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RESUMO
A espécieGoupia glabraAublet (Goupiaceae), denominada popularmente campaiba, é
utilizada na medicina popular contra diversas dagnGuas cascas sao utilizadas como
analgésico dentario, como vermifugo, no tratamdetmalaria, catapora e eczema. As folhas
sdo utilizadas contra sifilis, doencas ocularesagmeca, variola e como cicatrizante. O
presente trabalho teve como objetivo quantificanpastos fenolicos e avaliar as atividades
antioxidante, inibidora de acetilcolinesterase,idiolade emArtemia salina antitumoral e
antimicrobiana de extratos de folhas, galhos fieagalhos grossos de cupiuba. O material
seco foi triturado e submetido a extracdo em apardd Soxhlet com solventes de polaridade
crescente (Hexano, AcCOEt e MeOH). A prospeccagjiditmica foi realizada para diferentes
classes de metabdlitos, sendo observados resulfamivos para esterdis em todos o0s
extratos, triterpendides e algumas classes denftagstes nos extratos obtidos em acetato de
etila e metanol. O fracionamento do extrato em hexde folhas (EHF) resultou no
isolamento de uma mistura @esitosterol e estigmasterol. Do extrato em AcOEfalkas
(EAF) foi isolado o catecol, um fenol simples dstibuicéo restrita na natureza. O conteudo
de fendlicos totais dos extratos foi determinadiizahdo o reagente de Folin-Ciocalteau e o
resultado foi expresso em equivalentes de acidoag@EAG). A atividade antioxidante foi
avaliada através da capacidade sequestrante dcalraitavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), utilizando quercetina como padrdo externo, esgwe como Vvalores de
Concentracéao eficiente (gt Foi observada uma correlacéo positiva entreendlicos totais
e a Ckg, ou seja, quanto maior a quantidade de fendlioesor a Ck. O extrato em AcOEt
das folhas (EAF) foi o que apresentou maior potrasitioxidante [CE=9,76 + 0,42ug/mL
(cubeta) e Ckg= 19,87 = 0,31ug/mL (microplaca)]. A toxicidade dos extratos fa@riicada
através de bioensaios com microcrustadecsalinae expressa em % de mortalidade das
larvas. A andlise qualitativa da atividade antivediterase foi realizada de acordo com o
método de Ellman (modificado), com resultados negat para inibicdo da enzima
acetilcolinesterase. A atividade antitumoral foaleada contra quatro linhagens de células
(leucemia, mama, colon e glioblastoma) utilizandetodo de analise colorimétrica baseada
na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,tedil-2-H-brometo de tetrazonium (MTT)
em azul de formazam segundo o método de Mossmanmélsores resultados foram
observados para os extratos obtidos em AcOEt, ipdameente para células HCT-8 (c6lon)
que variaram de 58,35 a 77,12%. O extrato obtidoAe@Et dos galhos grossos (EAGQ)
apresentou valor de &Il= 13,73 ug/mL para a linhagem HL-60 (leucemiakeEsxtrato foi
fracionado e a fracdo EAGQ5 apresentou percentahidicio de crescimento celular de
85,37 e 101,37% para as linhagens SF-295 (gliabtest e MDAMB-435 (mama),
respectivamente. A avaliacdo da atividade antirbierta foi realizada pelo método da
concentracao inibitéria minima (MIC) qdiel determinada pela técnica da microdiluicdo em
caldo Mueller-Hinton para bactériaBacillus subtilis Staphylococcus aureugscherichia
coli e Pseudomonas aerugings& em meio liquido Sabouraud para fung@andida
albicans, C. tropicalis e C. parapsiloyisTodos os extratos demonstraram algum grau de
atividade bacteriana e fungicida, com destaque par@xtratos obtidos em AcOEt que
apresentaram inibicdo moderada de crescimento ligero. Para avaliar o efeito dos extratos
no crescimento dos protozoarios foi realizado estndvitro com formas promastigotas de
Leishmania amazonenses epimastigotas dé€rypanosoma cruziO extrato EAGg mostrou
atividade antiproliferativa, tanto contta amazonensiguanto pard. cruzi com valores de
ICs0 de 86 e 40 pg/mL, respectivamente. A significaitieidade antioxidante, antitumoral e
antimicrobiana observada nos extratos de cupillséacke seu elevado potencial para a
obtencado de produtos biotecnolégicos.

Palavras chavés. glabrg Goupiaceae, atividades bioldgicas, catecol
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ABSTRACT
The speciesGoupia glabraAublet (Goupiaceae), popularly known as cupidbaiged in
popular medicine against several diseases. Theksbae used as dental analgesic, as a
vermifuge, to treat malaria, chickenpox and eczehie leaves are used against syphilis,
ocular disorders, migraine, smallpox and as healihgs study aimed to quantify the phenolic
compounds and evaluate the antioxidant, inhibitagetylcholinesterase, brine shrimp
toxicity, antitumor and antimicrobial activities ektracts of leaves, thin and thick branches of
cupituba. The dry material was crushed and subjdct&bxhlet extraction using solvents in
increasing order of polarity (hexane, ethyl acetatel methanol). The phytochemical
screening was performed for different classes ofabwites, observed positive results for
sterols in all extracts and terpenoids and sonssekaof flavonoids in the extracts obtained in
ethyl acetate and methanol. The fractionation efttexane extract of leaves (EHF) resulted in
the isolation of a mixture composed pysitosterol and stigmasterol. From ethyl acetate
extract of leaves (EAF) was isolated catecholnapk phenol with restricted distribution in
nature. The total phenolic content of extracts determined using the Folin-Ciocalteau and
the result was expressed as gallic acid equival@@&E). The antioxidant activity was
assessed by the ability of capturing the stablead@,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH
using quercetin as external standard, expressedlas of the effective concentration (§&jC
We observed a positive correlation between totahphcs and E§p, ie as greater the amount
of phenolics smaller is the B& The ethyl acetate extract of the leaves (EAFsgmeed the
highest antioxidant potential [E6= 9.76 = 0.42.g/mL (quartz cuvette) and E&= 19.87 +
0.31 ug/mL (microplate)]. The toxicity of the extracts svaverified by bioassays with
microcrustaceaA. salina and expressed in percentual mortality of naupl@Qsalitative
analysis of anticholinesterase activity was perfanaccording to the method of Ellman
(modified), presenting negative results. The antduactivity was evaluated against four cell
lines (leukemia, breast, colon and glioblastom&)gisolorimetric analysis method based on
conversion of salt 3-(4,5-dimethyl-2-thiazole)-2ifphenyl-2-H-tetrazonium bromide (MTT)
into blue formazam by the method of Mossman. Thet kesults were observed for the ethyl
acetate extracts, especially for cells HCT-8 (cplibvat ranged from 58.35 to 77.12%. The
ethyl acetate extract obtained from thick branc{ie8Gg) showed values of kg = 13.73
pug/mL for strain HL-60 (leukemia). This extract whiactionated and the fraction EAGg5
showed the percentage of cell growth inhibitior86f37 and 101.37% for the lines SF-295
(glioblastoma) and MDAMB-435 (breast), respectivelfhe antimicrobial activity was
conducted using the minimum inhibitory concentmatiMIC) that was determined by
microdilution in Mueller-Hinton broth for bacter{®acillus subtilis Staphylococcus aureus
Escherichia coliand Pseudomonas aerugingsand in liquid Sabouraud for fungCéndida
albicans C. tropicalisandC. parapsilosis All extracts showed some degree of bacterial and
fungicidal activity, especially the ethyl acetatdracts which showed moderate inhibition of
microbial growth. The effect of extracts on grovathprotozoa in vitro study was evaluated
with promastigotes of.eishmania amazonensand epimastigotesf Trypanosoma cruzi
EAG(g extract showed antiproliferative activity agsgtibothL. amazonensiandT. cruzj with
ICso values of 86 and 4Qg/mL, respectively. The significant antioxidant,tiammor and
antimicrobial activities observed in the extractscapiuba detaches its high potential for
obtaining of biotechnological products.

Keywords:G. glabra Goupiaceae, biological activities, catechol
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1. INTRODUCAO



O Brasil possui entre 15 e 20% de toda a biodigats mundial, sendo considerado o
maior pais em numero de espécies endémicas. Abeiga de 60.000 espécies vegetais, o
que corresponde a cerca de 20% de toda flora mMuadido menos de 75% de todas as
espécies existentes nas grandes florestas. Todabegbversidade é considerada uma fonte
de substancias biologicamente ativas e sua preserva fundamental tanto pelo valor
intrinseco dessa imensa riqueza biolégica como gpeloenorme potencial como fonte de
novos farmacos (GARCIA, 1995; BARREIRO, 2009).

O uso de plantas como medicamentos pela humané&laagito antigo. A busca por
alivio e cura de doencas talvez tenha sido umaiiiagiras formas de utilizacdo de produtos
naturais (VIEGAS JRet al, 2006). Cerca de 80% da populacdo dos paisessaradvidos
e em desenvolvimento continuam completamente depéesl da medicina caseira utilizando
vegetais para as necessidades primarias de sasttteatse que aproximadamente 74% dos
medicamentos derivados de plantas foram desenwshattavés de orientacdo baseada em
resultados revelados pela medicina popular (BRAZHE), 2010).

Apesar do aumento de estudos na area de produtoraisaestima-se que apenas de
5-15% das cerca de 250.000 espécies de plantagrd&s no planeta foram investigadas
(BRAZ-FILHO, 2010). Apenas 8% das espécies braaseforam estudadas em busca de
compostos bioativos, sendo que 1100 espécies e fmtam avaliadas em suas propriedades
medicinais (SIMOE%t al, 1999).

Mais especificamente, as plantas de origem amea@gspertam grande interesse por
parte da comunidade cientifica com relacdo a slizagéio para fins medicinais, 0 que exige
o conhecimento das caracteristicas das drogas detfisadas, incluindo sua morfologia,
composicdo quimica, propriedades farmacoldgicasnérale de qualidade (SIMOE& al,

1999).



Uma das estratégias mais comuns para a investigdggdolantas medicinais € a
abordagem etnofarmacologica que consiste em comimf@macdes adquiridas junto a
comunidades locais que fazem uso da flora medicowah estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos realizados em laboratorios espeeiddis. Esse tipo de selecdo de espécies
vegetais constitui um valioso atalho para a destalsl® novos farmacos, que ndo pode ser
ignorado ou desprezado (KOEHtal, 2005; BRAZ-FILHO, 2010).

A comparacdo de resultados obtidos através daacale plantas ao acaso ou
guimiotaxonomicamente orientadas, com aqueles abtithseados no uso em medicina
popular, demonstrou que o conhecimento tradiciénaldicativo de espécies que acumulam
compostos bioativos (SIMOES al, 1999).

A busca por medicamentos para a cura das doendésngas parasitarias, também
chamadas “doencas negligenciadas”, tais como: mativenca de Chagas, esquitossomose e
leishmanioses, € de extrema importancia (FUNARI BRRO, 2005). Principalmente em
paises em desenvolvimento como o Brasil, onde idéncia dessas doengas é elevada, 0
repertorio de farmacos utilizados é limitado e awehdo e a indUstria farmacéutica pouco se
interessa para o desenvolvimento de novas drogas essa finalidade, pois ndo ha
perspectiva de retorno financeiro suficiente (Dl&Sal, 2009). Das 1300 novas drogas
introduzidas no mercado entre 1975 e 1999, apehtigetam aplicacdo em doencas tropicais
(PINK et al., 2005).

As plantas tém sido utilizadas tradicionalmenteapar tratamento de doencas
parasitarias e a fitoterapia tem recebido ateng@wsideravel na busca de substancias
alternativos com atividade antiparasitaria (TEMPOBIEal. 2005; KVIST et al, 2006;
BRAGA, et al, 2007)

A relevancia das pesquisa com produtos naturaimade fornecer alternativas

terapéuticas mais eficientes e seguras, prop@eatescoberta de novos farmacos e o estudo



de plantas que apresentem substancias que possasulag as diferentes espécies oxidantes
geradas em nosso organismo, torna-se de grandetémpi@ para patologias nas quais as
espécies reativas do oxigénio (ERO's) sdo fatoetsrmdinantes. O estresse oxidativo tem
sido relacionado a um grande nimero de doencas\elegeas, inflamatorias, neuroldgicas,
oculares, pulmonares, doencas do coracdo, canceo @rocesso de envelhecimento
(BARREIROSEt al, 2006; CERQUEIR/Aet al, 2007; VELLOSAet al., 2007).

Algumas classes de compostos fendlicos, como flades e taninos, atuam tanto
como antioxidantes (sequestrando radicais livregmoc também no combate a
microorganismos, 0 que tem tornado importante adestem conjunto das propriedades
antioxidantes e antimicrobianas de fracoes e e@drde plantas (CABRAlet al, 2009;

PERESet al, 2009).



2. OBJETIVOS



2.1. GERAL
* Realizar o estudo fitoquimico e avaliar as ativetadiologicas de extratos G®upia

glabraAlblet.

2.2. ESPECIFICOS

» Descrever a composicdo quimica de extratos bicatiessoupia glabraAublet por
meio de métodos espectrométricos e espectroscofiidoRMN *H e *C uni e
bidimensionais).

* Realizar anélises pelos métodos colorimétricosudmiificacdo de fendlicos totais e
atividade sequestradora do radical DPPH para vacgfio de atividade antioxidante
dos extratos da espécie selecionada.

* Realizar testes de inibicdo de acetilcolinestedaseextratos d&. glabra

» Realizar testes biolégicans vitro com extratos e/ou fracdes, visando a avaliacdo da
letalidade emArtemia salina

» Realizar testes farmacoldgicwsvitro com extratos e/ou fragcfes, visando a avaliagdo
da atividade citotéxica contra quatro linhagenscdkilas tumorais (mama, célon,
sistema nervoso central e leucemia).

» Realizar testes farmacolégicwsvitro com extratos e/ou fracdes, visando a avaliacao
da atividade antimicrobiana contra quatro bactéfizsxherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Bacillus ssiptités fungos@andida albicans,

C. tropicalis e C. parapsilosise dois protozoariosLéishmania amazonensis

Trypanosoma crugi



3. REVISAO DA LITERATURA



3.1. A FAMILIA GOUPIACEAE E O GENERO Goupia

A familia Goupiaceae Miers possui apenas o géfsropia (MIERS, 1860) Este
género possui trés espeéci€doupia glabraAublet, G. cinerascend?oepp. ex Baill &G.
guatemalenselsundel (LACOSTE & ALEXANDRE, 1991).

Anteriormente, o génerGoupiaera incluido na familia Celastraceae, embora fosse
bem diferente dos demais géneros dessa familia Q3WE & ALEXANDRE, 1991). Apos
estudos filogenéticos e morfologicos, o génercekmluido por ser atipico a essa familia. Os
novos dados revelaram queoupia € mais estreitamente relacionado com as familias
Corynocarpaceae e Linaceae (SIMMO&t&l, 2001). Em um estudo fitoquimico preliminar,
observou-se que os derivados isoladosGadelpia glabra(acidos vanilico e cinamico, 4-
hidroxibenzaldeido, blumenol A e esqualeno) saereiftes dos metabdlitos comumente
isolados de Celastraceae (terpenos, flavonodidasieos), o que corrobora com a exclusao de
Goupia dessa familia (MESA-SIVERI@t al, 2003; BRINKERet al, 2007; MARIOT &

BARBIERI, 2007).

3.2. A ESPECIEGoupia glabraAUBLET
3.2.1. Aspectos Botanicos

A espécieG. glabrafoi descrita pela primeira vez em 1775, por Aubdepossui as
sinonimias:Glossopetalum glabrurmel., Goupia paraensidHuber eG. tomentosaubl.,
sendo a ultima sinonimia correspondente a sua fgougen (LACOSTE & ALEXANDRE,
1991; SMIDERLE & SCHWENGBER, 2005).

As arvores desta espécie possuem grande porteptretilinio e cilindrico, podendo
alcancar até 130 cm de diametro; a base € reteasca fina e acinzentada (FIGURA 1). A
madeira é pesada, com cerne de coloracdo castamdretada ou bege-clara passando a

castanho-avermelhada. Sua altura varia de 10 a 40passui copa piramidal. A arvore é



indicada para arborizacéo e reflorestamentos,gmissenta rapido crescimento e tolerancia a
luz direta (SMIDERLE & SCHWENGBER, 2005; SILVA, 26D

A madeira possui resisténcia mecanica média e baleatlidade, sendo facil de
trabalhar e polir. Apresenta moderada resisténdingos, aos cupins e ao apodrecimento,
sendo muito utilizada na indastria madeireira (FR3UJ1). O cheiro desagradavel da madeira

lembra o cheiro de cupim e deu origem ao nome popldupiaba” (SILVA, 2006).

= P R e T

FIGURA 1. Tora (a) e casca (b) @G»upia glabra
FONTE: www.inpa.gov.br/madeiras/tipos_madeira/imags.php?ld=21

As folhas sdo simples e brilhantes, coriaceas,adeal com peciolos dispostos
alternadamente (FIGURA 2a), medindo de 5 a 13 cntateprimento e 1,5 a 4 cm de
largura, sendo facilmente reconheciveis no chaoredor da arvore, por adquirirem a
coloracdo negra, em consequéncia de processo Indéuxidacado (FIGURA 2b) (SILVA,

2006).

e

' (a) : (o), . §

FIGURA Folhas rcs (a), flha seca (b) e floresécaupia glabr
FONTE: OLIVEIRA, P.A.; "SILVA, 2006; ‘RIBEIRO, 1999.

As flores sdo hermafroditas, muito pequenas e diapoem inflorencéncias do tipo

umbrelas (FIGURA 2c). O fruto é tipo uma baga ghsbrque mede 1-7 mm de diametro,
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apresenta uma coloracéo inicial verde, tornandansa&rela, vermelha e finalmente preia.
sementes, em numero de 1 a 5 por fruto, sdo amaselaras, albuminosas, oleaginosas,
medem cerca de 1,5 mm de comprimento e 1 mm deré&ar@s ramos e folhas novas séo
completamente cobertos de pélos (FIGURA 3), toras®glabros somente mais tarde, o que

deu origem ao nome cientifico (SMIDERLE & SCHWENGRE005).

Goupia glabra, Lubl

FIGURA 3. Aspectos morfolégicos doupia glabra
FONTE: www.plantsystematics.org/imgs/ws1/r/goupiacee_goupia_glabra_21040.html
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3.2.2. Distribuicdo geografica
A espécie ocorre na regido amazodnica, abrangendgraeil, Guiana Francesa,
Suriname, Venezuela, Colémbia, Peru e Panama. ldsilBfoi encontrada nos estados do

Amazonas, Para, Maranhdo, Mato Grosso e Rondéri@UA 4) (SMIDERLE &

SCHWENGBER, 2005; SILVA, 2006).

FIGURA 4. Distribuicdo geografica d8oupia glabra
FONTE: www.ghif.org

3.2.3. Etnobotanica

Essa espécie é conhecida por varios nomes popularasordo com a regiao que €

encontrada (TABELA 1).

TABELA 1. Nomes populares dgoupia glabra

s

Pais* Nomes populares*
cupiuba, cupilba-rosa, cupilva, cutilba, cachacéroo-bobd, peniqueirg

Brasil
peroba-do-norte

Colébmbia | saino, sapino
Guianas cabacalli, copie, cupi, couepi, goupi, kdepepie

Peru capricérnia, muena rifarillo

Suriname kopi

Venezuela | pilon
*RIBEIRO, 1999; MESA-SIVERIO, 2003; SMIDERLE & SCHENGBER, 2005; SILVA, 2006
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A casca da arvore é popularmente utilizada comtgésiao dentario (LACOSTE &
ALEXANDRE, 1991; RIBEIRO, 1999; SILVA, 2006), comgrmifugo e no tratamento de
malaria, catapora e eczema (DEFILIRRSAL, 2004).

As folhas séo utilizadas para o tratamento dassiilenxaqueca (DEFILIPPS al,
2004). O sumo das folhas jovens é utilizado exteame para tratar cegueira, causada pela
catarata e no tratamento de variola, também podeadaitilizada como um cicatrizante
quando aplicada na pele (LOPE#al, 2001).

