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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo estudar a espécie Rourea induta Planch,
pertencente a familia Connaraceae. Este estudo foi realizado a partir das folhas
desta espécie coletadas na cidade de Rondonopolis, estado do Mato Grosso, com
as quais se preparou um extrato etandlico bruto que foi fracionado em porgbes de
acordo com a polaridade dos constituintes. A partir das amostras obtidas foram
separados cinco compostos por meio de colunas cromatogréaficas, os quais foram
identificados por espectroscopia de ultravioleta, infravermelho, RMN **C e RMN *H,
como um hidrocarboneto de cadeia longa, n-tetracosano, e quatro flavondides:
quercetina e trés derivados glicosilados; quercetina-3-O-a-arabinofuranosideo,
guercetina-3-O-3-xilosideo e quercetina-3-O-3-galactosideo (hiperina). O estudo de
algumas atividades biolégicas, com as fracbes e substancias isoladas, revelaram
grande capacidade antioxidante da espécie pelo método da reducdo do complexo do
fosfomolibdénio e reducdo do radical DPPH, principalmente nas fracdes acetato de
etila, cloroformio e no flavondide isolado hiperina, apresentando um potencial
antioxidante maior do que a vitamina C. Essas amostras também demonstraram
inibicdo do crescimento de duas cepas bacterianas, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis, pelos métodos de difusdo em Agar e concentracédo
inibitéria minima. A atividade alelopatica foi demonstrada pela inibicdo do
crescimento do hipocétilo das sementes de Lactuca sativa na presenca da fracao
hexano e do n-tetracosano. Com relacdo ao teste de toxicidade sobre o
microcustaceo Artemia salina, as amostras ndo apresentaram atividade no modelo
testado.

Palavras chave: Rourea induta, Connaraceae, atividade antimicrobiana e
antioxidante, alelopatia, flavonoides.



ABSTRACT

This work aimed to study the specie Rourea induta Planch, belonging to the family
Connaraceae. This study was conducted from the leaves of this specie collected in
the city of Rondonépolis, the state of Mato Grosso, which are prepared a crude
ethanol extract, that was fragmented into portions according to the constituents
polarity. From these samples were separated five compounds, by chromatography
columns, which were identified by ultraviolet, infrared, RMN **C and RMN *H
spectroscopy, as a long chain hydrocarbon, n-tetracosane, and four flavonoids:
quercetin and three glycosylated derivatives; quercetin-3-O-a-arabinofuranoside,
guercetin-3-O-B-xyloside and quercetin-3-O-B-galactoside (hyperin). The study of
some biological activities, with fractions and isolated compounds, showed high
antioxidant capacity of the specie, through phosphomolybdenum complexometry
method and radical DPPH reduction, mainly in ethyl acetate and chloroform fractions,
and the isolated flavonoid hyperin, showing an antioxidant potential higher than the
vitamin C activity. These samples also showed growth inhibition of two bacteria
strains, Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis, by agar diffusion
and minimal inhibitory concentration methods. The allelopathic activity was
demonstrated by hypocotyls growth inhibition of Lactuca sativa seeds in the
presence of hexane fraction and the n-tetracosane. Regarding the toxicity test
through micro crustacean Artemia salina, the samples showed no activity in the
model tested.

Key words: Rourea induta, Connaraceae, antimicrobial activity and antioxidant,
allelopathy, flavonoids.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo das plantas como medicamento provavelmente seja tdo antiga
guanto o aparecimento do proprio homem. A preocupacdo com a cura de doencas,
ao longo da histéria da humanidade, sempre se fez presente. (SOSSAE, 2007). A
utilizacdo de plantas € uma prética generalizada baseada na crenca popular e nas
formacdes culturais que as usam como recurso terapéutico, mas apesar do emprego
empirico as plantas continuam a ser usadas pela populacdo e jamais foram
completamente substituidas pelos farmacos sintéticos (BRESOLIN e FILHO, 2003).

A planta torna-se medicamento somente quando é usada corretamente.
Portanto, a recomendacdo do seu uso como verdadeiramente medicinal, validada e
incluida na farmacopéia requer ter identificado seu principio ativo ou té-lo
evidenciado farmacologicamente. Para isso devem ser desenvolvidos estudos
farmacolégicos, pré-clinicos, toxicoloégicos e quimicos visando o isolamento e
caracterizagcdo da substancia ativa. As plantas medicinais s6 diferem dos
medicamentos industriais apenas pela embalagem e pelas substancias corantes,
aromatizantes, flavorizantes, encorpantes e conservantes que acompanham a
substancia ativa nesse tipo de medicamento (LORENZI e MATQOS, 2002).

As plantas produzem substancias resultantes do metabolismo secundario
qgue se diferencia do metabolisto primario, basicamente por ndo apresentar reacdes
e produtos comuns a maioria das plantas, sendo, portanto especifico de
determinados grupos (SOSSAE, 2007).

Os compostos secundarios podem ter efeitos, para o homem, medicinal ou
toxico e, para a planta, dado que existe uma interacdo dela com o ambiente, os
efeitos podem ser no sentido de protecdo contra predadores ou como atrativo de
polinizadores.

Um dos aspectos mais delicados na fitoterapia, terapéutica caracterizada
pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas, consiste
na identidade das plantas. Por ser baseada em nomes populares a verdadeira
identidade das plantas pode variar enormemente de uma regido para outra, assim
como plantas completamente diferentes podem ter 0 mesmo nome popular, e ainda
algumas plantas tém uma variedade de nomes para a mesma espécie (LORENZI e
MATOS, 2002).
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Em particular, a flora brasileira é riquissima em exemplares de plantas que
sdo utilizadas pela populagdo como plantas medicinais. E bem provavel que das
cerca de 200.000 espécies vegetais que possam existir no Brasil, na opinido de
alguns autores, pelo menos a metade pode ter alguma propriedade terapéutica util a
populacdo, mas nem 1% dessas espécies com potencial foi motivo de estudos
adequados. O cerrado brasileiro representa cerca de 23% da area total do territério
nacional, apresentando a maior diversidade vegetal do mundo, pluralidade que esta
a mercé de estudos por parte da comunidade cientifica (LORENZI e MATOS, 2002).

Ha muita caréncia de estudos voltados para a identificagcdo dessas plantas
que dada a riqueza regional poderia abrigar plantas medicinais que viessem
modificar a terapéutica usual. As pesquisas com estas espécies deveriam receber
apoio total do poder publico, pois, além do fator econémico, ha que se destacar a
importéncia para a seguranga nacional e preservacdo dos ecossistemas onde
existam tais espécies (HERBARIO, 2007).

A pesquisa na quimica de produtos naturais resulta de um grupo de
pesquisa multidisciplinar, no qual fitoquimicos, botanicos, farmacologistas e
microbiologistas corroboram na tentativa de validar as plantas medicinais, visando
obter novos agentes quimicos (BRESOLIN e FILHO, 2003).

O numero de estudos com plantas medicinais tem crescido, no entanto este
crescimento € pequeno se comparado com o crescimento da extincdo de espécies
na flora do pais. Portanto faz-se necesséario, cada vez mais, estudos sobre 0s
potencias medicinais de plantas brasileiras ainda ndo estudadas quimicamente.
Considerando as atividades biol6gicas que tem sido encontradas em espécies da
familia Connaraceae e a falta de estudos cientificos, justifica-se o estudo da espécie

Rourea induta, Planch.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O trabalho tem como objetivo avaliar a composi¢éo fitoquimica da espécie
Rourea induta Planch, Connaraceae, e verificar as atividades antioxidante,

alelopatica, antimicrobiana e toxicidade dos extratos obtidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |solar os constituintes quimicos presentes nos extratos das folhas de
Rourea induta, Planch;

e Determinar a estrutura quimica de compostos isolados utilizando técnicas
espectroscopicas de Ultravioleta, Infravermelho, Ressonancia Magnética
Nuclear de™*C e H;

e Estudar a bioatividade das fracbes e substancias isoladas sobre Artemia
salina;

e Estudar a atividade antibacteriana das fracoes e substancias isoladas,
frente a diferentes cepas bacterianas;

e Estudar a atividade alelopatica das fracdes e substancias isoladas;

e Estudar a atividade antioxidante das fracfes e substancias isoladas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O CERRADO BRASILEIRO

O Cerrado constitui o segundo maior bioma do Brasil e da América do Sul
ocupando mais de 200.000.000 hectares e abrigando um rico patrimonio de recursos
naturais adaptados as condicbes climaticas (RECOR, 2009). Sua area esta
distribuida, principalmente, pelo Planalto Central Brasileiro, nos estados de Goias,
Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, parte de Minas Gerais, Bahia e Distrito
Federal, abrangendo 196.776.853 ha (figura 1). H& outras areas de Cerrado,
chamadas periféricas ou ecotonos, que séo transicdbes com os biomas da Floresta
Amazonica, Floresta Atlantica e Caatinga (IBAMA, 2009).

O Cerrado € uma savana tropical na qual uma vegetacao rasteira, formada
principalmente por gramineas, coexiste com arvores e arbustos esparsos com
troncos e galhos retorcidos e cascas espessas (RECOR, 2009). O solo é
nutricionalmente acido e de baixa fertilidade, o clima é constituido de duas estacdes
bem definidas, seca e imida. Sua biodiversidade é considerada uma das mais ricas
entre as savanas do mundo. Sua flora abrange entre 6 e 10 mil espécies, sendo
4.400 endémicas, sendo sua riqgueza superada somente pela Floresta Amazbnica e
Floresta Atlantica. Como familias de maior expressdo destacam-se Mimosaceae,
Fabaceae, Poaceae, e Asteraceae. A fauna apresenta 837 espécies de aves,
67 géneros de mamiferos, representados por 161 espécies, das quais
19 endémicas. Os anfibios séo identificados em 150 espécies, sendo 45 endémicas
(RECOR, 2009). Atualmente gracas a irrigacdo e as técnicas de correcdo do solo o
cerrado é um importante centro de producdo de graos, principalmente soja, feijao,
milho e arroz.

Existem varios tipos de cerrado, 0os quais sao classificados de acordo com o
tipo de solo, queimadas, umidade e acdo do homem, séo eles:

e Campo limpo: apresenta arbustos esparsos e auséncia de arvores, pode
ocorrer em diferentes tipos de solo e topografia, mas € mais comum nas
encostas, chapadas e olhos d’agua.

e Campo sujo: apresenta arbustos e subarbustos esparsos, solos rasos ou

profundos com baixa fertilidade.
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Campo Cerrado: vegetacdo campestre, com predominio de gramineas,
pequenas arvores e arbustos bastante esparsos entre si. Pode tratar-se
de transicdo entre campo e demais tipo de vegetacdo ou, as vezes,
resulta da degradacéo do cerrado.

Cerrado Sensu Stricto: vegetagcdo constituida por arvores e arbustos de
até 6m de altura e vegetacao rasteira.

Cerradéo: constituido de vegetacdo com arvores de 8 a 15m de altura,
vegetacao intermediaria e arbustiva.

Mata Ciliar: vegetacao que cresce ao longo dos cursos d’agua e linhas de
drenagem.

Matas de Galeria: Vegetacdo de grande porte que ocorre ao longo de
pequenos e corregos no Planalto Central, formando "galerias".
Geralmente, as matas de galeria sdo circundadas por faixa de vegetacao
nao florestal.

Veredas: sdo areas onde o solo esta alagado a maior parte do ano, sao
circundadas por campo limpo e ocorrem em planicies.

Campos Rupestres: formacdo herbaceo-arbustiva em regides com
afloramentos rochosos, com solos acidos e pobres em nutrientes
(COSTA, 2008).

Figura 1 — Distribuicdo Geografica do
Cerrado no Brasil
Fonte: FERRETTI, 2009.
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3.2 FAMILIA CONNARACEAE

3.2.1 Aspectos Botéanicos

A familia Connaraceae inclui aproximadamente 16 géneros, entre 300 e 350
espécies distribuidas pelas regifes tropicais do mundo. Na América estéo presentes
cinco géneros; Bernardinia, Cnestidium, Connarus, Pseudoconnarus e Rourea
(FORERO, 2007). O género que abrange o maior nimero de espécies € Connarus,
com 130 espécies, seguido por Rourea com 80 a 90 espécies (BRITANNICA, 2009).

Connaraceae € uma familia de angiospermas, podendo se apresentar na
forma de plantas lenhosas, arvores ou arbustos. Sdo plantas auto-sustentaveis ou
trepadeiras, apresentam folhas alternadas, espirais, pecioladas podendo ser
compostas (limbo dividido) ou unifoliadas (limbo inteiro). A epiderme mucilagenosa
pode estar presente ou ausente. Comumente 0s estdmatos sdo paraciticos, nos
quais as células da epiderme tem seus eixos longitudinais paralelos as células
estomaticas. (WATSON e DALLWITZ, 2007).

Os troncos podem, ou néo, apresentar cavidades secretoras de mucilagem.
O cambio se inicia na superficie, o floema interno é ausente em todos os géneros,
exceto na Rourea, o qual apresenta um engrossamento se desenvolvendo a partir
de um anel convencional ou anémalo do cambio, quando anémalo, apresenta um
abaulamento concéntrico. O xilema apresenta fibras libriformes (menores e mais
finas do que as fibrotraqueides), com vasos terminando em paredes simples. As
paredes do parénquima sao estreitas tipicas (WATSON e DALLWITZ, 2007).

Suas flores geralmente sdo hermafrotidas, agregadas em inflorescéncias,
sdo flores pequenas, em geral branco amareladas, regulares, ou com algumas
partes irregulares, sdo pouco vistosas e bissexuadas. As sépalas, folhas
modificadas que protegem o botéo floral, séo livres ou soldadas na base, em geral
persistentes no fruto; pétalas livres entre si ou soldadas até o meio. Os estames se
apresentam em numero de 10 ou 8, em dois verticilos (androceu) as vezes com
filetes soldados na base. O ovario apresenta 5 carpelos livres entre si ou um s6 com
dois Ovulos em cada l6culo. Os frutos sdo secos capsulares, geralmente com um
anico carpelo desenvolvido, e as sementes possuem arilo vistoso (envoltério do
ovulo fecundado) (JOLY, 1985; LORENZI e SOUZA, 2005).
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Quanto a fisiologia e bioquimica da familia os alcalbides sdo ausentes,
possuem protoantocianidinas (cianidina e delfinidina), flavonéis, canferol, quercetina
e miricetina. Nao possuem saponinas ou sapogeninas (WATSON e DALLWITZ,
2007).

As espécies da familia Connaraceae nativas distribuem-se em diversos
ecossistemas, principalmente na Floresta Amazodnica. No cerrado sdo comuns as
espécies arboreas, as quais sdo semelhantes as leguminosas, mas podem ser
prontamente distintas pela auséncia de estipulas (LORENZI e SOUZA, 2005). No
cerrado a familia é representada por sete espécies arbustivo-arboreas distribuidas
entre 0s géneros Rourea e Connarus (LENZA et al., 2008).

A Figura 2 mostra a distribuicdo geografica da familia Connaraceae no
mundo, na qual se pode perceber que ela estd muito presente na América do Sul e

na Africa.

Figura 2 — Apresentacdo Geogréfica da Familia Connaraceae
Fonte: Missouri Botanical Garden, 2008

3.2.1.1 Género Rourea

Segundo Forero! (1976), citado por Fonseca e Proenca (2002) o género

Rourea é pantropical e compreende 42 espécies e 19 variedades, com centro de

! FORERO, H. A revision of american species of Rourea Subg. Rourea (Connaraceae). Mem New York Bot
Garden, v.26, n.1, p.1-119, 1976.
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dispersdo na Amazébnia. Atualmente sabe-se que este género abrange cerca de
mais de 80 espécies (BRITANNICA, 2009).

A espécie Rourea induta Planch, também conhecida como campeira, botica-
inteira ou pau-de-porco (figura 3 e 4), é caracterizada por arvoretas ou arbustos de
até 4 metros de altura. Possui ramos jovens densamente vilosos e esverdeados,
suas folhas sdo também densamente vilosas e perpendiculares ao ramo (FONSECA
e PROENCA, 2002). A morfologia floral é simples, as flores sdo palido-amareladas,
curtas, pequenas e planas, com verticilos reprodutivos e geralmente pouco expostos
aos agentes polinizadores (LENZA et al., 2008). Ela floresce de maio a setembro e
frutifica de setembro a dezembro. Estd distribuida no Brasil pelos estados do
Maranh&o, Bahia, Ceara, Pernambuco, Minas Gerais, Mato Grosso, Distrito Federal,
e S&o Paulo. E abundante em areas de cerrado campo sujo e cerrado sensu stricto
(FORERO, 1976, citado por FONSECA e PROENCA, 2002).

ROUREA induta

Figura 3 — Foto Rourea induta, Connaraceae Figura 4 — Prancha Botanica Rourea induta
Fonte: SASAKI e MELLO-SILVA, 2009 Fonte: FLORA Brasiliensis, A Obra (2007)

A classificagdo taxonémica da espécie Rourea induta € apresentada no
Quadro 1.




Quadro 1 — Classificacdo Taxondmica

W Rede de Sementes do Cerrado Cronquist
& (2006) (1968)
Reino Plantae Plantae
Superdivisao Spermatophyta

Divisdo Magnoliophyta Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida Magnoliatae
Subclasse Rosidae Rosidae
Ordem Rosales Sapindales
Familia Connaraceae Connaraceae
Género Rourea Rourea
Espécie Induta Induta
Género espécie Rourea induta Rourea induta
Variacéo induta induta

3.2.2 Atividades Bioldgicas da Familia

Economicamente ha poucas espécies importantes, as cascas de Rourea
glabra, quando utilizadas em curtumes, produzem uma cor purpura brilhante na pele
dos animais. Algumas frutas, sementes e folhas de varias espécies, como Rourea
volubilis, Rourea glabra e Cnestis polyphylla, sdo venenosas e sdo usadas, entre
tantas coisas, na ponta de lancas contra cées selvagens e coiotes (BRITANNICA,
2009).

