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RESUMO

A espécie Endopleura uchi, da familia Humiriaceae, nativa da Amazbnia, é
conhecida comumente como uxi-amarelo ou uxi-liso. O cha de suas cascas é
popularmente indicado para inflamacéo uterina, urinaria, e extremamente eficaz no
tratamento especifico de miomas e ovario policistico. Com base nas informacoes
coletadas sobre 0 uso popular dessa espécie na regido de Manaus, foi desenvolvida
a investigacao fitoquimica de Endopleura uchi que levou ao isolamento da friedelina,
um triterpeno pentaciclico, e também da bergenina, um derivado do acido galico,
conhecido por apresentar diversas atividades biologicas e por ser o principal
componente na espécie. No presente estudo foi realizado a quantificacdo de
bergenina em diferentes extratos de partes distintas da planta e também em
amostras de cascas comerciais de Endopleura uchi. Os resultados dos extratos
mostraram maior porcentagem de bergenina nos extratos metanodlicos das cascas
(CEM-1 = 4,17 % e CEM-2 = 4,75 %) seguido dos extratos das folhas e em menor
guantidade nos extratos aquosos dos galhos (GEA-1 = 1,95 % e GEA-2 = 1,89%),
indicando a bergenina como componente majoritario de Endopleura uchi e que pode
estar relacionada as atividades bioldgicas indicadas popularmente para a espécie.
Todas as amostras comerciais analisadas indicaram a presencga de bergenina com
porcentagens que variaram entre 0,20 % a 3,57 %, confirmando a autenticidade do
material vegetal. Foi realizado a quantificacdo de fendlicos totais nos extratos pelo
método de Folin—Ciocalteu, que revelou altos teores de compostos fendlicos entre
16,69 — 43,02 mg EAG/g de extrato seco. A avalicdo da atividade antioxidante dos
extratos pela reducdo de ferro variou de 230,43 a 567,89 mmol Fe*?/g de extrato
seco e pelo sequestro de radicais de DPPH variou entre CSso = 12,04 a 24,20
ug/mL. O ensaio para avaliagdo da atividade antitlcera das fragfes acetato de etila e
cloroférmica das folhas evidenciaram efeitos preventivos das ulceracdes tanto
guanto o controle positivo. O ensaio anti-inflamatério dos extratos aquosos e fracdes
de Endopleura uchi pela inibicdo de 6xido nitrico (NO*®) apresentaram capacidade de
inibicdo significantes, sendo o melhor resultado atribuido a fragédo cloroférmica das
folhas com ICso = 3,2 ug/mL. Os resultados obtidos das folhas, galhos e cascas
revelam a espécie Endopleura uchi com amplo valor terapéutico pela presenca de
compostos antioxidantes e por sua capacidade anti-inflamatéria e antitlcera,
possibilitando o uso popular mais seguro dessa espécie vegetal e para a
contribuicdo do desenvolvimento de possiveis produtos fitoterapicos ou até de novos
farmacos.

Palavras-Chave: uxi-amarelo, anti-inflamatorio, quantificacéo, bergenina.
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ABSTRACT

The species Endopleura uchi, Humiriaceae family, native to the Amazon, is
commonly known as uxi-amarelo or uxi-liso. The tea from its bark is popularly
referred to uterine inflammation, urinary, and extremely effective in treating specific
fibroids and polycystic ovary. Based on information collected about the popular use of
this species in the region of Manaus, the study was conducted to obtain the
phytochemical investigation of Endopleura uchi which led to the isolation of friedelin,
a pentacyclic triterpene, and also bergenin, a gallic acid derivative, known to have
various biological activities and is the main component in the species. In the present
study were quantified bergenin in different extracts of different parts of the plant and
also in commercial bark Endopleura uchi. The result showed a higher percentage of
Bergenin in methanol extracts of bark (CEM-1 = 4.17% and CEM-2 = 4.75%)
followed by extracts of leaves and in lower concentrations in aqueous extracts of
twigs (GEA-1 = 1.95% and GEA-2 = 1.89%), bergenin as indicating the major
component Endopleura uchi and that may be related to biological activities popularly
given to the species. All samples analyzed showed the presence of bergenin with
percentages ranging from 0.20% to 3.57%, confirming the authenticity of the plant
material. Was also performed quantification of total phenolics by Folin-Ciocalteu,
which revealed high levels of phenolic compounds from 16.69 to 43.02 mg GAE/g dry
extract. This evaluation of the antioxidant activity by reducing iron ranged from
230.43 to 567.89 mmol Fe*?/g of dry extract and the scavenge of radical DPPH
ranged from CSso = 12.04 to 24.20 ug/ml. The test for evaluation of antiulcer activity
of the fractions ethyl acetate and chloroform leaves showed preventive effects of
ulcerations as much as the positive control. The anti-inflammatory assay of aqueous
extracts and fractions of Endopleura uchi by inhibition of nitric oxide (NO°) showed
significant inhibition capacity, the best result being attributed to chloroform fraction of
the leaves with ICsp = 3.2 pug/mL. The results obtained from the leaves, twigs and
bark species Endopleura uchi with great therapeutic value by the presence of
antioxidant compounds and their ability anti-inflammatory and antiulcer, enabling the
use of this popular safer plant species and the possible contribution to the
development of herbal products or news drugs.