Na regidao da Amazonia Peruana, a planta tambéntizada pelos habitantes locais

no tratamento de doencas oculares (MESA-SIVE&IQL, 2003).

3.2.4. Quimica e Atividade bioldgica
Em um trabalho realizado pdfesa-Siverio e colaboradores (2003), foram isolados
dois derivados de tropolona denominados de Goumofoe Goupiolona B (FIGURA 5) de

um extrato em etanol de folhas@eglabra

, 0 H
o Q CH:.CH O
CH
O
‘ OH
HO
o
CHLCHO
Goupiolona A Goupiolona B

FIGURA 5. Derivados de tropolona isolados de folha§&depia glabra

Essas duas substancias se comportam como genatoxingeja, induzem a letalidade
de células, produzindo lesées de DNA gendmico, ® sjugere que essas moléculas tém

potencial para serem utilizadas como drogas antesd MESA-SIVERICet al, 2003).
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Tropolonas e benzotropolonas sdo compostos aramdtieqlientemente isolados de
fungos e, raramente, isolados de plantas superidtgamas substancias que contém um
nacleo tropolona exibem atividade antimalarica (REMl, 2001),antitumoral (YAMATOet
al., 1992), e existem varios relatos em artigos ceeemvem a preparacao de derivados de
tropolona e suas correspondentes avaliacbes ma®gi(YAMATO et al, 1992,
TAMBURLIN-THUMIN et al, 2001).

No estudo fitoquimico realizado pdiesa-Siverio e colaboradores (2003nkem
foram isoladas substancias ja conhecidos como oaksw, 4-hidroxibenzaldeido, acido

cinamico, acido vanilico, clorofila b, e blumeno(RIGURA 6).

OH

CH3
D""

OH =

e
ki

CH OH
Acido Vanilico Acido cinamico 4 -hidroxibenzaldeido Blumenol A

Esqualeno

FIGURA 6. Compostos isolados de folhas@eupia glabra

Esse estudo apdia a mudanca de géneroGaupia como relatado por Simmons e
colaboradores (2001), pois o perfil dos metabdldess. glabrando se relaciona com os
compostos habituais presentes na familia Celasigacge sdo terpenos (sesquiterpenos,
diterpenos e principalmente triterpenos), flavoréice taninos (BRINKERet al, 2007;

MARIOT & BARBIERI, 2007).
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3.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE PLANTAS

A oxidacao é parte fundamental da vida anaerobia Bosso metabolismo e, assim,
os radicais livres sdo produzidos naturalmente @ugbguma disfuncdo biologica. Esses
radicais livres cujo elétron desemparelhado enaesdrcentrado nos atomos de oxigénio ou
nitrogénio sao denominados ERO (espécies reatwasigiénio) ou ERN (espécies reativas
de nitrogénio), respectivamente. Espécies reativelsem ndo sé os radicais {Q "OH,
NO’), mas também intermediarios neutros ou carregédg®,, ONOQO) e outras espécies
capazes de formar radicais livres no organismo hon{D,, O;, Fe, Cu). O excesso de
radicais livres no organismo é combatido em paotenpacro e micromoléculas de origem
endogena ou obtidas diretamente da dieta, quees@mrdnadas antioxidantes (BARREIROS
et al, 2006; DE OLIVEIRAet al, 2009).

De forma geral, denominam-se antioxidantes as t&ubias que presentes em
concentracdes baixas, comparadas ao substratovekid&tardam significativamente ou
inibem a oxidagdo do substrato. Os radicais formaalgartir de antioxidantes n&o séo
reativos para propagar a reacao em cadeia, senti@limados por reagdo com outro radical,
formando produtos estaveis ou podem ser reciclpdo®utro antioxidante (SOUSEL al,
2007).

Os dois principais meios de defesa antioxidanterganismo podem ser divididos em
dois grupos: enziméticos e ndo enzimaticos. A p&meantioxidante enzimatica baseia-se
quase que exclusivamente na decomposicdo de anjmeréxido (B") pela superéxido
dismutase (SOD) ou dismutacédo de peroxido de héiog(HO,) pelas enzimas catalase e
peroxidase. A protecdo antioxidante ndo-enzimatidaita por micromoléculas, dentre as
quais as mais utilizadas séo: os tocoferdis, comtamina E; o acido arcérbico (vitamina C);
polifendis e carotendides, comopecaroteno (pré-vitamina A) (ROVER JUNIOB! al,

2001; BARREIROS:t al,, 2006).
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Em artigo recente, De Oliveira e colaboradores 9208presentam ampla revisdo

bibliografica da capacidade antioxidante de proslute origem vegetal, como frutas
sementes, cereais, 6leos e plantas aromaticas.

Entre os principais antioxidantes derivados detptadestacam-se o acido ascorbico

(vitamina C), flavondides como rutina e quercetidesivados do acido cinamico e outros

compostos polifendlicos, como o acido elagico (FR2U7) (GIL et al., 2005).

i)
o

HO

HO

OH

(2)

FIGURA 7. Estruturas de: (1) Acido elagico, (2) Acido asidob(3) Rutina e (4) Quercetina

O acido ascérbico (Vitamina C) é amplamente utilizacomo antioxidante,
nutracéutico e cosmecéutico. Atualmente, € muitadeslo no tratamento do cancer, pois

acredita-se que estimule o sistema imune, inibarmécdo de nitrosaminas e bloqueie a

ativacdo metabdlica de carcindgenos (@tlal, 2005; CERQUEIRAet al, 2007)

A rutina é comercializada no setor farmacéuti@m duncdo antioxidante ou anti-

radical livre, no fortalecimento de vasos capilacestra varizes, trombose e celulite (PAYE
et al, 2001; GlLet al, 2005).
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O acido elagico é utilizado na industria farmacg&utcomo ingrediente ativo em
preparacdes para clareamento de pele (Pétydt, 2001).

A gquercetina tem efeitos na prevencao e no trattoram doencas cardiovasculares,
cancer e insuficiéncia renal e hepatica. E o praidilavondide presente na dieta humana e
seu consumo diario estimado varia entre 50 e 500amgue representa 95% do total de

flavondides ingeridos (BEHLING@t al, 2004).

3.3.1. Doengas relacionadas ao extresse oxidativo

O estresse oxidativo é definido como a situacaqua a formagdo de ERO e ERN
excedem significativamente a capacidade de defasax@lante e de reparo do organismo,
tendo como consequéncia o aumento de danos a ldionted (DNA, lipidios, proteinas).
Estes danos, quando nao reparados, acabam comenolmed funcionamento da célula e
levando-a a morte por apoptose ou necrose (BARB@SA., 2006). O estresse oxidativo
pode ocorrer em varias situacbes patoldgicas oueatais que aumentem a producdo de
ERO e ERN e em consequéncia do consumo inadeq@adntidxidantes derivados da dieta
(CERQUEIRAEt al, 2007).

O estresse oxidativo agudo, bem como estresse timxdardnico, tém sido
relacionados a um grande numero de doencas detjeagraomo aterosclerose, diabetes,
injuria isquémica, doencas inflamatorias (artréematoide, colite ulcerativa e pancreatite),
cancer, AIDS, doencas neuroldgicas (doenca de ridankj esclerose lateral amiotroéfica,
doenca de Alzheimer), hipertensdo, doencas ocu(dexeneracdo macular relacionada ao
envelhecimento e catarata), doencas pulmonaresa(asndoenca pulmonar obstrutiva
cronica), doencas do coracao e no processo dehexuakento, podendo ser a causa ou o fator
agravante do quadro geral (BARREIR&Sl, 2006; CERQUEIRAet al, 2007).

Todos os tecidos humanos sofrem lesGes oxidatp@®m, por diversas razdes, 0

sistema nervoso central (SNC) é especialmente v@nd?rimeiramente, porgue possui
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capacidade reduzida de regeneracéao celular, j@gmeurénios de um individuo adulto séo
células pos-mitodticas, ou seja, ndo se replicans.m@imorte de neurbnios induzida por

toxinas ou pelo processo normal de envelhecimende pausar sérios comprometimentos ao
sistema nervoso. Em segundo lugar, porque o conglenaxigénio pelo cérebro € muito

elevado, o0 que o torna mais propenso a danos amsipad espécies oxidantes. Em humanos,
0 cérebro é responsavel por cerca de 20% do consatalade Q, demanda necessaria para
sustentar o elevado consumo de ATP pelos neurgraos,manter o potencial de membrana e

o fluxo de neurotransmissores (BARBOS#®al, 2006).
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3.4. SUBSTANCIAS FENOLICAS

Os compostos fendlicos possuem varias propriedd@esmacolégicas como:
antialergénica, antiinflamatéria, antimicrobiana, nti@arcinogénica, antitrombotica,
antioxidante, cardioprotetora e efeitos vasodilates (BALASUNDRAM et al, 2005;
WONG et al, 2006). Os polifendis tém capacidade comprovaddadr hidrogénios e quelar
ions metalicos como o ferro e cobre, inibindo alagéo de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) (SOARES, 2002).

S&o os principais antioxidantes encontrados naggsae se enquadram em diversas
categorias como fendis simples, acidos fendlicesiddos de acido benzdico e cinamico),
cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos, ligsam ligninas. No Brasil e recentemente na
regido Amazonica, o0 interesse em antioxidantesfgoaliicos derivados de plantas tem
aumentado notavelmente na ultima década, devideeaoelevado poder de remocao de
radicais livres associados com varias doencas (8léhal, 2005; SOUS/Aet al, 2007).

A atividade antioxidante relacionada aos polifendgse-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica, quenifgera neutralizacdo ou sequestro de
radicais livres e/ou quelacdo de metais de transie& influenciada pelo numero e posicao
dos grupos hidroxila, assim como pelas posi¢cOegldesilacdo. A ressonancia do anel
aromatico presente nestes compostos € a principghonsavel pela formacdo de
intermediérios estaveis apds processo de reduggoadaais livres, bloqueando reacdes em
cadeia (BARREIRO®t al, 2006; CERQUEIRAet al, 2007; SOUSAet al, 2007).

Os fendlicos sdo as substancias antioxidantes ataisdantes da dieta, podendo
atingir um consumo diario de 1 g, o que é muitoomgue o consumo de todos 0s outros
fitoquimicos classificados como antioxidantes. Agpedisso, pouco se conhece sobre suas
biodisponibilidades, e sua eficadra vivo ainda precisa ser avaliada (CERQUEIRAalL,

2007).
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A quantificacdo espectrométrica de compostos feoslpode ser realizada por meio
de uma variedade de técnicas, todavia, a queautilizagente de Folin-Ciocalteu figura entre
as mais extensivamente utilizadas (DE OLIVEI&Aal, 2009).

Recentes estudos tém revelado uma correlacadvpasitire a atividade antioxidante e
a quantidade de compostos fenodlicos presentes antapl (PIZZOLATTIlet al, 2007;

ASMAWI et al, 2008; PERE®t al, 2009).

3.4.2. Biossintese

Estruturalmente, substancias fendlicas possuemmpehms um grupo hidroxila ligado
diretamente a um anel benzénico. Sdo amplamentmieados na natureza e metabolizados
tanto pela via do acetato quanto pela via do achdquimico (SOLOMONS & FRYHLE,
2002; DEWICK, 2002).

Os compostos fendlicos produzidos pela via do sxai@o: antraguinonas, antranois,
tetraciclinas, fendis simples e canabindides. Ospostos fendlicos produzidos pela via do
acido chiquimico séo: acidos fendlicos, cumarinasjnos, lignanas e ligninas. Também
existem compostos fendlicos da via mista acetatpiohato como: flavondides e estilbenos
(DEWICK, 2002).

Os metabolitos aromaticos da via do &acido chiquwmpgodem ser facilmente
reconhecidos pela distribuicdo em carbonos consesutlas fungbes oxigenadas do anel
aromatico. Esse padréo de oxigenacédo difere dd@patbs derivados da via do acetato, os
quais tém as funcbes oxigenadas em atomos de cadh@nnados (FIGURA 8) (LOBO &

LOURENCO, 2007).
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Via do Acetato Via do Acido Chiquimico

FIGURA 8. Exemplo de padrao de oxigenacéo tipicos dasmdabolicas.

Na formacdo de compostos fendlicos pela via doatxetFIGURA 9), o bloco
constituinte fundamental é o acido acético solrmdade acetil-CoA (acetil coenzima A) que
€ o iniciador direto de todo o processo, mas o atonsubseqiente da cadeia realiza-se
através de um derivado, o Malonil-CoA, numa reag@@oga a condensagéo de Claisen. Em
seguida, ocorre a ciclizacdo através de uma re&ipdo aldol, uma desidratacdo e a

aromatizacdo (LOBO & LOURENCO, 2007).

CoA O,H
0
Y + 23X CoA

Acetil-CoA Malonil-CoA

( H+ reacdo tipo Aldol

E - Enz
nz ciclizacdo H
desidratacao i
HO. enolizacio 0
hidrélise
A —
Enz

C02 H aromatizacao

H

acido orselinico

FIGURA 9. Exemplo de biossintese de fenélicos oriundos ddwiacetato.

Fonte: Dewick, 2002
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O esquema biossintético para a formacao do acidmiohico (FIGURA 10) envolve
a adicdo de uma molécula de fosfoenol piruvato RERN acucar, a eritrose-4-fosfato, para
originar um derivado acido com 7 carbonos, o deacadino-heptulosonato-fosfato. Essa
reacdo € uma reacdo tipo aldol, seguida de umaneli@o do grupo fosfato e adicdo a
carbonila para originar o acido 3-desidroquinican EBeguida forma-se o acido 3-
desidrochiquimico através da eliminacéio de uma molécula de agua. Para garantir a
eliminacdo estereoespecifica de um dos protonsiguia o envolvimento de uma enzima.
Finalmente a reducao da carbonila a alcool, atrdeeNADPH, produz o acido chiquimico

(LOBO & LOURENCO, 2007).

el
B co,

— HO.,
Fosfoenolpiruvato {PEP) Reagao tipo aldol o 2

DAHP sintetase

il finilisale -5 —_—
PO OH o] OH
H
HO~ =0 acido 3-desidro
H (desoxi-arabino-heptulosonato-fosfato) quinico
eritrose-4-fosfato
- 0 - -
2 0,
-H,0
2 NADFPH
Tl —
eliminacéo cis (syn) o
OH
HO' OH
H
H
acido 3-desidro acido 3-desidro o a g
quinico chiquimico acido chiquimico

FIGURA 10. Formacéao do acido chiquimico. Fonte: Dewick, 2002
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3.5. ESTEROIDES

Os esteroides sao triterpendides modificados cdotensistema de anéis tetraciclico
do lanosterol (fungos) ou cicloartenol (plantadGBRA 11), mas sem 0s grupos metilicos
em C-4 e em C-14. Estudos recentes descrevem dfiteasterois sdo capazes de reduzir as

taxas de colesterol no plasma humano (KRITCHEVSKEZKEN, 2005).

cicloartenol lanasterol

FIGURA 1ZEstruturas do cicloartenol e lanasterol

Os principais esterdis em plantas, fungos e algascaracterizados por apresentar
substituintes extras, com um ou dois carbonos, arbooo 24. Os esterois de plantas
campesterol e sitosterol apresentam, respectivamnania metila e uma etila em C-24 na
estrutura analoga ao colesterol. J4 o estigmastentém uma insaturacdo adicional na cadeia
lateral, entre os carbonos C-22 e C£8n9 (DEWICK, 2002).

Sitosterol, estigmasterol e campesterol (FIGURA &2yontram-se na maioria das
vezes em mistura e por apresentarem propriedagles-fuimicas semelhantes sao de dificil
separacdo. Esses trés esterdides sdo comumentgadioseem Oleos de sementes, frutas e

vegetais (CORTEZ2t al, 1998; ABIDI, 2001).
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p-sitosterol estigmasterol

campesterol

FIGURA 12. Estruturas d@-sitosterol, estigmasterol e campesterol

3.5.1 Biossintese

A unidade basica dos terpendides é o isoprego Ko entanto ele ndo esta envolvido
na biossintese destes compostos. Essas unidadés brmadas a partir do difosfato de 3-3'-
dimetilalila (DMAPP) e o difosfato de 3-isopenten{lPP) (FIGURA 13). Existem duas vias
metabdlicas biossintéticas possiveis para a formaii® DMAPP e do IPP: a via do

mevalonato (MVA) e a via do fosfato de deoxixilldd®XP) (DEWICK, 2002).

= NS
OPP OPP
Isopreno DMAPP IPP

FIGURA 13. Estruturas do isopreno e das unidades precurdosaerpendides (DMAPP e IPP)

A condensacao cauda-cabeca entre as unidades DRIAPP, catalisada pela enzima

prenil-transferase, forma a cadeia de difosfato gbranila (GPP), precursora dos
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monoterpenos. A condensacdo dessa cadeia gntoth novas unidades de IPP origina
sucessivamente as cadeia de difosfato de farn€sip difosfato de geranilgeranila 46} e
difosfato de geranilfarnesila 6}, precursoras de sesquiterpenos, diterpenos erteegenos,
respectivamente. Por outro lado, a condensacaoate ahdeias de difosfato de farnesila, e a
de duas cadeias de difosfato de geranilgeranilamaimn cadeias de 30 e 40 carbonos,
precursoras dos triterpenos e dos tetraterpensgectvamente (FIGURA 14) (DEWICK,

2002; LOBO & LOURENCO, 2007).

MVA DXP

)v\ e }\/\ Hemiterpeneos (C5)
OPP orp

(DMAPF) (Cs) Y (IPP) (Cs)

Monoterpenos
Cio = [ridoides (C10)
IPP #
Cis = Sesquiterpenos (C15)
[FP
x2 .
Cag = Diterpenos (C20)
PP
X2 ‘\\,
Cas = Sesterterpenos (C25)
L
Cyy =~ Triterpenos (C30)
(Esterf:ides :c1a-c3r}:.j
y
Cyp = letraterpenos

Carotenoides (C40)

FIGURA 14. Esquema de formacao das unidades precursordsrgesdides.
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A biossintese de fitoesterdides em células detgdademonstra que as unidades
isoprénicas sao fornecidas exclusivamente da visi\dA que esta localizada no citoplasma.
Por outro lado, nos monoterpenos, diterpenos eatégprenos sao predominantemente
biossintetizados pela via do DXP, descoberta reoceente, localizado no plastideo (LOBO &
LOURENCO, 2007; KONGDUANGt al, 2008).

A cadeia precursora dos triterpenos € o esqualel®@URA 15). Sua cadeia de 30
carbonos é formada a partir da condensacédo cauda-cke duas unidades de difosfato de
farnesila (FPP) e envolve a enzima esqualeno sintém intermediario desse processo € o

difosfato de pré-esqualeno. (LOBO & LOURENCO, 2007)

esqualeno

FIGURA 15. Estrutura do esqualeno (precursor dos triterpenos)

A ciclizacdo do esqualeno ocorre a partir do inggtid@rio 2,3-epoxido de esqualeno,
um produto de oxidacdo enzimatica que requer ummeofroteina e NADPH que pode
assumir diferentes conformacgdes como por exemplieia-cadeira-cadeira-barco e cadeira-
barco-cadeira-barco (FIGURA 16) (LOBO & LOURENC®@0Z).

A clivagem do epodxido, na conformacéo cadeira-baexteira-barco, por protonacao
da origem a uma ciclizacao concertada para formaratdons protosteril. Uma seqiéncia de
deslocamentos de Wagner-Meerwein de hidretos eogrupetila origina uma série de
triterpenos tetraciclicos como o cicloartenol (pdah (FIGURA 17) e lanasterol (animais)

(DEWICK, 2002).
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cadeira-cadeira-cadeira-barco cadeira-barco-cadeira-barco

FIGURA 16. Conformacfes do epdxido de e_squaleno

O cicloartenol é o precursor dos fitoesteroéis. Fgpede existirem esteroides isolados
de plantas que contém o anel ciclopropano, na raaios casos da-se a clivagem deste anel
que gera um grupo metila, como € o casopdtosterol e do estigmasterol (amplamente

encontrados no reino vegetal) (CORT&ZAL, 1998; ABIDI, 2001).

oxido de . .
esqualeno cation protosteril
Seqiiéncia de deslocamentos de
i Wagner-Meerwein de hidretos e
grupos metila

perda do proton
anel ciclopropano

-—————
plantas

HO

cicloartenol

FIGURA 17. Formacao do cicloartenol (plantas). Fonte: Den2€02
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3.6. DOENCAS INFECCIOSAS

Doencas infecciosas sdo a segunda maior causa odlidade no mundo. A
descoberta de novas substancias com atividaddsaetetiiana e antifiUngica constitui uma
necessidade urgente devido a varios fatores tam.co aumento da incidéncia de novas e
reemergentes enfermidades infecciosas; altas taeasresisténcia desenvolvida pelos
microorganismos aos antibioticos usados clinicagmemidecréscimo constante observado no
namero de novos agentes antimicrobianos aprovadge pDA (Food and Drug
Administratior); a necessidade de agentes que atuem por mecaniEnagdo diferentes aos
farmacos em uso (ANTUNES, 2006; GUIMARAESal, 2010).