Algumas espécies possuem propriedades que possibilitam seu uso na
medicina popular; em Madagascar as folhas de Agelaea emetica sdo usadas para
induzir o vémito, e Agelaea lamarckii € um agente contra gonorrhea; no oeste da
Africa as folhas de Agelaea villosa s&o utilizadas no tratamento para disenterias
(BRITANNICA, 2009). Com relacdo a espécie Rourea induta, sabe-se que a sua
cortica € usada para tratamento de reumatismo (FONSECA e PROENCA, 2002).

Varios estudos estdo sendo realizados com espécies da familia
Connaraceae, dentre eles esta a espécie Rourea minor, a qual vem sendo utilizada
na medicina chinesa para o tratamento de abrasdes e lesdes. Estudos fitoquimicos
reportam que ela possui terpenos, esterdides, quinonas, flavanas, flavonas,
antracenodionas e acidos graxos (HE et al., 2006).
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Estudos recentes com R. minor demonstraram que a fracdo sollvel
cloroférmica apresentou in vitro efeito contra o Plasmodium falciparum. Testes com
extrato cloroformico, com extracdo repetida em cromatografia de coluna em silica
gel, seguido de Sephadex LH-20 e coluna cromatografica RP-18, demonstraram a
presenca de dois novos compostos rourinosideo e rouremina (figura 5), além de
cinco compostos ja conhecidos. Os compostos novos foram testados contra o
Plasmodium falciparum, utilizando quinina, cloroquina e artemisina como controles
positivos. Os resultados mostraram uma atividade antimalarica satisfatéria, e os
compostos rourinosideo e rouremina podem ser classificados como ligninas ou
neoligninas (HE et al., 2006).

OR3

2. R1 = CO(CH2)14Me
R2 = CO(CH2)1gsMe

e

R3 = HO NH;

H OH

Figura 5 — Estrutura Quimica do Rourinosideo (1) e Rouremina (2)
Fonte: HE et al., 2006

Outra espécie que esta sendo estudada é a Agelaea pentagyna (Lam.) Baill.
O aumento do numero de dermatites e alergias a pélen se tornou um problema sério
no Japao, o que levou ao aumento da procura por novas substancias de origem
natural com atividade antihistaminica. O extrato metandlico de folhas de Agelaea
pentagyna (Lam.) Baill, Connaraceae, apresentou uma grande atividade
antihistaminica. Esta atividade foi atribuida ao flavonoide tricina isolado deste extrato
(Kuwabara et al., 2003).

A atividade antihistaminica da tricina foi testada comparativamente com
alguns flavonéides naturais e sintéticos, e compostos contento o anel catecol, o qual
se acredita ser essencial para tal atividade. O extrato metandlico apresentou 100% e

49% de atividade na exocitose dos granulos dos basofilos causada por estimulacéo
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induzida por antigeno, nas concentracdes de 1 e 0,1mg/mL respectivamente. Na
particdo de solventes a atividade se distribuiu nas fragbes com niveis variaveis. Por
fim ndo foi possivel concluir uma regra geral para essa atividade, somente a
conclusao tentativa de que a tricina é a 5,7-diidroxiflavona com maxima atividade
(KUWABARA et al., 2003).

A espécie Byrsocarpus coccineus (sin. Rourea coccinea), Connaraceae, €
uma planta ornamental utilizada para tratamento de varias doencas ao redor do
oeste tropical da Africa. A raiz e outras partes s&o utilizadas para tratamento de
tumores, dores de ouvido, dores musculares e reumaticas. O extrato aquoso das
folhas foi estudado inicialmente por possuir atividades analgésicas, e o estudo
evoluiu para avaliacdo de atividade antiinflamatéria deste extrato usando varios
modelos de inflamacédo. A injecdo de extrato aquoso, uma hora antes da injecao de
carragena e albumina, causou uma significante diminuicdo dose dependente do
edema em modelos animais (AKINDELE e ADEYEMI, 2007a). Segundo Bero et al.
(2009) esta atividade antiinflamatéria pode explicar o uso desta espécie no
tratamento de sintomas de maldria em Benin, uma vez que em testes contra
Plasmodium falciparum nenhum extrato da espécie demonstrou uma boa atividade.

Baseado nos resultados satisfatérios para atividade analgésica e
antiinflamatéria, o estudo avancou para a avaliagdo da atividade antipirética do
extrato. Em trés modelos de hipertermia testados o extrato apresentou uma reducéo
significativa da temperatura corporal dos animais testes, chegando a se igualar ao
efeito do &cido acetilsalicilico. Quando em concentracdo de 400mg/Kg ocorreu uma
reducado de 63,64% da temperatura (AKINDELE e ADEYEMI, 2007Db).

Esta espécie parece apresentar também uma atividade antidiarréica,
segundo estudo baseado no uso de decoc¢do ou macerado em agua fria das folhas
dessa planta para o alivio de diarréia. Essa acao foi testada através de experiéncia
em ratos com administracédo oral do decocto em agua destilada. Foi provado que o
extrato de Byrsocarpus coccineus promove uma diminuicdo dose dependente do
transito intestinal. A maior inibicdo ocorreu com uma dose de 400mg/kg, mas ainda é
um efeito menor do que o produzido pela morfina em uma dose de 10mg/kg
(AKINDELE e ADEYEMI, 2006).

A analise fitoquimica preliminar da espécie mostrou a presenca de
alcaldides, taninos, saponinas, acucares redutores, glicosideos e antraquinonas
(AKINDELE e ADEYEMI, 2006).
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3.3 COMPOSICAO QUIMICA

3.3.1 Flavonoides

Os flavondides sdo os compostos comuns na maioria das espécies da
familia Connaraceae. Sdo compostos do metabolismo secundario das plantas que
derivam da condensacdo de uma molécula do acido cindmico com trés grupos
malonil-CoA. Sdo também denominados pigmentos naturais, e desempenham um
papel fundamental de protecdo do vegetal contra agentes oxidantes, como raios
ultravioleta e poluicdo (SILVA, 2008; SASAKI, 2008).

Sao compostos de baixo peso molecular com uma estrutura base de 15
carbonos, esqueleto defenilpropano, composta por dois anéis fenodlicos (A e B)
ligados por um anel pirano (C) (figura 6) (BEHLING et al, 2004) .

Figura 6 — Estrutura Basica de Flavondides

Dependendo da substituicdo e do nivel de oxidacdo do anel pirano os
flavonoides podem ser divididos em diversas classes:
e Flavanois: hidroxila na posicéo 3, ex. catequina e epicatequina.
e Flavonois: carbonila na posicao 4, hidroxila em 3 e uma ligacdo dupla
entre 2 e 3, ex: quercetina e canferol.
e Flavonas: carbonila na posicdo 4 e uma ligacao dupla entre 2 e 3, ex:

rutina e apigenina.
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e Antocianidinas: hidroxila na posicdo 3, e ligacdo dupla entre o oxigénio e
o carbono 2, e entre os carbonos 3 e 4, ex: cianidina.

¢ Isoflavonoides: carbonila na posi¢éo 4 e o anel B esté ligado ao restante
da molécula pelo carbono 3, ex: genisteina.

e Flavononas: carbonila na posigéo 4, ex: miricetina e naringenina.

Além dessas classes ha as chalconas, auronas, diidrochalconas, flavandiol,
bioflavondides e protoantocianidinas.

Os flavondides podem ocorrer como agliconas, porém freqluentemente
ocorrem como glicosideos, e dentro de uma mesma classe podem diferir entre si de
acordo com o padrdo de substituicdo do glicosideo nos anéis A e B, que podem se
ligar a molécula em C-3 ou C-7, sendo a primeira mais comum (SILVA, 2008).

Na medicina humana os flavondéides sdo utilizados como agentes
antimicribianos, inseticidas, inibidores de enzimas, antioxidantes, entre outros.
Possuem grande atividade antioxidante, pois tem uma grande capacidade de
sequestrar radicais livres e quelar ions metalicos, atividade que é aumentada
quando a molécula possui dois grupos hidroxila em orto no anel B, uma dupla
conjugada com a carbonila na posi¢cdo 4 e hidroxilas em 3 e 5. Dessa maneira 0
flavondide miricetina € o0 que apresenta uma maior acao antioxidante, seguido da
qguercetina (figura 7). A gquercetina possui uma capacidade antioxidante cinco vezes
maior do que as vitaminas C e E, e quando atua junto com a vitamina C ocorre uma
reducdo deste flavonoide, de maneira que a combinacdo com a vitamina C permite
gue o flavondide exerca por mais tempo suas func¢des antioxidantes (SILVA, 2008;
SASAKI, 2008).

OH O

Legenda:MiricetinaR1=0HR2=0H  QuercetinaR1=0HR2=H
Figura 7 — Estrutura da Miricetina e Quercetina
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Muitas das acOes biolégicas dos flavondides podem ser atribuidas a sua
propriedade antioxidante, como a protecdo dos tecidos contra radicais livres e
peroxidacado lipidica. Os flavondides fazem a neutralizacdo dos radicais hidroxil e
anion superdéxido, que sdo espécies altamente reativas que iniciam a peroxidacao
lipidica envolvida no dano tecidual. Dentre as propriedades terapéuticas atribuidas
aos flavondides estdo: protecdo contra processos cancerigenos, doencas

cardiovasculares e protecédo do figado e rins (BEHLING et al., 2004).
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4 METODOLOGIA DA PESQUISA

4.1 MATERIAL BOTANICO

As amostras de folhas de Rourea induta Planch, Connaraceae, foram
coletadas pelo Sr. Enio Jonas Karkle, na cidade de Rondonépolis, Mato Grosso, no
més de novembro de 2007, época proxima da formacao dos frutos. As folhas foram
secas a sombra.

A exsicata da espécie Rourea induta esta registrada no Museu Botanico de

Curitiba pelo numero 261574.

4.2 ENSAIO PARA ANALISE FITOQUIMICA

Os ensaios fitoquimicos preliminares sdo de fundamental importancia
quando ndo se possui estudos quimicos sobre a espécie em estudo. Para realizacdo
destes testes foi utilizada a metodologia desenvolvida por Moreira (1979), com

adaptacdes, que consta das etapas abaixo descritas.

4.2.1 Metabdlitos SolGveis em Alcool

O extrato hidroalcoodlico a 20% foi preparado por maceragdo de 40g de
material vegetal seco e estabilizado em 200mL de alcool etilico a 70% v/v, em banho
maria a 70°C por 1 hora, o qual foi ser filtrado em papel de filtro e completado o
volume para 200mL. Depois o extrato foi concentrado até um terco do seu volume e
particionado com solventes de polaridade crescente: hexano, cloroférmio e acetato
de etila, em funil de separacao. Para cada fracao foram utilizados 20mL do extrato e
0 volume completado para 200mL com o proprio solvente. O residuo do extrato
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constituiu a fracdo hidroalcodlica remanescente, tendo seu volume completado para
200mL com etanol.

As quatro fracOes obtidas foram usadas para a pesquisa dos seguintes
grupos fitoquimicos: glicosideos flavbnicos, alcaldides, esterdides e/ou triterpenos,

aminogrupos, glicosideos cumarinicos e glicosideos antraquindnicos.

4.2.1.1 Pesquisa de alcalbides

A pesquisa qualitativa de alcaldides foi feita com os reativos conhecidos
como reativos gerais de alcaldides: mercurio tetraiodeto de potassio (Reativo de
Mayer), tetraiodeto bismuto de potassio (Reativo de Dragendorff), acido silico
tungico (Reativo de Bertrand), p-dimetilamino benzaldeido (Reativo de Ehrlich) e
Reativo de Vitali-Morin (promove a nitracdo de alcaloides).

De cada fracao foi retirada uma amostra de 50mL, a qual foi evaporada em
banho-maria a 50°C. Dissolveu-se o residuo em 1mL de etanol e acrescentou-se
20mL de HCI 1%. Para cada amostra testada foram feitos 5 tubos de ensaio, cada
um com 1mL do respectivo extrato cloridrico, para cada tubo adicionou-se duas
gotas de um reativo.

Considera-se positiva a presenca de alcaldides na amostra com as
seguintes visualiza¢des para 0s reativos:

<~ Mayer: formacgao de precipitado branco ou leve turvagéo branca.
<- Dragendorff: formacao de precipitado de coloracao tijolo.
<> Bouchardat: formacédo de precipitado de coloracdo alaranjada.

< Bertrand: formacéo de precipitado branco ou leve turvacdo branca.

Para cada amostra, utilizou-se um tubo somente com o extrato, que serviu

como controle negativo.
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4.2.1.2 Pesquisa de leucoantocianidinas

Foram levados a secura 10mL das fracOes e depois dissolvidos com 5mL de
alcool etilico. Posteriormente adicionaram-se 5 gotas de HCI concentrado, levando
ao aquecimento até ebulicdo. A reagdo € positiva quando ha desenvolvimento de

coloracdo vermelha.

4.2.1.3 Pesquisa de heterosideo flavénico

Cada fracdo teve 20mL levados a secura e dissolvidos posteriormente com
10mL de etanol. Dessas fracbes 5mL foram transferidos para cada tubo de ensaio, a
fracdo hidroalcodlica ndo passou pela secura, foi transferida diretamente ao tubo de
ensaio. Em cada tubo foram adicionados 200mg de limalha de ferro e HCI
fumegante lentamente. O resultado positivo € observado quando ocorre o0

desenvolvimento de coloracdo vermelho a vermelho sangue.

4.2.1.4 Pesquisa de flavonois

Esta pesquisa é realizada pelo teste do Oxalico Borico ou reagcdo de
Taubock. Para tal, 10mL de cada fracao foram levados a secura, depois adicionadas
5 gotas de acetona e 30mg da mistura de acido bérico e &cido oxalico (1:1), levando
novamente a secura, a este residuo foram adicionados 5mL de éter etilico. A
visualizacdo foi realizada em ultravioleta, se houver fluorescéncia a reacédo €

considerada positiva.

4.2.1.5 Pesquisa de dihidroflavonois

Em capsulas de porcelana adicionou-se 10mL de cada fracdo, os quais

foram levados a secura. O residuo foi aquecido em fogareiro com alguns cristais de
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acetato de sodio, 0,1mL de anidrido acético e 0,1mL de HCI concentrado. O

desenvolvimento de coloragéo roxa é positiva.

4.2.1.6 Pesquisa de cumarinas

Para a pesquisa de cumarinas concentrou-se as fracdes até 5mL em banho-
maria, através da secura de 30mL a 50°C, e recuperacdo com acetato de etila
(5mL). A fracéo hidroalcodlica foi levada até pH 1 por adicdo de HCI 2N e 5mL de
HCI concentrado. Esta mistura foi resfriada e transferida para um funil de separagao
para extracdo com éter etilico (2 X10mL). Essa fracbes foram reunidas e
concentradas em banho-maria até 5mL.

Das fragbes obtidas transferiu-se 3mL para tubos de ensaio, onde
adicionaram-se 2mL de NaOH 2N. Os tubos foram levados para a camara de luz
ultravioleta em 366nm por 15 minutos. Para reacdo positiva € observada
fluorescéncia azul ou verde amarelada.

Paralelamente, com o restante dos extratos etéreos, foram marcados, em
um papel de filtro, trés pontos com manchas de aproximadamente 1cm de diametro.
As manchas 1 e 2 foram tratadas com NaOH 1N e, sobre a mancha 1, colocou-se
uma moeda, depois foram levadas a camara de ultravioleta a 365nm, novamente
deixando em exposicdo por 15 minutos. A reacdo € tida como positiva com o
desenvolvimento de fluorescéncia, com coloragdo azul ou verde amarelada na

mancha 2.

4.2.1.7 Pesquisa de heterosideos antraquinénicos

Em balGes de fundo chato foram transferidos 30mL das fragbes junto com
5mL de solugdo aquosa de &cido sulfarico a 10%. A mistura foi deixada em refluxo
por uma hora, e posteriormente filtrada, adicionando-se, em seguida, 30mL de H20.
Transferiu-se para um funil de separacdo, para extracdo com éter (2 X 10mL). As

fracOes obtidas foram reunidas e concentradas em banho-maria, até um volume de
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5mL, e colocadas em um tubo de ensaio, adicionando-se 5mL de NH4OH (Reacé&o
de Borntraeger). A reagcdo € considerada positiva com observacdo de coloracao

vermelha.

4.2.1.8 Pesquisa de esterdides e triterpenos

As fracdes (10mL) foram evaporadas até secura e os residuos redissolvidos
em 5mL de cloroférmio e filtrados em algoddo. De cada uma das amostras 0,1; 0,5 e
1,0mL foram transferidos para trés tubos de ensaio, e 0 volume completado para

2mL com cloroférmio.

*Reacdo de Liberman-Bouchard

Para essa reacao, foi adicionado aos tubos de ensaio 1mL de anidrido
acético e lentamente 2mL de H2SOa4 concentrado.
A coloracao indica:
- Rébsea ou azul: presenca de funcéo carbonila na posicéo 3 e duplo enlace
nas posicdes 5e 6 ou 7 e 8.
- Verde: funcéo hidroxila em 3 e dupla ligagdo entre 5e 6 ou 7 e 8.

- Amarela: grupamento metila no carbono 14.

*Reacdo de Keller Kelliani

Levou-se a secura 2mL dos extratos cloroformicos preparados
anteriormente. Os residuos foram dissolvidos com 2mL de acido acético glacial e
0,2mL de solucdo aquosa de cloreto férrico 1%. Transferiram-se entdo as misturas
para tubos de ensaio contendo 2mL de H2SOa.