Keywords: uxi-amarelo, inflammatory, quantification, bergenin.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas tradicionalmente para o tratamento
de varios males por desempenharem algum tipo de acao farmacolégica ao homem.
Sua aplicacdo é vasta e compreende desde o combate ao céancer até a
microrganismos patogénicos (SILVA & CARVALHO, 2004; CALIXTO, 2000). Apesar
do grande desenvolvimento tecnoldgico de medicamentos, o uso popular de plantas
medicinais ainda é muito significativo nos dias de hoje e servem como base para
indicacdo da atividade farmacoldgica.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) cerca de 80% da
humanidade ndo tem acesso ao atendimento primario de saude, sendo pelo acesso
limitado aos centros de salde ou auséncia de alternativas econdémicas viaveis para
adquirir os medicamentos prescritos (AKERELE, 1993). Na Amazobnia, muitas
comunidades encontram-se isoladas dos centros urbanos e sem acesso a um
servigo publico de saude, levando-os a utilizarem as plantas medicinais nas terapias
alternativas como principais formas de tratamento de doencas (BORRAS, 2003).

Entre milhares de espécies vegetais em todo o mundo, somente 17% das
plantas apresentam estudos quanto ao seu emprego medicinal, onde na maioria dos
casos, poucos estudos da composicdo quimica e farmacologia sdo realizados
(HOSTETTMANN, et al., 2003; FARIAS et al.,1999). Na regido amazbnica, muitas
plantas consideradas medicinais séo utilizada deliberadamente sem qualquer estudo
guimico ou atividade biolégica comprovada cientificamente, podendo ser nocivo a
saude, uma vez que a matriz de substancias presentes no extrato podem n&o
proporcionar a atividade biologica esperada e apresentar componentes com certo
grau de toxicidade. Embora vérias plantas sejam utilizadas com fins terapéuticos, e
mesmo comercializadas, a grande maioria ndo possui dados cientificos que
comprovem a sua eficacia e seu aspecto toxicolégico no homem, assim como
garantia de qualidade do produto ou de sua producdo. Consequentemente, o estudo
quimico na procura de novos agentes terapéuticos e a comprovacao da atividade
biolégica para validar o uso popular dessas espécies sdao de fundamental
importancia.

Entre as varias espécies amazobnicas utilizadas tradicionalmente pela

populacdo local, destaca-se a espécie Endopleura uchi Huber Cuatrecasas,



pertencente a familia Humiriaceae, cujos frutos sdo muito apreciados na regido e
suas cascas sao utilizadas na forma de cha como potente anti-inflamatério indicado
para inflamacfes uterinas, miomas e ovario policistico (REVILLA, 2002). A procura
de fitoterapicos a base do cha das cascas de Endopleura uchi em mercados
municipais, feiras de produtos naturais e até mesmo pela Internet, tem sido
crescente, expondo a populagcdo a riscos ainda desconhecidos por falta do
conhecimento quimico e bioldgico da espécie. Em um dos experimentos realizados
anteriormente com as cascas da espécie Endopleura uchi foi possivel isolar uma
substancia identificada como bergenina que apresentou atividade contra o
crescimento fungico para diferentes espécies de Candida (SILVA et al., 2009), que é
um dos principais géneros de fungos causadores de inflamacfes uterinas feminina.
A bergenina que esta presente em torno de 3,19 % no extrato aquoso das cascas de
Endopleura uchi também apresentou atividade inibitéria seletiva de COX-2, uma das
enzimas mediadoras de processos inflamatérios no organismo (NUNOMURA et al.,
2009).

Portanto, considerando que a bergenina é um dos componentes principais
presente nas cascas de Endopleura uchi e que é considerada uma substancia
amplamente estudada na literatura com diversas atividades biolégicas comprovadas,
faz-se necessario uma analise quantitativa dessa substancia em diferentes partes da
planta, bem como conhecer a identidade quimica de outros componentes da espécie
Endopleura uchi, cujos estudos séo inéditos para galhos e folhas do ponto de vista
fitoquimico e por meio da investigacdo da atividade biol6gica comprovar a eficacia e
seguranca do seu uso, possibilitando o desenvolvimento de produtos fitoterapicos ou

farmacos, a partir dessa espécie vegetal.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos Botanicos

2.1.2 Classificagdo Botanica

e Reino: Plantae

e Divisdo: Magnoliophyta
e Classe: Magnoliopsida

e Sub-classe: Magnoliidae
e Ordem: Malpighiales

e Familia: Humiriaceae

e Género: Endopleura

e Espécie: Endopleura uchi (Huber) Cuatrecacas

2.1.3 Descricéao e Distribuicdo da Familia Humiriaceae

A familia Humiriaceae pertence a ordem Malpighiales é considerada
relativamente pequena, englobando 50 espécies de plantas classificadas em 8
géneros (Duckesia, Endopleura, Humiria, Humiriastrum, Hylocarpa, Sacoglottis,
Schistostemon e Vantanea) (GIORDANO e BOVE, 2008; CUATRECASAS, 1961).

No geral, as espécies da familia Humiriaceae sao arvores de porte grande
com copas densas e botanicamente distingue-se pelo tronco frequentemente
marrom-escuro / avermelhado, sendo que suas folhas sdo sempre glabras (lisas). O
namero de sépalas (calice) e pétalas (corola) € sempre 5 e o nimero de sementes
varia de 1 a 5. As flores sdo hermafroditas e sua polinizacdo € desconhecida,
provavelmente efetuada por abelhas. Os frutos da maioria das espécies sao drupas
(carnoso), sendo alguns comestiveis e em geral com adaptacdes para dispersao
pela adgua além de serem disseminados por roedores, antas, primatas, passaros e
morcegos. Em geral a madeira de Humiriaceae € densa e pouco utilizada (RIBEIRO
et al., 1999).