Atualmente, ha apenas cerca de trés antibioticoestudos pré-clinicos Fase |, sendo
que estas substancias sdo de amplo espectro pei@organismos Gram positivo ou para
infeccbes no trato respiratério. Para bactériasmGreegativo, o cenario € ainda mais
alarmante, pois ndo ha nenhum composto com novamssco de acdo em ensaios pré-
clinicos (GUIMARAESet al, 2010).

Nos ultimos 10 anos os pesquisadores tém voltaelogc@ especial para fontes
naturais ainda pouco exploradas. Nesse contextolaatas podem contribuir na descoberta
de novos farmacos, pois € possivel que produtograisit antimicrobianos possam ser
biossintetizados para prevenir e/ou combater ouatalg micro-organismos patogénicos as

plantas (GUIMARAESet al,, 2010).

3.7. DOENCAS PARASITARIAS
As doencas infecciosas parasitarias afetam mildégsessoas nas diferentes regides
geograficas mais pobres do planeta. Elas representaa crescente ameaca nacional e

continuam sendo um obstaculo para o desenvolvimsatial e econbmico. A malaria,
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doenca de Chagas, leishmaniose e esquitossomesbkéna conhecidas como “doencas
tropicais” sdo responsaveis por incapacitar anuginema fracao significativa da populacéo
de varios paises em desenvolvimento (D&&l, 2009).

Para essas doencas nao existem vacinas dispomiaEsfarmacos sao o centro de
controle. Contudo, o repertério de farmacos disgziaié limitado e inadequado, e ocorre o
surgimento de resisténcia, efeitos colaterais gdgeriodo de tratamento. Nesse panorama, a
prevencdo, controle e tratamento dessas doencesseepam um grande desafio mundial
(CALDERONet al, 2009; DIASet al, 2009).

A falta de uma quimioterapia eficaz para a doemg€liagas e Leishmanioses, solicita
uma investigacdo ampla de compostos ativos, ealetds, os produtos naturais estdo sendo
investigados com sucesso. Substancias derivadptadias continuam a fornecer estruturas
fundamentais e agentes terapéuticos para o tratarderdoencas causadas por protozoarios

(TEMPONEgt al, 2005).

3.7.1. Leishmaniose

A Leishmaniose compreende duas formas principaigar@a, que causa lesdes na
pele, e Visceral, que afeta os 6rgédos internosodpog principalmente o figado, o bago e a
medula éssea. A forma visceral é a forma mais gra@endo causar morte se nao for tratada
(BRAGA et al, 2007; CALDERONEet al, 2009).

Cerca 350 milhdes pessoas em aproximadamente €8s mundo estdo expostas a
essa doenca e entre 1,5 e 2 milhdes de pessoamfeéimdas por ano. No continente
americano, a leishmaniose ocorre no norte do Méatéoo norte da Argentina, menos no
Chile, Uruguai e Canadd (CALDERO®t al, 2009). Segundo a Organizagdo Mundial de

Saude, apenas trés paises apresentam 90% dosdeadosnca no globo: Bolivia, Brasil e
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Peru. Nas regidoes Norte e Nordeste do Brasil estiwentrados 73% dos casos de
leishmaniose cutanea.

Antimoniais pentavalentes tém sido recomendados @aratamento de leishmaniose
a mais de 50 anos. Sao conhecidos como drogasndeinar linha. Infelizmente o tratamento
com essas drogas provoca reacbes adversas e n@sis#b parasita. Pentamidina e
Anfotericina B sdo usadas como segunda escolhaatatento da doenca e sdo chamadas
drogas de segunda linha. Todavia, 0 uso dessaagif®¢imitado devido a sua toxicidade,

administracdo com supervisao e efeitos colateBRAGA et al 2007).

3.7.2. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, descoberta em 1909 pelo médisiteiro Carlos Chagas, € um
dos principais problemas socioecondmicos enfrestatlo América Latina. Esta doenca,
causada pelo protozoario paraditgpanossoma cruzafeta cerca de 18 milhdes de pessoas
do sul dos Estados Unidos até a Patagbnia, causgpmdaimadamente 50.000 mortes e
300.000 novos casos por ano (Dlaisal, 2009).

A transmissdo da doenca ocorre, principalmentdp petor (80-90%), mas a
transfusdo de sangue (5-20%) e as rotas congédj&ad,8%) representam um elevado risco
para a populacdo (TEMPONH# al, 2005). Apesar dos avangos na compreensédo dagiaiol
do T. cruzj os Unicos medicamentos disponiveis contra egian@mo s&o: nifurtimox e
benzonidazol, que foram desenvolvidos por voltaimicio da década de 1970. Estes
compostos demonstraram resultados promissoreseadmda da doenga de Chagas (50-70%
de eficacia), e benzonidazol recentemente tambémdwmonstrado ser eficaz no inicio de
infeccdes cronicas, mas de eficacia limitada coattbenca ja estabelecida na fase cronica
(<20% de eficacia). Os efeitos colaterais mais emnde nifurtimox sdo perda de peso,

sonoléncia, nauseas, vomitos e codlicas intestifdgs.caso do benzonidazol, os efeitos
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colaterais podem ser agrupados de trés formasiafijfestacdes de hipersensibilidade, como
erupcao cutanea, edema periorbidal ou generalifeli®, linfadenopatia, dores musculares e
articulares; (ii) depressdo da medula 6ssea, mbtuneutropenia, agranulocitose e purpura
trombocitopénica; e (iii) polineuropatia periféricgapresentada por parestesias e polineurite

(CROFTet al, 2005; DIASet al, 2009).

3.8. CANCER

Pode-se considerar o cancer como uma doenca geregdicsada pela aquisicao
sequencial de mutacdes em genes implicados néepaghio e morte celular. O dano causado
ao DNA pode resultar de processos enddégenos coms e@a duplicacdo do DNA e
instabilidade quimica em certas bases do DNA ountgeacdes com agentes exd0genos como
radiacdo ionizante e ultravioleta, agentes quimiedsiologicos como os virus (LOPEZ-
LAZARO apud BEHLINGet al, 2004).

E uma sindrome que envolve em geral, as etapasci&cEo, promogdo e progressao.
Diversos trabalhos tém visado o estabelecimentasdaciacdo entre a ingestdo e os niveis
séricos de certos nutrientes e o risco de candg(IBNG et al, 2004).

Cirurgia e radioterapia séo recomendados paratantemto de tumores localizados,
enguanto que a quimioterapia € utilizada para lgasécancerigenas espalhadas pelo corpo.
Os farmacos antineoplasicos ndo poupam as célatasais de sua acdo devastadora, assim,
diversos efeitos toxicos podem acometer os pacemie fazem uso destes medicamentos
(LOPEZ-LAZARO apud BEHLINGet al, 2004).

Uma proposta de terapia complementar recomendadappaientes oncologicos é o
uso de antioxidantes. Ha evidéncias de que esdmsangias podem ser utilizadas junto a
quimioterapia por auxiliar na reducédo do tamanhéudwor e no aumento da longevidade dos

pacientes (DRISK@t al., apud BEHLINGet al, 2004).
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3.8.1 Produtos naturais antineoplasicos

Os farmacos usados na terapia clinica do cancendws de produtos naturais séo
agentes antineoplasicos importantes e eficientddME&DA et al, 2005). Dos novos
farmacos descobertos para o tratamento de cancdoercas infecciosas, 60 e 75%
respectivamente sdo oriundos de fontes naturai& (Glet al, 2006).

Dentre as classes de substancias naturais jadasstath pronunciada atividade anti-
cancer, podemos citar os terpenos (sesquiterpeahi@spenos e triterpenos), alcaloides,
cumarinas, lignanas, flavonéides, taninos, estdbeourcumindides, polissacarideos (@Al
al., 2004).

Dentre alguns produtos naturais citotoxicos, usadibécamente no tratamento de
neoplasias, tém se:vu)mblastina e vincristina, alcaldides extraidos deatharanthus roseus
i) taxol (Paclitaxel®), éster alcal6ide derivado do tepbadental Taxus brevifoliq e do
teixo europeu Taxus baccafga utilizado no tratamento de cancer de mama eiavar)
podofilotoxinas (ou epipodofilotoxinas), tendo-seno exemplos principaisetoposida(VP-
16) eteniposida (VM-26), derivados semi-sintéticos da podofilotti extraida da raiz do

podofilo (Podophyllum peltatup(FIGURA 18) (ALMEIDA et al, 2005).
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FIGURA 18. Estruturas de vimblastina, vincristina, etopostdaiposida e taxol
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1. METODOS CROMATOGRAFICOS

Os meétodos cromatograficos utilizados foram: Crografia em Camada Delgada

(CCD) realizada com uso de cromatoplacas da Sorbechnologies, com indicador de

fluorescéncia fs4 200 um de espessura e Cromatografia em coluna abertp (liZando

silica-gel da Silicycle: gel de silica 60 — 20t (70 — 230 mesh). O comprimento e o

diamétro das colunas variaram de acordo com astidadas de amostra a serem

cromatografadas. Os solventes organicos utilizaiwmam grau P.A. A deteccdo das

substancias foi feita por irradiacdo com lampad&dg365 e 254 nm) SOLAB Cientifica e

posterior revelagcdo quimica.

4.1.1. Reagentes e testes de identificacédo

Sulfato cérico/acido sulfurico.(MATOS, 2001). Solucdo de 1% de sulfato cérico (1V)
em acido sulfrico a 10 %. As cromatoplacas forant@i@ borrifadas e aquecidas por
alguns minutos (revelador universal).

Vanilina sulfarica (MATOS, 2001). Solucdo (A): 10 % de &cido sulfariem etanol
(EtOH). Solucéo (B): 1% de vanilina em EtOH. A caioplaca foi entdo borrifada com
uma mistura da solucéo A e B na proporcéo 1:1 eado por alguns minutos. Manchas
de coloracéo lilas sédo caracteristicas de ester@idériterpenos.

DPPH' (SOLER-RIVAS et al, 2000). Solucdo a 0,3 mM/L do radical 2,2-difehil
picrilhidrazil (DPPH) em metanol (MeOH). As cromatoplacas foram imepaslO s na
solugédo e observadas até o aparecimento de maaotaelas sob fundo de coloracéo
purpura, indicativa de possivel atividade antiortda

Cloreto Férrico (FeCl) (SIMOESet al, 1999). Solucéo a 1% de Fe@m EtOH. As

cromatoplacas foram borrifadas com a solucdo erchdas até o aparecimento de
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manchas azuis sob fundo de coloracdo amarela jdarandicativa de substancias

fendlicas.

4.2.METODOS ESPECTROMETRICOS
4.2.1. Espectrometria de absorcéao no Infravermelho:

Os espectros de absorcao na regiao do infraveoniefam registrados em aparelho
FT-IR Spectrometer Perkin Elmer modelo Spectrum 02afa Central Analitica da
Universidade Federal do Amazonas. As analises fofaitas utilizando-se pastilhas
comprimidas de brometo de potassio (KBr). Os masia® freqliénciakfsy) das absorcdes

estd0 expressos em centimetros reciprocos)(cm

4.2.2. Ressonancia Magnética Nuclear:
Os espectros de Ressonancia Magnética Nucleaiddegénio (RMN'H — 500 MHz)

e carbono (RMN®C, 'H desacoplado — 125 MHz), DEPT, gHSQC e gHMBC foram
registrados utilizando espectrometro Varian modBIOVA 500 de 11,7 T, pertencente ao
Centro de Biotecnologia da Amazénia (CBA). O soteentilizado para as analises foi
cloroférmio deuterado (CDg), os deslocamentos quimicdy €xpressos em unidades ppm
em relagcdo ao TMS e as constantes de acoplamBram(Hertz (Hz). As multiplicidades dos
sinais foram indicadas segundo a convencéo: si¢smgd (dupleto), dd (dupleto duplo), e m

(multipleto).

4.3. PONTO DE FUSAO
O ponto de fuséo foi determinado em aparelho eletwéda marca Metter Toledo FP

62.
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4.4. COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL BOTANICO
Foram coletados folhas e galhos para extracédo aolostittintes fixos. A coleta foi
realizada na Fazenda Experimental da UFAM em juWbo2006. A exsicata encontra-se

depositada no herbario do INPA sob n° 224595.

O material botanico foi separado em folhas, gafitas e galhos grossos. (FIGURA
19). As folhas foram limpas e secas a sombra pgrdias em sala com ar-condicionado. Em
seguida, todo o material (folhas e galhos) foi sewpestufa por dois dias em temperatura

média de 60 °C. O material foi triturado e pulvadia em moinho de facas.

FIGURA 19. Separacdo do material vegetaGaeipia glabraem folhas, galhos finos e galhos grossos

4.5. OBTENCAO DOS EXTRATOS ORGANICOS

As folhas, galhos finos e galhos grossos de cupfditaan submetidos separadamente
a extracdo em aparelho Soxhlet (até esgotamentopsasolventes: hexano (Hex), acetato de
etila (AcOEt) e metanol (MeOH). A concentracdo @osratos foi realizada sob presséo

reduzida em evaporador rotatério.
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4.6. PROSPECGAO FITOQUIMICA

A prospeccao fitoquimica foi realizada segundo oet@latado por MATOS (2001)
para a determinacdo da presenca das seguintegscldsssubstancias: fendlicos, taninos,
antocianinas, antocianidinas, leucoantocianidineatequinas, flavonoéides, flavanonas,

flavonas, flavonais, flavonondis, xantonas, alad8gi esteroides e triterpendides.

4.6.1. Fendlicos e taninos

Foram transferidos 3 mL dos extratos dissolvido€stubos de ensaio e em seguida,
foram adicionadas em cada um deles 3 gotas de olugde alcodlica de Fe&lApds
agitacdo dos mesmos, a mudanca de coloracdo efoaddo de precipitado foram
comparados com o teste em branco (tubo contendmagpEgua e a solucéo alcodlica de

FeCk) e com as cores descritas na TABELA 2.

Caracteristicas observadas Provaveis classes de substancias

Coloragéo entre o azul e o vermelho Indicativoudesgincias fendlicas

o Indicativo de taninos pirogalicos
Precipitado azul escuro

(taninos hidrolisaveis)

o Indicativo de taninos flobafénicos
Precipitado verde escuro

(taninos condensados ou catéquicos)

TABELA 2. Descricao das possiveis caracteristicas observadaste de fendlicos e taninos

4.6.2. Antocianinas, antocianidinas e flavondides

Foram transferidos 3 mL de cada extrato dissolaidi@s tubos de ensaio. Os extratos
presentes nos primeiros tubos tiveram o pH cowigid3, os presentes nos segundos tubos
tiveram o pH elevado a 8,5 e os presentes nosrtesdabos elevado a pH 11. A mudanca de

coloragéo ocorrida nos tubos citados foi compacada a descricdo da TABELA 3.
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. Cor em meio
Metabdlitos _ : :

Acido (pH 3) | Alcalino (pH 8,5) Alcalino (pH 11)
antocianidinas e antocianinas| vermelho lilas azul-puarpura
flavonas, flavondis e xantonas _ _ amarelo

chalconas e auronas vermelho _ vermelho-purpura
flavononois _ _ vermelho-laranja

TABELA 3. Coloracdes indicativas da presenga de antocigrameocianidinas, e flavondides

4.6.3. Leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

Em dois outros tubos de ensaio foram transferidos_4de cada extrato dissolvido.
Nos primeiros tubos foram adicionadas gotas de #i€lpH 1 a 3 e nos segundos gotas de
NaOH até pH 11. Ap6s aquecimento dos mesmos dutarde3 minutos, as mudangas

ocorridas foram comparadas com a TABELA 4.

- Cor em meio
Constituintes

Acido Alcalino
leucoantocianidinas vermelha _
Catequinas (taninos catéquicos pardo-vermelha _
flavanonas _ vermelho-laranja

TABELA 4. Colorac®es indicativas da presenca de leucoanidaias, catequinas e flavanonas

4.6.4. Flavonais, flavanonas, flavanonois e xantosia

Em tubos de ensaio contendo 4 mL de cada extratpldido foram adicionados
alguns centigramas de magnésio granulado (podemdoéim ser utilizado magnésio em fita)
e 0,5 mL de HCI concentrado. ApdGs término da reag&parecimento ou intensificacdo da
cor vermelha indicou a presenca de flavonois, flamas, flavanondis e/ou xantonas, livres

ou em forma de heterosidios.
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4.6.5. Esteroides e triterpendides

Cada extrato bruto foi dissolvido em 1 a 2 mL derafidrmio. Em seguida cada
solucéo foi filtrada para um tubo de ensaio seen aaxilio de um funil contendo algodéao e
alguns decigramas de »&Ds anidro. A esses novos tudos foram adicionados ldelL
anidrido acético e 3 gotas de acido sulfurico cotrtedo tendo o cuidado de se agitar
suavemente os tubos entre as duas operacfes e depadicdo do acido. Em seguida as

coloracoes formadas foram comparadas com a desc&acRABELA 5.

Coloragdes observadas Provaveis classes de substancias

Azul evanescente seguida de verde o y )
Indicativo de esteroides livEres
permanente

Parda até vermelha Indicativo de triterpenos péciteas livres

TABELA 5. Colorag@es indicativas da presenga de esteroittgsrpendides

4.6.6. Alcaloides

O pH dos extratos foi corrigido para 11 utilizardid4OH. Em seguida, cada solucéo
obtida foi submetida a uma extracéo liquido-liquidiizando trés porcdes sucessivas de 30,
20 e 10 mL de uma mistura éter-cloroférmio 3:1.fAses éter-cloroformio obtidas foram
tratadas com N&Os anidro para eliminacdo de agua e misturadas coeg8gmas porcoes
sucessivas de HCI diluido para extracdo das bagésioas existentes. As solu¢cdes aquosas
acidas obtidas foram distribuidas em 3 tubos daiens a cada tubo foram adicionadas,
respectivamente, 3 gotas dos reagentes de preéipitde alcaléides: Hager, Mayer e
Dragendorff. A presenca de alcaldides caracteezgala formacdo de um precipitado

floculoso e pesado em pelo menos 2 tubos dosi3adtils.
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4.7. ENSAIO DE LETALIDADE SOBRE Artemia SalinaLEACH

O ensaio de letalidade através do us®dsalinaé um método simples, rapido e de
baixo custo para o biomonitoramento de extratoplaetas e € considerado uma ferramenta
atil para a avaliacdo preliminar no estudo de fufasds com potencial atividade biologica
(SIQUEIRA et al, 2001). Esse ensaio foi realizado de acordo cameidologia proposta
por Meyer e colaboradores (1982).

Artemia salinaé um microcrustaceo de agua salgada que é utlizacho alimento
vivo para peixes, sendo seus ovos facilmente ersmod em lojas de aquaristas. A
simplicidade desse bioensaio favorece sua utilzagfineira, podendo ser desenvolvido no

proprio laboratorio de fitoquimica (MCLAUGHLIN ap®&®lQUEIRAEet al., 1998).

4.7.1. Procedimento

Para determinar a letalidade dos extratos de capigibrealizado um bioensaio em
Artemia salina(MEYER et al, 1982). Testou-se as solu¢des dos extratos re@ecvacao de
500 ug/mL diluidas em DMSO (triplicata) a fim de se ¥iedr a percentagem de mortalidade
das larvas.