O desenvolvimento de coloracdo azul ou verde na zona de contato entre as

duas fases indica a presenca de desoxiaglcares, sendo:
- azul: esteroides;

- verde: triterpenos.
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4.2.2 Metabdlitos Soltveis em Agua

O extrato aquoso foi preparado com 40g do vegetal e 200mL de agua em
banho-maria por 1 h & 70°C. Depois o material foi filtrado e completado o volume
com &gua até 200mL. Nesse extrato pesquisaram-se 0s seguintes grupos
fitoquimicos: glicosideos antocianicos, saponinas, glicosideos cianogenéticos

taninos condensados e hidrolisaveis, aminogrupos e flavonoides.

4.2.2.1 Pesquisa de heterosideos antocianicos

Foram separados 5mL do extrato em 3 tubos de ensaio. No primeiro
colocou-se HCI 1% até pH 4, se aparecerem tons avermelhados a reacéo é positiva,
o segundo foi alcalinizado com NaOH até pH 10, e se positivo observa-se tons
azulados; e o terceiro foi neutralizado a pH 7 com o aparecimento de tons violaceos.

Depois 10mL do extrato foram extraidos com &lcool butilico em funil de
separacdo por duas vezes. Reuniu-se as duas fracdes obtidas em uma cépsula de
porcelana e concentradas até 5mL. Foram adicionadas 5 gotas de HCI concentrado
e aguecidos até ebulicdo. O desenvolvimento de coloracdo vermelha indica a

presenca de antocianidina.

4.2.2.2 Pesquisa de heterosideos saponinicos

Para esse teste foram utilizados 3 tubos de ensaio com a mesma quantidade
de extrato, esses foram agitados energicamente por cinco minutos medindo em
seguida a espuma formada. Apods repouso de 30 minutos, a presenca de saponinas

e confirmada pela formacéo de espuma persistente com altura superior a 1cm.



38

4.2.2.3 Pesquisa de heterosideos cianogenéticos

A um tubo de ensaio, foram adicionados 5mL do extrato aquoso, de modo a
nao umedecer as paredes do tubo, e 1ml de H,SO,4 10% ou 1N. Suspendeu-se uma
tira de papel picro-sédico, com o auxilio de uma rolha de cortica, mantendo em
banho-maria (60°C) por 30 minutos. O resultado positivo para heterosideos
cianogénicos € observado pelo desenvolvimento de coloragdo marrom a vermelho
no papel picro-saédico.

Para preparar o papel picro-sédico tiras de papel de filtro com 1cm de largura
sdo embebidas em solucdo de acido picrico 1% e secas ao abrigo da luz. As tiras
picricas secas sao embebidas em solucdo de carbonato de sédio 10%, secas e

armazenadas em frasco ambar.

4.2.2.4 Pesquisa de taninos

Transferiu-se 1mL de extrato aquoso para cinco tubos de ensaio e
adicionaram-se 0s seguintes reagentes:
Tubo 1: 3 gotas de cloreto férrico. Coloracdo azul ou verde, com formacéo

ou nédo de precipitado — resultado positivo para taninos.

Tubo 2: 1 a 3 gotas de sulfato amoniacal. Coloracdo azul ou verde —
resultado positivo.

Tubo 3: 1 a 3 gotas de cloridrato de emetina. Formacéo de precipitado —

resultado positivo.

Tubo 4: 5mL de acido acético (gota a gota) e 5mL de acetato de chumbo.
Presenca de precipitado — resultado positivo.

Tubo 5: 3 gotas de dicromato de potassio 1%. Desenvolvimento de

precipitado — resultado positivo.
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Para a pesquisa de taninos condensados e hidrolisaveis foram transferidos
30mL do extrato para um baldo de fundo chato junto com 6mL de formaldeido 40% e
4mL de acido cloridrico 37%. Essa mistura foi aquecida em refluxo por uma hora, e
depois de frio filtrado. O residuo do papel de filtro foi lavado com solucdo de alcool
50% e gotejadas algumas gotas de KOH a 5%. A coloracao verde indica a presenca
de taninos condensados. Ao filtrado adicionou-se excesso de acetato de sodio e
gotas de solucédo aquosa de cloreto férrico 1%, a coloracdo azul indica a presenca

de taninos hidrolisaveis.

4.2.2.5 Pesquisa de acidos volateis

Esse teste foi realizado da mesma maneira do que o teste para heterosideos
cianogenéticos com uma fita de pH. A presenca desses acidos é indicada pela

coloracao da fita para valores abaixo de pH 7.

4.2.2.6 Pesquisa de acidos fixos

Em um baldo, foram adicionados 20mL do extrato aquoso e 2ml de NaOH
1N, que permaneceram em refluxo por 30 minutos. Apds resfriamento, acidificou-se
com H,SO, 2N e extraiu-se com éter etilico (3 porcbes de 10mL). Os extratos
etéreos foram reunidos e tratados com carvao ativo, sendo em seguida filtrados e
evaporados em banho-maria (50°C) até a secura. O residuo foi deixado em estufa
por 10 minutos, resfriado e adicionados 5mL de NH,OH 1N. Em uma tira de papel de
filtro concentraram-se duas manchas (3 gotas em cada mancha) com o residuo
amoniacal, deixando na estufa até secar, e sobre uma das manchas foi gotejado o
reativo de Nessler. A coloracdo marrom nessa mancha indica a presenca de acidos
fixos. Os acidos férmico, propibnico e aminoacético nao formam manchas, pois néo

fixam a amonia, apresentando reagdo negativa.
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4.2.2.7 Pesquisa de amino grupo

Nesse teste 10mL do extrato aquoso foram concentrados até 5mL a
temperatura de 60°C. Em uma cromatoplaca de CCD depositou-se 3 gotas desse
extrato concentrado, e apds secas sobre uma das manchas foi colocado uma gota
de ninhidrina. A placa foi aquecida em estufa por 15 min com temperatura de 90-

100°C. A coloracao azul-violacea indica a presenca de aminogrupos.

4.3 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO E DAS FRACOES

O extrato bruto foi obtido a partir de 2kg do material vegetal em etanol, com a
utilizacdo do aparelho de Soxhlet. Este foi concentrado em evaporador rotativo até
300mL e filtrado. O extrato bruto foi usado para a obtencéo das fracées por particao
liquido/liquido com solventes de diferentes polaridades, na seguinte ordem:
n-hexano, cloroférmio e acetato de etila. A fracdo hexano foi reunida ao residuo do
filtrado e fracionado por coluna de silica em Soxhlet com hexano para uma

purificacdo prévia obtendo-se duas fracoes.

4.4 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

As fragBes obtidas do extrato foram passadas em coluna cromatogréafica
com fase estacionaria silica gel 60 Merck 0,063 — 0,200mm, e fase movel
hexano/acetato de etila e acetato de etila/metanol. A pastilha a ser cromatografada
foi preparada com silica gel 60 na propor¢éo de 5 partes em relacdo a quantidade de
amostra e levada a secura em banho-maria a 50°C, sob constante homogeneizagao.

Em uma coluna de vidro, preparou-se a silica-gel a ser depositada na

proporcdo de 5 partes em relacdo a quantidade de pastilha. O sistema eluente
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iniciou com 100% de hexano, tendo acetato de etila como gradiente de polaridade,
com variagdo de 5%, até 100% de acetato de etila, a partir deste foi utilizado
metanol como gradiente, com variacao de 5%.

As amostras recolhidas foram levadas a secura na temperatura ambiente
para cristalizagdo dos compostos, depois essas amostras foram resuspendidas e
filtradas a vacuo para se obter os cristais. Esses cristais foram identificados por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) 13C e !H, ultravioleta,
infravermelho e ponto de fusao.

Para RMN de 3C e 'H utilizou-se espectrofotdmetro Brucker® modelo
AC200 em 300 MHz, realizada no Laborat6rio de RMN do Departamento de Quimica
da Universidade Estadual de Maringa. A espectroscopia no ultravioleta foi realizada
em espectrofotbmetro UV-1601 Shimadzu® de 200 a 450 nm de acordo com a
metodologia de Mabry, Markham e Thomas (1970). Para infravermelho as amostras
foram preparadas em pastilhas de brometo de potassio anidro (KBr) comprimidas em
equipamento Bomem-Hartmann & Braum MB-serie e analisadas em aparelho
Biored® FTS 3500 GX entre 400 e 4000 cm™. O ponto de fusdo foi medido em

aparelho de Koffler-Reichert Austria.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.5.1 Ensaio da Reducdo do Complexo Fosfomolibdénio

O método de complexacao pelo fosfomolibdénio, descrito por Prieto, Pineda
e Aguilar (1999), € uma maneira simples e barata de se avaliar a capacidade
antioxidante total de uma mistura complexa de compostos, como € o0 caso de
extratos obtidos de plantas, bem como suas fragbes. Possui a vantagem de avaliar a
capacidade antioxidante tanto de componentes lipofilicos quanto de hidrofilicos.

O complexo fosfomolibdénico € formado pela reacédo da solugéo de NazPO,4
(28mL, 0,1mol/L) com solugcéo de (NH4)6M07024.4H,0 (12mL, 0,03mol/L) e solucao

de H,SO4 (20mL, 3mol/L), em meio aquoso, sendo o volume final, ajustado com H,O
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destilada para 100mL, e possui coloracdo amarela, tornando-se verde a medida que
se reduz (PRIETO, PINEDA E AGUILAR, 1999)

As amostras (fracOes e substancias M1 e M5) foram levadas a secura em
banho-maria (40°C), e a partir do material seco, bem como das substancias isoladas
foram preparadas solu¢cdes metandlicas com concentragdo final de 200ug/mL.
Destas, 0,3mL foram adicionados a 3mL de solucdo reagente do complexo
fosfomolibdénio. Os tubos foram fechados e mantidos em banho-maria a 95°C por
90 min. Apos resfriamento, foi feita a leitura a 695nm, em um espectrofotometro UV-
1601 Shimadzu® para obtengcdo das absorbancias, usando 0,3mL de metanol com
3mL do reagente como branco. A capacidade antioxidante das amostras é expressa
em relacdo a rutina (200ug/mL) usada como padrdo, e vitamina C (200pug/mL) cuja

atividade antioxidante de referéncia foi considerada 1,00.

4.5.2 Potencial Antioxidante por Cromatografia de Camada Delgada

De acordo com o método descrito por Conforti et al. (2002), as amostras das
fracOes, das substancias M1 e M5, e os padrées (10mg/ml) foram submetidos a
cromatografia em camada delgada (CCD), usando como fase modvel a mistura
acetato de etila, acetona e agua (25:8:2). Em seguida, as placas foram reveladas
com solugéo a 0,2% (p/v) de DPPH em etanol, o desenvolvimento de coloragéao

amarela nas manchas revelou reacéo positiva.

4.5.3 Avaliacdo da Atividade Antioxidante pela Redugdo do Radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) € um radical livre e estavel (figura 8)
com o0 qual compostos vegetais que apresentam potencial atividade antioxidante

interagem, permutando os elétrons ou atomos de hidrogénio para o radical livre
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reduzindo-o. E um método facil, rapido e muito utilizado para avaliar a capacidade

antioxidante de amostras vegetais.

02N N—N 02N N—N

] ) NO2 O

Figura 8 — Estrutura Quimica do Difenilpicrilhidrazila - Radical Livre (1), e
Difenilpicrilhodrazine — Radical Reduzido(2)
Fonte: MOLYNEUX, 2004

NO 3

O potencial de reducédo do radical DPPH das amostras (fragdes e substancia
M5) foi analisado espectrofotometricamente segundo Mensor et al.(2001). Foram
preparadas cinco solu¢cdes metandlicas das fracdes nas concentracbes de 2,0 a
12,5pg/mL, das quais 2,5mL foram adicionados a 1mL de uma solugdo metandlica
de DPPH na concentragdo de 0,03 mmol/mL. Para as fragbes hexano foram
utilizadas cinco solu¢cdes com concentracfes entre 100 e 300ug/mL. Para cada
amostra foi preparado um branco com 2,5mL da solucdo e 1mL de metanol para
cada concentracdo. Paralelamente foi feito um controle com 2,5mL de metanol e
1mL de DPPH. Apds trinta minutos de reacdo foram realizadas as leituras em
espectrofotbmetro a 518nm, correspondente a absorcdo maxima do radical em
estudo. Como padrdes foram utilizados rutina e vitamina C.

A habilidade dos extratos em reduzir o radical foi calculada da seguinte

forma;

amostra - A branco)
A controle

% inibi¢do do DPPHleO—{(A xlOO}
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4.6 AVALIACAO DA TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

O ensaio de toxicidade frente a Artemia salina, segundo Meyer et al. (1982),
€ um ensaio bioldgico rapido, de baixo custo, ndo requer ambiente asséptico, utiliza
um grande numero de organismos para validacdo estatistica, ndo requer
equipamentos especiais e a quantidade de amostra € relativamente pequena (2-
20mg) (MEYER et al., 1982; DALL'STELLA, 2008).

4.6.1 Preparo da Solugdo Salina

A 4gua do mar artificial foi preparada com 38g de sal marinho (23g NaCl,
11g MgCl,-6H,0, 4g Na,S0Oy4, 1,3g CaCl,-2H,0 ou CaCl,-6H,0, 0,7g KCI ) e 1000mL
de agua purificada.

O pH foi ajustado para 9,0 com Na,COg3 para evitar o risco de morte das
larvas por diminuicdo do pH durante a incuba¢édo. Segundo Lewan et al. (1992), um
pH superior a 6 é essencial para o desenvolvimento de Artemia Salina, e um pH

superior a 10,5 deve ser evitado.

4.6.2 Eclosao dos Ovos

Os ovos de Artemia salina (200mg/400mL) foram colocados na agua
salgada para eclodir por 48 horas sob aeracdo continua e expostos a luz diurna. A
temperatura foi controlada entre 27 e 30°C e o pH entre 8-9. Na primeira hora do

processo foi mantida iluminag&o (20W) sobre o recipiente.
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4.6.3 Preparo das Amostras

O estudo foi realizado com as fracbes e as substancias isoladas M1 e M5.
As amostras foram levadas a secura em banho-maria (40°C), pesadas
aproximadamente 20mg e adicionados solvente em quantidade suficiente para obter
a concentracao inicial da solugédo de 10mg/mL.

Como solventes foram utilizados metanol para as fracbes sollveis e
cloroférmio para a fracdo hexano 1 e para a substancia M1, que ndo sao sollveis no
metanol.

Desta solucdo 2,5, 25 e 250uL foram transferidos com pipeta automatica
para tubos de ensaio correspondendo respectivamente a 10, 100 e 1000ug/mL, em
triplicata. O solvente foi evaporado por 12 horas (DALL’STELLA, 2008).

4.6.4 Avaliacdo da Toxicidade

ApoGs a eclosdo dos ovos, 10 larvas de Artemia salina foram transferidas
para cada tubo de ensaio contendo as fracbes e para os tubos controles. Os
controles negativos consistiram de tubos com o solvente solubilizador da fragéo, os
quais foram evaporados juntamente com as amostras. Como controle positivo foi
utilizado sulfato de quinidina. O volume de todos os tubos foi ajustado com agua do
mar artificial para 2,5mL.

Apos 24 horas, foi realizada a contagem das larvas mortas e vivas com
auxilio de lupa e iluminacdo incandescente.

Os dados foram analisados com o método estatistico Probitos e
determinados os valores de DLsy € 95% de intervalos de confianca. As fracdes
foram consideradas ativas quando DLsy foi menor que 1000 ppm (MEYER et al.,
1982).
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4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

O estudo alelopatico procura determinar o efeito de uma planta doadora
sobre uma planta receptora, ou seja, o efeito de um individuo sobre outro
prejudicando ou favorecendo (MALHEIROS E PERES, 2001).

O ensaio realizado de acordo com Malheiros e Peres (2001), e Dias (2005)
foi preparado em caixas Gerbox colocadas no germinador Mangelsdorf (Biomatic).
Para avaliagdo do crescimento e germinacdo utilizaram-se sementes de Lactuca
sativa, classe fiscalizada, cultivar Baba, espécie amplamente citada na literatura por
apresentar caracteristicas apropriadas para os testes, pois sdo pequenas e possuem
uma grande superficie de contato fazendo com que sejam bastante sensiveis ao
meio que as rodeia (DIAS, 2005).

4.7.1 Preparo do Teste

Foram testadas as fracbes e duas substancias isoladas (M1 e M5). As
amostras foram diluidas em metanol de forma a se obter 0,8; 0,4; 0,2 e 0,1mg em
2mL de metanol, a partir de uma solucdo mée de 1mg/mL. Todas foram preparadas
em duplicata. As amostras da fracdo hexano 1 e da substancia M1 foram diluidas
em cloroférmio.

As caixas Gerbox foram previamente lavadas, passadas em solucdo de
hipoclorito diluida e enxaguadas com agua. Embeberam-se as amostras em
pedacos de papel de filtro Whatman namero 6, os quais foram levados a estufa e
mantidos a 40°C, durante 24 horas, para evaporacdo total do solvente.
Paralelamente, em cada caixa Gerbox utilizada, um pedaco de papel de filtro isento
de amostra foi inserido, com a finalidade de manter as condi¢des de umidade do
ambiente. Apdés 24 horas, cada papel de filtro embebido com a amostra na sua
respectiva concentracado, foi posicionado nas caixas Gerbox, as quais foi adicionado
3mL de agua destilada e distribuidas 20 sementes em 4 repeticdes consecutivas de
5 sementes para cada caixa (DIAS, 2005; BALESTRIN, 2006).
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Foram utilizados controles de caixas apenas com &gua destilada e
sementes, e caixas com solvente (metanol ou cloroférmio), dgua destilada e
sementes, nas mesmas condicbes do experimento. O papel filtro com solvente
também foi levado a estufa para evaporacao juntamente com as amostras.

