-se acima de 500 pg/mL.

TABELA 04. DISTRIBUICAO DAS CIMS DOS EXTRATOS E FRACOES DE FOLHAS E
CAULE DE Clethra scabra TESTADAS CONTRA CEPAS DE REFERENCIA ATCC.

Extratos e Fragbes Caule (ng/mL) Extratos e Frag6es Folha (pg/mL)
Microrganismo

EBC FHC FCC FAC FRC EBC FHC FCC FAC FRC

S. aureus ATCC 1000 - 500 - 1000 - 500 - - 1000
25923

E.coli ATCC 500 - 500 1000 500 500 500 500 1000 500
25922

P.  aeruginosa 500 - 500 500 500 500 500 500 1000 500
ATCC 27853

C. albicans 500 = 500 = 250 500 250 = 1000 250
ATCC 40175

CIM: concentracao inibitéria minima; EBF=Extrato Bruto da folha, FHF=Fra¢&o Hexano da folha, FCF=Frac¢éo
Cloroférmio de folha, FAF=Fracdo Acetato de Etila da folha, FRF=Frac¢éo Hidroalcodlica Residual de folha,
EBC=Extrato Bruto de caule, FHC=Frag¢do Hexano de caule, FCC=Fracao Cloroférmio de caule, FAC=Fracao
Acetato de Etila de caule, FRC=Fragao Hidroalcodlica Residual de caule; ( = ): maior ou igual. CIM < 100 ug
/ ml, bom; 100 > CIM < 500 pg / ml, moderado; 500 > CIM < 1000 pg / ml, fraco; CIM > 1.000 pg / ml, inativo
(SANTOS et al., 2008) (HOLETZ et al., 2002).

Igarashi et al., (2003), identificou atividade antifngica in vitro a partir da
clethramicina (obtida a partir de caldo de fermentacao da raiz de Clethra barbinervis), com
CIM de 0,5 a 8 ug/mL contra Candida albicans e C. glabrata.

O teste de fosfomolibdénio avalia a capacidade dos extratos e fracdes em reduzir
0 Mo (VI) para o Mo (V), e a partir dos resultados obtidos (GRAFICO 7) do EB e fragbes de
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caule e folha de Clethra scabra, utilizando como referéncia as atividades da rutina, vitamina
C e BHT, pode-se observar que para a folha, a FAF apresentou a maior atividade
antioxidante, seguida das FCF, FRF, EBF e FHF, respectivamente. Para o caule, a maior
atividade antioxidante foi observada na FCC, seguida da FAC, EBC, FHC e FRC,
respectivamente.

Nota-se que 0 EB, FAC e FCC apresentaram satisfatéria atividade antioxidante por
formacédo do radical fosfomolibdénio. De acordo com os resultados, todas as amostras
testadas apresentaram determinada atividade antioxidante por reducdo do complexo
fosfomolibdénio, ao adquirirem coloracéo verde caracteristica confirmados pelas leituras

no espectrofotometro.

GRAFICO 7 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR FORMACAO DO COMPLEXO
FOSFOMOLIBDENIO DE EXTRATO E FRACOES DE Clethra scabra

Pers.
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EBF=Extrato Bruto da folha, FHF=Fracdo Hexano da folha, FCF=Fracdo Cloroformio de
folha, FAF=Fracdo Acetato de Etila da folha, FRF=Fracao Hidroalcodlica Residual de folha,
EBC=Extrato Bruto de caule, FHC=Fracdo Hexano de caule, FCC=Fracédo Cloroférmio de
caule, FAC=Fracéao Acetato de Etila de caule, FRC=Fracao Hidroalcoodlica Residual de caule.

Destaca-se o resultado obtido com a FAF que foi superior a atividade antioxidante
do flavonol rutina utilizado como padréo, e que apresentou a melhor atividade antioxidante.

Ainda se observa que para todos os extratos e fracdes, a melhor atividade antioxidante foi
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encontrada em relag&o a rutina, quando comparado a vitamina C e BHT.

Com a finalidade em avaliar a capacidade dos constituintes do extrato bruto e
fracOes de Clethra scabra, em capturar radicais livres (DPPH-), foi feita analise destes,
sendo os resultados expressos em concentracdo efetiva necessaria para inibicdo da
oxidagdo em 50% (TABELA 5).

TABELA 5. RESULTADOS DE CE50 PARA A REDUCAO DO DPPH- DE EXTRATOS E
FRACOES OBTIDAS DE FOLHAS E CAULE DE Clethra scabra

Pers.

AMOSTRA CI50(ug) +DP AMOSTRA CI50(ug) +DP
EBF 24,80+0,70b EBC 36.40+0.23d

FHF 30,52+0,44c FHC 66,97+0,54e

FCF 23,08+0,27b FCC 81,84+0,38f

FAF 9,07+0,06a FAC 28,81+1,31c

FRF 24,41+0,27b FRC 57,81+1,01e

Vitamina C 6,21+0,02a

BHT 8,55+0,02a

Rutina 6,78+0,05a

Resultados expressos em média aritmética + desvio padrdo. Letras minUsculas iguais ndo diferem
estatisticamente (p<0,05) entre si, pelo teste de Tukey. EBF=Extrato Bruto da folha, FHF=Fragao Hexano da
folha, FCF=Fracao Cloroférmio de folha, FAF=Fracao Acetato de Etila da folha, FRF=Fracao Hidroalcodlica
Residual de folha, EBC=EXxtrato Bruto de caule, FHC=Frac¢do Hexano de caule, FCC=Frac&o Cloroférmio de
caule, FAC=Fracao Acetato de Etila de caule, FRC=Fracao Hidroalcodlica Residual de caule.