Estudos de fitogeografia e filogenia da familia Humiriaceae, demonstraram ser

de origem neotropical, encontradas principalmente nas regifes tropicais das



Américas. Dessa forma tem sua distribuicio geografica na Africa tropical, América
Central, e América do Sul tropical (HERRERA et al., 2010). (Fig.1).

r.’:»‘;;_ ! % Vantanea cipaconensis ., , -
- s . YeHumiria bahiensis 7 :
. O Humiriastrum sp. N
. O Sacoglottis tertiaria ;P e
o
/ il
R
%‘li f QT a2y
-------- Vantanea, Humiriastrum, Sacoglottis — — - Humiria
® o o o o Duckesia, Hylocarpa, Endopleura,- - - - Sacoglottis gabonensis
Schistostenion

Figura 1. Distribuicdo dos géneros da familia Humiriaceae (Fonte: HERRERA, et al., 2010).

Na reserva florestal Adolpho Ducke do INPA, localizada em Manaus,

encontram-se 10 espécies de 5 géneros:

Endopleura uchi (Huber) Cuatrecasas

Duckesia verrucosa (Ducke) Cuatrecasas

Humiria balsamifera (Aubl.) St. Hil

Sacoglottis ceratocarpa Ducke

Sacoglottis guianensis Benth

Sacoglottis mattogrossensis Malme var. subintegra (Ducke) Cuatrec
Vantanea guianensis (Aubl.) Ducke

Vantanea macrocarpa Ducke

Vantanea micrantha Ducke

Vantanea parviflora Lam

O estudo quimico das espécies dessa familia é pouco conhecida e

surpreendentemente alguns estudos relatam a auséncia de alcaloides para a familia

Humiriaceae que apresenta caracteristicas semelhantes a familia Erythroxylaceae

conhecida pela presenca dessa classe de substancias (SHULTES, 1979).



2.2 Descricdo e distribuicdo da espécie Endopleura uchi (Huber) Cuatrecasas

José Cuatrecasas Arumi, botanico espanhol, estudou a espécie Sacoglottis
uchi descrita por Jacques Huber e observou que algumas caracteristicas como a
antera (porgdo terminal do estame das flores) e o endocarpo ndo sdo encontradas
no género Sacoglottis, entdo um novo género Endopleura foi criado para a espécie
uchi. Portanto, a espécie Endopleura uchi € monotipica e tem como sinonimia
Sacoglottis uchi (Huber) (CUATRECASAS, 1961; CAVALCANTE, 1996).

A espécie Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. [sin. Sacoglottis uchi Huber] é
amplamente dispersa por toda Bacia Amazonica, tipicamente silvestre da mata
primaria de terra firme nos estados do Amazonas e principalmente no Para, no
estuario e regido Bragantina (CUATRECASAS, 1961; SCHULTES, 1979;
CAVALCANTE, 1996).

A espécie apresenta varias denominagbes comuns, sendo conhecida
popularmente no Amazonas como uxi-amarelo, uxi-liso e no Para como uxi-pucu,
uxi, e também pode ser citada como uxi-ordinario, uxi-verdadeiro, axua, cumaté,
pururu (PRANCE e SILVA, 1975; LORENZI, 2006).

2.3 Uso da espécie Endopleura uchi

A Endopleura uchi € uma das espécies localmente valiosas que geram
conflitos de uso por causa da sua excelente madeira e de seus valores frutifero,
medicinal e como atrativo para caca, pois muitos animais silvestres se alimentam do
fruto de uchi (SHANLEY e GAIA, 2004; SHANLEY e LUZ, 2002).

As arvores apresentam alto porte, podendo medir cerca de 25 a 30 metros de
altura, apresentando tronco reto, cilindrico, algumas vezes atingindo até 1 metro de
diametro. Devido as suas caracteristicas, a madeira dessa espécie € utilizada na

construcao civil e naval, marcenaria e carpintaria (Figura 2) (CORREA, 1984).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Estame
http://pt.wikipedia.org/wiki/Flor

Fonte: ar [_ORENZI et al., 1998; g,p Fotos: Muniz M. P; ¢ Internet: http://www.ibama.gov.br
Figura 2. Arvore (A), casca (B), tronco (C), frutos (D) e folhas (F) de Endopleura uchi.

A arvore de uchi é frutifera e raramente cultivada, provavelmente por ser uma
arvore de crescimento lento e s6 frutifica apés 15 anos (CAVALCANTE, 1996). Seus
frutos apresentam uma fina espessura de polpa (mesocarpo) chegando a pesar de
50 a 70 g de constituicdo oleosa e resinosa, com caro¢o (endocarpo) lenhoso e
duro, contendo em seu interior de uma ou duas sementes (Figura 3) (LORENZI,
2006).



Fonte: LORENZI et al., 2006.
Figura 3. Frutos de Endopleura uchi.

A polpa dos frutos de uchi apresenta sabor e aroma peculiares, muito
agradaveis e vem sendo valorizado devido a sua utilizacdo comercial na forma in
natura, constituindo um importante complemento na alimentacdo de muitas
comunidades rurais mais distantes e das classes populares. Além disso, o fruto é a
matéria-prima para a fabricacdo de sorvete, licor e 6leo. A qualidade do 6leo extraido
da polpa é tdo boa quanto do 6leo de oliva, com uma cor ligeiramente esverdeada,
podendo ser utilizado na comida e como remédio no tratamento de sinusite em
criangas e prisao de ventre em adultos (SHANLEY e MEDINA, 2004).