O material preparado e os controles ficaram protegidos da luz com papel
aluminio e colocados em germinador Mangelsdorf (Biomatic), com limites de
temperatura entre 17 e 20°C. Para cada concentracdo prepararam-se duas caixas,

uma para o estudo da germinacéo e outra para o estudo do crescimento.

4.7.2 Teste de Germinacgao

Durante a germinacdo fez-se leituras diarias por sete dias, no mesmo
horério, e dentro do fluxo laminar. As sementes que germinaram foram retiradas da
caixa diariamente. As sementes foram consideradas germinadas quando se tornou
visivel a protrusdo da radicula através do tegumento.

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi calculado para cada
repeticdo de cada tratamento. Este indice é calculado utilizando-se a quantidade de
sementes germinadas, dividindo-se pelo dia da germinacdo e somando-se até o
altimo dia de germinagdo. As médias dos indices de velocidade de germinacao
foram submetidas ao Teste de Scott-Knott.

4.7.3 Teste de Crescimento

A leitura do crescimento foi realizada com o material que foi mantido no
germinador por sete dias, os quais foram abertos somente no dia da leitura, ultimo dia
do teste. Para cada semente mediu-se, com auxilio de papel milimetrado, o tamanho
da radicula, que posteriormente origina a raiz, e do hipocétilo, que origina o caule.

Os resultados foram submetidos ao teste de Scott-Knott para comparacéo

das médias.
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4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.8.1 Difusdo em Agar

O método de difusdo em gel, adaptado de Romeiro (2001), foi utilizado para
determinar a atividade antibacteriana das fragbes e substancias isoladas, buscando-
se encontrar alguma atividade inibitoria do desenvolvimento de cepas de Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella thyphimurium, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis.

Neste teste discos de papel impregnados com amostras em estudo foram
adicionados a um meio especifico com um microorganismo inoculado, ocorrendo
difusdo das substancias impregnadas nos discos através do meio de cultura teste. A
comprovagdo da atividade antibacteriana ocorre pela formagdo de um halo de
inibicdo ao redor do disco de papel impregnado com a amostra em estudo.

4.8.1.1 Preparo das Amostras

As amostras para estudo foram obtidas a partir das fracbes e duas
substéancias isoladas (M1 e M5). Cada amostra foi testada em duas concentracdes
1000pg e 500ug, essas concentragOes foram obtidas a partir de um solucéo inicial
de 50mg/mL para cada amostra. As frac6es hexano 2, cloroférmio, acetato de etila e
a substancia M5 foram solubilizadas em metanol, e a fragdo hexano 1 e a substancia
M1 em cloroférmio (DIAS, 2005).

Este procedimento foi realizado dentro de camara de fluxo laminar.

4.8.1.2 Preparo dos discos de papel

Espalharam-se os discos de papel em placa de petri, devidamente
identificados, dentro do fluxo laminar. Para se obter a concentracdo de 1000ug

foram impregnadas nos discos duas aplicacfes de 10uL da solucéo inicial, e para a
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concentracdo de 500ug uma aplicacdo de 10upL. Prepararam-se também discos
controles apenas com metanol e cloroférmio, utilizados na diluicdo dos extratos. As

placas foram deixadas abertas para secagem das amostras impregnadas.

4.8.1.3 Meio de Cultura

O meio de cultura agar Mueller-Hinton foi preparado de acordo com o
procedimento do fabricante, esterilizado e colocado nas placas de petri previamente
esterilizadas. Foi escolhido por ser um meio ndo enriquecido, porém suficientemente
nutritivo para permitir o desenvolvimento das col6nias bacterianas, € o mais utilizado

para testes de bactérias aerdbicas e anaerdbicas facultativas.

4.8.1.4 Preparo do In6culo

Foram utilizadas cepas de Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella thyphimurium (ATCC 14028), Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), as quais foram
repicadas em caldo triptico de soja e incubadas a 35°C, 24 horas antes do teste.

As culturas jovens de cada bactéria foram diluidas em 5mL de salina estéril
comparando-se com a turbidez do tubo nimero 0,5 da escala de Mac Farland
(0,5mL de cloreto de bario a 1% em 9,5mL de &cido sulfurico a 1%) a fim de se obter
a concentracdo de um milhdo e quinhentos mil bactérias por mL.

Realizou-se a inoculacdo com auxilio de swab estéril e dentro de camara de

fluxo laminar.

4.8.1.5 Teste de atividade antibacteriana

Em cada placa inoculada foram distribuidos seis discos de papel

impregnados, dois discos de cada amostra correspondentes as duas concentragcbes
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(500 e 1000pg), além de um disco impregnado apenas com o solvente e um disco
de controle positivo com cloranfenicol (30ug). Incubaram-se as placas inoculadas em
estufa a 35°C, durante 24 horas. Apdés este periodo, retiraram-se as placas da estufa

e mediram-se o0s halos de inibicdo, quando presentes, com auxilio de régua.

4.8.2 Avaliacdo da Concentracéo Inibitoria Minima

Utilizou-se o0 método de diluicdo em caldo, adaptado de Konemann et al.
(1993), para determinacdo da concentracdo minima inibitoria das fracdes do extrato
e substancias isoladas frente ao desenvolvimento de cepas de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella thyphimurium, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis. As amostras foram testadas em diferentes diluicdes e o
primeiro tubo onde ndo se observou crescimento bacteriano foi considerado a

concentracdo inibitéria minima.

4.8.2.1 Preparo das amostras

As amostras a serem testadas foram diluidas em caldo caseina de soja, a
partir de uma solucéo inicial de 4000ug/mL em agua estéril, nas proporgdes 1:1, 1:2,
1:4,1:8, 1:16, 1:32 e 1:64. A diluicdo ocorreu da seguinte forma: no primeiro tubo de
ensaio estéril adicionou-se 1mL de caldo nutritivo e 1mL da solucdo amostra na
concentracdo de 4000ug/mL, deste tubo foi retirado 1mL e transferido para outro
tubo estéril com mais 1mL de caldo nutritivo. Efetuou-se este procedimento, dentro
de camara de fluxo laminar, sucessivamente até obtencdo da proporcédo 1:64,
totalizando sete tubos para cada amostra, em duplicata. Um tubo contendo 1mL de
caldo foi separado para ser usado como controle positivo, e 0 controle negativo foi

preparado com 1mL de extrato e 1mL de caldo.
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4.8.2.2 Preparo do inéculo

As cepas de Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Salmonella thyphimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) foram repicadas em caldo
caseina de soja e incubadas a 35°C, 24 horas antes do teste.

Para o preparo do inéculo, as culturas jovens de cada bactéria foram
diluidas na proporcéao de 2% em solucdo de Tween 80 a 2%, comparando-se com a
turbidez do tubo nimero 0,5 da escala de Mac Farland (0,5mL de cloreto de bario a
1% em 9,5mL de acido sulfarico a 1% - um milhdo e quinhentos mil bactérias por

mL). Procedimento realizado dentro de camara de fluxo laminar.

4.8.2.3 Teste de concentragcdo minima inibitoria

Para cada amostra testada frente a cada microrganismo foram inoculados
1,0mL da suspensao de bactérias sobre 1,0mL de extrato diluido em caldo nutritivo
nas proporgfes 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 e 1:64, os quais foram incubados a 35°C
por 24 horas.

O tubo que representa o controle positivo, com apenas 1mL de caldo
nutritivo, recebeu também 1,0mL de suspensdo de bactérias, e o controle negativo
nao foi inoculado com microrganismos.

A leitura do resultado foi feita por comparacdo de cada tubo com os
controles negativo e positivo, sendo considerado como MIC a menor concentracao
da amostra em que ndo houve crescimento bacteriano.

As concentraces finais de cada tubo estédo descritas na tabela 1:

Tabela 1 — Concentracdo Final das Amostras no Teste CIM

Tubo | Diluicdo | Concentracéo (ug/mL)
1 11 1000
2 1:2 500
3 1:4 250
4 1:8 125
5 1:16 62,5
6 1:32 31,25
7 1.64 15,62
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5 RESULTADOS

5.1 PESQUISA DE GRUPOS FITOQUIMICOS

Os ensaios fitoquimicos preliminares sédo utilizados como guias para o
isolamento de substancias, pois informam os principais grupos de metabdlitos

presentes na amostra. Os resultados desta andlise sdo apresentados nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2 — Andlise Sistematica do Extrato Hidroalcodlico a 20%

Anilise Extrato Fragédo Fragdo Acetato Fragédo
hidroalcoélico hexano de etila Cloroférmio
Reativo Mayer - - - -
Reativo Dragendorff - - - -
Alcaléides
Reativo Bouchardat - - - -
Reativo Bertrand - - - -
Leucoantocianidinas - - + +
Heterosideos flavénicos - - Vermelho Amarelado
Flavonoides
Oxalico bérico - - - -
Pacheco - - - -
. Tubo - - -
Cumarina
Papel - - -
Antraquinonas - - - -
Reacao Liberman-Bouchard - Verde Amarelo Amarelo
Esteroidesi/triterpenos
Reagéo Keller-Kelliani - Verde - -
Nota: + = positivo — = negativo

Como pode ser observado na tabela 2, no extrato hidroalcodlico a 20%
houve indicacdo positiva da presenca de leucoantocianidas, flavonodides
monomericos 3,4-didis, nas fracbes acetato de etila e cloroformio devido ao
aparecimento da coloracdo vermelho sangue. Heterosideos flavonicos foram
confirmados nas fracdes acetato e cloroformio, na fracdo acetato a coloracéo
vermelha foi indicativa de flavonol e diidrofavonol, e no cloroférmio a cor amarela

indicou a presenca de flavona.
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A pesquisa de cumarinas foi positiva para a fragdo cloroférmio devido a
presenca de fluorescéncia azul. Para esterdides e/ou triterpenos a reacdo de
Libermann Bouchard indicou a presenca de triterpenos nas fracdes hexano, acetato
de etila e cloroférmio. A cor verde na fracdo hexano indica uma funcéo hidroxila na
posicdo 3 e dupla ligacdo em 5 e 6, e a coloracdo amarela do acetato de etila e
cloroférmio € indicativa de presenca de metila na posicao C14. Na reacdo de Keller-
Kelliani a fracdo hexano obteve resultado positivo com coloragéo verde indicando a
presenca de triterpenos.

A auséncia de alcaldides na familia foi confirmada na espécie pela analise

do extrato hidroalcodlico 20%, bem como a auséncia de antraquinonas.

Tabela 3 — Analise Sistematica do Extrato AQuoso
Anélise Extrato AqQuoso

Heterosideos Antocianicos +
Heterosideos Saponinicos -

Heterosideos Cianogénicos -

Aminogrupos +
Hidrolisaveis -
Taninos
Condensados +
Acidos Fixos -

Acidos Volateis -

Nota: + = positivo — = negativo

No extrato aquoso (tabela 3) foram encontrados heterosideos antocianicos,
pigmentos hidrossoluveis das plantas, com o desenvolvimento de coloragéo
vermelha; taninos condensados devido a cor verde obtida no residuo do papel de
filtro; e aminogrupos, a coloracdo violacea confirmou a presenca desse grupo.
Saponinas, heterosideos cianogenéticos, acidos volateis, acidos fixos e taninos
hidrolisaveis ndo foram encontrados.

Os resultados obtidos coincidem com a composi¢ao da familia descrita na
literatura, com a presenca de protoantocianidinas, flavondis e quercetina, sem

alcalbides e saponinas.
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5.2 PREPARACAO DO EXTRATO E FRACOES

Ao final do processo de extracdo e fracionamento obtiveram-se trés fragoes:
acetato de etila, cloroformio e hexano. No processo de pré-purificacéo da fragdo hexano
foram obtidas duas fracdes, a fracdo denominada hexano 1 foi a primeira a sair da
coluna, seguida entédo pela fracdo hexano 2. Apés evaporacdo completa dos solventes

foram calculados os rendimentos de cada amostra, apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Residuo Seco das Fracdes do Extrato Bruto de Rourea induta

Fracio Massa seca obtida (g) Rendimento (%) em Rendimento (%) em
& 9 relacdo a massa obtida | relagcdo a massa inicial
Hexano 1 5,7834 5,50 0,289
Hexano 2 4,9818 4,74 0,249
Cloroférmio 39,92 38,00 1,990
Acetato de Etila 54,3579 51,75 2,717

5.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS

Com as fracbes obtidas foram isolados cinco compostos diferentes, quatro
por cromatografia em coluna de silica, um da fragcdo hexano 1 e trés da fracéo
cloroférmio, e um por precipitacao direta na fracdo acetato de etila.

O composto inicialmente denominado RI1 (1,54949) foi isolado durante a
concentracdo da fracao acetato de etila, quando observou-se a formacao de cristais
amarelos. Esses cristais foram filtrados a vacuo em funil sinterizado G3, e apos
verificagdo de pureza por CCD foram encaminhados para identificagdo. Este
composto foi renomeado como M5.

A fracdo hexano 1 foi submetida a cromatografia em coluna de silica com
eluente hexano/acetato de etila com um gradiente de 5% (cinco por cento). Foram
recolhidas 34 fragfes de aproximadamente 10mL, e ap0s concentracdo das mesmas
foi observado o aparecimento de cristais brancos entre as fracdes 1 e 3, que apos

purificacdo com éter de petroleo e filtragdo em funil sinterizado G3 foram
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identificados como substancia M1 (1,0314g), que foi encaminhada para
identificacéo.

Com a fracao cloroférmio foi feita cromatografia em coluna de silica com o
sistema eluente hexano/acetato de etila com gradiente 5%, o qual foi até 100% de
acetato de etila, seguido pelo sistema eluente de acetato de etila/metanol, também
com gradiente de 5%. Foram recolhidas 52 fragbes de aproximadamente 15mL, e
apos concentracdo houveram algumas cristalizacdes entre as fracfes 11-16 e 28-44.
Estes cristais foram purificados com uma mistura de acetato de etila e hexano de
acordo com o gradiente do eluente utilizado em cada fracéo, e filtracdo a vacuo em
funil sinterizado G3. Esses cristais foram reunidos de acordo com a sequéncia das
fracbes obtendo-se oito amostras: fracdo 12 (0,0263g), fracdo 11 e 13 (0,0700g),
fracdo 16 (0,0208g), fracdo 28-29 (0,04079), fracdo 30-33 (0,0655q), fracdo 34-36
(0,0306), fracdo 37-40 (0,0253Qg) e fracdo 41-44 (0,0351g). Com essas amostras
preparou-se uma CCD com fase movel acetato de etila, acido férmico, acido aceético,
agua (100:11:11:27), e revelador NEU (reativo 2-aminoetilbutirato), através da qual
foi verificada a presenca de quatro possiveis flavondides, dentre 0os quais um estava
puro, e algumas amostras apresentaram uma mistura de dois compostos. Este
procedimento foi confirmado por andlise em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) Elite Lachrom® em coluna RP18 5um, através da qual também foi possivel
visualizar quais fracfes continham as mesmas substancias. O composto puro estava

presente nas fracdes 11-16, este foi denominado substancia M2 (0,1171g) (figura 9).
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Figura 9 — Perfil Cromatografico de Pureza do Composto M2
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As amostras com as fracdes 30-33 e 34-36 apresentaram 0S mMesmos
compostos, essas foram reunidas e passadas em coluna de Sephadex com metanol
70% para separacdo dos mesmos, obtendo-se 24 fracdes. Da fracdo 5 até a 10
houve a separacdo do primeiro composto, o qual teve sua pureza confirmada por
CLAE e foi denominado substancia M3 (0,0095g). A partir da fracdo 19 precipitou o
segundo composto, mas em quantidade muito pequena para identificacao.

As fracdes 37-44 também foram reunidas por apresentarem uma outra
mistura de substancias. Essa amostra foi passada em coluna de Sephadex, da
mesma maneira que a amostra anterior, recolhendo 23 fragdes. Entre as fragbes 4-9
houve precipitacdo de cristais amarelos denominados M4 (0,022g), mas apoés
realizacdo de CCD verificou-se que ndo houve separacao dos dois compostos e que
um deles era o composto denominado M3. Preparou-se entdo uma cromatografia
preparativa em placa de silica gel com fase mével acetato de etila, acetona e agua
(25:8:2). Apos filtracdo com metanol preparou-se novamente uma CCD, na qual
visualmente se observou a separacdo dos compostos, mas apos realizacdo da
técnica de RMN percebeu-se que ndo estava completamente puro, e que houve
grande perda de massa, assim optou-se por trabalhar com a identificacdo da
mistura.

Para a identificacdo desses compostos foi realizada espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear 13C e 'H, ultravioleta e infravermelho.

5.3.1 ldentificacdo da Substancia M1

Este composto apresentou um ponto de fusdo de 65 °C e n&do houve
absorcéao no UV.

No espectro de infravermelho (figura 10) pode-se perceber que ndo ha a
presenca de bandas caracteristicas de hidroxila nem de carbonila, h4 somente duas
bandas em 2918 e 2848 cm™ que indicam a presenca de ligacdo C-H de carbono
sp®, a primeira esta relacionada & deformacdo axial assimétrica, e a segunda a
deformacao axial simétrica, e em 719,45 cm™ existe a banda da deformac&o angular
assimétrica de ligacdo C-H. Aproximadamente em 2960 cm™ h& uma banda
indicativa da presenca de CH; (SILVERSTEIN; BASSLER e MORRIL 1994).
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Figura 10 — Espectro de Absorg&o no Infravermelho da Substancia M1

O espectro de RMN-**C para M1, usando como solvente CDCl; & 75 MHz,

apresentou sinais na regido de 14 a 32ppm. Através da andlise de espectro DEPT

135° foi possivel constatar que o sinal em 514,3 € de um CHg, e os sinais entre 522-

032 séo todos referentes a CH (figura 11). Os resultados podem ser observados na

tabela 5, comparados com os dados da literatura de Siddiqui et al. (2004).