Confirmando os dados obtidos através dos métodos de formacdo do complexo
fosfomolibdénio, a FAF foi a que apresentou maior poder de reducédo do radical DPPH-.
Corroborando com os resultados anteriormente obtidos, a MENOR atividade antioxidante
a folha foi apresentada pela FHF, e para o caule, foi menor nas FCC, FHC e FRC.

4. DISCUSSAO

Estudos fitoquimicos conduzidos na espécie indicaram a presenca de
Leucoantocianidinas, heterosideos (flavondides, antocianinas e saponinas), substancias
iridoides, cumarinas, bem como esterdides/triterpenos e taninos condensados.

Em Clethra barbinervis, foram identificados sete novos saponinas triterpénicas,

algumas das quais revelaram-se inibidores de hialuronidase, representando a possivel
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presenca de substancias com potencial para atividades farmacoldgicas em Clethra scabra.

A presenca de triterpenos e flavonodides, como verificado nos testes fitoquimicos,
pode justificar a acdo estimulante do crescimento das plantulas de Lactuca sativa. O
sinergismo causado pode favorecer o desenvolvimento estimulando o crescimento das
plantas.

A estimulacdo do crescimento de plantulas expostas a extratos e fracbes indica
uma possivel acado bioestimulante de Clethra scabra.

Bioestimulante s&o substancias naturais ou sintéticas que atuam no processo de
divisdo e alongamento celular, podendo melhorar a absorcéo radicular e o uso de
nutrientes, atuando no metabolismo das plantas. Seu uso influencia o maior crescimento e
desenvolvimento das plantas, pois favorece a adaptacdo em ambientes de baixa fertilidade
e restricao hidrica.

Assim, com base nos dados estatisticos obtidos, verifica-se que eles corroboram o
uso de Clethra scabra em reflorestamento, devido ao seu potencial de rapido crescimento
e alta incidéncia em varias areas onde € nativa.

Vale ressaltar que, em um estudo, Clethra arborea € considerada invasora na llha
da Madeira devido ao seu rapido crescimento e alta densidade.

O teste preliminar de toxicidade com Artemia salina obteve para todas as amostras
testadas valores de CL50 inferiores a 1000 pg/mL; portanto, nenhuma das amostras
testadas mostrou toxicidade sobre Artemia salina.

O resultado dessa andlise mostrou que os extratos e fracdes de Clethra scabra ndo
apresentaram efeito citotdxico sobre glébulos vermelhos, tanto do caule quanto das folhas.
Verificou-se que na presenca de rutina, os valores de hemdlise foram menores, podendo-
se afirmar que os extratos, devido a presenca de flavondides como a rutina nos extratos e
fracdes, apresentaram alguma protecdo a célula, evitando a ruptura durante o teste. Esse
efeito foi visualizado em que os antioxidantes rutina e quercetina suprimiram mudancas na
fluidez da membrana e perdas de lipidios, reduzindo a oxidacdo da hemoglobina em 30%
e as perdas de GSH em 60% nos eritrécitos.

EB, FAC e FCC mostraram atividade antioxidante satisfatéria pela formacao do
radical fosfomolibdénio. De acordo com os resultados, todas as amostras testadas
mostraram alguma atividade antioxidante ao reduzir o complexo de fosfomolibdénio,

adquirindo coloragéo verde caracteristica confirmada por leituras de espectrofotdmetro.
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5. CONCLUSAO

Clethra scabra é uma planta nativa no Brasil, rica em metabdlitos, de boa
adaptabilidade nos biomas desde a Bahia até os estados do sul. Apresentou potencial
atividade antioxidante pelo método fosfomolibdénio e reducéo do radical DPPH-; em sua
composicdo foi identificado a presenca de quercetina e rutina, que possuem diversas
propriedades farmacologicas ja estudadas. Os resultados preliminares demonstraram a
nao toxicidade dos extratos e fracdes de folhas e caule de Clethra scabra, estimulando a
continuidade de seu estudo em busca de possiveis atividades biologicas e constituintes
gue esta espécie possa apresentar.

Embora os resultados obtidos no teste de hemdlise, em comparac¢do ao controle
positivo Saponina, indicam nao toxicidade das amostras nestes modelos, outros estudos
de toxicidade in vitro e in vivo devem ser realizados. Novos estudos sdo necessarios para
avaliar o potencial de Clethra scabra como fonte de substancias com efeito bioestimulante
gue podem favorecer a expressdo do potencial genético de plantas mediante alteracdes
Nnos processos vitais e estruturais, promovendo o equilibrio hormonal e estimulando seu

desenvolvimento.
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