Em um aquério de vidro, os cistosAlesalinaforam incubados em solucéo salina (37
g de sal em um litro de 4gua do Milli-Q) em umaamnracédo de 10 mg de cistos/100 mL de
solucao, sob iluminacéo artificial a 28 °C. Aposhdas, as larvas no primeiro estégio larval
(nauplio) foram transferidas para outro aquério qomtinha solucdo salina, e mantidas em
nova incubacdo por mais 24 horas sob iluminacaficett a 28 °C. Apds essa incubagéo,

obteve-se apenas estagios de metanduplios do misté@ceo (cultura pura).

Primeiramente foram adicionados 4,5 mL da solucatnas nos frascos e
posteriormente adicionados cerca de 10 larvasrpecd, pescadas com auxilio de pipeta de

Pasteur, em um volume de 0,5 mL.
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A partir dos extratos obtidos, as solucdes foragtatlas na concentracdo de 500
ug/mL diluidas em DMSO (triplicata), transferidaggas frascos com as 10 larvas cada um,
em um volume final de 5 mL de solucéo salina. Atucas deA. salinaforam incubadas a 28
°C, apds 24 horas os microcrustaceos imoveis edpositados no fundo dos frascos séo
considerados como mortos.

Esse primeiro teste foi realizado a fim de se iganifa percentagem de mortalidade na

concentracdo de 5Q@/mL.

4.8 DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS

4.8.1. Ensaio qualitativo

Os extratos foram analisados em placas de CCDaalols na placa com auxilio de
um capilar que, apdés secagem, foram borrifadaswuomsolucédo a 1 % de Fg@m etanol.
As placas foram observadas até o aparecimento dehas azuis sob fundo de coloracao

amarela (laranja), indicativa da presenca de sntistgifendlicas (ESQUEMA 1).

ol e | T e e e

o ® o ¢
Solugéo
O & FeClz 1% ) & )
—_— '
CCD com os exiratos Resultado positivo

ESQUEMA 1. Procedimento para ensaio qualitativo de substafendsicas

Para o0s extratos que apresentaram resultado poditiv realizado o mesmo
procedimento, com a diferengca de que antes de dmvemfadas com a solucédo de FgGls

placas foram desenvolvidas em sistemas de eluigfecticos: Hex/AcOEt (8:2) para os
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extratos obtidos em hexano; em Hex/CHE&LIOEt (5:2:5) para os extratos obtidos em
AcOEt; e em CHGIMeOH (7:3) para os extratos obtidos em MeOH. Eségsntes foram
determinados previamente para cada extrato, sescduolh&lo o sistema de eluicdo que

apresentou a melhor separacdo das manchas nalpl@@aD para cada extrato.

4.8.2. Quantificacdo de Fendlicos totais

A guantificacdo colorimétrica de fendlicos foi lieabla por meio de uma variedade de
técnicas, todavia, a que utiliza o reagente denKdiocalteu figura entre as mais
extensivamente utilizadas (SOU®Aal, 2007).

O reagente de Folin-Ciocalteau consiste na misties acidos fosfomolibidico e
fosfotungstico, na qual o molibdénio se encontraestado de oxidacao (VI), formando um
complexo de cor amarela (NaMa@H,0). Em presenca de certos agentes redutores, como o
fendlicos, formam-se os complexos molibdénio-tuémgjst azuis [(PMoW;O4)*], com média
de estado de oxidacdo dos metais entre 5 (V) el)6 Déssa forma, esse reagente mede a
capacidade redutora das amostras, que ndo neaessai® precisam ter natureza fendlica

(FIGURA 20) (DE OLIVEIRAet al, 2009).

COOH

COO" COO"
P NaHCO; 2 Mo®" " .
|L B o + 2Mo’ +2H
S ~
HO OH HO OH 5 il | OH
OH OH 0

FIGURA 20. Reagéo do acido galico com molibdénio, presenteagente de Folin-Ciocalteau
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4.8.2.1. Procedimento

A determinacdo do teor de fendlicos totais presents amostras dos extratos da
espécie estudada foi feita por meio de colorimetaiaegido do visivel utilizando o método de
Folin—Ciocalteau (VELIOGLLEt al, 1998) com modificactes.

Solucbes do extrato (2Q€L) na concentracdo de 1 mg/mL foram colocadas em um
frasco ambar e foi adicionado 150Q de solucdo 10% de reagente Folin-Ciocalteau e

misturados vigorosamente. Apos 5 min, 1h0Qae solucéo 60g/L de NaHG@i adicionado

(ESQUEMA 2).

Leitura da
absorbancia
(A= 725 nm)

I mness >

Cubeta

a mistura e ficou em repouso no escuro por 1,5 labgorbancia foi medida a 725 nm.
Yy

nuﬂ}ﬂ'
- -

Amostra Folin- Ciocateu 10P4 Bicarbonato de sddio
60 a/l

ESQUEMA 2. Procedimento de quantificacéo de substancias teasli

O mesmo procedimento foi repetido para todas as;@es do padrdo acido galico
(0,03125 a 0,25 mg/mL) e (0,025 a 0,4 mg/mL).

O teor de fendlicos totais (FT) foi determinado puerpolacdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibragdo constutilizando acido galico como padréo e
referéncia e expressos como mg de equivalentesidie galico por grama de extrato (EAG).

Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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4.9. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Varios métodos sédo utilizados para determinaivadatle antioxidante de extratos e
substancias isoladas. Um dos mais utilizados densim avaliar a atividade sequestradora do
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH (SOUSAet al, 2007). O radical DPPHiossui
coloracao purpura (FIGURA 21), que absorve em umpronento de onda de 517 nm. Por
acao de um antioxidante ou espécie radicalgr (RDPPHé reduzido formando 2,2-difenil-
1-picrilhidrazina (DPPH-H) (FIGURA 22) de coloracdamarela, com conseqlente

desaparecimento da banda de absorcdo (DE OLIVERRA, 2009).

FIGURA 21. Perda da colorac&o purpura do radical DPPH
we owe
| AHouR: |

N- NH
0,N j: NO, redugdo QN NO,
NO,

NO,

cor parpura cor amarela

FIGURA 22. Reacdo quimica do radical DPABrmando DPPH-H

4.9.1. Ensaio qualitativo
Os extratos foram analisados em placas de CClizadpk na placa com auxilio de

um capilar que, apos secagem, foram borrifadas wom solugdo a 0,3 mM/L do radical
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DPPH em MeOH (MONTENEGRGet al, 2006; SOLER-RIVASet al, 2000). As placas
foram observadas até o aparecimento de manchaglasmaob fundo de coloragcéo purpura,

indicativa de possivel atividade antioxidante (EEMA 3).

o|e N
p)
® @ o |
Solugdo
® @ DPPH 0,3 mM
—p
CCD com os extratos Resultado positivo

ESQUEMA 3. Procedimento para ensaio qualitativo da atividadioxidante

Para o0s extratos que apresentaram resultado poditiv realizado o mesmo
procedimento, com a diferenca de que antes de dmyaifadas com a solucdo de DPPéab
placas foram desenvolvidas com os seguintes ekigdex/AcOEt (8:2) para os extratos em
hexano; em Hex/CH@WKACOEt (8:1:2) para os extratos em AcOEt; e em GHOH (7:3)

para os extratos em MEOH.

4.9.2. Ensaio quantitativo utilizando cubeta de qu#zo

A determinacdo da atividade antioxidante foi realez segundo metodologia descrita
por Mensor e colaboradores (2001), com algumas froagbes, monitorando o consumo do
radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHpelas amostras através da medida do
decréscimo da absorbancia de soluces de difereatentracdes. E um ensaio rapido e
facil para avaliar a presenca de substancias atdiotes na amostra.

As medidas de absorbancia foram feitas em espetdroétro UV-Vis Spectronic

BioMate 3, tendo como controle positivo quercetiaomercial.

]
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4.9.2.1. Amostras
Solugdes dos extratos (10Q@/mL) e do controle positivo (quercetina) em MeOH
foram previamente preparadas e posteriormentedddunas concentracdes 250, 125, 50, 25,

10 e 5ug/mL para os extratos e 5; 2,5; 1,25; 0,625 e G342nL para o padrao.

4.9.2.2. Controle e branco da amostra

O controle foi preparado com 2,5 mL de MeOH e 1da solucdo de DPPHO
branco foi preparado na maior concentracdo dotextaliciona-se 2,5 mL de extrato e 1 mL
de MeOH. O branco do padrdo também foi realizado 2¢b mL da solucdo do padréo na

maior concentracdo e 1 mL de MeOH.

4.9.2.3. Procedimento

Um volume de 2,5 mL de solugcdo de quercetina euegtrato em diferentes
concentracgdes foi adicionado a 1,0 mL de solucadbRIeH na concentracéo de 0,3 mM/L e
misturados vigorosamente. A leitura da absorbadaamistura reacional (quercetina +

DPPH) foi realizada a 517 nm apés 30 minutos (ESQUENIA 4

.gp 2,5ml

Leitura da
absorbancia

[l ]

Cubeta

Amostra

Eszpectrofotdmetro UVVis

ESQUEMA 4. Procedimento para ensaio quantitativo da atividadiexidante em cubeta
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A partir dos valores obtidos foi construida a cudeacalibracdo. As medidas foram
feitas em cubeta de quartzo com percurso Opticoame.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Os valores das absorbancias foram convertidos ersem@agem da atividade

antioxidante (%AA), determinada pela seguinte Egaac

% AA = 100 = ( AbS amostra =~ AbS branco ) X 100

AbS controle

onde Absonrole € @ média da absorbancia da solucdo metanélicaPiRHDe AbSmostra€ @
absorbancia de cada triplicata da mistura reaci@fPH + amostra) e Alsnco€ a média da

absorbancia da solucdo da amostra em MeOH. (ESQUEMA

Controle Amostra* Branco
25 mL\/f 1mL 2,5 mL ; »/1 m 2o mt \ LmL

* Quercetina ou Extrato

ESQUEMA 5. Procedimento para preparo do controle, amostragpaali extrato) e branco da amostra

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) cgpmnde a quantidade de DPPH
consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidideantioxidante necessaria para

decrescer a concentragdo inicial de DPRk 50% é denominada concentragdo eficiente
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(CEsp), também chamada de concentracao inibitériggCQuanto maior o consumo de
DPPH por uma amostra, menor sera a sug@Hnaior a sua atividade antioxidante (SOUSA
et al, 2007).

A CEso foi determinada por interpolagcdo da curva de cati#o, da atividade

antioxidante (%AA) contra a concentracado da amostra

4.9.3. Ensaio quantitativo utilizando microplaca
A determinacdo da atividade antioxidante utilizandecroplaca de 96 pocos é
semelhante a que utiliza cubeta de quartzo. As dasdde absorbancia foram feitas em

espectrofotdmetro Bio-Rad, modelo 3550 UV, tendon@aontrole positivo quercetina.

100 pL Leitura da
- absorbancia

L
250 pL
sges ( A= 517 nm)
Amostra

[

|][| 30 minutos >

ESQUEMA 6. Procedimento para ensaio quantitativo da atividadiexidante em microplaca

Um volume de 25QuL de solugdo de quercetina em diferentes concérmgsafoi
adicionado a 10QL de solucdo de DPPHa concentracdo de 0,3 mM/L em microplaca de 96
pocos. A leitura da absorbancia da mistura reation@rcetina + DPPH foi realizada a 517
nm apos 30 minutos (ESQUEMA 6).

A partir dos valores obtidos foi construida a cum@ calibragdo. O mesmo
procedimento foi realizado para os extratos delh#piTodas as analises foram realizadas em
quadruplicata. O tratamento dos dados obtidos eterrdinacdo da Gk séo realizados da

mesma forma que o procedimento que utiliza cubetgudrtzo.
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4.10. ATIVIDADE INIBIDORA DE ACETILCOLINESTERASE

A avaliagdo qualitativa da atividade inibidora daziema acetilcolinesterase foi
efetuada de acordo com o ensaio enzimatico degmitcEllman (1961) e modificado por
Rhee e colaboradores (2001).

Foram preparadas solucdes dos extratos na cong@mtde 5 mg/mL e aplicados (10
puL) em cromatoplacas (gel de silica, Merck). Aplimiaacdo do solvente, as cromatoplacas
foram borrifadas com solucdo aquosa 5 mM de iodet@acetilcolina e com o reagente de
Ellman.

Apds secagem, as cromatoplacas foram borrifadasaceolucdo contendo a enzima
acetilcolinesterase (3U/mL em solugcéo 50 mM do &anpris-HCI pH=8, contendo 0,1% de
albumina sérica bovina).

Foi utilizado eserina (fisostigmina) como padradnivicdo da atividade enzimatica é

sugerida pelo surgimento de manchas esbranquigsadasn fundo amarelo (ESQUEMA 7).

O O O
‘\u O O O - !
[ B ] O O O ﬂ"{"
=
Solugéo Solugao
ATCI/ DTNB AChE
o O O
o O O
o O O
POSITIVO NEGATIVO

ESQUEMA 7. Procedimento para Ensaio qualitativo da atividad®dora de acetilcolinesterase
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4.11. ATIVIDADE CITOTOXICA EM CELULAS TUMORAIS
Esses ensaios foram realizados no Laboratorio deol@gia Experimental da
Universidade Federal do Ceara (UFC), através deé&woa entre UFAM / LOE UFC, sob a
responsabilidade dos Profs. Drs. Manoel OdoricMdeaes e Claudia de Oliveira Pessoa.
Esses testes tiveram 0 objetivo de verificar ataxidadein vitro dos extratos com
trés linhagens de células tumorais, parte de um@dwra para determinacdo do potencial

antitumoral das amostras.

4.11.1. Procedimento

4.11.1.1Varredura inicial

A citotoxicidade das substancias foi avaliada pe&todo do 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-
2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazélio (MTT) (MOSSNNA 1983).

As linhagens tumorais utilizadas, MDA-MB435 (mamauwmano), HCT-8 (cdélon -
humano) e SF-295 (glioblastoma - humano), foranidesdpelo Instituto Nacional do Cancer
(EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640,lsoqentados com 10 % de soro fetal
bovino e 1 % de antibioticos, mantidas em estl#d 2C e atmosfera contendo 5% de,CO

Os extratos foram dissolvidos em DMSO puro ese&tdstados na concentracao final
de 50 pg/mL e as fragbes na concentracao de 29 g/m

As células foram plaqueadas na concentracéo de 00 cél/mL para as linhagens
MDA-MB-435 e SF-295 e 0,7 x 20cél/mL para a linhagem HCT-8. Em seguida foram
adicionadas as amostras dos extratos e fracOaspardracao final de 50ug/mL e 25 ug/mL,
respectivamente. As placas foram incubadas poovdskem estufa a 5% de €837 °C. Ao
término deste, as mesmas foram centrifugadas ebrersdante, removido. Em seguida,

foram adicionados 15@L da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as gdatoram
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incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apés tig&o do precipitado com 150 de
DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595 rBQEEMA 8).

Os experimentos foram analisados segundo a médiésw#o padrdo da média (DPM)
da porcentagem de inibicdo do crescimento celidando o program&raphPad PrismA

doxorrubicina (Dox) foi utilizada como controle [{0s.

Contagem Diluigdo

—lpe

0,1x10° cél/mL para
MDA/MB-435 e SF-295 e

0,7 x 10° cél/mL para a
linhagem HCT-8

Incubagdo com l

as amostras

Cultura de células

— 50ug/mL
AT A
R o

Absorbancia em
595 nm

ESQUEMA 8. Ensaio de citotoxidade pelo método MTT

Andlise de citotoxicidade pelo método do MTT vemdseutilizada no programa de
triagem do Instituto Nacional do Cancer dos Estadluslos (INC), que testa mais de 10.000
amostras a cada ano (SKEHANal, 1990).

E um método rapido, sensivel e barato. Foi despritaeiramente por Mossman
(1983), tendo a capacidade de analisar a viab#idad estado metabdlico da célula. E uma
analise colorimétrica baseada na conversédo do -a/53limetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazolium (MTT) de coloracdo amareta azul de formazan (de coloracao
azul/roxo), a partir de enzimas mitocondriais pmése somente nas células metabolicamente

ativas (FIGURA 23).
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O estudo citotéxico pelo método do MTT permite wieffacilmente a citotoxicidade,

mas ndo o mecanismo de acao (BERRIDEBEL, 1996).

Q Des:idrogem_asfes O
N"f‘;-f mltncandrlaLs : N—H
B fNﬁwlrs N=Nx%,ds
Br N\(,}*CH-} ] \}CHE

FIGURA 23. Reducdo do MTT por enzimas mitocondriais

4.11.1.2 Determinacédo da Gb

As linhagens tumorais utilizadas, HL-60 (leucemiasmnana), MDA-MB435 (mama
- humana), HCT-8 (c6lon - humana) e SF-295 (glistoiama - humana), foram cedidas pelo
Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo sido igallas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10 % de soro fetal bovino e ® #&ntibidticos, mantidas em estufa a 37
°C e atmosfera contendo 5% de £O

O extrato foi dissolvido e diluido com DMSO estérd concentracdo estoque de 10
mg/mL.

As células foram plaqueadas na concentracéo de 00 cél/mL para as linhagens
MDA/MB-435 e SF-295, 0,7 x £&él/mL para a linhagem HCT-8 e 0,3 ¥ tél/mL para a
linhagem HL-60. As placas foram incubadas por 7asem estufa a 5% de ¢®37C. Ao
término deste, as mesmas foram centrifugadas ebersadante, removido. Em seguida,
foram adicionados 15@L da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as gdatoram
incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apés tisd&o do precipitado com 150 de

DMSO puro em espectrofotometro de placa a 595nm.
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O calculo da Gb (concentragéo capaz de inibir em 50% o crescimealalar) foi
realizado a partir da regressao nao-linear no progiGraphPad Prism(verséo 4). Os
extratos foram analisados a partir de dois experiose realizados em triplicata. A

doxorrubicina (Dox) foi utilizada como controle fo.

4.12. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANTIFUNGICA

Esses ensaios foram realizados no Departamento@eés Clinicas da Universidade
Estadual de Maringad — PR, através do convénioe &AM /UEM, sob a responsabilidade
do Prof. Dr. Celso Vataru Nakamura.

Para avaliar o potencial antimicrobiano de extratagetais, existem diversas técnicas
de varredura, desde as mais simples até os matcaafos. Os dois métodos mais utilizados
sdo o de difusdo em agar e de diluicdo em caldmé@®do de difusdo em agar pode ser
realizado através de disco ou de poco, e € gertdmdilizado para microorganismos de
crescimento rapido e para alguns de crescimentidifzso. O método de diluicdo em caldo é
utilizado para determinar a concentracdo minimandegente necessario para inibir ou matar
um microrganismo. Os agentes antimicrobianos saalmgente testados em diluigbes
consecutivas, e a menor concentragdo capaz de mibrescimento de um organismo €
considerada como a Concentracao Inibitéria Mini@idj (ALVES et al, 2008).

A técnica de microdiluicdo € uma adaptacdo da mddaigdo, e é denominada assim
porque envolve o uso de pequenos volumes de caidae ser considerada a melhor opcao

para determinar a atividade antimicrobiana (AL\EE&l, 2008).
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4.12.1. Procedimento para atividade contra bactérga

A determinacdo da atividade antibacteriana dosatmd deG. glabrafoi realizada
pelo método da Concentracdo Inibitéria Minima (ClNdpra as seguintes espécies de
bactérias: 2 Gram positivaBécillus subtilise Staphylococcus aureuge 2 Gram negativo
(Escherichia colie Pseudomonas aerugingsgCLSI, 2005a).

As bactérias foram previamente cultivadas em tuboedsaio contendo meio de
cultura liquido Mller-Hinton (MH) por 24 h a 37°QAp06s o periodo de incubacao, a cultura
bacteriana foi diluida em solucdo salina 0,9% npaiiagir a equivaléncia de 1,5¥10
células/mL, segundo a escala de McFarland, e emt@onova diluicdo de 1:10 foi feita em
meio de cultura. Desta ultima diluicdo bacteriahauL foram colocados em cada poco da
placa de 96 pocos, ja contendo 100 pL de meio HerauMH juntamente com diferentes
concentracdes do extrato (concentracdo maxima@e 1g/mL).