Tabela 5 — Deslocamentos quimicos de RMN-"*C da Substancia M1

Experimental

SIDDIQUI et al. (2004)

32,1
29,9
29,6
22,9
14,3

32,1
29,8
29,5
22,8
14,1
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Figura 11 - Espectro de RMN-"*C da Substancia M1

No espectro de RMN-H (figura 12) observou-se todos os deslocamentos na
regido de 0,8 a 1,7ppm, regido caracteristica de compostos alifaticos aliciclicos. Em
00,8 tem-se o deslocamento dos trés hidrogénios do CH3, o deslocamento em 01,26
indica, devido a sua integracdo, a presenca de aproximadamente 32 hidrogénios
correspondentes a CH,, o que indica tratar-se de um hidrocarboneto de cadeia
longa. A determinagdo do tamanho da cadeia carbdnica foi dada pelo espectro de
massa (figura 13), o0 qual apresentou uma fragmentacdo caracteristica de
hidrocarboneto alifatico com o ion molecular m/z (rel. int.) igual a 338,
correspondendo ao hidrocarboneto n-tetracosano, cuja formula molecular é
CH3(CH,)2,CHs (SIDDIQUI et al., 2004).
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5.3.2 Identificacdo Substancia M2

No aspecto fisico este composto apresentou-se como cristais amarelos
amorfos com ponto de fusdo de 250°C. No espectro de absor¢do no infravermelho

(figura 14) apresentou uma banda larga de absorcdo em 3406 cm™ e 3294 cm™

caracteristica da presenca do OH (deformacdo axial), uma banda em 1664 cm™
relativa & presenca de carbonila conjugada, e um conjunto de bandas entre 1610 e
1400 cm™ caracteristicas de insaturacdo (C=C) do anel aromatico. As bandas entre
1000 e 675 cm™ representam as deformacdes angulares de C-H do anel

(SILVERSTEIN; BASSLER e MORRIL 1994).
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Figura 14 — Espectro de Absorgéo no Infravermelho da Substancia M2

Os espectros de UV obtidos de acordo com Mabry, Markham e Thomas

(1970), sdo apresentados nas figurasl15 e 16.
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2 fEE:

Figura 15 - Espectro de Abéﬁrgéo no UV da Substancia M2 com NaOAc e H3BO:.

B

sor¢cdo no UV da Substéncia M2 com AICl; e HCI.

Os espectros de ultravioleta para flavondides, em MeOH, exibem duas
bandas de maior absor¢ao na regido de 240-400 nm. A banda | absorve entre 300-
380 nm e a banda Il entre 240-280 nm. A banda | se refere ao anel B (cinamoil) e a
banda Il representa o anel A (benzoil).

A substancia M2, em metanol, apresentou bandas (Amax) em 373 nm,
referentes ao anel B, e em 256, 266(ombro) nm, referentes ao anel A. Na presenca
de NaOAc houve deslocamento das bandas para (Amax) 381; 325,5; 272,
256,5(ombro) nm. O NaOAc ioniza as hidroxilas fendlicas de flavonas e flavonols
(hidroxilas 3,7 e 4’), mas é particularmente usado para identificar a hidroxila 7 livre,
guando ocorre um deslocamento batocrémico de 5-20nm da banda Il, se houver
hidroxilas em C-6 e C-8 este deslocamento ndo é perceptivel. No espectro de M2

ocorreu um deslocamento de 16nm, confirmando a hidroxila livre em C-7. A adicao
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de H3BO3; a solucdo quela os grupos ortodiidroxila em todas as posi¢cdes no
flavondide, exceto em C-5 e C-6, ocorrendo um deslocamento batocromico da banda
| de 12-30nm em compostos com anel B contendo grupos ortodiidroxila em C-3’ e C-
4’. Para M2 com H3BO3 obteve-se bandas em (Amax) 387,5 e 260 nm, podendo-se
observar o deslocamento de aproximadamente 15nm da banda I, confirmando a
presenca do grupamento ortodiidroxila no anel B.

A presenca de AICI; forma complexos estaveis com compostos que tem
grupos hidroxila em C-3 ou C-5, e complexos menos estaveis (labeis) com grupos
ortodiidroxila. O complexo formado com os grupos ortodiidroxila decompde
rapidamente, mas a complexagédo com o grupamento cetona na posi¢céo 4 e o0 grupo
5-hidroxila formam um complexo estavel na presenca do acido HCI. Com adicéo de
HCl ocorre um deslocamento hipsocrémico da banda | (30-40nm) devido a
decomposicdo do complexo com o grupo ortodiidroxila, verificando assim a presenca
deste grupo no anel B. Ainda com HCI na presenca de AICl; € possivel verificar a
presenca dos grupos 3 e/ou 5-hidroxila, espectros de substancias com esses
grupamentos apresentam a banda | com deslocamento batocrébmico em relacdo ao
espectro com MeOH, para 3,5-hidroxiflavonas esse deslocamento € em torno de 50-
60nm, para 5-hidroxiflavonas com a posicao 3 substituida € de 35-55nm, e ja para 3-
hidroxiflavonas em torno de 60nm.

Para o composto M2 em AICI; houve deslocamento batocrémico das duas
bandas (Amax) 458, 337, e 271,4 nm. A adicdo de HCI levou as banda para (Amax)
430, 363, e 265,5 nm. Estes resultados demonstram o efeito hipsocrémico de 28nm
da banda | entre os dois espectros, devido a decomposicdo do complexo com o
grupo ortodihidroxil do anel em C-3’ e C-4’. Com relacdo ao espectro em MeOH,
ocorreu um efeito batocrémico da banda | de 57nm, confirmando a presenca dos
grupos hidroxilas livres em C-3 e C-5, como descrito acima.

Os deslocamentos quimicos de RMN-*3C (figura 17 e 18) e RMN-'H (figura
19 e 20) foram obtidos a 300 MHz utilizando CD3OD como solvente, e sua analise
revelou a presenca de 15 carbonos, confirmando o esqueleto carbbnico de
flavondides. A absorcdo de 'H na regido de 6-8ppm caracteriza a presenca de
compostos aromaticos. Os resultados podem ser observados na tabela 6,

comparados com a literatura de Andersen e Markham (2006).
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Tabela 6 — Deslocamentos Quimicos (ppm) de RMN **C e RMN-'H da Substancia M2

Posicéo Experimental ANDERSEN E
MARKHAM (2006)
e | H c

2 147.,8 - 148,00
3 137,1 - 137,21
4 177,2 - 177,33
5 162,3 - 162,50
6 99,1 6,17 d (J=2,1Hz) 99,25
7 165,3 165,34
8 94,4 6,36 d (J=2,1 Hz) 94,40
9 158,1 - 158,22
10 104,1 - 104,52

124,0 - 124,15
2 115,9 7,72 d (J=2,1 Hz) 115,99
3 148,5 - 148,75

146,0 - 146,21

116,1 6,8 d (J=8,4 Hz) 116,22
6’ 121,6 7,6 dd (J=8,7; 2,1Hz) 121,67

Nota: d= dubleto, dd= duplo dubleto, J= constante de acoplamento

Os sinais dos hidrogénios aromaticos em 67,72 (H2') com J=2,1Hz, 06,8
(H5’) com J=8,4Hz, e 67,6 com J=8,7; 2,1Hz (H6’) indicam acoplamento meta entre
H2’ e H6’, e acoplamento orto entre H5’ e HE’, caracterizando uma dioxigenacao do
anel B em C3’ e C4’. Nesta regido também se observou os dubletos referentes aos
hidrogénios H6 (66,17) e H8 (66,36), ambos com J=2,1Hz, caracteristico de um
acoplamento meta de um anel aromatico, os quais correspondem ao anel A do
flavondide substituido em C-5 e C-7 (LHUILLIER, 2007).

O experimento DEPT (figura 21) revelou a presenca de cinco grupamentos
CH, sem indicacdo de grupos CHs , e as correlagdes entre carbono e hidrogénio

foram observadas pelo experimento gHSQC (figura 22).
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Milena2-C13

Pulse Sequence: s2pul

O
177.157

175

170

~165.320 Q
4

162.282 Q
&

158.054 Q)
©

vvvvvv

165 160
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150

38
@
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——————146.019 O
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145 140 ppm
Figura 17 - Expansdo do Espectro de RMN-"C (137-177ppm) da Substancia M2
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Figura 18 - Expansdo do Espectro de RMN-'3C (94-124ppm) da Substancia M2
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Milena2-H1

Pulse Sequence: s2pul

-7.818

H2' d
(3=2,1H2)
o f H6' dd
S (3=8,7; 2,1Hz)
| ‘ —
| 23 8
( L
% =il
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Ll I “‘ |
i AV -l
LA |V |V
791 0T SR S SN 1 ere 152
‘ - RV e g
7.80 2:%5 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 ppm

Figura 19 - Expansé&o do Espectro de RMN-'H (7,4-7,8ppm) da Substancia M2

Milena2-H1

Pulse Sequence: s2pul

H6 d
H8 d -
(9=2.1H2) (9=2,1Hz)
H5' d = 5
(J=8,4Hz) 53 w8
T 173 i
S8 \
R [
| |
1
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I | A I
A | Al A
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I\ | i)
N /| /|
e , — T |
6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2

ppm

Figura 20 - Expansdo do Espectro de RMN-'H (6,2-6,9ppm) da Substancia M2



Milena2-DEPT

Pulse Sequence: DEPT
Solvent: CD3OD

Ambient temperature
Mercury-300BE  *uem-dqi-rma®

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 90.0 degrees
Acg. time 0.868 sec
width 18867.9 uz
768 repetitions
OBSERVE C13, 75.4495676 MHz
DECOUPLE M1, 300.0596028 Mz
Low power 1023 4B atten.
on auring acquisition
off during delay
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz
FT size 32768
Total t - e ¢ oo .

] B

L e e S T

L " W "
s 0 2 B T 50 LA (7200 1 (L L 7 T LI I e e e e e e
180 160 140 120 100 80 60 40 20 pPpm

Figura 21 - Espectro DEPT da Substancia M2

1ilena2-gHSQC P 2

Pulse Sequence: gHSQC

Solvent: CD3OD
Ambient temperature
Mercury-300BB “uem-dqi-zma"

Z9LL
v'v6

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.187 sec

width 2740.5 Hz

2D width 12820.5 Hz

4 repetitions

2 x 128 increments

OBSERVE  H1, 300.0581277 MHz

DECOUPLE C13, 75.4553166 MHz |
: ? , AW A b o P

1

1

1

1

52'66

6'SLL

Low power 1023 dB atten.
on during acquisition
off during delay
GARP-1 modulated
DATA PROCESSING
Gauss apodization 0.086 sec
F1 DATA PROCESSING .36
Gauss apodization 0.011 sec
FT size 1024 x 2048

Total time 23 min, 58 sec 6.6

S RLAd LA LAaE At tad) UAk) Rhad LAY VAARY RAAAEAAALY LA ALAAY LASLI RAAE) LLAL) LALE) LAAM AL LA AL LA
102 100 98 96 94

LA RALAL LAY LA L) RALA LA LAY

122 120 118 116 114 112 110 108 106 104
F1 (ppm)

Figura 22 - Espectro gHSQC da Substancia M2
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Através dos resultados obtidos e pela comparagcdo com dados da literatura
pode-se concluir que o composto M2 é o flavondide quercetina, o qual tem sua
estrutura quimica ilustrada na figura 23.

A quercetina é um flavonoide amplamente distribuido no reino vegetal, o qual
possui uma elevada capacidade antioxidante na remocao de radicais livres,
exercendo assim um papel citoprotetor, além dessa atividade este flavondide
apresenta atividade antiinflamatéria, imunomoduladora e antitumoral (BURGER,
2008). Este flavondide também foi identificado na fracdo butanol do extrato etandlico
das folhas da espécie Byrsocarpus coccineus pertencente a familia Connaraceae
(AHMADU et al., 2007).

OH O

Figura 23 - Estrutura Quimica da Quercetina

5.3.3 ldentificacdo Substancia M3

Este composto se apresentou como um po amarelo amorfo, com ponto de
fusdo de 205°C. O espectro de infravermelho (figura 24) apresentou uma banda
larga em 3427 e 3311 cm™ caracteristica da deformac&o axial do grupamento OH. A

7 by

banda em 1652 cm™ é relativa a presenca de carbonila conjugada. Bandas entre
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bY

1606 e 1360 cm™ sdo relativas a insaturacdo C=C, e entre 1000 e 800 cm™
representam as deformacdes angulares de C-H do anel aromético. Em
aproximadamente 2900 cm™ ha dois picos menos intensos, esses sdo indicativos da
presenca de CH; (SILVERSTEIN; BASSLER; e MORRIL 1994).

150
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8 ; Nty
g 70 P ga
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60 7 g
E — OH 5 \ %L%
iy el 8
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50 [\ & L8y =
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1 | 804.26 [59.011 s 12 [ 1429.15 | 62.383 S N Ll 8
40 2 | 827.40 [57.704 s 13 | 1454.22 [ 56.571 s '- > & % IE
E| o ©
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3 4 | 946.98 |51.889 s 15 | 1552.58 | 50.796 s e %‘”
3 5 | 970.12 [ 71.675 s 16 | 1606.59 [ 44.335 | VS &
| (4]
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20 7 7 ]1045.34 | 52,575 s 18 | 2933.51 [ 80.117 s _
E 8 |1112.85[43.168 | VS 19 [ 2972.09 | 78.601 s C=0 _
10 9 [1199.64 [39.541 | Vs 20 [ 3311.53 | 66.937 s C=C
3 10 [1269.07 [44.739 | VS 21 [ 3427.25 | 70.430 s
El 11 [1363.57 [33.882 | VS
0 1
S . — L S L S L e e A B A L e
4000 3000 2000 1000

Wavenumber (cm-1)

Figura 24 — Espectro de Absorg&o no Infravermelho da Substancia M3

A espectrometria de UV revelou um comportamento tipico de flavondide. Os

espectros podem ser observados nas figuras 25 e 26.
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Figura 25 - Espectros de Absorgéo no UV da Substancia M3 com NaOAc e H3;BO:s.
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Fura 6_— éectro de Absor¢éo no UV da Substancia M3 com AICI; e HCI.

O espectro original em metanol apresentou bandas em (Amax) 355, 257 e
267(ombro), caracteristicas as bandas | e Il de flavondides. A banda | relativa ao
anel B sofreu um deslocamento hipsocrémico de 18 nm em relagdo a quercetina
(substancia M2), este efeito € devido a substituicho em C-3 (SANTOS,
SCHRIPSEMA e KUSTER, 2005). A adicdo de NaOAc levou a um efeito
batocrémico da banda Il de 14nm (Mmax: 370 e 271nm) caracteristico ao
deslocamento referente a hidroxila livre em C-7 e auséncia de hidroxila em C-6 e C-
8. Em presenca de H3BO3; as bandas foram obtidas em (Amax) 375, 310 e 261nm,
apresentando um deslocamento batocrémico de 20nm da banda |, referente a

presenca do grupamento ortodiidroxila em C-3’ e C4’.
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O espectro com AICI; revelou bandas em (Amax) 436, 303(ombro) e 275nm,
deslocamento batocromico das duas bandas, sugerindo a presenca de sistema
ortodiidroxila e hidroxila em C-5. A adicdo de HCI deslocou estas bandas para
(Amax) 400, e 270nm. Esse deslocamento hipsocrémico, na presenca de HCl em
relacéo ao espectro com AlCI; da banda | confirma a presenca ortodiidroxila no anel
B. Em relagdo ao espectro original em metanol o deslocamento batocromico da
banda | foi de 45nm, referente a presenca do grupamento 5-hidroxila com a posicao
3 substituida.

Os deslocamentos quimicos de RMN **C e 'H foram obtidos com solvente
CD;OD & 300 MHz. Os espectros de RMN-'3C revelaram a presenca dos 15
carbonos caracteristicas da estrutura basica dos flavonéides e mais cinco carbonos
entre 60 e 80ppm, regido caracteristica de acucar, referentes a uma pentose (figura
27). No espectro de RMN-'H foram observados os deslocamentos na regiéo de 6-
8ppm referentes aos anéis aromaticos de flavondides, além de deslocamentos na
regido de 3-4,2ppm, caracteristicos de acUcares, confirmando assim a presenca de
uma unidade de acucar (figuras 28, 29 e 30).

Os deslocamentos de RMN-*C e os hidrogénios em & 6,9 (H5’), 5 7,5 (H2)), &
7,4 (HE’), correspondentes ao anel B, e os hidrogénios em & 6,2 (H6) e d 6,38 (H8)
correspondentes ao anel A, evidenciam que o composto € um derivado da
guercetina. A localizacdo do glicosideo é dada pelo deslocamento, em relacdo ao
espectro da quercetina, observado em C-3 e C-2. Neste composto C-3 esta
protegido em torno de 3ppm e C-2 foi desprotegido em torno de 210ppm,
deslocamento que s6 pode ocorrer com a presenca de uma substituicdo em C-3,
comprovando assim a presenca da unidade de acucar nesta posicao.