As cascas (Figura 4A) sdo amplamente comercializadas em feiras e
mercados, sendo popularmente utilizadas na forma de cha atuando como potente
anti-inflamatorio indicado no combate as inflamacdes uterinas, miomas e ovarios
policisticos (REVILLA, 2002), além de ser indicado para o tratamento de artrite,
reumatismo, colesterol alto e diabetes (CORREA, 1984; SHANLEY e GAIA, 2004). O
uso popular das folhas e galhos de Endopleura uchi ainda ndo foram descritos na

literatura para fins medicinais.



Fonte: ag Muniz, M. P.
Figura 4. Casca comercial (A) e tronco com casca retirada (B) de Endopleura uchi.

2.4 Estudos relatados na literatura de Endopleura uchi

2.4.1 Frutos de Endopleura uchi

2.4.1.1 Estudo da composicédo quimica

O fruto de Endopleura uchi tem importancia alimentar e econémica na regiao
amazobnica, portanto alguns estudos cientificos foram relevantes na andlise de
possiveis constituintes responsaveis pelas caracteristicas terapéuticas e/ou
nutricional dos frutos da espécie.

Estudos de caracterizagcdo e avaliacdo nutricional da polpa de frutos de
Endopleura uchi, coletado aleatoriamente no mercado “Ver-o-peso” no estado do
Para, demonstraram possuir um teor bastante elevado de 6leo, caracterizado pela
abundéancia de &cido oléico (7.38%) e &acido palmitico (3.78%), além de ser
observado também a presenca de fibras dietéticas, fitosterois e quantidades notaveis
de vitamina C e minerais (MARX et al., 2002). Segundo Costa et al., (2010), o fruto

de Endopleura uchi apresenta valores de vitamina E maiores do que a polpa dos



frutos do acai, a polpa de inaja e castanha de buriti com 200.92 ug.g~* equivalente
de a-tocoferol. Na analise em CG-MS realizado por Marx et al., (2002), foram
identificados 42 compostos volateis do aroma da polpa do fruto, incluindo uma
predominéancia de compostos alcodlicos como 3,3—-dimetil-2-butanol (18.8%),
eugenol (14.0%) bem como ésteres metilicos e etilicos de acidos graxos (18.5%).
Outro estudo realizado por Magalhées et al., (2007), analisando a polpa de frutos de
Endopleura uchi coletados no Campos | do INPA em Manaus, verificou através da
composicdo de carotenoides a presenca do [(-caroteno (16 pg.g-1) que contribui
para o maior valor de vitamina A, e também detectou a presenca dos isdmeros trans-
B-caroteno (89,3 %), 13-cis-B-caroteno (8 %) e 9-cis-B-caroteno (3%), além de obter
a partir do extrato em metanol um derivado de acido galico identificado como
bergenina (Figura 6).

Considerando a importancia do papel nutricional dos frutos utilizados na
Regido Amazobnica, os estudos realizados revelaram o fruto de Endopleura uchi
como sendo um suplemento alimentar com potente valor nutricional com efeitos

benéficos devido a presenca de nutrientes essenciais na dieta alimentar.

2.4.1.2 Atividade bioldgica

Em um estudo realizado com alguns frutos de origem amazonica,
especificamente os frutos de Endopleura uchi apesar de mostrar significativa
atividade antioxidante, ndo foi detectado nenhum dos seguintes compostos
fendlicos: catequina, epicatequina, quercetina, kaempferol, cianidina, acido
hidroxicinamico e &cido elagico, porém apresentou capacidade de inibir a enzima ao-
glicosidase, que € uns dos parametros terapéuticos usados para o tratamento de
diabetes (GONCALVES, LAJOLO e GENOVESE, 2010).
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2.4.2 Cascas de Endopleura uchi

2.4.2.1 Estudos fitoquimicos das cascas de Endopleura uchi

As cascas de Endopleura uchi sédo largamente utilizadas na medicina popular
e devido a indicacdo no tratamento de diversas enfermidades inflamatdrias, alguns
estudos foram desenvolvidos para o conhecimento dos constituintes quimicos dessa
espécie. Em estudos fitoquimicos das cascas de Endopleura uchi, a partir do extrato
bruto em etanol, foi possivel isolar a bergenina (1) e seu derivado 8,10-
dimetilbergenina (2), assim como dois triterpendides pentaciclicos pertencentes a
série oleanano: o acido maslinico (3) e o éster masilinato de metila (4) (LUNA, 2000).

Em outro fracionamento cromatrogréafico das cascas de Endopleura uchi, além
da bergenina (1), o resultado levou ao isolamento de uma mistura de esterdides
constituida por [-sitosterol (5) e estigmasterol (6), do triterpeno pentaciclico
friedelina (3-oxo-friedelina) (7) e do triterpeno pentaciclico pseudotaraxasterol (8)
(LAGOS, 2006) (Figura 5).

Além desses constituintes quimicos, a caracterizacdo do extrato aquoso
liofiizado das cascas de Endopleura uchi, por meio de uma triagem fitoquimica
preliminar revelou a presenca de agucares redutores, glicosideos cardiacos, purinas,
lactonas sesquiterpénicas e outras lactonas e taninos (PINHEIRO & ROSARIO,
2006; POLITI, 2009). Estudos fitoquimico dos galhos e folhas de Endopleura uchi

nao apresentam relatos na literatura.
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Figura 5. Metabdlitos isolados de Endopleura uchi.
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O extrato aquoso das cascas foi submetido ao teste preliminar de toxicidade
oral aguda em camundongos, onde foram analisados 0s seguintes parametros nas
concentracbes dosagem de 500 mg/kg, 1000 mg/kg e 2000 mg/kg: frequéncia
cardiaca e respiratdria, nimero de Obitos e efeitos colaterais tais como piloerecéo,
diarreia, sialorreia, hipnose e convulsdes. Os resultados n&o revelaram sinais de
toxicidade sistémica com a administracdo do extrato, conferindo ao extrato aquoso
das casca de Endopleura uchi, utilizado na forma de cha pela popula¢do, como néo
apresentando riscos de toxicidade (POLITI, et al., 2010).