A placa foi entdo incubada por 24 h a 37°C. Os pagode o0 extrato inibiu o
crescimento bacteriano (CIM) foram plagueados efno s@ido agar MH para determinacao
de atividade bactericida ou bacteriostatica apos r8d h de incubacdo. A presenca de
colbnias indica uma concentracao bacteriostatidll (Cconcentracao inibitéria minima) e a
auséncia de colonias indica uma concentragéo badeeCBM — concentracdo bactericida

minima) (FIGURA 24).

exiratos

concentracdo Interpretacdo dos pogos
{ug/mL} 23 4 568 10 & 91091 12
w| 1000 AQOOOQO®OOQO00 o
B 500 | B OO®@OOOOOOOO0) ) n:res.ﬁmmen ¢ micr . iano
% 20| c OOOOOOOOOOEO { ) auséncia de crescimento
il 15| 0 QOOOOO0O0O®OO & M
% 625 | E T {menor concentragdo capaz de
NA|F OOO@OOOOOOOO inibir o crescimento microbiano}
¥ 15625 | 6 QOOQOOOOOQO0
controle [ H OOOOOOOOO0O0O0

FIGURA 24. Exemplo de uma leitura de experimento de CIM, appsriodo de incubacéo
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4.12.2 Procedimento para atividade contra fungosVeduriformes

A metodologia para analise da atividade antifungic®melhante a metodologia para
analise da atividade antibacteriana, com algumfasedicas e foi realizada para as seguintes
espéciesCandida albicans, Candida tropicalis e Candida pas#osis(CLSI, 2005b).

As leveduras foram previamente cultivadas em tudoedsaio contendo meio de
cultura liquido Sabouraud por 24 h a 37°C. Ap@emnodo de incubacéo, a cultura foi diluida
em solucdo salina 0,9% para atingir a equivalédeid,5x16 células/mL, segundo a escala
de McFarland, e entdo uma nova diluicdo de 1:10€efm em meio de cultura. Desta ultima
diluicdo, 5 pL foram colocados em cada poco daaptie 96 pocos, ja contendo 100 pL de
meio de cultura juntamente com diferentes conceddsda droga a ser testada (concentracéo
maxima de 1000 pg/mL).

A placa foi entdo incubada por 48 h a 37°C. Os pagode o extrato inibiu o
crescimento das leveduras (CIM) foram plaqueadosmemio sélido agar Sabouraud para
determinacao de atividade fungicida ou fungistéigds mais 48 h de incubacédo. A presenca
de coldnias indica uma concentracao fungistatid® (€concentracdo inibitéria minima) e a
auséncia de colonias indica uma concentracdo fulegilCFM — concentracdo fungicida

minima).

4.13 ATIVIDADE ANTIPARASITARIA
Esses ensaios foram realizados no Departamento@eés Clinicas da Universidade
Estadual de Maringd — PR, através do convénio &M /UEM, sob a responsabilidade

do Prof. Dr. Celso Vataru Nakamura.
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4.13.1.1. Metodologia pard_eishmania amazonensis

Formas promastigotas foram previamente cultivasasgarrafas plasticas contendo
meio de cultura Warren suplementado com 10% defstabbovino (SFB) por 48 h a 25°C.

Ap6s esse periodo, em uma placa de 24 pocos, itai &inoculacdo de 1x10
parasitas/mL em cada poc¢o, juntamente com meiocutfera e 10% de SFB, adicionado a
varias concentracdes do extrato, sendo 1 mL o wfiumal de cada poco.

A placa foi incubada por 72 h a 25°C. Ao final deripdo foi realizada a contagem
dos parasitas em camara de Neubauer, em microsgpiom, e a concentracao que inibiu o
crescimento do parasita em 50% foi determinadg)(BUCKNER apud DIASet al, 2009).

Ensaios de citotoxicidade com formas promastig@@s indicadores uteis para

fracionamento biomonitorado de produtos vegetal®JET et al,, 2006)

4.13.2.1. Metodologia pard rypanosoma cruzi

Formas epimastigotas foram previamente cultivadastios de ensaio contendo
meio de cultura LIT suplementado com 10% de sdsd B®vino (SFB) por 96 h a 28°C.

Ap6s esse periodo, em uma placa de 24 pocos, itai &inoculacdo de 1x10
parasitas/mL em cada poc¢o, juntamente com meioutlera e 10% de SFB, adicionado a
véarias concentracdes do extrato, sendo 1 mL o wfimal de cada poco.

A placa foi incubada por 96 h a 28°C. Ao final deripdo foi realizada a contagem
dos parasitas em camara de Neubauer, em microsagpiom, e a concentragdo que inibiu o

crescimento do parasita em 50% foi determinadg) (BUCKNER apud DIASet al, 2009).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1. EXTRATOS
O material vegetal coletado foi separado em fo{bag,0 g), galhos finos (289,0 g) e
galhos grossos (115,6 g) para obtencdo dos extoag@nicos (10 extratos), codificados

conforme a parte da planta e o solvente utilizddacordo com a TABELA 6.

TABELA 6. Extratos desoupia glabra

Parte da planta Solvente Extratos Massa (g) Rendimento (%)
Hexano EHF 6,359 1,22
FOLHAS AcOEt EAF 29,25¢g 5,60
(522,0 g) MeOH EMF1 18,40 g 3.52
MeOH EMF2 23,459 4,49
Hexano EHGf 1,849 0,64
GALHOS FINOS AcOEt EAGf 10,03 g 3,47
(289,0 g) MeOH EMGf 20,859 7,21
Hexano EHGg 3,099 2,67
GALHOS GROSSOS AcOEt EAGg 0,66 g 0,57
(115,6 g) MeOH EMGg 452 ¢ 3,91

Para obtencdo dos extratos, as folhas foram dagdéin duas partes e colocadas em
cartuchos de papel de filtro. Na 22 extracdo conOMe cor do material extraido era
diferente em relacdo a 12 extracao e por esse onotimaterial foi separado em dois extratos:
EMF1 e EMF2.

Analisando os rendimentos para 0s extratos obtelos hexano, nota-se que as
substancias apolares encontram-se em maior coac@atnos galhos grossos, seguido das
folhas, e em menor concentracdo nos galhos fiBas.contraste com as substancias de média
polaridade (extraidas em AcOEt) que estdo em meoncentracdo nos galhos grossos,
seguido dos galhos finos. As folhas apresentaramrmarcentual de substancias de média
polaridade. As substancias de alta polaridadedields em MeOH) se encontram em maior
concentracdo em todas as trés partes da planta.

O extrato que apresentou melhor rendimento fditalo em MeOH dos galhos finos

(EMGH), seguido do extrato obtido em AcOEt das dsll(EAF).
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5.2. PROSPECGCAO FITOQUIMICA

Na TABELA 7 séo apresentados os resultados da @codp fitoquimica dos extratos
analisados de acordo com o0s ensaios descritos @iosM(2001). Foram observados
resultados positivos para esteroéis e triterpenéaastodos os extratos e fendis, flavonas,
flavonois, xantonas nos extratos obtidos em AcOHE®H.

Estes sdo ensaios preliminares e que indicam abpiosgle ou ndo de se encontrar
determinadas classes de metabdlitos nessas espsamnekd necessarios estudos quimicos

posteriores para melhor compreensao das mesmas.

TABELA 7. Resultado da prospeccao fitoquimica dos extratasipigiba

CLASSES DE EXTRATOS

SUBSTANCIAS EHF | EAF | EMF1 | EMF2 | EHGf |EAGf |EMGf |[EHGg |[EAGg |[EMGg

alcaléides - - = = — — — — _ _

antocianinas - - — - — - — — _ _

antocianidinas — — = = — — — — _ _

catequinas - - - - - - — — — _
esterdides + + + + + + + + + +
fenois - + + + - + + - + +
flavanonas - — - = = — — — — _
flavonas - + + + - + + - + +
flavonois B + + o B - + ~ + N
flavononois _ _ B B B _ ~ _ _ B
flavonoides - - - = = - — — _ _

leucoantocianidinas| - - - - - - — — _ —
triterpenos + + + + + + + + + +

taninos - - — - — - — — _ _

xantonas - + I + — + + - + i
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O ensaio de letalidade foi expresso em percenteahdrtalidade das larvas de

salina e os resultados estdo dispostos na TABELA 8. @wites sdo considerados toxicos

quando apresentam percentual de mortalidade daslanperior a 50%.

TABELA 8. Mortalidade (%) de larvas d& salina(500ug de extrato por mL) dos extratos de cupitba

ENSAIO EXTRATOS
CITOTOXICO EHF EAF | EMF1 | EMF2 | EHGf | EAGf | EMGf | EHGg | EAGg | EMGg
Mortalidade de

20,0 2,5 12,5 5,0 10,0 25,0 225 17,5 17,5 20,0
larvas (%)

Conforme o resultado observado na TABELA 3, nentdos extratos de cupitba

apresentou toxicidade frente as larvasAdesalina O maior percentual de mortalidade foi

observado paro o extrato em AcOEt de galhos fiB&&Sf, 25 %).

30

Atividade Citotoxica

25 -
20 ~
15 -
10 -

% de mortalidade de
larvas

20

12,5

a

175 17,5

Extratos de cupiuba (500 pg/mL)

mEHF
mEAF
oEMF1
oEMF2
mEHGE
mEAGE
B EMGE
oEHGg
BmEAGg
mEMGqg

GRAFICO 1. Mortalidade (%) de larvas de salina(500ug de extrato por mL) dos extratos de cupitba
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5.4. AVALIACAO QUALITATIVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANT E

A avaliacao qualitativa dos extratos por CCD emdgekilica utilizando solucdo de
DPPH em MeOH sugeriu a existéncia de substanciasatividade antioxidante, devido a
presenca de manchas amarelas sob fundo purput@amnéss da reducao do radical DPPH.

A presenca de compostos fendlicos também foi sdgepiois na avaliacao qualitativa
dos extratos, realizada por CCD em gel de silithzando solucédo de FeCem EtOH, foi

verificada a presenca de manchas azuis sob fundoebfiaranja.

Extratos em Hexano Extratos em AcOEt

FIGURA 25. Avaliacdo preliminar da atividade antioxidante e@DC a) antes do teste; b) apés borrifar solucao
de FeC}; c) apés borrifar solucdo de DPPH
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No ensaio com Fegl(FIGURA 25b) os extratos obtidos em AcOEt e MeOH
apresentaram uma mancha com forte intensidadelal@c@éo azul, com excecado dos extratos
em MeOH das folhas (EMF1 e EMF2) que apresentanaia mancha azul bem mais fraca
em comparacdo com o0s demais extratos, o que superefolhas e galhos possuem
caracteristicas quimicas diferentes e que as sulis$afenolicas estdo presente em maior
concentracdo nos galhos.

Para o ensaio com DPPH (FIGURA 25c), os extratdglad em AcOEt e MeOH
mostraram manchas com forte intensidade de colorag@éarela, enquanto que os extratos
obtidos em Hexano apresentaram fraca intensidaaeto o extrato em hexano das folhas
(EHF) que ndo apresentou nenhuma mancha amarelantéssidades variadas para o0s
diversos extratos sugerem que eles possuem ddsramracteristicas quimicas e que 0s
componentes mais polares presentes em extratobte@nsem AcOEt e MeOH contribuiram
para 0 aumento da atividade.

Para o0s extratos que apresentaram resultado poditiv realizado o mesmo
procedimento, com a diferenca de que antes de dawaifadas com a solugédo de DPPH ou
FeCk, as placas foram desenvolvidas com os seguintesitels: Hex/AcOEt (8:2) para os
extratos em hexano; em Hex/CH@ICOEt (5:2:5) para os extratos em AcCOEt;, e em
CHCIs/MeOH (7:3) para os extratos em MeOH.

Nos extratos em Hexano (FIGURA 26) ndo foram olzsas manchas azuis para o
ensaio de fendis (FIGURA 26b), embora os extradabdm apresentado manchas amarelas
no ensaio com DPPH (FIGURA 26¢), principalmente eggatos de galhos finos (Gf) e
galhos grossos (Gg), sugerindo que a atividade»adéinte frente ao radical DPPH deve-se a

compostos de natureza ndo-fendlica.
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FIGURA 26. Avaliagédo antioxidante qualitativa dos extratostéexano eluidos em Hex/AcOEt (8:2). a) antes
do teste; b) ap6s borrifar solucéo de BRe€)lapés borrifar solu¢édo de DPPH

Nos extratos em AcOEt (FIGURA 27) foram observadasichas azuis para o ensaio
de fendis (FIGURA 27b), principalmente no extratogélhos finos (Gf). Para o ensaio com
DPPH (FIGURA 27c), os extratos apresentaram manahmearelas principalmente no extrato
de galhos grossos (Gg) que mostrou mais uma maAch#ividade antioxidante frente ao

radical DPPH deve-se a compostos de natureza ¢ar®hao-fendlica.

FIGURA 27. Avaliacdo antioxidante qualitativa dos extratos At®Et eluidos em Hex/CHgACOEt (5:2:5).
a) antes do teste; b) apds borrifar solucao desFeChpads borrifar solugdo de DPPH
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FIGURA 28. Avaliagdo antioxidante qualitativa dos extratos EeOH eluidos em CH@Metanol (7:3). a)
apos borrifar solucéo de Fg@b) apds borrifar solugdo de DPPH

Nos extratos em MeOH (FIGURA 28) foram observadaschas azuis para o ensaio
de fendis (FIGURA 28a), principalmente nos extrdéogalhos finos (Gf) e galhos grossos
(Gg), evidenciando uma maior concentracdo de cogdsndlicos nesses extratos.

Para o ensaio com DPPH (FIGURA 28b), os extratoesgptaram fortes manchas
amarelas em todos os extratos, principalmente roates de galhos finos (Gf) e galhos
grossos (Gg) onde foi observado mais uma manclagivilade antioxidante frente ao radical
DPPH deve-se a compostos de natureza fenélica-tenélica.

Como observado na TABELA 9, os extratos obtidosAe@Et e MeOH apresentaram
resultado positivo para substancias fenodlicas wdatle sequiestradora do radical DPPH.
Apenas os extratos de galhos finos e galhos grassiidos em hexano (EHGf e EHGg,
respectivamente) demonstraram atividade antioxédimehte ao DPPH e nao foi evidenciada ,

para esses extratos, a presenca de fendlicos.
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TABELA 9. Resultado do ensaio qualitativo de compostos feosk atividade antioxidante

ENSAIO EXTRATOS
QUALITATIVO EHF | EAF | EMF1 | EMF2 |EHGf |EAGf | EMGf |EHGg |EAGg |EMGg
FENOIS - + + + - + + _ + +

Atividade antioxidante

(DPPH)

5.5. AVALIACAO QUANTITATIVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDAN  TE

A patrtir dos resultados observados na avaliacalitagiraa foram realizados os ensaios
quantitativos de atividade antioxidante e quara{@o de compostos fendlicos.

Os resultados obtidos na determinacdo dos fendésstpelo método de Folin-
Ciocalteau, expressos como equivalentes de acidm &AG) por grama de extrato bruto,
estdo apresentados na TABELA 10.

Os resultados da avaliacdo quantitativa da ati@dgadioxidante dos extratos também
estdo dispostos na TABELA 10 e foram expressos entéhtracao eficiente (Gf, que é a
concentracdo do extrato necessaria para decreswrcantracao inicial de DPPH em 50%.
Quanto maior o consumo de DPPH para uma amostnagrnsera a Ci e maior a sua
atividade antioxidante.

O padrao utilizado para a determinacéo da atividai@xidante foi a quercetina que
apresentou Cfg = 3,27 = 0,19ug/mL no ensaio realizado em cubeta eE4,17 = 0,127

ug/mL, no ensaio realizado em microplaca.
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TABELA 10. Resultado da quantificagdo de compostos fendli@ielade antioxidante

ENSAIO EXTRATOS
QUANTITATIVO EHF | EAF | EMF1 | EMF2 | EHGf | EAGf |EMGf |EHGg |EAGg |EMGg
Fenois Totais + DP 242,86 144,36 98,33 181,43 214,6 196,33 137,33
ND ND ND
(mg de EAG/g) +15,60| 3,25 | +3,78 +9,66 | 3,14 +6,57 | +7,77
CEso £ DP (ug/mL) 9,76 | 69,39 | 84,68 21,00 | 21,30
ND ND ND ND ND
(em cubeta) +0,42 | £2,26 | £0,36 +0,36 | £0,54
CEsp = DP (ug/mL) 19,87 | 72,03 | 85,95 35,08 | 29,74 27,68 | 30,17
ND ND ND
(em microplaca) +0,31| £1,87 | £2,35 +0,26 | £0,35 +0,02 | £1,20

ND (ndo determinado), DP (desvio padréo), EAG (eente de &cido gélico),
CEso(Concentracao eficiente)

O extrato que apresentou o melhor resultado pgreatificacdo de fenois e atividade
antioxidante foi o EAF (Extrato em AcOEt das folhasm 242,86 + 15,60 mg de EAG
(equivalente de acido gélico) por grama de exisatn e Cky = 9,76 + 0,421g/mL (cubeta)

e Ckp = 19,87 + 0,3ug/mL (microplaca).

Esse extrato (EAF) foi fracionado e uma das subg&tarativas foi isolada e codificada
como EAF4F3 (pp. 95-106). A atividade antioxidaeEAF4F3 foi avaliada em microplaca
e apresentou GgE= 1,25 + 0,01ug/mL, ou seja, essa substancia apresenta maianlaates
antioxidante que o padrao utilizado (quercetinasoG&,17 £ 0,127g/mL).

Os ensaios nao foram realizados para os extrataoslem Hexano, pois 0s mesmos

nao solubilizaram em MeOH que é o solvente utilizad teste.

5.5.1. Correlacéo entre a quantidade de compostasnolicos e a Cly
Foi observada uma correlacdo positiva (90%) entrquantidade de compostos
fendlicos e a atividade antioxidante, avaliada embeta, dos extratos d&. glabra

(GRAFICO 2), no entanto o extrato EAGf ndo seglse @mportamento, o que sugere que
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exista algum constituinte que contribui particulame e mais efetivamente para a acéo

sequestradora de radicais livres nesse extrato.

90
EMF2

o 80 ~ y =-0,5566x + 139,37
B 704 * EMF1 R*=0,9011
[} 60 -
= ~~
S 2 50 -
3

30
) EMGT
8 20
= ]
Z 10 * EAF

0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Fendis Totais (mg de EAG/g de extrato)

GRAFICO 2. Correlagéo positiva entre a quantidade compostasif®s e a atividade antioxidante dos extratos
de cupitba

Para a atividade antioxidante avaliada em micr@pla@o foi observada uma boa

correlacdo (R= 0,6627) entre os fendlicos totais e a{ERAFICO 3).

100 1 y = -0,4144x + 114,89

B 2 _
90 o EMF2 R? = 0,6627
80 -

70
60
50 +
40 -
30
20
10 +
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Atividade Antioxidante, CS50
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Fenois Totais (mg de EAG/g de extrato)

GRAFICO 3. Correlacéo entre a quantidade compostos fendlicasatvidade antioxidante (microplaca) de
todos os extratos de cupiuba
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Observa-se no GRAFICO 4, onde o extrato em MeO$igihos grossos (EMGQ)
nao foi incluido, uma boa correlacdo (91%) entratimidade antioxidante avaliada em

microplaca e os fendis totais dos demais extragasugituba.

100 -
y = -0,5025x + 135,34
Q 907 EMF2 R2 = 0,9191
@ 80 -
- 70 +
)
~ 60
§ 7
83 >
g = 40
% 30
T 20 -
=
b4 10 -
O T T T T T 1
0] 50 100 150 200 250 300
Fenois Totais (mg de EAG/g de extrato)

GRAFICO 4. Correlagdo positiva entre a quantidade de compo@nélicos e a atividade antioxidante
(microplaca) dos extratos de cupilba, com excegdexttato EMGg

Essa observacao sugere que exista algum congiure contribui particularmente e
mais efetivamente para a acédo sequestradora dmaisadivres no extrato em MeOH dos
galhos grossos (EMGQ).

A partir dos resultados observados € possivelrsugee os compostos fendlicos
presentes nos extratos @e glabrasdo os principais responsaveis pela atividadexdtnte
apresentada. Em estudos recentes, uma correlagéivgpentre esses parametros também foi
verificada (P1IZZOLATTIet al, 2007; ASMAWIet al, 2008; PERE®t al, 2009).