Os dados de RMN-3C s&o de grande valia na determinacéo da estrutura de
um flavondide glicosilado, pois a partir destes dados é possivel estabelecer o
namero de acucares ligados, a natureza dos mesmos, bem como a posicao,
configuracéo e conformacdo (AGRAWAL 1989). A identificacdo do acucar de M3 foi
baseada por comparagdo com espectros da literatura e foi definido como arabinose
na forma de furanosideo (VVDENSKAYA et al, 2004, RODRIGUES, 2007). A
diferenga entre a-furanose e a-piranose pode ser observada pelos deslocamentos
quimicos dos carbonos 17, 2” e 4”. Segundo Agrawal (1989) a furanose apresenta
estes valores em campo mais baixo, de 4-14ppm, tendo-se para piranose C-1" d
104,7;, C-2" 6 71,6 e C-4” © 69,1, e para furanose C-1” 6 109,1; C-2” & 81,5 e C-4”
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0 84,7. Observando os sinais obtidos em & 109,5; 83,3 e 87,9 pode-se confirmar que
0 agucar é a arabinofuranose. A configuragdo em a ou (3 pode ser obtida pela
constante de acoplamento do hidrogénio anomérico (H1”’), como este hidrogénio se
apresentou como um singleto largo em metanol, foi realizado outro experimento de
RMN-'H em DMSO-ds, com equipamento de 400MHz. Com este solvente houve
desdobramento do sinal como um dubleto em 85,58 (figura 31), cuja constante de
acoplamento foi medida em J=1,00Hz, indicando assim uma configuracdo a para
este acucar (LHUILLIER, 2007 e ZHANG et al, 2005).

As correlagbes entre carbono e hidrogénio foram obtidas pelo experimento
gHSQC (figura 32 e 33), através do qual definiu-se qual carbono esta relacionado a
qual hidrogénio. O experimento DEPT revelou a presenca de apenas um CH; e nove
grupos CH (figura 34).

A tabela 7 mostra os dados experimentais obtidos comparados com a
literatura de Vvdenskaya et al. (2004) e Lhuillier (2007).

Tabela 7 — Deslocamentos Quimicos (ppm) de RMN-**C e RMN-'H da Substancia M3

. VVDENSKAYA
PosicA0 Experimental et al (2004) LHUILLIER (2007)

13C | lH 13C | lH 13C | lH
2 158,5 - - 158,2 -
3 134,9 - - 133,7 -
4 179,9 - - 178,8 -
5 163,1 - - 161,8 -
6 99,9 6,2 sl 99,5 6,14 98,9 6,21d(J=2,0Hz)
7 166,0 - - 164,8 -
8 94,7 6,38 sl 94,3 6,35 93,5 6,4 d(J=2,0Hz)
9 159,4 - - 157,4 -
10 105,6 - - 104,4 -
1 123,1 - - 121,9 -
2 116,8 7,5d (J=3,3H2) 116,1 7,43 115,7 7,54d(J=2,1Hz)
3 149,9 - - 145,1 -
4 146,4 - - 148,7 -
5 116,4 6,9 d (J=8,4Hz) 116,2 6,79 115,3 6,92d(J=8,3Hz)
6’ 122,9 7.4 sl 122,4 7,5 121,8 7,5dd(J=8,3 e 2,1Hz)

Arabinofuranose

1” 109,5 55s 108,6 5,53 108,5 5,48d(J=1,0Hz)
2" 83,3 4,3 d (J=2,4Hz) 83,0 4,11 82,1 4,35dd(J=3,0; 1,0Hz)
3” 78,6 3.9 giﬁzz)d"z; 77,6 3,67 77,5 3,93dd(J=5,0; 3,0Hz)
4 87,9 3.8 g%ﬁ;“'z; 86,8 3,51 86,8 3,80 m
5" 62,5 3,5 m (2H) 61,6 3,25 61,4 3,52dd(J=11,5; 4,0Hz)

3,48dd(J=11,5; 3,6Hz)

Nota: d= dubleto, dd= duplo dubleto, s= singleto, sl= singleto largo, m= multipleto, J= constante de acoplamento
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Figura 28 - Espectro de RMN-'H da Substancia M3
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Figura 29 — Expansao do Espectro de RMN-'H (5,5 — 7,5ppm) da Substancia M3
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Figura 30 — Expansdo do Espectro de RMN-'H (3,3 — 4,3ppm) da Substancia M3
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Figura 31 — Expansdo do Espectro de RMN-'H (5,5-6,20ppm) em
DMSO-dg da Substancia M3
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2 Filename:
Milena3-gHSQC

Pulse Sequence: gHSQC

Solvent: CD3OD
Ambient temperature
Mercury-3008B “uem-dqi-rma"

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.193 sec

width  2658.9 Hz

2D width 12820.5 Hz

4 repetitions

2 x 128 increments

OBSERVE W1, 300.0581275 MHz
DECOUPLE C13, 75.4553166 Mz

ow Dower Juis on scten. 1‘/,“‘Wnr!-w‘\d\\ﬂwﬁh‘(‘!VVMMAMU'MNM%"M;N\NM.MW/WMWWW%M“&\%‘Jﬂw‘*"ﬂ“ﬂ‘%‘f‘:ﬁwﬂﬂ
i |

on during acquisition o

Lees
6221
8011
volL
T
g0
666
L6

P

off during delay ;

|
GARP-1 modulated ——— |
DATA PROCESSING 1
Gauss apodization 0.089 sec |
F1 DATA PROCESSING ;
Gauss apodization 0.018 sec |
FT size 1024 x 2048 :
Total time 24 min, 4 sec |
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Figura 32 - Expansao do Espectro gHSQC (94-123ppm) da Substancia M3
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Milenal-gHSQC Pilename: _
Pulse Sequence: gHSQC

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300BB  “uem-dqi-rmn*

€'e8
98L
529

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.193 sec

width 2658.9 Hz

2D width 12820.5 Hz

4 repetitions

2 x 128 increments

OBSERVE  H1, 300.0581275 MHz
DECOUPLE C13, 75.4553166 MHz

Low power 1023 dB atten. \“ f

B0 T 1 et A s syl A NN o e g
off during delay '
GARP-1 modulated g5

DATA PROCESSING =
Gauss apodization 0.089 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.018 sec

PT size 1024 x 2048

Total time 24 min, 4 sec
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Figura 33 - Expanséo do Espectro gHSQC (62-88ppm) da Substancia M3

Milenal-DEPT

Pulse Sequence: DEPT

Solvent: CD30OD
Ambient temperature
Mercury-300BB “uem-dqi-rmn®

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 90.0 degrees
Acq. time 0.868
width 18867.9 Hz

1024 repetitions
OBSERVE C13, 75.4495676 MHz
DECOUPLE H1, 300.0596028 Miz
Low power 1023 dB atten.

on during acquisition

off during delay

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz
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Figura 34 - Espectro DEPT da Substancia M3
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Os resultados obtidos foram comparados com dados da literatura, identificando o
composto M3 como sendo a quercetina-3-O-a-arabinofuranosideo (figura 35). Esta
substancia foi isolada da espécie Byrsocarpus coccineus, Connaraceae, na fracdo
acetato de etila do extrato etandlico das folhas (AHMADU et al., 2007).

Figura 35— Estrutura Quimica da Quercetina-3-O-a-arabinofuranosideo

5.3.4 Identificacdo da Substancia M4

Foi obtida uma mistura de dois compostos, na qual provavelmente um é o
composto M3 e o outro é um composto desconhecido M4. Com a mistura foram
realizados todos os experimentos para identificacdo: UV, infravermelho e RMN, com
0s quais ja foi possivel identificar os compostos. Apds tentativas de separagdo ndo
foi possivel obter o composto M4 totalmente puro, em todas as tentativas a presenca
de M3 foi confirmada sempre como composto majoritario, houve também perda de
massa néo possibilitando a identificagédo do composto puro.

Os espectros de UV para a mistura revelaram bandas muito semelhantes as
obtidas para o UV do composto M3, em MeOH Amax 355,5 e 257nm. Com NaOAc
Amax 371,5 e 272,5 nm, a adicdo de H3BO3 apresentou bandas em Amax 375,5 e
261nm. Na presenca de AICl; Amax 430 e 273,5nm, e adicionando-se HCI Amax 400
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e 270nm (figuras 36 e 37). Este resultado comprova a presenca majoritaria da
guercetina-3-O-a-arabinofuranosideo na mistura, as bandas do segundo composto

foram encobertas.

Ll

5

Figura 37 — Espectro de Absor¢édo no UV da mistura M3 e M4 com AICl; e HCI

No espectro de infravermelho (figura 38) as bandas obtidas revelaram
valores semelhantes as bandas do composto M3, uma banda larga em 3419 e 3327
cm-1 caracteristica da deformacdo axial do grupamento OH, uma banda em 1651
cm-1 relativa & presenca de carbonila conjugada, bandas entre 1606 e 1360 cm-1
indicativas de C=C, e entre 1000 e 800 cm-1 representam as deformacdes angulares
de C-H do anel aromatico. Em aproximadamente 2974 cm-1 ha uma banda
indicativa da presenca de ligacdo C-H sp3 (SILVERSTEIN; BASSLER; e MORRIL
1994).
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Figura 38 —Espectro de Absorcdo no Infravermelho da Mistura de
M3 e M4

Os espectros de RMN da mistura foram feitos em solvente CD30OD e
apresentaram dois conjuntos de sinais muito proximos, indicando a presenca de dois
compostos, ambos derivados da quercetina e glicosilados na mesma posigédo. Os
deslocamentos de RMN-*C apresentaram sinais na regido de compostos
aromaticos (110-160ppm) e de acUcares (60-80ppm) revelando um total de 31
carbonos (figura 39). Os sinais mais intensos apresentaram os mesmos valores dos
deslocamentos quimicos do composto M3, quercetina-3-O-a-arabinosideo.
Subtraindo os sinais de M3 do espectro tém-se os sinais referentes ao segundo
flavonéide (M4), o qual tem os mesmos deslocamentos quimicos da aglicona, com
alguns carbonos ligeiramente deslocados, a diferenga esta na unidade de acgucar.
Os quatro deslocamentos de menor intensidade entre 60-80ppm e um em 6104,5,
referente ao carbono anomérico, indicam a presenca de um acucar diferente da
arabinofuranose, que por comparacao com dados da literatura foi identificado como
xilose. A substituicdo em C-3 foi dada pelos deslocamentos em C-2 e C-3 quando

comparados a quercetina, pois C-2 esta desprotegido em torno de 10ppm e C-3
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mais protegido em 3ppm. A tabela 8 apresenta os deslocamentos de RMN-*C
comparados com a literatura de Lhuillier (2007) e Yan et al (2002).

Tabela 8 - Deslocamentos Quimicos (ppm) de RMN-"3C da Mistura M3 e M4

, M3 Experimental LHUILLIER (2007) | M4 experimental YAN et al
Posicao (2002)
13C l3C 13C 13C
2 158,5 158,2 158,5 152,0
3 134,9 133,7 135,4 130,0
4 180,0 178,8 179,4 179,5
5 163,1 161,8 163,1 162,0
6 99,8 98,9 99,8 100,1
7 166,0 164,8 166,0 166,3
8 94,7 93,5 94,7 94,9
9 159,3 157,4 158,5 158,6
10 105,6 104,4 105,6 100,1
1 123,0 121,9 123,0 123,4
2 116,4 115,7 115,9 116,2
3 149,8 145,1 149,8 143,0
4 146,3 148,7 146,1 146,0
5 116,8 115,3 117,2 117,4
6 122,9 121,8 123,3 123,2
Arabinofuranose Xilose
17 109,4 108,5 104,5 104,7
2 83,3 82,1 75,3 75,4
3” 78,6 77,5 77,5 77,7
4 87,9 86,8 71,0 71,2
5” 62,5 61,4 67,2 67,4

O espectro de RMN-1H desta mistura apresentou 0s sinais entre 6-8ppm
(regido aromatica) e 3-4,2ppm (regido de acucares). Os hidrogénios em 67,5 (H6’),
07,4 (H2’) e 66,87 (H5’) referentes ao anel B, 66,2 (H6) e 66,39 (H8) para o anel A
séo substancia M3. Para a substancia M4 foram obtidos sinais de menor intensidade
em 87,6 (H2’), 67,57 (H6’) e 6,84 (H5’) para o anel B, 66,39 (H8) e 66,16 (H6) para
o anel A, confirmando que ambos sao derivados da quercetina (figura 40). Os
hidrogénios anoméricos foram identificados como um singleto em 85,46 para M3 e
para M4 um dubleto em & 5,17 com J=7,2Hz, constante de acoplamento que
confirma a configuragdo (B para a xilose (figura 41) (YAN et al.,, 2002). N&ao foi
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possivel fazer a correlacdo exata entre carbono e hidrogénio do composto M4, pois

devido a pequena quantidade deste composto na mistura ndo apareceram sinais no

experimento gHSQC, portanto a identificacdo foi feita apenas por comparacdo com
dados da literatura (YAN et al., 2002; AQUINO et al., 2001).

A tabela 9 mostra os valores de RMN-1H com comparacdo de dados de
Lhuillier (2007) e Yan et al. (2002).

Tabela 9 — Deslocamentos Quimicos (ppm) de RMN-'H da Mistura M3 e M4

Posicéo

M3 Experimental

LHUILLIER (2007)

M4 Experimental

YAN et al. (2002)

lH lH lH lH
2 - - - .
3 - - - -
4 - - - -
5 - - - -
6 6,2 d(J=1,8Hz) 6,21d(J=2,0Hz) 6,16 d(J=2,1Hz) 6,20
7 - - - -
8 6,39 d(J=1,8H2) 6,4 d(J=2,0Hz) 6,39 d(J=1,8Hz) 6,39
9 - - - -
10 - - - -
1’ - - - -
2 7.4 d(J=2,1Hz) 7,54d(J=2,1Hz) 7.6 76
3 - - - -
4 - - - .
5 6,88 6,92d(J=8,3Hz) 6,84 s 6,85
6 72 g,‘i(HJ;)Z'l; 7’5‘120,'5‘528)’3 € 7,57 d(J=2,1Hz) 7,57
Arabinofuranose Xilose
17 5,46 s 5,48d(J=1,0Hz) 5,17 d(J=7,2Hz) 5,18 d(J=6Hz)
2" 4.3 d(J=2,1H2) 4’3510,'&(4‘];)3’0; 3,39 m 34d
3" 3’8;‘31(;;)4’2; 3’93?’0"8%5’0; 3,46-3,54 334s
4 3’9;‘3(;;)5’03 3,89 m 3,46-3,54 3,45-3,54 m
3,52dd(J=11,5; 3,1 dd(J=11,5:
5 3,5m (2H) 3,48‘(;,(10(?:)11,5; 3,78%28?11,4; g:%g gg
3,6H2) 5,0H2)

Nota: d=dubleto, dd=duplo dubleto, s= singleto, m= multipleto, J= constante de acoplamento
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Figura 40 — Comparacado do Espectro de RMN-"H da Mistura de M3 e M4 com o Espectro de
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Figura 41 — Expansdo do Espectro de RMN-'H (5,1 — 5,5ppm) da Mistura M3 e M4

Analisando o espectro de RMN-1H pode-se calcular a quantidade de cada
composto na mistura através da integral dos hidrogénios anoméricos, sendo M3
correspondente a 75%, e M4 a 25% da mistura. Com comparacao dos dados da
literatura prop8Ge-se que o0 composto M4 é a quercetina-3-O-B-xilosideo, cuja
estrutura quimica € ilustrada na figura 42.

OH O 1o

Figura 42 — Estrutura Quimica da Quercetina-3-O-3-xilosideo




5.3.5 Identificacdo Substancia M5

Esta substancia se apresentou também como um pé amorfo com um ponto
de fusdo de 230°C. O espectro de absorcao no infravermelho para M5 (figura 43)
revelou duas bandas de absorcédo em 3429 e 3244 cm™ tipicas da deformac&o axial
da ligacao OH, a existéncia de anel aromético pode ser observada pela presenca de
um conjunto de bandas entre 1606 e 1508 cm™, referentes & deformacédo axial de

C=C aromaético. Uma banda em 1656 cm™ sugere a presenca de carbonila

(SILVERSTEIN; BASSLER e MORRIL, 1994).
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Figura 43 - Espectro de Absorcao no Infravermelho da Substancia M5

A absor¢cdo no UV indicou também um comportamento caracteristico de
flavonoides (figuras 44 e 45). O espectro original foi obtido em metanol, revelando

bandas de absorcdo em (Amax): 257,9; 269(ombro) e 359,5nm, caracteristicas aos

anéis A (256-259nm) e B (348-360nm).
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>
S

Flgura 44 Espectro de Absor(;ao no UV da Substanua M5 com NaOAc e H;BOg,

|gur45 Espectro de Absorgao no UV da Substanua M5 com AICI3 e HCI.

A banda | sofreu um deslocamento hipsocrémico (13,5nm) em relacédo a
quecetina devido a substituicio em C-3 (SANTOS, SCHRIPSEMA e KUSTER,
2005). Em presenca de NaOAc houve um deslocamento batocromico de 13,6nm da
banda Il (Amax 271,5; 372,5nm), indicando a presenca de hidroxila livie em C-7 e
auséncia destas em C-6 e C-8. Com a adicdo de acido boérico ocorreu deslocamento
batocrémico de 20nm da banda | (Amax 379,5; 262nm), caracteristico da presenca
de grupamento ortodiidroxila em C-3’ e C-4’ no anel B.
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O espectro com AICl; revelou absorcbes em (Amax) 272; 304 (ombro);
424,5nm, com deslocamento baticromico das duas bandas, e com adicdo de HCI
(Amax) 269; 299,5(ombro); 400nm. Pode-se observar o deslocamento hipsocrémico
da banda | entre esses dois espectros, confirmando a presenca do grupamento
ortodiidroxila C-3’ e C-4’ no anel B. Em relagc&o ao espectro original o deslocamento
batocrémico da banda |, ap6s adicdo de HCI, foi de 40,5nm, referente ao
grupamento 5-hidroxila com a posi¢ao 3 substituida.

O espectro de RMN *3C, obtido em 75 MHz, com solvente DMSO-dg, revelou
a presenca de um total de 21 carbonos, destes 15 carbonos correspondem a regido
aromatica de espectros de flavondides, e seis carbonos na regido dos acucares, de
80-60ppm (figura 46).