Estudos quimicos de atividade antioxidante frente ao método de sequestro de
radicais de DPPH também foram realizados com o extrato aquoso de Endopleura
uchi, que foi capaz de inibir 90 % dos radicais em uma concentracdo de 250 ug/mL,
além de apresentar baixa citotoxicidade para células de fibroblastos (POLITI et al.,
2011)

Silva e colaboradores (2009) testaram o extrato aquoso, a fracao solivel em
acetato de etila, a fracdo ndo solivel em acetato de etila das cascas de Endopleura
uchi, além de testar a bergenina que foi isolada da fracdo acetado de etila. As
amostras foram testadas contra o crescimento de trés tipos de levedura (Candida
albicans, C. tropicalis e C. guilliermondii), trés fungos filamentosos (Aspergillus
flavus, A. nidulans e A. niger), seis bactérias Gram negativa (Escherichia coli,
Salmonella enteritidis, Shigella sonnei, Pseudomonas aeruginosa, Serratia
marcenses e Klebsiella pneumoniae), e duas Gram positiva (Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus). Todas as amostras foram capazes de inibir o crescimento
das espécies testadas contra Candida, visto que a maior inibicdo foi atribuida a
bergenina, mostrando que o efeito inibitério das amostras estd associada com a

presenca de bergenina.

2.5 Bergenina

A bergenina é um C-glicosideo de &acido 4-O-metilgadlico (RASTOGI e
RAWAT, 2008) que constitui em sua estrutura trés anéis de seis membros, sendo
um anel aroméatico (A), um anel é-lactona (B) possuindo uma conformacao esperada
meio-cadeira e um anel glicopiranose (C) exibindo um pequeno desvio de uma
conformacao cadeira ideal (Figura 6). Os aneéis lactbnico e glicopiranose estao

unidos por uma configuracdo trans, levando aos substituintes do anel arométicos
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(OH e MeO) adotarem uma conformagcdo equatorial em relagdo ao anel
glicopiranose (YE, SUN e PAN, 2004). A estrutura da bergenina favorece a formacéao
de seis ligacBes hidrogénio intermoleculares e uma intra molecular levando a uma
extensa rede de ligacbes de hidrogénio para a formacédo do cristal (RASTOGI e
RAWAT, 2008).

H
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Figura 6. Bergenina (1).

Os cinco grupos hidroxilas presentes na bergenina s&o considerados
potencialmente ativos (NAZIR et al., 2011), portanto o interesse pelo estudo dessa
substancia tem sido crescente, principalmente na medicina tradicional chinesa (YU
et al., 2009). Diferentes estudos farmacologicos tém demonstrado que a bergenina
possui uma ampla possibilidade de atividades biolégicas (Tabela 1). A bergenina tem
sido mais relatada nos géneros pertencentes as familias Saxifragaceae,
Euphorbeaceae, Myrsinaceae (CHAUHAN, RUBY e DWIVEDI, 2013) e
Dipterocarpaceae (ITO et al.,, 2012), aléem de ser descrita na literatura em outras
diferentes familias incluindo trés espécies da familia Humiriaceae (Tabela 2),
indicando a bergenina como uma substancia de grande biodisponibilidade e com alto
potencial farmacoldgico.

O isolamento de bergenina nas cascas da espécie Endopleura uchi tem sido
descrita na literatura e representa cerca de 3,19 % nas cascas secas quando
utiizada na forma de cha, tradicionalmente utilizada na medicina popular
(NUNOMURA et al., 2009). Levando em conta a falta de estudos de outras partes da
planta, faz-se necessario a inventigacéo qualitativa e o aprimoramento do método de

quantificacdo de bergenina presente nas folhas e galhos de Endopleura uchi.



Tabela 1. Algumas atividades biol6gicas da Bergenina.
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ATIVIDADE MODELO AGAO FAMILIA ESPECIE REFERENCIA
Arritmias Efeito terapéutico nas
. induzida concentragdes de 0.2
ANTIARRITMICA Euphorbiaceae Fluggea virosa PU et al., 2002

por BaCl, em

mg/kg, 0.4 mgl/kg, e

ratos 0.8 mg/kg
In vitro: células
|C20 =18 ]J.M
_ de hepatoma
ANTI-CANCER 1C2 =53 uM NEWELL et al., 2010
humano
1Cgo = >1000 uM
(HepG2) % "
Teste de Inibigdo da fase
ANTINOCICEPTIVA E formalina, e inflamatéria e das DE OLIVEIRA et al.,
ANTI-INFLAMATORIA citocinas citocinas IL-1 e TNF- 2011
hiperalgésico a
In vitro: inibi¢&o o .
Inibicao seletiva da o Endopleura NUNOMURA et al.,
da Cox-1, Cox-2 Humiriaceae )
Cox-2 uchi 2009
e PLA2
In vitro:
Produgéo de NO Inibicdo de NO em
) ) JUNG et al., 2011
ANTIINFLAMATORIA induzido por 20-30uM
LPS
In vitro:
Producéo de Reducéo das citocinas
IL-6 e TNF-a inflamatorias de IL-6 e SHEN et al., 2012
induzido por TNF-a
LPS
. Inibic&o de fungos da B Endopleura
ANTIFUNGICA In vitro ) ) Humiriaceae . SILVA et al., 2009
espécie Candida uchi
Ulcera géstrica Aumento da
., ) ) ) ) Flueggea
ANTIULCERA induzida por prostaglandina Euphorbiaceae ) GOEL et al., 1997
) microcarpa
estresse enddgena
. Peltiphyllumpe HABTEMARIAM e
ANTIOXIDANTE DPPH ICs0 = 127,3 pg/mL Saxifragaceae