Essa atividade pode ser atribuida a presencaatosmdos de tropolona (Goupiolona
A e Goupiolona B), 4-hidroxibenzaldeido, &cido oo e 4cido vanilico, isolados de folhas
de G. glabraem estudo anterior (MESA-SIVERI& al, 2003), ja que essas substancias

apresentam grupos fendlicos em sua estrutura 2pp3)L
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5.6. ATIVIDADE INIBIDORA DE ACETILCOLINESTERASE

Na avaliacdo qualitativa da atividade inibidoraed@ima acetilcolinesterase em CCD,
na qual a inibicdo da atividade enzimatica é sdgemelo surgimento de manchas
esbranquicadas sob um fundo amarelo, ndo foramrvwaokes resultados positivos para

nenhum dos extratos & glabra

O padrao utilizado nesse ensaio € a fisostigniimaalcaldide isolado déhysostigma
venenosun{Leguminosae/Fabaceae). Essa substancia € undadnitle colinesterases, que
previne a destruicdo da acetilcolina, aumentan@dtividade colinérgica. Drogas com esse
potencial sdo utilizadas no tratamento da doengdateimer (DA), que € caracterizada pela
diminuicdo no funcionamento do sistema colinérgantral. O uso de inibidores de
acetilcolinesterase pode resultar no aumento ggtifo na memdria dos pacientes.
Analogos de fisostigmina sdo utilizados atualmeatératamento dessa doenca e apresentam
maior tempo de acéo e sdo menos téxicos que ddismsa (DEWICK, 2002).

A procura por novos inibidores de acetilcolineder& de grande interesse, pois
somente as substancias tacrina, donepezil, rivaistlge galantamina foram aprovadas pelo
FDA para o tratamento da DA (INGKANINAMNLt al, 2003). Galantamina € o medicamento
considerado mais efetivo no tratamento dessa dp@oga € seletivo, reversivel, apresenta
maior tempo de acao, e tem menos limitacbes (RetkEk, 2001).

Como observado acima, os principais inibidoresagilaolinesterase conhecidos sao
alcaldides. Sendo assim, o resultado negativo gesa atividade, observado para os extratos
G. glabrg talvez seja devido a auséncia dessa classe dabdligis nesses extratos,

evidenciada na prospeccao fitoquimica (p. 59).
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5.7. ATIVIDADE CITOTOXICA EM CELULAS TUMORAIS

O resultado, em percentagem, da inibicdo das leregumorais utilizadas MDA-
MB435 (mama - humano), HCT-8 (colon - humano) e285-(glioblastoma - humano) por

extratos de cupiuba esta disposto na TABELA 11.

TABELA 11. Percentual de inibicdo do crescimento celular (I8%g amostras em trés linhagens tumorais
testadas na dose Unica de 50 pg/mL

EXTRATOS
LINHAGENS
EHF | EAF | EMF1 | EMF2 | EHGf | EAGf |EMGf |EHGg |EAGg |EMGg
SF-295 059 | 12,61 | 5,84 6,89 538 | 16,22 | 2,69 42,73 | 67,31 | 3,87

(glioblastoma) | (PA) | (PA) | (PA) (PA) (PA) | (PA) (PA) (PA) | (MO) | (PA)

HCT-8 58,35 68,02 39,30 | 77,12
SA SA SA SA SA SA
(célon) (MO) (MO) (PA) | (MA)
MDAMB-435 23,75 14,26 | 17,80 42,35 | 30,10
SA SA SA SA SA
(mama) (PA) (PA) | (PA) (PA) | (PA)

0 %: SEM ATIVIDADE (SA); 1 — 50 %: POUCA ATIVIDADEPA); 51 — 75 %: MODERADA ATIVIDADE
(MO); 76 — 100 %: MUITA ATIVIDADE (MA)

Para avaliar o potencial citotoxico dos extratasaidos, uma escala de intensidade foi
utilizada. Amostras sem atividade (SA, inibicdo atescimento celular igual a 0%), com
pouca atividade (PA, inibicdo de crescimento celudiando de 1 a 50 %), com moderada
atividade (MO, inibicdo de crescimento celular &ado de 51 a 75 %) e com muita atividade
(MA, inibicdo de crescimento celular variando dea7H0 %).

Nos extratos obtidos em AcOEt: das follas\F — 58,35%) e dos galhos finos (EAGf
— 68,02%) foram observadas inibicbes de crescimpata a linhagem HCT-8 (colon). No
extrato em AcOEt dos g. grossos (EAGQ) observomaer atividade para células de colon

HCT-8 (77,12%) do que para as células do sistemase SF-295 (67,31%). O extrato que
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apresentou maior atividade para células de mama MIBA35 (42,35%) foi o extrato em
hexano dos g. grossos (EHGQ).

Os melhores resultados foram observados paratosasxobtidos em AcOEt [EAF
(folhas), EAGT (g. finos) e EAGg (g. grossos)],mmipalmente para células de célon (HCT-8)
que variaram de 58,35 a 77,12%.

Dos extratos avaliados, apenas o extrato em Adfost galhos grossos (EAGQ)
apresentou potencial citotoxico (maior que 75 %) @0 menos uma das trés linhagens
tumorais empregadas na avaliacdo. Para esse ektiatteterminada a GJ, ou seja, a
concentracdo capaz de inibir 50% do crescimentdarel

O potencial citotoxico do EAGg foi avaliado pararaesmas linhagens de células
tumorais MDA-MB435, HCT-8 e SF-295 (mama, colonstesna nervoso) e mais a linhagem
HL-60 (leucemia — humano) e o resultado esta dispus TABELA 12.

O extrato EAGg apresentou valor dedGt 13,73 pug/mL, com intervalo de confianca
entre 11,66 e 16,16 pg/mL, para a linhagem HL-80cgmia), 0 que representa que este
extrato possui potencial citotoxico, visto que,ws&lp critérios estabelecidos péacional
Cancer Institute(NCI, USA), o valor limite de Gb para extratos com atividade citotoxica

promissora é de 30pg/mL (BURIGH al., 2009).

TABELA 12. Atividade citotdéxica em linhagens de células tunfaimanas, realizado pelo Teste do MTT,
apos 72 horas de incubacdo. A tabela apresentalaes de Gh em pg/mL e o intervalo de confianca de 95%
(IC 95%)

Amostra HL-60 MDAMB-435 SF-295 HCT-8
(leucemia) (mama) (glioblastoma) (cblon)
13.73 32.39 34.35
EAGg 11,66 — 16,16 >30 2530 — 41,34 | 23,34 5057
Sox 0.02 0.47 0.16 0.04
0,01-0,02 0.34-0,65 0.13-0,23 0.03-0,05
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Esse extrato (EAGQ) foi fracionado em coluna deasijel fornecendo 13 fracdes. As
fracOes 3 e 4 foram reunidas (p.107). O potendiataxico das fracfes 3 a 13 foi avaliado
para as linhagens de células tumorais MDA-MB435TH: SF-295 (mama, célon e sistema
nervoso) e o resultado esta disposto na TABELAAR3fracfes 1 e 2 ndo foram incluidas,

pois ndo havia quantidade suficiente para analise.

TABELA 13. Percentual de inibigdo do crescimento celular (I@%s fragdes de EAGg em trés linhagens
tumorais testadas na dose Unica de 25 pg/mL. \Gakire média DPM (Desvio padrdo da média)

Fracdes de EAGg
LINHAGENS

3 5 6 7 8 9 10 11 12 13

SF-295 13,86 | 85,37 | 40,63 | 71,89 | 65,17 | 67,77 | 64,06 | 64,52 | 53,92 | 3,44

(glioblastoma) | +5,24 | +14,15| +5,89 | +0,85 | +2,23 | +1,70 | #2,75 | +11,53 | +8,58 | +4,52

HCT-8 17,89 | 68,71 | 58,97 | 73,07 | 81,54 | 80,02 | 73,63 | 66,56 | 59,16 | 10,82

(célon) +0,62 | +254 | +7,18 | +3,38 | 1,24 | +2,03 | 7,01 | #0,28 | +14,80| *3,50

MDAMB-435 | 19,66 | 101,37| 23,29 | 31,48 | 32,98 | 73,45| 64,91 | 38,70 | 19,57 | 3,65

(mama) +3,26| +0,60 | +2,96 | +8,03 | +27,05| +6,76 | +3,38 | #1,21 | +6,76 | +1,15

0 %: SEM ATIVIDADE (SA); 1 — 50 %: POUCA ATIVIDADEPA); 51 — 75 %: MODERADA ATIVIDADE
(MO); 76 — 100 %: MUITA ATIVIDADE (MA)

Os melhores resultados foram observados na frac8BAGQ5) que apresentou
inibicbes de crescimento de 85,27% e 101,37% padnlagens SF-295 e MDAMB-435,
respectivamente, o que representa um elevado paiteitotoxico.

Para a linhagem HCT-8 as fract$81,54%) €9 (80,02%) apresentaram potencial
citotoxico elevado.

Atividades moderadas foram observadas: na linhe&fefB95 para as fracogésatél12,
com resultados variando de 53,92 até 71,89%; hadem HCT-8 para as fracOgaté 12,
com resultados variando de 58,97 até 73,63%; enhagem MDAMB-435 apenas para as

frages9 (73,45%) el0 (64,91%).
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Os extratos obtidos em AcOEt foram os que apresantenelhor atividade citotoxica
e para esses extratos foram observadas grandeisdgdas de substancias fendlicas (p. 67),
as quais podem ser atribuidas a atividade verdicaoimo ja observado em estudos anteriores
para essa classe de metabdlitos (DEL POZO-INSFRABI, 2006; WONGet al, 2006).
Essa atividade pode estar relacionada com a adiwidatioxidante (WON@®t al., 2006).

A atividade citotoxica em células tumorais obseavadra os extratos de. glabra
também pode ser atribuida a presenca das substdeo@icas isoladas anteriormente de
folhas deG. glabra Goupiolona A e Goupiolona B, pois essas subsa8neg¢ comportam
como genotoxinas e, dessa forma, possuem potecmmb drogas anti-cancer (MESA-
SIVERIOet al, 2003).

Cerca de 60% dos farmacos utilizados no tratamgmtcAncer sdo de origem vegetal
(GULLO et al, 2006). Visto a importancia de produtos naturmsbusca por farmacos
antineoplasicos, o isolamento e identificacdo dogipios ativos presentes no extrato EAGg

é relevante.
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5.8. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANTIFUNGICA

A atividade antimicrobiana foi classificada de @worcom os valores de CIM,
considerando como: forte inibigdo — CEMLOOpug/mL; inibigdo moderada — CIM entre 100 e
500 ug/mL, fraca inibicdo - CIM entre 500 e 1009/mL; e inativo — CIM acima de 1000

ug/mL (SANTOSet al, 2008).

5.8.1. Atividade antibacteriana

Os resultados da avaliacdo da atividade antibaoteriexpressos em pg/mL, estéo

disposto na TABELA 14.

TABELA 14. Atividade antibacteriostatica e antibactericideegratos désoupia glabra

P. aeruginosa E. coli S. aureus B. subtilis
Extratos CIM/CBM CIM/CBM CIM/CBM CIM/CBM
EAF >500 >500 250/500 >500
EMF1 >500 >500 >500 >500
EMF2 >500 >500 >500 >500
EAGf >500 >500 >500 >500
EMGf >500 >500 >500 >500
EAGg >500 >500 >500 >500
EMGg >500 >500 >500 >500

CIM (ug/mL): concentracao inibitéria minima, CBMgjmL): concentracédo bactericida mininRseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aur&agillus subtili.

A concentracao inibitéria minima (CIM) é a concapfio bacteriostética, ou seja, a
menor concentracdo capaz de inibir o crescimentbebano. A concentracdo bactericida
minima (CBM) € a concentracdo letal, ou seja, éeaan concentracdo capaz de inibir o
crescimento e matar todas as bactérias.

Os extratos foram testados na concentracdo méema@D pg/mL

Todos os extratos demonstraram algum grau de atigibacteriana.
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O extrato em AcOEt das folhas (EAF) foi o que agmnésu a melhor atividade contra a

bactériaS. aureuscom CIM e CBM de 250 e 500 pg/mL, respectivamergpresentando

uma inibicdo moderada.

Essa atividade pode ser atribuida as substanciadicies, presentes em maior
quantidade nesse extrato (p. 67), pois ja foi olagkr, em estudos anteriores, que substancias
dessa classe de metabdlitos apresentam atividameiaobiana (BALASUNDRAMet al,
2005; KOCACALKKAN et al, 2006; ROJAS-GRALkt al, 2006; JEONGet al, 2009),
como, por exemplo, flavonoides e taninos (PERES&., 2009).

Os demais extratos apresentaram atividades senesgheontra as bactérias testadas

(CIM e CBM >500 pg/mL), o que representa uma fiada@cao.

5.8.2 Atividade antifungica

Os resultados da avaliacdo da atividade antifunges@ressos em pg/mL, estdo

dispostos na TABELA 15.

TABELA 15. Atividade antifungiostéatica e antifungicida de extss deGoupia glabra

C. tropicalis C. albicans C. parapsilosis

Extratos CIM/CFM CIM/CFM CIM/CEM
EAF 500 >500 250

EMF1 500 >500 500
EMF2 250500 >500 500
EAGT 500 >500 250
EMGf 500 >500 500
EAGg 250 >500 500
EMGg 500 >500 500

CIM (ug/mL): concentracdo inibitéria minima, CFM g{L): concentracdo fungicida minim&andida
tropicalis, Candida albicans, Candida parapsilosis

A concentracao inibitéria minima (CIM) é a concagfio fungiostatica, ou seja, a

menor concentracdo capaz de inibir o crescimentoiniano. A concentracdo fungicida



76

minima (CFM) é a concentracao letal, ou seja, éeaaomconcentracdo capaz de inibir o
crescimento e matar todos os fungos.

Os extratos foram testados na concentracdo maemaed pg/mL.

Todos os extratos demonstraram algum grau de atigidntifUngica. O fungo menos
suscetivel aos extratos foi a espécialbicans(CIM e CFM >500 pg/mL), o que representa
uma inibicéo fraca.

Para a espéci€. parapsilosisos extratos em AcOEt das folhas (EAF) e dos galhos
finos (EAGf) apresentaram inibicdo moderada, coM EICFM de 250 pg/mL.

Para a espéci€. tropicalis o extrato em AcOEt dos galhos grossos (EAGQ)
apresentou atividade moderada, com CIM e CFM de |BH@nL, seguido do extrato em
MeOH das folhas (EMF2) com CIM e CFM de 250 e 500mL, respectivamente.

De forma geral, os extratos apresentaram atividaddgingica moderada para as
espécie€. tropicalise C. parapsilosise atividade fraca para a espéCialbicans

Com excecdo do EMF2, o extratos que apresentaralimomatividade foram os
obtidos em AcOEt (EAF, EAGf e EAGQ). Esses extrapsesentaram grandes quantidades
de substancias fendlicas (p. 67), as quais podemtriiguidas a atividade verificada, como ja
observado em estudos anteriores para essa classetdeolitos (BALASUNDRAMet al,
KOCAGCALISKAN et al, 2006). Substancias fendlicas presentes em éks@nciais, como o
eugenol e o carvacrol, apresentam atividade agiifane bactericida (HARRIS, 2002;
HIDALGO & DE LA ROSA, 2009).

Um fracionamento monitorado por bioensaio se fazes®ario a fim de isolar e
identificar os principios ativos presentes nosaafr deG. glabra visto que a busca por
novas alternativas para o tratamento de doencescinbas é uma necessidade urgente no
cenario mundial e que cerca de 75% dos farmacbsaditis no tratamento dessas doencas

s&o de origem vegetal (GULL@ al, 2006; GUIMARAESet al, 2010).
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5.9. ATIVIDADE ANTIPARASITARIA

Os resultados da avaliacao da atividade antiparasipresentados comos§; kcontra
formas epimastigotas derypanosoma cruze promastigotas déeishmania amazonensis
estdo dispostos na TABELA 16.

Os extratos foram testados na concentracdo méaema@ pg/mL.

TABELA 16. Atividade antiparasitaria de extratos@eupia glabra

Tripanossoma cruzi Leishmania amazonensis
Extratos Clsg Clsg
EAF >100 >100
EMF1 >100 >100
EMF2 >100 >100
EAGf >100 50
EMGf 74 >100
EAGg 40 86
EMGg >100 >100

Clsg: concentracdo (em pug/mL) que inibe o crescimeatb@®o dos parasitas em relacdo ao controle

Os melhores resultados sao observados para ososxéna AcOEt dos galhos finos
(EAGT) e galhos grossos (EAGQg) e em MeOH dos gdiimos (EMGH).

O EAGg apresentou atividade forte para ambos @sjpas com melhor resultado para
T. cruzi(Clsp= 40 pg/mL) em comparagcédo cdmamazonensiClso= 86 pg/mL).

Os extratos EAGf e EMGf apresentaram atividadesferseletiva para os parasitas
amazonensifClso= 50 pg/mL) €T. cruzi(Clsp= 74 pug/mL), respectivamente.

Esses resultados demonstram atividade antipaiassignificativa para extratos, em
comparacao com resultados observados para sulastdsoladas de plantas. Para formas
epimastigotas dd. cruzj por exemplo: uma piranocromona apresentoy €111 pg/mL
(atividade forte) e um protolimondide apresentogy €l 100 pg/mL (atividade moderada).

Para formas promastigotas deamazonensjspor exemplo: um limondide e um alcaloide,
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apresentaram inibicdo de 45,6% e 42,5%, respectinten na concentracdo 320 pg/mL,
valores considerados como moderados (MORE¢RAL, 2009).

Atualmente, diversos alcaldides e outras molécutadadas tém demonstrado
atividade antiparasitaria conttishmaniasp com destaque para os metabdlitos isolados de
plantas da familia Annonaceae, como os alcalbideerina, anonaina, liriodenina, dentre
outros (CALDERONet al, 2009).

De acordo com a prospecéao fitoquimica, ndo forasemiados resultados positivos
para alcaldides nos extratos @eglabra o que sugere que outras classes de metabdldos sa
responsaveis pela atividade antiparasitaria obdarva

Estudos futuros com fracdes e substancias isok#tasecessarios para compreender e
utilizar os principios antiprotozoarios presentes axtratos d&. glabra pois derivados de
plantas continuam a fornecer estruturas fundanseatagentes terapéuticos para o tratamento

de doencas causadas por protozoarios (TEMPE&NIE, 2005).

5.10. RESUMO DAS ATIVIDADES OBSERVADAS

Na TABELA 17, estédo dispostos de forma resumidatasdades observadas para os
extratos dés. glabra

Pode-se notar dessa forma que os extratos queenfaesn atividades bioldgicas
mais promissoras foram EAF, EAGf e EAGQ (obtidosATOEL).