Os deslocamentos de RMN-'H apresentaram sinais entre 6-8ppm, regiéo
aromatica, e entre 3-4,2ppm referente ao acucar (figuras 47, 48 e 49). Os sinais de
'H em 56,8 (H5'), 57,5 (H2) e 87,65 (H6’), do anel B, e o sinais em 56,2 (H6) e 56,4
(H8) do anel A, indicam que o composto € um derivado glicosilado da quercetina.

A posicdo do acucar foi identificada em C-3 devido ao deslocamento que
ocorreu em C-2 e C-3 quando comparados a quercetina, que nao possui
substituicdo. Neste composto C-2 esta deslocado em 10ppm, esta mais
desprotegido, e C-3 esta protegido em 4ppm, esses deslocamentos ocorrem com
substituicdo nesta posicdo, e os demais carbonos apresentam os deslocamentos
guimicos semelhantes ao de quercetina. Através da comparacdo com espectros da
literatura definiu-se o acucar como sendo a galactose (JIAN-QIN, 1990;
VVDENSKAYA et al., 2004).

O hidrogénio anomérico (H1”) em 65,39 com um J=7,8Hz (figura 50) definiu a
configuracdo como beta, pois para ligacdo alfa a constante de acoplamento seria em
torno de 3Hz (SANTOS, SCHRIPSEMA e KUSTER, 2005).

As correlagdes entre carbonos e hidrogénio foram dadas pelo experimento
HMQC (figura 51) e pelo DEPT observou-se a presenca de 10 grupos CH e um CHy
(figura 52).

A tabela 10 apresenta os resultados de RMN-*C e RMN-'H com
comparacao dos dados da literatura de Jian-Qin et al. (1990) e Vvdenskaya et al.
(2004).
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Tabela 10 — Deslocamentos Quimicos (ppm) de RMN-'*C e RMN-'H da Substancia M5

Posicéo Experimental JIAN-QIN et al. VVDENSKAYA et al.
(1990) (2004)
tc 'H e H Yc *H
2 156,2 - 156,28 - -
3 133,5 - 133,61 - -
4 177,5 - 177,44 - -
5 161,3 - 161,15 - -
6 98,7 6,2 d(J=1,8Hz) 98,62 6,20 s 99,4 6,04
7 164,2 - 164,02 - -
8 93,5 6,4 d(J=2,1Hz) 93,45 6,41 s 94,8 6,23
9 156,3 - 156,28 - -
10 103,9 - 103,94 - -
1 121,1 - 121,16 - -
2 1159 7,5 d(J=2,4Hz) 115,17 7,53s 1171 7,59
3 1449 - 144,67 - -
4 148,5 - 148,32 - -
5 115,2 6,8 d(J=8,7Hz) 116,10 6,82 116,1 6,79
d(J=8Hz)
6’ 122,1 7,65 dd(J=8,4; 121,62 7,67 122,7 7,39
2,1Hz) d(J=8Hz)
OH-5 12,62's 12,64 s
OH-7 10,87 s 10,9 s
OH-4’ 9,74 sl 9,76 s
OH-3’ 8,17 s 9,19s
Galactopiranose
1” 101,8 5,39 102,12 103,1 4,97
d(J=7,8Hz)
27 71,2 3,55 dt (J=7,8; 71,26 71,8 3,59
3,9Hz2)
37 73,2 3,33 73,27 73,3 3,43
4 67,9 3,64 sl 67,93 68,6 3,69
5” 75,9 3,30 s 75,73 75,8 3,36
6” 60,2 3,25e 3,45 60,14 60,9 3,34 e
(2H) 3,44
OH-2” 514d 5,14 sl
(J=4,2Hz)
OH-3” 4,87 d 4,87 sl
(J=4,2Hz)
OH-4”,6” 4,44 sl (2H) 4,46 e 4,45

sl

Nota: d= dubleto, dd= duplo dubleto, s= singleto, sl= singleto largo, dt=duplo tripleto, m= multiplete, J= constante de acoplamento
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Figura 46 - Espectro de RMN-'C da Substancia M5
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Figura 48 — Expansé&o do Espectro de RMN-"H (6,2 — 7,7ppm) da Substancia M5

Induta-H1

Pulce Sequence: s2pul

H2” dt

(J=7.8: 3.9H2)

Figura 49 — Expansdo do Espectro de RMN-'H (2,5 — 3,7ppm) da Substancia M5
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snduta-H1
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Figura 50 — Expanséo do Espectro RMN-'H(4,3-5,5ppm) da Substancia M5

Induta-HMoC

Pulse Sequence: HMOC
Solvent: DNSO

Ambient temperature

File: Induta-HNGC
Mercury-30088  "uem-dqi-ran®

Relax. delay 1.000 sac
Acq. tims 0.240 sec
widin 4262.6 Hz
20 Width 12820.5 Wz

nts
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Figura 51 - Espectro HMQC da Substancia M5
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Figura 52 - Espectro DEPT da Substancia M5

Por comparacao dos dados obtidos e os dados das literaturas propde-se a
estrutura deste flavondide como quercetina-3-B-D-galactopiranosideo (quercetina-3-
O-B-galactosideo), conhecido também como hiperina (figura 53). Este composto ja
foi isolado anteriormente na espécie Rourea microphylla Planch, da familia
Connaraceae (JIAN-QIN et al, 1990).

OH O " HO

Figura 53 - Estrutura Quimica da Hiperina
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5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante (capacidade ou potencial antioxidante) € um
parametro vastamente utilizado para caracterizar diferentes materiais naturais
(frutas, vegetais, vinhos, chas). Esta atividade esta relacionada com compostos
capazes de proteger um sistema biolégico contra potenciais efeitos danosos de
processos ou reacdes que causam oxidacdo excessiva, envolvendo espécies
reativas de oxigénio (ARNAO, 2000). Um antioxidante biolégico € definido como
“‘qualquer substancia que, presente em baixas concentragdes comparado ao
substrato oxidavel, reduz ou previne significativamente a oxidacdo deste substrato”
(BENZIE, 1996). S&o substancias que retardam ou previnem significativamente a
oxidacdo de lipidios ou outras moléculas ao inibirem a iniciacdo ou a propagacéo da
reacdo de oxidacdo em cadeia, além de prevenirem ou repararem danos

ocasionados a célula pelas espécies reativas de oxigénio (ANDRADE et al., 2007).

5.4.1 Ensaio pelo Método da Reducdo do Complexo do Fosfomolibdénio

Este método fundamenta-se na reducdo do molibdénio (VI) a molibdénio (V)
na presenca de determinadas substancias com capacidade antioxidante, com
formacdo de um complexo verde entre fosfato/molibdénio (V), em pH &cido,
determinado espectrofotometricamente a 695nm.

A atividade antioxidante de cada amostra (frac6es hexano 1 e 2, cloroférmio,
acetato de etila, n-tetracosano e hiperina) foi calculada em relacdo a vitamina C e a
rutina, atividades consideradas 100%. Os resultados encontrados sao mostrados na
tabela 11.
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Tabela 11 — Atividade Antioxidante pela Reducdo do Complexo do Fosfomolibdénio

Amostra Atividadg Ar\1tiox.idante em Ativida}de\Ar'\tiox'idante em
relacdo a rutina (%) relagdo a vitamina C (%)
Frac@o Hexano 1 32,03 6,58
Fracé@o Hexano 2 106,98 32,45
Fracdo Cloroférmio 249,39 77,96
Fracéo Acetato de Etila 196,68 61,49
Hiperina 127,80 42,34
n-Tetracosano 23,67 7,18

De acordo com os dados obtidos é possivel concluir que todas as fracbes
testadas, assim como as duas substancias (hiperina e n-tetracosano), apresentam
atividade antioxidante por reducdo do complexo do fosfomolibdénio. Considerando
as atividades da rutina e vitamina C como referéncias as fragbes acetato de etila e
cloroférmio demonstraram maior atividade, em torno de 70% da atividade da
vitamina C, e quando comparados a rutina se mostraram mais ativas que este
padrdo. Desta forma essas fracbes podem ser consideradas antioxidantes em
potencial. Este resultado era esperado devido a maior concentracdo de compostos
fendlicos, que tem potencial antioxidante, nessas fracdes, como foi observado no
ensaio fitoquimico preliminar.

A substancia hiperina, isolada na fracdo acetato de etila, demonstrou uma
atividade antioxidante expressiva, mas menor do que a fragdo que Ihe deu origem.
Isso se deve ao fato da fracdo ser uma mistura de substancias que atuam em
conjunto, tendo maior capacidade de reducédo do complexo fosfomolibdenico do que
a substancia isolada.

A fragcdo hexano 2 também apresentou uma atividade antioxidante
pronunciada, proxima a rutina. Ja a fracdo hexano 1 e o n-tetracosano, isolada desta
fracdo, apresentaram uma atividade baixa em relacdo as demais, ndo chegando
nem a 10% de atividade da vitamina C, e em torno de 25% da rutina. Assim conclui-
se que essas amostras sao as menos ativas, resultado também esperado devido a
presenca de compostos apolares nessas fracoes.

Os resultados podem ser melhor visualizados pelo gréafico 1.



Gréfico 1 - Porcentagem de Inibicdo do Complexo do Fosfomolibdénio
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A figura 54 apresenta a visualizagdo da reagdo de complexagdo com o

fosfomolibdénio em triplicata.

Nota:  [1] = branco [2] = fragéo acetato [3] = fragéo cloroférmio
[4] = frag&o hexano 2 [5] = hiperina [6] =rutina  [7] = vitamina C

Figura 54 — Reacdo de Complexacéo
do Fosfomolibdénio

5.4.2 Potencial Antioxidante por Cromatografia em Camada Delgada

Este ensaio permite a visualizacdo de substancias com potencial

antioxidante. Os resultados das cromatografias sdo mostrados na figura 55:
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Figura 55 — Cromatografia em Camada Delgada com Revelador DPPH
NOTA: Ponto 1/2/3/4/5/6/7 [rutina] [hexano 2] [hiperina] [cloroférmio] [acetato de etila] [hexano 1] [n-tetracosano]

7

Observando as fotos é possivel visualizar que somente o n-tetracosano
(ponto 7) nao reagiu com revelador DPPH, pois nado foi visualizada a coloracéo
amarela indicativa de reacdo positiva, hdo apresentando um potencial antioxidante,
e devido a este fato ndo foi realizada a quantificacdo desta substancia pela reducéo
do radical DPPH. J4& as demais amostras, fracbes hexano 1(ponto 6), hexano 2
(ponto 2), cloroférmio (ponto 4), acetato de etila (ponto 5) e hiperina (ponto3)
reagiram com o DPPH obtendo a coloracdo amarela, revelando um possivel
potencial antioxidante, dessa maneira todas essas amostras foram analisadas

também pelo método quantitativo de reducdo do DPPH.

5.4.3 Ensaio pela Reducédo do Radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

A molécula do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila, radical livre e estavel
devido a localizagdo de um elétron sobressalente ao longo da molécula como um
todo, o qual ndo dimeriza, o que normalmente ocorre com os demais radicais livres,
apresenta uma cor violeta intensa, e quando esta solugdo entra em contato com
uma substancia que pode doar um atomo de hidrogénio o radical passa a sua forma
reduzida, perdendo a coloracdo Vvioleta se tornando amarelo palido
(MOLYNEUX, 2004).



99

Para cada amostra testada (hexano 1 e 2, cloroférmio, acetato de etila e
hiperina) foi calculada a porcentagem de inibicdo do DPPH e por regresséao linear foi
possivel calcular o ICsp, OU sSeja, a concentracdo da amostra que reduz 50% da
concentracdo inicial de DPPH. Cada amostra foi comparada com os padrdes de

vitamina C e rutina. Os graficos 2 a 8 apresentam as retas médias obtidas para cada
teste.

Gréfico 2 — Curva da Vitamina C pela Reducédo do DPPH
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Gréfico 3 — Curva da Rutina pela Reduc¢édo do DPPH
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Gréfico 4 — Curva da Fracao Cloroféormio pela Reducédo do
DPPH
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Gréfico 5 — Curva da Fracdo Acetato de Etila pela Redugao
do DPPH
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Graéfico 6 — Curva da Hiperina pela Reducéo do DPPH
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Gréfico 7 — Curva da Fracdo Hexano 1 pela Reducao do
DPPH
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Gréfico 8 — Curva da Fracdo Hexano 2 pela Reducao do
DPPH
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Os resultados de IC50 sé&o apresentados na tabela 12, estes correspondem
as meédias de trés repeticbes + desvio padrdo. Para verificar diferenga estatistica
entre as amostras aplicou-se Anova, e para localizacdo das diferencas o teste de
Tukey (p<0,05).
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Tabela 12 — Resultado de I1Cs, e Teste de Tukey para Reducédo do DPPH

Amostra IC 50 (Ug) £ SD Classificacao do Teste de Tukey
Vitamina C 5,8053 £ 0,07877 a3
Rutina 5,9157 £ 0,03614 a3
Fracdo Hexano 1 199,8633 £ 1,54001 ab
Fracdo Hexano 2 113,4323 £ 0,34920 a4
Fragcdo Acetato 3,2120 = 0,00400 al
Fracéo Cloroformio 5,3333+0,19177 a2 a3
Hiperina 3,8950 + 0,01908 al a2

“Amostras classificadas no mesmo grupo néo diferem estatisticamente.

Levando em consideracdo a analise estatistica dos dados verificou-se que a
fracdo cloroférmio tem atividade antioxidante igual aos padrdes (vitamina C e rutina),
pois ndo ha diferenca estatistica significante entre estas trés amostras. A fracao
acetato apresenta o menor valor de I1Cs (3,2120 pg/mL + 0,00400), este difere
estatisticamente das demais fragcbes e dos padrdes. Pela andlise ela pode ser
considerada, entre as fracdes, a mais ativa. A substancia isolada hiperina
apresentou um resultado estatisticamente igual as fracdes acetato de etila e
cloroférmio, porém difere dos padrdes. Portanto pode-se dizer que, neste modelo,
sua atividade antioxidante € maior do que a dos padrdes analisados, ficando entre
as fragcOes acetato e cloroformio. Ja as fragdes hexano diferem entre si e das demais
amostras, com valores de ICso superiores. Este resultado indica que as essas
fracbes sdo menos ativas do que os padrfes analisados e do que as demais
amostras, pois é preciso uma quantidade maior destas amostras para reduzir 50%
da concentragéo inicial de DPPH.

O potencial antioxidante encontrado para a hiperina, superior a atividade da
vitamina C confirma os resultados relatados em trabalhos anteriores de
Bernatoniene et al. (2008) e Piao et al.(2008).
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5.5 AVALIACAO DA TOXICIDADE SOBRE Artemia Salina

Artemia salina é um microcrustaceo de agua salgada utilizado como alimento
vivo para peixes, facilmente encontrado em lojas especializadas em aquarios, que
pode ser utilizado para estimar a toxicidade através da concentracdo média letal
(DLso) (MEYER et al., 1982).

Varios trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre Artemia salina com
atividades antifungica, viruscida, antimicrobiana, tripanossomicida e parasiticida.
Este bioensaio também tem sido citado na avaliacdo prévia de extratos de plantas
com possivel atividade antitumoral e esta sendo utilizado para estudo biolégico
inicial de um grande numero de amostras para deteccdo simultanea de toxicidade e
fototoxicidade (MEYER et al., 1982).

Para o calculo da DLsp 0s resultados das amostras testadas (fracbes, n-
tetracosano e hiperina) foram submetidos ao teste estatistico Probitos, e estédo

apresentados na tabela 13.

Tabela 13 — Mortalidade de Artemia salina e DLsg

Mortalidade/Concentracéo DL In_tervalo de
Amostra Confianca de 95%
10 (ug/mL) |100 (ug/mL) | 1000 (ug/mt)| (MO/ML) (Hg/mL)

Frac@o Hexano 1 0 0 0 > 1000 -
Fracdo Hexano 2 0 1 4 > 1000 -
Frac&o Cloroférmio 0 0 0 > 1000 -
Fracdo Acetato de Etila 0 0 1 > 1000 -
Hiperina 0 0 0 > 1000 -
n-Tetracosano 0 3 0 > 1000 -
Sulfato de quinidina 16 10 18 50,12 35,80-70,16

Observando os dados é possivel perceber que nenhuma das amostras se

mostrou ativa contra o micro crustaceo Artemia salina, pois todas apresentaram um
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resultado de DLsp superior a 1000ug/mL, concentragdo maxima para uma amostra
ser considerada ativa segundo Meyer et al. (1982). Os controles feitos com os
solventes metanol e cloroférmio ndo apresentaram influéncia sobre os resultados,
pois nenhuma larva morreu na presenca dos mesmos, do mesmo modo que o
controle realizado com 4gua salgada. Dessa maneira pode-se dizer que as fracdes
do extrato de Rourea induta, bem como as substancias testadas ndo possuem

toxicidade frente ao teste realizado.

5.6 ATIVIDADE ALELOPATICA

O termo alelopatia vem do grego allelon = de um para outro, pathds = sofrer.
O conceito descreve a influéncia de um individuo sobre o outro e sugere que o efeito
€ realizado por biomoléculas (denominadas aleloquimicos) produzidas por uma
planta e lancadas no ambiente (FERREIRA e AQUILA, 2000).

Os agentes alelopaticos sdo, com algumas excecdes, metabdlitos
secundarios, os quais parecem nao ter uma funcdo metabdlica central, podendo ser
produzido em qualquer parte da planta e podendo variar a concentracdo dentro de
uma mesma espécie. Porém o efeito alelopéatico raramente é provocado por uma
Gnica substancia, geralmente se deve ao conjunto delas (MALHEIROS e
PERES, 2001). A atividade dos aleloquimicos tem sido usada como alternativa ao
uso de herbicidas, inseticidas e nematicidas (defensivos agricolas) (FERREIRA e
AQUILA, 2000).