[tatum COWLEY, 2012
Danos no figado Prevencéo
de ratos significativa de
) ) _ i ) Mallotus
HEPATOPROTETOR induzidos por malondialdeido e Euphorbiaceae . . LIM et al., 2000
aponicus
tetracloreto de esgotamento de 1ap
carbono (CCly) glutationa reduzida
ANTI-DIABETES E Inibic&o de Moderado com ICsp = ] Ardisia
Myrsinaceae . . Ll et al., 2005.
ANTI-OBESIDADE PTP1B 157 uM japonica
Indugéo da o
significativa
diabetes em . . .
atividade antidiabética
ANTI-DIABETES ratos por

(Tipo 2)

estreptozotocina
(ST2)

nicotinamida

e hipolipemiante nas
dosagens de 2.5, 5, e
10 mg/kg

KUMAR et al., 2012

COX: ciclooxigenase; PLA;: Fosfolipase; IL-1p : interleucina-1 beta; TNF-a.: Fator de necrose tumoral alfa; LPS: lipolissacarideo

* bergenina comercial
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Tabela 2. Distribuicdo de bergenina em espécies de plantas de familias diferentes relatadas na literatura.

Referéncias

Familia Espécies
Apocynaceae Trachelospermum jasminoides (Lindl.) Lem. JING et al., 2012.
Astilbe chinensis Maxim. ex Knoll* CHEN et al., 2004.
Astilbe thunbergii Mig.: KIMURA, SUMI\;S&I-.H e SAKANAKA,
Astilboides tabularis (Hemsl.) Engler 2 JIN et al., 2011.
Astilbe rivularis Buch.-Ham. 2 RAJBHANDARI et al., 2011.
Bergenia ligulata (wall.) Engl.* CHAUHAN, SINGH e AGRAWAL, 2000.
Bergenia purpurascens Engl.! CHEN et al., 2004.
Bergenia crassifolia (L.) Fritsch 2 SUN et al., 2010.
Bergenia cordifolia (Haw.) Sternb. 2 ROSELLI, LENTIZN(;fZHABTEMARIAM’
Saxifragaceae Bergenia stracheyi (Hook. f. & thomson) engl.* NAZIR et al., 2007.
CUl, 2011.

Bergenia scopulosa T. P. Wang 2
Boykinia lycoctonifolia Engl.t
Bergenia ciliata (Haw.) Sternb. 2
Peltiphyllum peltatum (Torr. ex Benth.) Engl. 2
Peltoboykinia watanabei (Yatabe) Hara!
Rodgersia sambucifolia Hemsl 2
Rodgersia aesculifolia Batal 2
Saxifraga stolonifera W. Curtis!

Saxifraga melanocentra Franch.!

IZAWA, NAGAI e INOUE, 1973.
DHARMENDER et al., 2010
HABTEMARIAM e COWLEY, 2012
1IZAWA, NAGAI e INOUE, 1973
DENG et al., 2010
CAl et al., 2009
TANEYAMA et al., 1983.
ZUO et al., 2005.

Flueggea virosa (willd.) Voigt*
Flogged microcarpa Blume!
Mallotus japonicus Mull. Arg.!
Mallotus repandus (Rottler) Muill. Arg.*
Mallotus anisopodus (Gagnep.) Airy Shaw.*
Mallotus philippinensis Muell.?

Euphorbiaceae

Phyllanthus wightianus Mull. Arg.?

Securinega melanthesoides (F. Muell.) Airy Shaw*

NYASSE et al., 2004.
GOEL et al., 1997.

ZHANG et al., 2003.
TOMIZAWA, ASUKE e SUGURO, 1976.
MINH et al., 2009.

NGUYEN et al., 2010.

PRIYA et al., 2011.

SCHUTZ et al., 1998.

Ardisia crenata Sims?
Ardisia crispa (Thunb.) A. de Candolle.?
Myrsinaceae Ardisia japonica Blume?!
Ardisia pusilla A. de Candolle.

Ardisia mamillata Hance?
Ardisia crenata Sims?

DENG et al., 2010.
ZHANG et al., 2010.
LI et al., 2005.
Kobayashi e Mejia, 2005.

NEWELL et al., 2010

Vateria indica c.F. Gaertn.*

Vatica pauciflora Blume.!

Dipterocarpaceae
Vatica mangachpoi Blanco?

Hopea utilis (Bedd.) Bole*

Hopea sangal Korth?

Dryobalanops aromatica C. F. Gaertn.?

Vatica bantamensis (Hassk.) Benth. & Hook.ex Mig?

MISHIMA et al., 2003.
ITO et al., 2003.
ITO et al., 2012.

SONG et al., 2012.

TANAKA et al., 2001.

NASSER et al., 2009.
WIBOWO et al., 2011.

Continuacéao
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Hamamelidaceae

Corylopsis willmottiae Rehder & E.H.Wilson?

Ll etal., 2011.

Humiriaceae

Sacoglottis gabonensis Urb.!
Humiria balsamifera Aubl.*

Endopleura uchi Huber Cuatrec.?