As atividades foram atribuidas, de forma gerakusstancias fendlicas presentes em

grande quantidade nesses extratos.
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EXTRATOS
ENSAIOS Unidade
EHF | EAF |[EMF1 | EMF2 |EHGf | EAGf |EMGf | EHGg | EAGg | EMGg
o Cubeta Ceo(ug/mL) | ND | 9,76 | 69,39 84,68 ND| 21,00 21,30 ND ND ND
Antioxidante
Microplaca Cko(ug/mL) | ND | 19,87 | 72,03| 8595| ND| 3508 29,74 NDO 27,68 30,17
Fendlicos totais Folin-Ciocalteau| mg de EAG/g ND 242,86 | 144,36| 98,33 ND | 181,43 214,60, ND | 196,33| 137,33
Letalidade A. salina % 200/ 25 12,5 5.0 100 250 225 175 175 20,0
Citotoxicidade em SF-295 % 059 12,61 5,84 6,89 538 1622 269 42,B¥,31| 3,87
_ HCT-8 % — 58,35 - - — 68,0p - 39,3077,12| -
células tumorais
MDA-MB435 % - 23,75 — - 14,26 17,80 - 4235 30/10 1
P. aeruginosa ND | >500 | >500| >500| ND| >500 >500 ND  >500 >5Q0
E. coli CIMICBM  I—\p
Antibacteriana : >500 | >500| >500 ND| >500 >500 ND >500 >5Q0
S. aureus (ng/mL) ND | 250500| >500 | >500 | ND | >500| >500 ND| >500 >50D
B. subtilis ND | s500 | >500| >500| ND| >500 >500 ND  >500 >5Q0
C. tropicalis CIMICEM ND 500 500 | 25(/500| ND 500 500 ND | 250 500
Antifangica C. albicans (gimD) ND | >500 | >500| >500 ND| >500 >500 ND  >500 >5Q0
ng/m
C. parapsilosis ND 250 500 500 ND | 250 500 ND 500 500
, o T. cruzi Clso ND | >100 | >100| >100 ND| >100 74 ND 40 >100
Antiparasitaria
L. amazonensis (ug/mL) ND >100 >100 >100 ND 50 >100 ND 86 >100
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LEGENDA:

EHF= extrato em hexano de folhd&AF= extrato em AcOEt de folhaBMF1= extrato em MeOH de folhas EMF2= extrato em MeOH de folhas 2;
EHGf= extrato em hexano de galhos fine&Gf= extrato em AcOEt de galhos findsyIGf = extrato em MeOH dos galhos finos;
EHGg= extrato em hexano de galhos gros&#sg= extrato em AcOEt de galhos grossesGg= extrato em MeOH dos galhos grossos.

(-) inativo; ND= nao determinad€Es= Concentracdo do extrato necessaria para decr@saercentracao inicial de DPPH em 5@AG= equivalente de &cido galico;
CIM = concentragdo inibitéria minim&BM = concentracéo bactericida minin@EM = concentragdo fungicida minim@ls= concentra¢éo que inibe 50% do cresimento do
parasita

SF-295 (glioblastoma - humano), HCT-8 (célon - hoa)aMDA-MB435 (mama - humano),
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Stapbyglags aureus, Bacillus subtili,
Candida tropicalis, Candida albicans, Candida pasdpsis, Trypanosoma cruzi, Leishmania amazonensis

Antioxidante — (forte) - menor que 20g/mL; (moderada) - entre 20 e pf/mL; (fraca) - entre 50 e 1Q@/mL

Fendlicos totais— (forte) - maior que 200 mg/g; (moderada) - eht@ e 200 mg/g; (fraca) - entre100 e 50 mg/g

Letalidade — (moderada) - maior que 50%; (fraca) - entre 36 &6; (inativo) - menor que 25%

Citotoxicidade em células tumorais- (forte) entre 100 e 75%; (moderada) entre 75%;%fraca) entre 1 e 50 %; (inativo) 0%
Antibacteriana — (forte)< 100ug/mL; (moderada) entre 100 e 506/mL; (fraca) entre 500 e 10Q@/mL;

Antifingica — (forte)< 100pg/mL; (moderada) entre 100 e 50@/mL; (fraca) entre 500 e 10Q@/mL;

Antiparasitéria — (forte)< 100pg/mL; (fraca) maior que 108g/mL
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5.11. FRACIONAMENTOS DE EXTRATOS E FRACOES

5.11.1. Extrato de folhas obtido em Hexano (EHF)

O extrato de folhas obtido em hexano (EHF) (4,99®igsubmetido ao fracionamento
por meio de coluna cromatografica (4 cm) em gditiea (70-230 mesh) eluida em Hexano e
Acetato de etila em gradiente de eluicdo, sendolhiglas 9 fracdes (250 mL). As fracdes
foram analisadas por CCD e codificadas numericaend®EHF1 a EHF9 (ESQUEMA 9).

A fracdo EHF5 (1,087 g) foi re-cromatografada enurma gel de silica (2 cm) eluida
em Hexano, Cloroférmio e Acetona em gradiente déc@b. Recolheu-se um total de 11
fracOes que foram analisadas por CCD e codificadatetra de EHF5A a EHF5K.

A fracdo EHF5H (569,9 mg) apresentou-se na foreard sélido cristalino e foi re-
cromatografada em coluna gel de silica (2,0 cm) étemano, Cloroformio e Acetona em
misturas de polaridade crescente, recolhendo-deag¢des que foram analisadas por CCD e
codificadas numericamente de EHF5H1 a EHF5H14.

As fracbes EHF5H6, EHF5H7 e EHF5H8 apresentarasebea forma cristalina e
foram reunidas, codificadas como EHF5H7 (348,8 qui foi re-cromatografada em coluna
gel de silica (2,0 cm), utilizando carvédo vegetalaglo para remover a clorofila presente. O
eluente utilizado foi Cloroférmio e Acetona na poogdo de 1:1 recolhendo-se 3 fragcdes que
foram analisadas por CCD e codificadas como EHFEHEHF5H7/2 e EHF5H7/3.

A fracdo EHF5H7/2 (270,5 mg) apresentou-se na dome cristais e foi re-
cromatografada nas mesmas condi¢cdes da colunaocargara remoc¢éo de clorofila. Foram
recolhidas 4 fragbes que foram analisadas por CCtddficadas como EHF5H7/2-1 a
EHF5H7/2-4.

A fracdo EHF5H7/2-4 (120,0 mg) apresentou-se mandode cristais e foi re-

cromatografada nas mesmas condi¢cdes da colunaocargara remoc¢ao de clorofila. Foram



82

recolhidas 4 fracdes que foram analisadas por CGddicadas como EHF5H7/2-4-1 a
EHF5H7/2-4-4.

As fracbes EHF5H7/2-4-2 e EHF5H7/2-4-3 apresentasama forma de cristais e
foram reunidas, codificadas como EHF5H7/2-4-2 eroenatografada em coluna gel de silica
(2,0 cm) com Hexano, Cloroférmio e Acetona em magude polaridade crescente. Foram
recolhidas 21 fracbes que foram analisadas por @Zididas em 8 fracdes e codificadas
como EHF5H7/2-4-2A a EHF5H7/2-4-2H.

A fracdo EHF5H7/2-4-2D (33,8 mg) e EHF5H7/2-4-ZH,0 mg) apresentavam-se
como um solido branco cristalino sob a forma delegu Apds o processo de isolamento
através de colunas cromatograficas e analise pdp,Grificou se tratar da mesma
substancia, e ambas apresentavam uma Unica mar&iaRA 29). Essa fracao foi enviada

para andlise de IV, RMN de'HC™ e DEPT.

D E

[ T

FIGURA 29. CCD das fracbes EHF5H7/2-4-2D e EHF5H7/2-4-2Eidallem: Hex/CHGIAcetona (5:3:2) e
revelada com sulfato cérico/acido sulflrico
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EHF1 EHF2 EHFZ EHF4 EHF= (1)0=72) EHF& EHF? EHFE EHF?
Hex Hex 21 8.2 75 A 1:1 1:1 A eCEt
CC osilica gel (2 o)
Faze mdvel (Hew THC L A cetona)
EHF54 at: EHFSD EHF5E até EHFSG EHFSH (5653 Fmg) EHFI at: EHFSE
Hex, 4:10,320,1:1:0 2525:1 25955 25:25:5,15:15:15, Acetomna
CC silica gel (2 o)
Faze mdvel (Hex/CHC L A cetona)
EHF=HI1-4 EHF-HS EHF5HEE EHF5HS10 EHF5HI11-12 EHF:HIS- 14
Hez, 30:15:0, 301855 [HE2 mg 25:15:10 25:15:15 15:15:18
3012:1,2 30:18:5,5 Acetona
T silica gel (2 cm)
Catvio vegetal ativado
| | | Fase mawel: CHCL/Acetona 1:1
| EHFSH?-1 (655 me) | EHFSH?:2 (270,5 mg) | EHFSH?3 (5.5 me) |
CC silica gel (2 cm)
Carvio vegetal ativado
Fasze mowel: CHCL/Acetona 1:1
| EHFSH7.2-1 (04 mz) | | EHFSH7.2-2 (4.7 mg) | | EHFSH72-3 (83,5 mg) | | EHFSH7-24 (120,0 mg) |
CC silica gel (2 en)
Catvio vegetal ativado
Fase mawvel: CHClz /A cetona 1:1
| EHFSH724-1 (0,3 me) EHFSH7.242 (M0 mg) | | EHFSH?7243 (250 ms) | EHFSH?.24-4 (08 mg)
[ |
I EHFSH7-24-2 (80,0 mg) |
CC silica gel (2 cm)
Fase mavel: Hex/CHClz/A cetona
A (1-8) BN C(H) D (2-10) E(11-12) F(l314) Fr1517) Fila21)
30180 30:18:1,2 T:185,5 (ZEme) 219 mg 251510 1818:18 Lestona
30:18:4 30:18:6

ESQUEMA 9. Fracionamento do Extrato em Hexano de Folhas (EHF)
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5.11.1.1. Identificacdo de EHF5H7/2-4-2D

A substancia codificada como EHF5H7/2-4-2D (33@,noi isolada na forma de um
sélido branco cristalino. Para tal identificacaealizou-se experimentos de ponto de fusdo
(PF), IV e RMN de*H e »*C e comparou-se com dados da literatura (KOJ@®tAL, 1990;
GOULART et al, 2003; FACUNDCet al, 2008).

A substancia EHF5H7/2-4-2D apresentou PF igual 213C. A CCD eluida em
Hex/CHCB/Acetona 5:3:2 mostrou, apos revelacdo com vandiifiirica, uma mancha (R
0,48) de coloracéo lilas caracteristica de triteogeou esterdides (MATOS, 2001).

Analisandoo espectro de absorcdo na regido do IV (obtidospastilha de KBr)
observou-se um perfil de absorcéo caracteristicdaddlia dos fitoesterois. As seguintes
bandas de absorcdo foram verificadas: uma banda kam 3414-3330 chatribuida &
deformacdo axial de O-H e sobreposicdo de variasliasana regido de 2840-3000 tm
devido & deformacéo axial de C-H de sistema saiyem 1653 cm uma banda atribuida a
deformacdo axial de C=C; em 1464 tmma banda de deformacdo angular simétrica no
plano de grupo metileno (GH em 1382 crit observa-se uma banda de deformacdo angular
das ligagdes C-H do grupamento metila §CHs absorcdes entre 1350 e 1150*cséo
atribuidas a deformacg&o angular simétrica e assaadora do plano do metileno (GHem
1053 cnit uma absorcdo de deformacéo axial de C-O de &ewoindario com anel aliciclico

de cinco ou seis atomos.
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ESPECTRO 1 Espectro de IV de EHF5H7/2-4-2D
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Os deslocamentos quimicos observados nos espeetB8IN de'H e *°C e DEPT
foram comparados com os dados ja existentes matlita (TABELA 13 e 14) e essa analise
inicial indicou se tratar de uma mistura complexa abmpostos com caracteristicas de
esteroides. (KOJIMAet al, 1990; GOULARTet al, 2003; FACUNDCet al, 2008). A partir
dos dados obtidos foi possivel perceber que a raiséolada continha os esterdidés:

sitosterol e estigmasterol, e possivelmente, carefggFIGURA 30).

B-sitosterol estigmasterol

campesterol

FIGURA 30. Estruturas d@-sitosterol, estigmasterol e campesterol

Os sinais observados para o RMN 't (ESPECTRO 2; TABELA 18) foram: um
singleto emo 0,68 referente ao grupo metilico C18; varios siraitres 0,7-1,0 de grupos
metilicos; varios sinais entie1,0-2,3 de grupos metilénicos; multipleto én3,552-3,485,
atribuido ao proton H-3 (caracteristico de hidregéigado a carbono carbindlico); dois
duplos dubletos emd 5,017 (=15,0 eJ=8 Hz) e 5,153 J=15,5 eJ=8 Hz) atribuidos ao
prétons H-22 e H-23 do estigmastelipleto largo end 5,349, atribuido ao proton olefinico

(H-6) dop-sitosterol e do estigmasterol, com constante dplamento J) igual a 5,0 Hz.
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TABELA 18. Resultados experimentais de RMN ' (5 em ppm, CDGl 500MHz) para os ester6id@s
sitosterol e estigmasterol comparados com a liteagFACUNDOet al, 2008).

lit

Nt

H B-sitosterol §)** | B-sitosterol §)" | Estigmasterol§)®* | Estigmasterol{)

3 3,518 (m) 3,51 (m) 3,518 (m) 3,51 (m)

6 5,349 (d) 5,36 (d) 5,349 (d) 5,12 (d)
18 0,680 (s) 0,68 (s) 0,698 (s) 0,69 (s)

19 1,007 (s) 1,02 (s) 1,014 (s) 1,02 (s)
21 0,92 (s) 0,93 (s) 1,02 (s) 1,03 (s)

22 - - 4,993-5,041 (dd) 5,22-4,95 (m)
23 - - 5,129-5,177 (dd) | 5,22-4,95 (m)
26 0,830 (s) 0,83 (s) 0,860 (s) 0,86 (s)
27 0,806 (s) 0,80 (s) 0,820 (s) 0,81 (s)
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ESPECTRO 2 RMN *H (5 em ppm, CDGle 500MHz) de EHF5H7/2-4-2D
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O espectro de RMN d€C (ESPECTRO 3, TABELA 19) apresentou: um sinalé&em
72,163, atribuido a um grupo carbindlico metiliaguatro sinais de carbono com valores de
deslocamento caracteristicos de carbondsoee sdod 138,657 e 129,645 da ligacdo dupla
entre os carbonos 22 e 23 do estigmasterol (d®emietensidade) e5 122,064 e 141,118,

referentes a ligacdo dupla entre os carbonos @le Maior intensidade) de ambos esteroides.

122 .064
72.163

-141.118

129.645

138.657

m
LIS L T O L L B L L AL I | LA L O L I L S A T Y BN

140 120 100 80 60 40 20 a ppm

ESPECTRO 3.RMN C (5 em ppm, CDGle 125MHz) de EHF5H7/2-4-2D
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TABELA 19. Resultados experimentais de RMN 'd€ (5 em ppm, CDG| 125MHz) para os esterdid@s
sitosterol e estigmasterol comparados com a litexdKOJIMA et al, 1990).

lit

C B-sitosterol §)=F | B-sitosterol §)" | Estigmasterol§)®* | Estigmasterold)™
CHz-1 37,618 37,20 37,618 37,2
CH,-2 32,022 31,6 32,022 31,6
CH-3 72,163 71,8 72,163 71,8
CHx-4 42,683 42,3 42,683 42,3

C-5 141,118 140,7 141,118 140,7
CH-6 122,064 121,7 122,064 121,7
CH,-7 32,268 31,9 32,268 31,9
CH,-8 32,268 31,9 32,268 31,9
CH-9 50,502 50,1 50,502 50,1
C-10 36,864 36,6 36,864 36,6

CH»-11 21,435 21,1 21,435 21,1
CH»-12 40,138 39,9 40,042 39,7

C-13 42,661 42,3 42,661 42,2

CH-14 57,130 56,6 57,229 56,6
CH»-15 24,658 24,3 24,716 24,4
CH,-16 28,598 28,8 28,598 28,9
CH-17 56,427 56,0 56, 329 55,9
CHs-18 12,214 11,9 12,400 12,0
CHs-19 19,747 194 19,747 19,4
CH-20 36,501 36,1 40,830 40,5
CHs-21 19,135 18,8 21,559 21,2
CHy-22 34,311 33,9 (Ch) 138,657 138,3 (CH)
CHy-23 26,456 26,6 (CH) 129,645 129,2 (CH)
CH-24 46,206 45,5 51,593 51,2
CH-25 29,528 29,1 32,268 31,9
CHs-26 20,164 19,9 21,559 21,1
CHs-27 19,395 19,0 19,395 19,0
CH,-28 23,434 23,0 25,753 25,4
CHs-29 12,334 12,0 12,591 12,2




92

Foram observados no espectro de R¥BI outros sinais (de menor intensidade) que
poderiam ser atribuidos a substancia campesteanldgucomparados com os sinais descritos
na literatura (TABELA 20) (WRIGH®t al, 1978).

O pB-sitosterol e o campesterol possuem cadeias lateraiito parecidas e o0s
deslocamentos quimicos referentes ao carbono dadligdupla de ambos s&o idénticos.
Dessa forma, a presenca de campesterol ndo podeidenciada apenas por RMN e *°C,

sendo necessario uma analise por CG-EM para carfsoa presenca.

TABELA 20. Resultados experimentais de RMN d€ (5 em ppm, CDG} 125MHz) para o campesterol
comparados com a literatura (WRIGHdTal, 1978).

C Campesterold)*** Campesterold)"
CH>-4 42,577 42,40
CH-9 50,527 50,24
C-13 42,577 42,40
CH-20 36,234 35,96

CHs-22 34,084 33,80
CH-24 39,200 38,92
CHs-26 20,556 20,26
CHs-27 18,603 18,32
CHs-28 15,733 15,44

A relacdo entre @-sitosterol () e estigmasterol] foi obtida através dos espectros de
RMN 'H. As percentagens aproximadas dos dois consgsiida mistura foram calculadas
com base na integracao dos sinais correspondemtes @tensidade relativa: 1,92,+ 2) e
H-22 e H-23 (intensidade relativa: 0,8), (GOULART et al, 2003). A metade de 0,84
(0,84/2=0,42) representou um proton da moléculastigmasterold). Subtraindo esse valor
0,42 de 1,92 (H-6 d& + 2) obteve-se a intensidade 1,50 correspondente araton da

molécula dep-sitosterol (). As intensidades relativas 0,42 (1H Hee 1,50 (1H del)
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permitiram deduzir que a mistura [1,92 K 2) = 100%] contém 21,875 % de estigmasterol
(2) e 78,125 % d@-sitosterol ().

A presenca de maior quantidade flsitosterol na mistura poéde ser confirmada
também pelo ponto de fusdo observado para EHF5#H22-(136,2 °C), que foi compativel
com o ponto de fusdo observado na literatura pssa substancia (134-136 °C, DUTRA
al., 1992), em detrimento do ponto de fusédo de esstgnol (170-172 °C, ZUCHINALLI,
2009).

O B-sitosterol apresenta-se, em geral, distribuidotemas as partes das plantas e,
quando isolado em mistura com o0 estigmasterol, pséicamente sempre em maior
proporcéao. Infelizmente a maioria dos trabalhosdobtda literatura ndo descrevem analises
quantitativas sobre a proporcéo entre as duasédiss, nos extratos estudados (GALOTTA
& BOAVENTURA, 2005).

Os esterbis sdo componentes essenciais as memhiasasélulas e podem ser
produzidos por animais e plantas. S&o precurs@dsogsintese de diversos horménios e da
vitamina D (DIASet al, 2009). Os fitoesterbis possuem varios efeitogp&uticos dentre
eles: anticarcinogénicos, antiinflamatérios, anii€os, antiulcerosos, liberagdo de insulina e
atividades estrogénicas. S&o importantes na inadfrmacéutica, de alimentos e de
cosméticos (DELPOREt al, 1998; ABIDI, 2001; BRINKERet al, 2007).

Uma investigacéo realizada com sitosterol e esstgnal evidencia a acdo destes
compostos na neutralizacdo de veneno de cobra (&3g&l, 2007) e, segundo TOMA e
colaboradore$2003), op-sitosterol, estigmasterol e campesterol, podemadstribuido para
a atividade analgésica apresentada pelo extrainfexdeQuassia amaraAinda em estudo
realizado com op-sitosterol e estigmasterol, CHANDLER e colaborador(2006),
concluiram que a presenca da insaturacdo no carlieB2 no estigmasterol conferiu

atividade antihipercolesterolémica mais signifieardo que o p-sitosterol. Atividade
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antimicrobiana foi observada para a mistura dos @égderdides (50% B-sitosterol; 21,7% -
estigmasterol e 22,8% de campesterol) cddtaphylococcus aure(€ORTEZet al,, 1998).

Esses ester6ides atuam como repositores da bdipéiti@a da pele, minimizando o
ressecamento e a desidratacdo da mesma. Possuemdpodbsorver as radiagcbes UVB e
UVC. O B-sitosterol € capaz de formar um filme n&o oclugjue impede a perda de agua
transepedérmica (PASTORE éRal, 2005).