O bioensaio mais usado para testar a atividade alelopatica € a inibicdo, ou,
algumas vezes, a estimulacdo da germinacdo e do crescimento de sementes de
espécies silvestres ou de culturas. E muito comum a confusdo entre alelopatia e
competicdo, enquanto a competicdo se da pela retirada ou reducédo de fatores do

meio ambiente, a alelopatia & caracterizada pela introducdo de novos fatores
(MALHEIROS e PERES, 2001).
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5.6.1 Avaliacdo da Germinacao

Para o teste de germinacédo foram calculados os indices de velocidade de
germinacao (IVG) de cada amostra (fracdes, n-tetracosano e hiperina), 0os quais
foram submetidos ao teste estatistico de Scott-Knott, cujos resultados sé&o

apresentados na tabela 14.

Tabela 14 -Teste de Scott-Knott para o indice de Velocidade de Germinacdo das Sementes
de Lactuca sativa

Amostra Concentracéo Controle Controle
Agua Solvente
0,8 mg 0,4 mg 0,2 mg 0,1 mg

Fracdo 5,00 a1 4,83 al 5,00 a1 5,00 a1 4,50 al 5,00 a1
Hexano 1
Fracdo 4,00 al 4,25 al 4,12 al 4,87 al 4,50 al 4,50 al
Hexano 2
Fracdo 3,87 al 3,49 al 3,87 al 3,25al1 3,50 a1 3,14 a1
Acet. de
Etila
Fracdo 4,37 al 3,8lal 4,00 al 4,00 al 3,50 a1 3,14 a1
Cloroférmio
Hiperina 4,33 al 4,83 al 4,58 al 4,75 al 4,50 al 4,50 al
Tetracosano 4,63 al 4,87 al 4,87 al 5,00 a1 4,50 al 5,00 a1

*amostras seguidas da mesma numeracao néo diferem estatisticamente.

Com base no teste estatistico pode-se concluir que nenhuma das amostras
apresentou influéncia sobre a germinagcéo das sementes de Lactuca sativa, pois as
amostras ndo diferem estatisticamente, todas pertencem ao mesmo grupo (al) de
classificacdo, sendo iguais aos controles agua e solvente.

A auséncia de variacdo pode ser observada no gréfico 9.
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Gréfico 9 — Médias de Germinacdo de sementes de Lactuca sativa
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5.6.2 Avaliacao do Crescimento

A analise do crescimento foi feita através do teste estatistico de Scott-Knott
para as meédias de crescimento da radicula e hipocoétilo de sementes de Lactuca
sativa na presenca das fracbes e das substancias n-tetracosano e hiperina
provenientes do extrato de Rourea induta, os resultados do teste estado na tabela 15.

Analisando os dados obtidos é possivel perceber que a fracdo hexano 2
(FH2) e o n-tetracosano apresentaram influéncia sobre o crescimento do hipocotilo
das sementes de Lactuca sativa, nas concentracfes de 0,8 e 0,4 mg para FH2 e 0,4
mg para n-tetracosano. Essas amostras apresentaram valores estatisticamente
diferentes dos padrbes utilizados no teste nas quatro repeticbes realizadas. Os
valores encontrados sdo menores do que os padrdes e demonstram que nessas
concentracdes ocorreu inibicdo do crescimento do hipocotilo. Para o crescimento da

radicula ndo houve influéncia.
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Tabela 15 - Teste de Scott-Knott para Avaliacdo do Crescimento da Radicula e Hipocétilo
de Sementes de Lactuca sativa.

Radicula (média mm) Hipocétilo (média mm)

Tratamento | Repetigao n- n-
FH1 FH2 | FAE | FCL HIP TETR FH1 FH2 | FAE | FCL HIP TETR
1 3360 2360 21,20 2540 27,20 31,80 | 31,80 19,75 21,80 2500 29,80 32,20
al al al al al al al al al al al a2
2 36,00 1560 2480 2580 2560 36,00 | 32,00 1540 2640 23,00 2420 36,00
0,8 mg al al al al al al al al al al al a2
! 3 3580 3240 26,20 2560 2640 2880 | 3240 23,00 2440 27,00 2840 29,80
al al al al al al al al al al al a2
4 40,00 3140 2840 2500 2440 3200 | 3440 21,20 27,40 26,00 2840 28,80
al al a1 al a1 al al al al al al a2
1 3220 3120 27,00 2220 27,80 34,00 | 37,00 24,60 2400 2460 3060 26,40
al al al al al al al al al al al al
2 3260 27,40 2460 2860 2440 3580 | 3540 22,20 2320 2940 2320 27,40
0,4 mg al al al al al al al al al al al al
’ 3 26,40 25,00 28,00 3160 2660 3020 | 30,40 22,60 2560 27,60 26,80 25,60
al al al al al al al al al al al al
4 2940 31,00 21,25 26,20 3120 30,20 | 28,80 25,00 22,50 27,20 30,20 27,80
al al al al al al al al al al al al
1 39,40 2960 2840 31,00 3140 3280 | 3540 3220 2640 2820 2500 32,00
al al al al al al al a2 al al al a2
2 36,00 31,20 26,20 23,00 2820 29,20 | 32,00 3040 2220 2360 2420 24,60
0,2mg al al al al al al al a2 al al al al
! 3 3280 27,00 31,00 2320 33,00 3320 | 32,00 3120 2260 2240 2820 25,60
al al al al al al al a2 al al al a2
4 28,00 27,80 27,20 23,00 3160 3380|2060 29,00 2340 26,00 2500 30,80
al al al al a1 al al a2 al al al a2
1 28,80 27,00 2560 27,40 29,00 3080 | 3480 30,40 26,40 2640 26,40 30,20
al al al al al al al a2 al al al a2
2 34,00 29,80 2260 27,40 3260 30,20 | 3560 2840 2520 2460 26,00 2820
0,1 mg al al al al al al al a2 al al al al
’ 3 36,60 26,60 2500 2820 2940 29,20 | 3740 26,60 26,20 2580 24,00 23,50
al al al al al al al a2 al al al al
4 28,75 2360 26,60 2860 30,00 3820 | 3400 2640 26,20 2320 29,80 26,80
al al al al al al al a2 al al al al
1 34,20 3180 1525 1525 31,80 34,20 | 3240 3120 20,75 20,75 3120 3240
al al al al al al al a2 al al al a2
2 38,00 3240 2725 2660 3240 38,00 | 3540 3220 28,20 2820 3220 3540
Cont Agua al al al al al al al a2 al al al a2
' 3 3280 2860 2500 2520 2860 32,80 | 30,00 2880 24,80 2480 2880 30,00
al al al al al al al a2 al al al a2
4 3280 18,00 2425 2425 18,00 32,80 | 33,00 26,60 26,50 26,50 21,60 33,00
al al al al a1 al al a2 al al al a2
1 30,00 2420 26,60 2660 2420 30,00 | 30,00 29,00 24,40 2440 2320 30,00
al al al al al al al a2 al al al a2
2 2840 2880 30,00 30,00 2880 2840 | 29,40 28,00 27,00 27,00 28,00 29,40
Cont. af af at af al af af a2 af af af a2
Solvente 3 32,00 29,20 27,00 27,00 2920 32,00 | 29,60 3220 2340 2340 3220 29,60
al al al al al al al a2 al al al a2
4 31,40 32,00 1860 1860 3200 31,40 | 32,00 3220 2120 2120 3220 32,00
al al al al al al al a2 al al al a2

Nota: FH1 — fracdo hexano 1; FH2 — frac@o hexano 2; FAE — frac&o acetato de etila; FCL — frag&o cloroférmio; HIP - hiperina;
n-TETR - n-tetracosano.
*Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem estatisticamente.

A inibicdo encontrada para as amostras da fragcdo hexano 2 (FH2) e do n-

tetracosano pode ser melhor observada no grafico 10.
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Gréfico 10 — Porcentagem de Crescimento do Hipocotilo de Sementes
de Lactuca sativa
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A fracdo hexano 2 apresentou uma inibicdo de 33,24% na concentracdo de
0,8 mg e 20,54% em 0,4 mg. Ja o n-tetracosano inibiu o crescimento do hipocétilo
em 18,05% com 0,4 mg de concentragao.

Geralmente os efeitos causados tendem a ser dependentes da concentragéo
dos aleloquimicos, sendo mais acentuados em concentragbes mais altas, como
ocorreu em FH2. Mas alguns autores afirmam que os efeitos alelopaticos podem
escapar deste padrdo, pois resultam de um somatério de alteracdes moleculares, o
que pode ser comprovado pelo resultado do n-tetracosano, que com concentracao
de 0,8mg nao foi observado nenhum efeito e com 0,4mg inibiu o crescimento do
hipocotilo (MARASCHIN-SILVA e AQUILA, 2006). O uso de hidrocarbonetos como
pesticidas € bem conhecido, o que justifica o efeito inibitério deste composto
(SIDDQUI et al., 2004).

As demais amostras ndo apresentaram influéncias sobre o crescimento da
radicula nem do hipocotilo das sementes de Lactuca sativa, estatisticamente o0s
resultados dessas amostras sdo iguais aos padrdes, ou seja, as substancias
encontradas nessas amostras nao apresentam um efeito toxico sobre o crescimento

das sementes de alface.
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5.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.7.1 Difusdo em Agar

Na difusdo em Agar logo que o disco impregnado com amostra entra em
contato com a superficie Umida do &gar, a 4gua € absorvida pelo papel de filtro e a
substancia impregnada se difunde para o meio, de tal forma que a concentracdo da
substancia imediatamente adjacente ao disco pode exceder ao préprio disco. A
medida que aumenta a distancia em relacdo ao disco ocorre uma reducao
logaritmica da concentracdo até alcancar um ponto onde o crescimento bacteriano
na superficie do agar ja ndo é mais inibido, o resultado é um halo de inibicdo de
crescimento ao redor do disco (KONEMANN et al., 1993), o qual indica a atividade
antibacteriana.

As médias dos halos de inibicdo encontrados para cada microorganismo
frente a cada amostra (fracdes, n-tetracosano e hiperina) sdo apresentadas na
tabela 16.

Tabela 16 - Média dos Halos de Inibicio por Difusdo em Agar

Médias dos halos de inibicdo (mm)

Amostras 0
Concentragbes S.epidermidis S.aureus E.coli | S.typhimurium | P. aeruginosa

(Mg)
Fracdo 1000 - - - - -
Hexano 1 500 - - - - -
Fracdo 1000 - - - - -
Hexano 2 500 - - - - -
Fracdo 1000 12,3 7,6 - - -
Cloroférmio 500 - - - - -
Fracéo Acet. 1000 15 7,6 - - -
de Etila 500 10 - - - -
Hiperina 1000 9.3 i i i i
P 500 7 - - - -
Tetracosano 1000 ) ) i i i
500 - - - - -
Cloranfenicol 30 36,8 26,5 28,2 27 15
Controle

solvente
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Os resultados demonstram que a fragcdo acetato de etila e a fragao
cloroférmio tem atividade contra Staphylococus epidermidis e Staphylococus aureus.
Para a bactéria S. epidermidis houve inibicdo nas duas concentragfes testadas da
fracdo acetato de etila, e para cloroférmio somente na concentracdo de 1000ug
(figura 56). A hiperina apresentou atividade contra este microrganismo nas duas
concentracbes, com um halo de inibicdo ligeiramente menor. J4 para S. aureus
ocorreu inibicdo somente na concentracado de 1000ug para as duas fracdes (acetato
de etila e cloroférmio), portanto pode-se dizer que a cepa de S. epidermidis se
mostrou mais sensivel a essas amostras. Para as demais bactérias ndo houve

inibicdo do crescimento.

74
loroférmio
1000ug
/

(

Cloranfenicol
30ug
loroférmio Acetato
500 ug 1000pg

Figura 56 — Atividade Antibacteriana contra Staphylococus
epidermidis

O S. aureus € a bactéria mais virulenta do género, € conhecido por causar
endocardite, gastroenterite, pneumonia e infeccdes de pele e varios tipos de
intoxicacdes, e o S. epidermidis é o habitante normal da pele e mucosas podendo
causar endocardites e alguns tipos de infeccBes associadas a implantacdo de
préteses cardiacas, articulares e ventriculares, além de ser um patégeno oportunista
em infec¢des do trato urinario (MEDLINE PLUS, 2009).

As fragBes hexanos, bem como o n-tetracosano ndo apresentaram inibicao
em nenhum dos microrganismos testados. A hidrofilia dos constituintes quimicos das
amostras é determinante para a difusao no meio de cultura, uma vez que este meio
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€ aquoso, desta maneira constituintes lipofilicos, como os encontrados nessas
amostras, tem dificuldade de difusdo no meio, e consequentemente o contato com a
bactéria inoculada no meio € menor, este fato pode explicar a auséncia de halo de

inibicdo para estas amostras.

5.7.2 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

Neste teste, ap0s a inoculacdo dos microrganismos em meios de cultura
com as amostras em diferentes diluicbes, e o tempo necessario de incubacdo em
temperatura favoravel, verificou-se o primeiro tubo onde ndo houve crescimento
bacteriano, ou melhor, onde n&o ocorreu turvagéo, correspondente a concentracao
inibitéria minima (DIAS, 2005).

Foram testadas as amostras que apresentaram atividade no método da
difusdo em agar: fracdo acetato de etila, cloroformio e hiperina, contra as bactérias
S. epidermidis e S. aureus.

A fracdo hexano 1 foi testada devido a dificuldade de difusdo da mesma no
agar, mas por causa da sua baixa solubilidade em agua nao foi possivel concluir o
teste, deste modo a fragcdo hexano 2 e o n-tetracosano, que também sdo pouco
hidrossolaveis, ndo foram testados.

Segundo Holetz et al. (2002) os extratos que apresentam uma concentragao
inibitéria menor que 100pg/mL tem uma atividade antibacteriana considerada boa,
se for entre 100-500ug/mL é moderada, de 500-1000pug/mL é fraca e acima de
1000ug/mL considera-se inativo.

Para as fragcdes cloroformio e acetato de etila ocorreu inibicdo somente para
S. aureus na diluicdo 1:1 (1000upg/mL), ja para S. epidermidis o crescimento
bacteriano foi normal em todas as concentragdes, contrariando o resultado do teste
de difusdo em agar. Isso pode ter ocorrido devido a separacdo de componentes
dessas fracbes na difusdo, provavelmente alguma substancia dessas amostras
tenha atividade e esta conseguiu difundir melhor na superficie do agar conseguindo
inibir o crescimento bacteriano desta cepa, mas quando misturada em solugcédo no

meio com 0s demais compostos esta atividade nao foi representativa. Pode-se
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considerar entdo que a concentracao inibitéria minima dessas amostras contra S.
epidermidis € maior do que 1000ug/mL, sendo inativos.

A hiperina demonstrou atividade contra os dois microrganismos testados na
diluicdo 1:1 (1000ug/mL) (figura 57).

Fira 57 - Cdncehfragéo Inibitéria Minima da
Hiperina contra S. epidermidis

Com base nos resultados pode-se dizer que a atividade antibacteriana das
fracOes acetato de etila e cloroférmio do extrato de Rourea induta € fraca contra S.

aureus, e para hiperina é fraca contra S. aureus e S. epidermidis.
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6 CONCLUSAO

Considerando o0s objetivos propostos para este trabalho de estudo da
composicao fitoquimica e avaliacdo das atividades antioxidante, microbiologica,
alelopatica e toxicidade pode-se fazer algumas conclusoes:

e A espécie Rourea induta Planch, pertencente a familia Connaraceae, ndo
apresenta descricdo na literatura sobre sua composicéo fitoquimica. Em
uma pesquisa fitoquimica preliminar, esta espécie evidenciou a presenca
de grupos fitoquimicos como: flavonoides (flavondis e flavonas),
cumarinas, triterpenos, taninos condensados, antocianidinas e amino
grupos. Foram isolados e identificados cinco compostos, um
hidrocarboneto de cadeia longa (n-tetracosano) e quatro flavondides: um
foi identificado como quercetina, e os outros trés como seus derivados;
guercetina-3-O-a-arabinofuranosideo, guercetina-3-O-B-xilosideo e
guercetina-3-O-3-galactosideo (hiperina).

e A atividade antioxidante, nos dois métodos testados (reducdo do
complexo do fosfomolibdénio e do radical DPPH) foi bem expressiva. As
fracbes acetato de etila e cloroformio, devido a grande quantidade de
flavondides encontrada, e a substancia isolada hiperina demonstraram
atividade superior a capacidade antioxidante da vitamina C.

e O ensaio alelopatico revelou inibicdo do crescimento do hipocdétilo das
sementes de Lactuca sativa em torno de 20-30% na presenca de duas
amostras (hexano 2 e M1), e nenhuma amostra demonstrou influéncia
sobre a germinacéo.

e Na atividade antimicrobiana de difusdo em gel verificou-se que as fracdes
acetato e cloroférmio inibem o crescimento de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis, e para este ultimo microrganismo também foi
observada atividade da substancia hiperina. Na diluicdo em caldo
evidenciou-se a atividade da hiperina contra os S. aureus e S. epidermidis
com concentragao inibitoria minima de 1000ug/mL, e das fracOes acetato

e cloroférmio contra S. aureus na mesma concentracdo, atividade estas
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consideradas fracas. Para os demais microrganismos néo foi observada
atividade de nenhuma amostra.

e O teste de toxidade ndo revelou atividade contra 0 microcrustaceo
Artemia salina, pois todas as amostras apresentaram um valor de DL50
superior a 1000pg/mL, o que evidencia a baixa toxicidade das amostras.

A soma destes resultados abre espaco para a busca de outras atividades
das amostras testadas, principalmente das fracdes acetato de etila e cloroférmio
pelo seu potencial antioxidante, bem como das substancias identificadas.
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