OGAN, 1971, MADUKA e OKOYE, 2006
CALDAS et al., 2002

NUNOMURA et al., 2009.

Crassulaceae

Crassula L cv. ‘Himaturi’t

Rhodiola kirilowii (Reg.) Reg*

LEE et al., 2005.
ZHANG, WANG e ZHANG, 1991.

Fabaceae

Peltophorum africanum Sond.*

BESSONG et al., 2005.

Sapindaceae

Allophylus edulis var. edulis®

Allophylus edulis var. gracilis®

HOFFMANN et al., 1992.

Leguminosae

Pentaclethra macrophylla Benth.!
Caesalpinia digyna Rottl.?
Caesalpinia decapetala (Roth) Alston?

Cenostigma macrophyllum Tul.?

GABRIEL et al., 2005.
SRINIVASAN et al., 2007.
WEI et al., 2013
ALVES et al., 2012

Capprifoliaceae

Viburnum nervosum Hook?

TIWARI e KHOSA, 2012

Compositae

Tridax procumbens L.2

JACHAK et al., 2011.

Connaraceae

Connarus monocarpus*

AIYAR et al., 1964.

Convolvulaceae

Rivea hypocrateriformis (Lam.) Choisy?

ZARRAMUD et al., 2011.

Moraceae Ficus racemosa Linn.* Ll et al., 2004.
Ericaceae Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng.? OLENNIKOV e CHEKHIROVA, 2013.
Proteaceae Helicia nilagirica Bedd? WU etal., 2010.
Ranunculaceae Cimicifuga foetida L.2 Ll etal., 2011.
Rosaceae Aruncus sylvester Kostel. ex Maxim.? ZHANG, ZHENG e LEI, 2010.
i Cissus assamica (M.A. Lawson) Craib? XIE et al., 2009.
Vitaceae ]
Cissus pteroclada Hayata? CHl et al., 2010

1(RASTOGI E RAWAT, 2008), 2 Revisdo de 2009-2010.

2.6 Triterpenos

Terpendides sdo metabdlitos secundarios que compdem o maior grupo de
produtos naturais, com mais de 20.000 membros conhecidos e podem ser
classificados de acordo com o nimero de unidade de isoprenos (Cs) presentes em
sua estrutura, subdividindo-se em hemiterpernos (Cs), monoterpenos (Cio),
sesquiterpeno (Cis), diterpenos (C20), sesterterpenos (Cgzs), triterpenos (Cso) e
tetraterpenos (Cao) (WANG, 2010; DEWICK, 2002).

Os triterpenos abrangem uma diversidade de grupos com estruturas aliciclicas
complexas contendo trinta carbonos (Cso) e podem ser encontrados em vegetais e
também em animais, desenvolvendo varias fun¢des importantes, como constituintes
da membrana (esteroides em células eucariotas, hopanoides em células
procariotas), como hormoénios (esteroides em plantas e animais), e como compostos

de defesa (triterpenoides pentaciclicos nas plantas).
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Duas vias sao descritas para a formacao dos triterpenos, a primeira sendo a
via do mevalonato (BROWN, 1998), e a segunda pela via da desoxixilulose
(ROHMER et al., 1993). Porém, alguns estudos experimentais afirmam que os
triterpenos séo provenientes da via do mevalonato (FLORES-SANCHEZ, 2002).

A biossintese desses compostos ocorre pela juncdo cauda-cauda de duas
moléculas de pirofosfato de farnesila (FPP, Cis) produzindo o esqualeno
considerado o precursor natural de triterpenos. Nessa reacdo, é utilizado um
catalisador conhecido como esqualeno sintase que catalisa uma série de rearranjos
cationicos complexos com a finalidade de unir os dois carbonos C-1 dos grupos
farnesil. O esqualeno produzido sofre entdo uma reacdo catalisada por uma
flavoproteina produzindo um intermediario conhecido como 2,3-6xido de esqualeno
que é ciclizado pelo Oxido esqualeno ciclase, através de varias migracdes
concertadas do tipo Wagner-Meerwein de metilas e hidretos, através de uma reacdo
de protonacéo inicia (Esquema 1). O tipo de ciclizacdo € um passo importante para a
formacéo dos produtos biossintéticos, pois definem a estrutura do triterpeno (SAWAI
e SAITO, 2011; DEWICK, 2002; CROTEAU, KUTCHA e LEWIS, 2000). Animais e
fungos apresentam apenas um tipo de 6xido esqualeno ciclase (lanosterol sintase),
para a biossintese de esterdis. Porém, em plantas além de encontrada o tipo
lanosterol sintase, também apresenta a cicloartenol sintase e varios outros tipos,
favorecendo a formacdo de mais de 100 tipos de esqueletos de triterpenos
encontrados na plantas (SAWAI e SAITO, 2011).
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FPP

‘ esqualeno sintase
W
PPO

cation alilico
‘ adicdo eletrofilica gerando carbocation terceario

com formagao do

perda de hidrogénio o
anel ciclopropano

Wagner-Meernwein
1,3-alquil

%*)[ \}% Tk bf N

(NADPH)

esqualeno epoxido de esqualeno

Esquema 1. Formag&o do precursor dos triterpenos. (DEWICK, 2002)

A conformacdo inicial do O6xido de esqualeno define a ciclizacdo e
consequentemente os tipos de intermediarios que vao gerar diferentes esqueletos. A
configuracdo cadeira-bote-cadeira-bote formara o cation protosteril que sofrera
migracfes 1,2 de hidreto do tipo Wagner-Meerwein para produzir um novo cation,
seguido de outra migracédo 1,2 de hidreto, e pela perda de um hidrogénio formar o
lanosterol, que é um triterpeno precursor do colesterol e outros esterdis, tipico de
animais. Em plantas o intermediario produzido é o cicloartenol. Outro tipo de enzima
ciclase favorece a conformacdo cadeira-cadeira-cadeira-bote que produz como
intermediario o cation damarenil, que apresenta uma estereoquimica diferente do
cation protosteril. As sequencias dos rearranjos de Wagner-Meerwein dao origem
outros cétions intermediarios que produzem uma diversa variedade de triterpenos
(Esquema 2) (SAWAI e SAITO, 2011; DEWICK, 2002).