Especificamente para @-sitosterol, ha relatos de atividade antimicrobiana
(VIRTUOSO et al, 2005); atividade inibitoria em varias fases desahvolvimento de
tumores, especialmente na transformacéo de cghudaseoplasicas em células neoplasicas
(crescimento anormal) (GA®t al, 2003); antimutagénico (VILLASENORt al, 2002);
efeitos reversiveis antifertilidade, como reducas niveis de espermatozoéides (MALINI &
VANITHAKUMARI, 1991); atividade antiinflamatéria entitéermica (DELPORTet al,
1998).

Para o campesterol, foi observado efeito anticagénico e potencial antiangiogénico
(CHOIl et al, 2007).

Embora os esterdis identificados sejam comuns antgs, € a primeira vez que estao

sendo relatados na familia Goupiaceae.
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5.11.2. Extrato de folhas obtido em acetato de eti{EAF)

O extrato de folhas obtido em acetato de etilaRE,00 g) foi submetido ao
fracionamento por meio de coluna cromatograficar® em gel de silica (70-230 mesh)
eluida em Hexano, Cloroformio e Acetato de etilageadiente de eluicdo, sendo recolhidas
14 fracBes (250 mL). As fracdes foram analisadasQD e codificadas humericamente de
EAF1 a EAF14 (ESQUEMA 10).

As fracdes EAF4, EAF5 e EAF6 apresentaram-se sédrmaa cristalina e foram
reunidas, codificadas como EAF4 (700,0 mg) querdecromatografada em coluna gel de
silica (2,0 cm) com Hexano, Cloroformio e Acetat® etila em misturas de polaridade
crescente, recolhendo-se 15 fragcdes que foramsadab por CCD e codificadas como
EAF4A a EAF50.

As fracbes EAF4F (325,7 mg), EAF4G (285,9 mg) e EHAK33,8 mg) apresentaram-
se sob a forma cristalina. A fracdo EAF4F (300 fogye-cromatografada em coluna gel de
silica (2,0 cm) com Hexano, Cloroformio e Acetoma misturas de polaridade crescente,
recolhendo-se 15 fracdes que foram analisadas @br € apods reunido em 6 fragdes foram
codificadas como EAF4F1 a EAF4F6.

As fragcbes EAF4AF3 a EAF4F5 apresentavam-se constaisritransparentes sob a
forma de agulhas com impurezas esverdeadas. Hsg@®d foram reunidas e codificadas
apenas como EAF4F3 (102,8 mg) e purificadas emnaafel de silica (2,0 cm) com carvao
vegetal ativado e eluente Acetato de Etila. Ap&s @socesso e analise por CCD, verificou-se
uma unica mancha na fracdo coletada (82,9 mg). fEss@o foi enviada para analise de |V,

RMN de H, C* HMBC e HSQC.



Extrato em AcOEt de
folhas (EAF) - 5,00 g

CCD - Analitica

T gel de gilica (4 cm)
Fasze mavel: Hexano puro,
Hex/CHC 1z A cDEL e IeOH

}_

EAF1 EATFZ EAFS EAFY EATFS E4AFR EAF7 EAFR EAFR EAF10até EAF14
Hex 520 521 522 525 524 525 425 527 2:28,124,02:10,
Le0FE: e MeOH
EAF4 .
700 mg 2 gel Fie gilica (2 o)
Faze mavel: Hexano puro,
HexCHC /A cDEL e IeOH
iy E L ol E F ) H 1 Jate O
Hex 520 521 522 523 524 525 4205 327 228,124, 0210,
LeOFE e MeOH
EAF AR -
300 mg C gel de silica (2 cm
Fase mowel: Hex/CHC /A cetona
Acetoma e MeOH
12 3 4 5 2] q-12 13-15
5:51 5:51 5:51 5:53 5:53 5:55 Aecetona e
MeOH
EAF4F3
Llu,bemg CC gel de silica (2 cmy
Carvio vegetal ativado
Faze movel: AcOFEL
EAFAFZ
529 mg

ESQUEMA 10. Fracionamento do Extrato em AcOEt de Folhas (EAF)
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As fracbes EAF4G, EAF4H e EAF4F2 foram reunidasodifcadas apenas como
EAFA4G (384,4 mg) e re-cromatografada em colunaaledg silica (2,0 cm) com Hexano,
Cloroformio e Acetona em misturas de polaridadesaapte, recolhendo-se 18 fracdes que
foram analisadas por CCD e ap0s reunidao em 15dsafgiam codificadas como EAF4G1 a
EAF4G15 (ESQUEMA 11).

As fracbes EAF4G6 (117,0 mg) e EAF4G7 (136,5 mggsgntavam-se como cristais
transparentes sob a forma de agulhas com impuresardeadas. Essas fragcbes foram
purificadas em coluna gel de silica (2,0 cm) comaavegetal ativado e eluente Acetato de
Etila. ApOs esse processo e analise por CCD, geufse uma unica mancha na fracao

coletada de cada uma: EAF4G6 (102,2 mg) e EAF4&3,8ImgQ).

EAF4G _
324 4 mg CC gel de silica (2 oo
Fase mowvel: Hew/CHC /4 cetona

A cetona e MWeOH
1-5 & 7 2 ) 10 11-13 1416 1718
1:10 20:20:1 2020:1 2020:1 20:20:1 10:10:1 10:101 551 Acetonae
MeOH
EAFAGH EAFAGT
117.0 g 136,53 mg

CC gel de silica (2 oo
Carvio vegetal ativado

Fase mawel: &AcOFL

EAF4GH EAFAGT
1022 mgz 1338 mg

ESQUEMA 11. Fracionamento da fracdo EAF4G

As fracbes EAF4G6 e EAF4G7 foram analisadas em GCDerificou-se por

comparacao com EAF4F4, que se tratava da mesmisaiasisolada, totalizando 308,9 mg.
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5.11.2.1. Identificacdo de EAF4F3

A substancia codificada como EAF4F3 (82,9 mg),i$olada na forma de um sélido
branco cristalino, com ponto de fusdo igual a 98 A CCD desta substancia
(Hex/CHCB/ACOEt (5:2:5) mostrou, apos revelacdo com soluddd-eC{ em etanol, uma
mancha de coloracao azuk R0,44) caracteristica de compostos fendlicos (Kd&T2001).

O espectro de absorcao na regiao do infraverm@&B®#ECTRO 5) apresentou uma
banda larga em 3452-3329 ¢natribuida & deformacdo axial de O-H; em 3052'ama
banda atribuida a deformacdo axial de C-H de aroosat harménicas ou bandas de
combinacdo sdo observadas entre 1923-1696 as bandas 1619, 1602 e 1513csdio
caracteristicas de deformagcéo axial de C=C doanetatico; em 1364 cfobserva-se uma
banda de deformac&o angular fora do plano de GsHyaadas entre 1256 e 1041 tséio
atribuidas a deformac&o axial de C-O; entre 848l cm' bandas de deformacdo angular

fora do plano de =C-H.
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ESPECTRO 5 Espectro de IV de EAF4F3
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O RMN de’H (ESPECTRO 6) mostrou a presenca de dois sinais:
* Dois multipletos end 6,80-6,83 e 6,85-6,88 atribuidos a hidrogénicadas a
anel aromatico, cuja integracdo mostrou a presgéa@ahidrogénios.
* Um sinal simples e 5,21 com integracdo para 1 hidrogénio, atribuidona
hidrogénio de hidroxila (OH).
Os sinais observados no RMN 1t estdo de acordo com o que foi observado no 1V,

onde verificou-se a presenca de: anel aromatidogkila, ligacdo C-O e ligacdes duplas.

HZ e H3 G P
H2 333 335 M3
| 2
i .
3
I H1
| _ 6.3 5.8 £.7
i f
|‘\\_|\-"I \‘-— I“'H_ -—--"’; H-‘_".II " —
& F B 5 3 3 z 1 -0 ppm

50.83

ESPECTRO 6.Espectro de RMN di# de EAF4F3
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O RMN de*C (ESPECTRO 7) mostrou a presenca de trés sihadié3,76; 121,49 e

115,74. O sinal erd 143,76 foi atribuido a um carbono de anel arorodigado a um grupo

hidroxila. Os outros sinais foram atribuidos a oads de anel aromatico.

Cc3

-143.761

121.435

115.745

c2

77.484

76.888

ESPECTRO 7.Espectro de RMN dE€C de catecol

Conforme os deslocamentos quimicos supracitadidasicom as outras informacdes

de IV, e comparando esses valores com os daddaeddura (JEONGt al, 2009), pode-se

sugerir a estrutura do composto isolado como seatiwol (FIGURA 31, TABELA 21).
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Os sinais observados no RMN H¢ com integracdo para apenas trés hidrogénios

juntamente com os trés sinais do RMN'd@ deve-se a estrutura do catecol apresentar um

eixo de simetria, ou seja, 0s sinais se sobrepdem.

Figura 31. Estrutura do catecol (eixo de simetria)

TABELA 21. Comparacdo entre os sinais observados para tatdeolos encontrados na literatura (JEONG
al., 2009)

Dados experimentais Dados da literatura
6,80-6,83 (M) 6,79-6,82 (M)
RMN *H (3, ppm) 6,85-6,88 (m) 6,85-6,87 (m)
5,21 (s) 5,00-5,35 (d)
143,76 143,67
RMN *3C (5, ppm) 121,49 121,09
115,74 115,41
3452-3329 3450-3323
3052 3052
IV (cm™) 1923-1696 1923
1619-1513 1620-1514
849 849

Espectros bidimensionais HSQC (Correlagédo Heteteatjce HMBC (Correlacdo

Heteronuclear de longa distancia) também foranizeedos.
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No espectro de HSQC (ESPECTRO 8) foram observanlaslacdes entre os sinais
dos hidrogénios er 6,85-6,88 (H2) com o sinal do carbono 8m15,74 (C2) e entre os

sinais dos hidrogénios e&6,80-6,83 (H3) com o sinal do carbono &i21,49 (C3).

C3 2

P

H

_,_
=

6.5 H3-C3 H HI
H3 | ! }i‘ﬁ

H2 17 H2-C2

1?25 124 1z3 122 121 120 11§ 118 i1y 1ig 115 114 113
Fl [ppa}

ESPECTRO 8 Expansédo de HSQC de EAF4F3

No espectro de HMBC (ESPECTRO 9) foram observada®lacdes entre os sinais
dos hidrogénios erii 6,85-6,88 (H2) com os sinais dos carbonosdef®3,76 (C1) f) e

121,49 (C3) P).
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ESPECTRO 9 Expanséo de HMBC de EAF4F3

Esse composto apresentou atividade antioxidanterrf@kso = 1,25 + 0,019g/mL)
do que a quercetina (G&= 4,17 + 0,127.g/m) no ensaio com o radical DPP{dp. 65-66).

Foi possivel identificar a presenca de catecolaog os extratos de média polaridade
(AcOEt) através de comparacdo por CCD (FIGURA F¥Jses extratos foram os que
apresentaram maior potencial para as atividadtsltes

A presenca de catecol também foi verificada naad€AGQ5. Essa fracdo apresentou
maior potencial antitumoral em relacéo as demaigfs testadas (pp. 70-72).

Embora o catecol ndo seja uma substancia inédigaprimeira vez que esta sendo

relatado na familia Goupiaceae.
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FIGURA 32. CCD dos extratos de média polaridade (AcOEt)sétrea de catecol evidenciada. [Eluente:
Hex/CHCLE/AcOEt (5:2:5); Revelador: solucao de Fg4Cl

O catecol € um composto fendlico simples que aptasdistribuicdo restrita na
natureza (SOARES, 2002). Foi isolado pela primeea em 1839 por H. Reinsch por
destilacdo do catecino (provenienteMienosa catechu(ZHENG et al, 2008). Sua formula
molecular é gHgO,, apresenta-se sob a forma de um sélido brancoRibule 245,5 °C e PF
entre 104-105 °C (CETESB).

Devido ao padrdo de oxigenacdo observado paranesiésula, a rota biossintética
ocorre pela via do acido chiquimico (FIGURA 33).

Pequenas quantidades de catecol ocorrem naturgmemt frutas e legumes,
juntamente com a enzima polifenol oxidase (ZHEMGal, 2008), e seus derivados séo
encontrados especialmente na familia Anacardia@@BR/EIRA, 2002). Apds a exposi¢do
ao ar (como quando uma batata ou macé € cortadafeool incolor oxida a benzoquinona
que possui coloracdo marrom-avermelhada, que énsépel pelo escurecimento de frutas e
legumes cortados (ZHEN& al, 2008).

Catecol ja foi identificado em espécies como: atea@@ersea americarna baunilha
(Vanilla planifolia), cacau (Theobroma cacao), cadoiospyrus kakj, canela Cinnamomum

zeylanicuny, cebola-de-cabecaAlfim cepg, erva-doce Rimpinella anisurjy guarana
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(Paullinia cupand, orégano Qriganum vulgarg mostarda Brassica sp, unha-de-gato
(Uncaria guianensis dentre outras. (DEFILIPP8&t al, 2004; MOREIRA & MANCINI-

FILHO, 2004; JEONGet al, 2009; LIBER HERBARUM MINOR).

ChpH COH COH
NADPH - 1,0
e
HO" OH §) r OH HO
OH OH OH
Acido chiguimico Acido 3-desidrochiquimico Acido protocatectiico
5
COH 0.; C,;D
¥
HO HO W H HO
OH 0 OH
Acido protocatecuico Tautomero ceto Catecol

FIGURA 33. Provavel rota biossintética de catecol

A estrutura do esqueleto catecol também € enca@nead compostos polifendlicos,
como a quercetina e catequinas, que exibem umaaaggrha de atividades bioldgicas,
incluindo efeitos antioxidante, anti-inflamatorio reeuroprotetor (ZHENGet al, 2008).
Flavonodides diidroxilados que possuem o sistemecoa(3’,4’-diidroxi) no anel B possuem
forte atividade antioxidante quando comparados-saroferol, acido ascorbic@-caroteno,
glutationa, acido arico e bilirrubina (BARREIRO& al, 2006). A presenca de sistema
catecol no anel B também € um fator estrutural mapbe para a atividade antiinflamatéria
dos flavonéides (COUTINH@t al, 2009).

Catecol atua na recuperacao de plantas afetadgzraugas ou doencas (BROE&,

al., 2002) e pode promover o enraizamento em espésigetais (HACKETT, 1970).
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Em estudos realizados com o catecol foram obsesvaesultados positivos para
atividades antioxidante (MOREIRA & MANCINI-FILHO, ®4), antiinflamatoria e
neuroprotetora, (ZHEN®t al, 2008), antibacteriana e antifungica (KOCACBSKKAN et al.,
2006; JEONGet al, 2009).

As propriedades antimicrobianas observadas parateca e seus derivados contra
bactérias nocivasClostridium difficile, C. perfringeng Escherichia co)i combinado com
quase nenhum efeito adverso sobre bactérias basddifidobacterium breve, B. longum e
Lactobacillus cas@i indica que espécies contendo esse composto padeemvalor
farmacologico (JEONG@t al., 2009).

As propriedades antiinflamatérias e neuroprotetatascatecol (inclusive de seus
derivados como o 3-metilcatecol, 4-metilcatecottertbutilcatecol) cultivados em micloglia
e células de neuroblastoma sugerem um potenciapéetico destes compostos para o
tratamento de muitas doencas neurodegenerativasdpuessociadas com uma excessiva
ativacao pro-inflamatodria da micloglia (ZHENsB al,, 2008).

No entanto, é necessario verificar se essa atigidagrande o suficiente para justificar
a avaliacdo destes compostos em aplicagfes cliparasdeterminar se a sua utilizagdo em
seres humanos é possivel (JEOBIGl, 2009). Além disso, o catecol se auto-oxida em pH
neutro, e isso o torna altamente instavel e prdwere impréprio como droga potencial.
Estudos futuros seréo necessarios para compreesaaeecanismos moleculares precisos das
acoes antiinflamatorias de cate@olvitro ein vivo para dar um novo uso terapéutico para o
catecol e seus derivados estaveis no tratamentdodecas neurodegenerativas e outras

doencas inflamatdrias (ZHEN& al, 2008).
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5.11.3. Extrato de galhos grossos obtido em acetate etila (EAGQ)

O extrato de galhos grossos obtido em acetatotitle (EAGg) (575,8 mg) foi
submetido ao fracionamento por meio de coluna ctognafica (3 cm) em gel de silica (70-
230 mesh) eluida em Hexano, Cloroférmio e Acetat@tila em gradiente de eluicdo, sendo
recolhidas 13 fracdes (70 mL) (ESQUEMA 12). As &reg foram analisadas por CCD e
codificadas numericamente de EAGgl a EAGg13. Aghfa EAGQ3 e 4 foram reunidas e

codificadas apenas como EAGg3.

Extrato em AcOFEt de Galhos
grossoes (EAGE) — 5758 mg

CC gel de silica (4 cmm
Faze mdwvel: Hex CTHCI: A cDEL

CCD — Analitica

EaGegl
Hex

EAGES
44:17.9

EAGeS
55:14:21

EAGE?
30:10:30

EAGER
18:12:40

E4Ggll
1252

EAGel3
AcOE:

EAGgd
520

EAGgd
40:15:15

EAGgd
321421

EAGER
23:12:35

EaGel0
12:12:45

E&Gzl2
0:125%

ESQUEMA 12. Fracionamento do Extrato em AcOEt de Galhos fils3f)

Cerca de 5 mg das fracbes EAGQg3 até EAGQg13 foranades para o Laboratorio de
Oncologia Experimental da Universidade Federal dar& (UFC) para avaliar o potencial
citotoxico em células tumorais.

Na fracdo EAGQ5 foi identificada a presenca decotdtatravés de comparacdo por

CCD.



6. CONSIDERACOES FINAIS
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Como resultado do estudo fitoquimico e das ativedadioldgicas realizadas para os
10 extratos (folhas, galhos finos e g. grosso$aepia glabrapode-se concluir que:

1) Foram isolados e identificados: um composto lfen&imples (catecol) do extrato
em AcOEt de folhas (EAF) e uma mistura de estesOifiesitosterol e estigmasterol) do
extrato em hexano de folhas (EHF).

2) Através de comparacdo por CCD foi possivel ifleat a presenca de catecol em
todos os extratos de média polaridade (AcOEt). £eg&ratos foram os mais ativos para as
atividades testadas nesse trabalho.

3) Em relacdo a atividade antioxidante, o extraie mais se destacou foi o EAF,
apresentando GE9,76 £ 0,42 (em cubeta) e 19,87 + 0,31 (em mieawg). Essa atividade
pode ser atribuida a maior quantidade de substrferdlicas (242,86 + 15,6 mg/g)
observada para esse extrato em relacdo aos d&fagessaltar que a substancia catecol foi
isolada desse extrato e apresentoeb€E25 + 0,01ug/mL.

4) Para o0s ensaios de atividade citotoxica em alumorais, o extrato em AcOEt
dos galhos grossos (EAGQ) apresentou maior inibigiorescimento (77,12%) para células
de colon-humano (HCT-8) e £+13,73ug/mL para a linhagem HL-60 (leucemia-humano).
As fracOes obtidas desse extrato foram avaliadafr@do EAGg5 demonstrou inibicdes de
crescimento de 85,27% e 101,37% para células dblgdtoma (SF-295) e mama humano
(MDAMB-435), respectivamente. Nessa fracdo (EAGgBbém foi evidenciada a presenca
de catecol através de CCD.

5) A avaliagdo da atividade antimicrobiana evideacinibicbes moderadas para:
Staphylococcus aurey&AF); Candida tropicalisiEEMF2 e EAGQ);C. parapsilosiSEAF,

EAGT); Tripanossoma cruEMGf e EAGQ)e Leishmania amazonen$iSAGf e EAGQ).
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O estudo fitoquimico biomonitorado por ensaio qudfbioldgico contribuiu para
descoberta da atividade de fragcbes e/ou substamastrando ser uma ferramenta muito
importante para a descoberta de compostos bioativos

As substancias isoladas, apesar de serem conheesi#® sendo descritas pela
primeira vez na familia Goupiaceae, bem como asdaties testadas para os extratos e/ou
fracOes.

A significativa atividade antioxidante, antitumoralantimicrobiana observada nos
extratos deG. glabra destaca seu elevado potencial para a obtencéo radutps

biotecnoldgicos a partir desta planta.
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