19

sequencia de migragbes
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Esquema 2. Biossintese de alguns triterpenos (DEWICK, 2002).
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A biossintese do triterpeno conhecido como friedelina (Esquema 3), faz parte
de um caso especial no processo de formacdao, pois é considerado um produto tardio
devido as sequencias longas de rearranjos de 1,2 de hidretos e 1,2 de metila, ou
seja, apresenta 0 maximo possivel de intermediarios catibnicos, em comparacao
com os demais triterpenos. Cerca de 10 intermediarios estdo presentes na formacao
da friedelina, pois a carga positiva percorre toda estrutura até voltar para o anel A,
onde ocorre a desprotonacao do grupo hidroxila. Estudos revelam que a friedelina é
0 Unico triterpeno cetbnico formado diretamente pela ciclizacdo inicial do 6xido de
esqualeno (WANG, et al., 2010).

O triterpeno friedelina é conhecido por sua atividade anti-inflamatoria testado
na dosagem de 40 mg/kg, através do teste de edema de orelha induzido por 6leo de
croton e edema de pata induzido por carragenina, que apresentou na fase aguda da
inflamagcdo um maximo de inibicdo de 52,5 e 68,7 % respectivamente. Na mesma
dosagem a friedelina apresentou significante reducdo de 36,8 % da formacao de
tecido granuloma induzido por “pellet” de algodao. No teste de artrite induzida por
adjuvante a friedelina foi capaz de inibir 54,5 % da espessura da pata e também
inibiu a permeabilidade vascular induzida por acido acético em ratos. A atividade
analgésica foi observada através da resposta de constricdo abdominal induzida por
acido acético e também pela resposta de laténcia induzida por formalina.
(ANTONISAMY, DURAIPANDIYAN e IGNACIMUTHU, 2011). A friedelina também
apresentou atividade antifingica contra Trichophyton rubrum (296) (MIC = 62,5
pg/mL), Curvularia lunata (MIC = 62,5 ug/mL) (DURAIPANDIYAN, GNANASEKAR e
IGNACIMUTHU, 2010), além de apresentar atividade antimicrobiana in vivo frente S.
aureus, E. coli e frente ao fungo Aspergillus niger (SHIMIZU e TOMOO, 1994). Os
resultados descritos na literatura sugerem a friedelina como uma substancia com

potente atividade anti-inflamatdéria, analgésica e também antimicrobiana.
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Esquema 3. Biossintese da friedelina (7) (WANG, et al., 2010)

A bergenina e a friedelina, apesar de serem de classes diferentes, apresentam
importante atividade anti-inflamatoria, uma pela inibicio da COX-2 (mediador
inflamatoério) e a outra por diminuicdo de edema de pata em ratos induzido por
carragenina respectivamente, entre outras atividades biolégicas ja citadas
anteriormente. A presenca dessas substancias com essas caracteristicas biologicas

podem justificar o uso terapéutico pela populagéo.
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2.7 Compostos fendlicos e radicais livres

A classe de compostos denominados como fendlicos ou polifendis constitui
um dos mais numerosos e distribuidos grupos de substancias presentes como
metabolitos secundarios nas plantas. Nas plantas, os compostos fendlicos podem
apresentar variadas fungbes tais como fitoalexinas (mecanismo de defesa),
contribuintes para a pigmentacdo da planta, agentes de protecdo contra a luz UV,
antioxidantes, manter uma relacdo de simbiose com bactérias fixadoras de
nitrogénio dentre outras fungdes (NACZK e SHAHIDI, 2004).

Substéancias fendlicas sdo dessa forma definidas para indicar a presenca de
um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxilas, podendo ser substituidos e
encontrados de formas variadas, tais como &cidos carboxilicos, ésteres e
glicosideos, sollveis em agua, ou também na forma de grandes polimeros
insolaveis, ou seja, constitui um grupo quimicamente heterogéneo (TAIZ e ZEIGER,
2004; BRAVO, 1998). A explicacdo para a existéncia de aproximadamente 10.000
compostos fendlicos pode ser entendida do ponto de vista metabdlico, pois sdo
biossintetizados através de duas rotas metabdlicas béasicas: a rota do acido
chiquimico que tem como precursor a eritrose-4-fosfato e o fosfoenol piruvato (PEP),
e também sdo originadas pela rota do acetato através dos precursores acetil
coenzima A e sua forma ativada malonil coenzima A (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Nas plantas superiores a rota do acido chiquimico € mais significativa na
sintese de compostos fendlicos (Esquema 4), enquanto que em plantas inferiores,
fungos e bactérias a principal rota € a do acetato (Esquema 5).

A via do acido chiguimico ndo esta presente em animais, porém tem grande
importancia, pois através dessa rota séo sintetizados trés aminoacidos (fenilalanina,
tirosina e triptofano — que sdo essenciais a nutricdo humana). Outros compostos
obtidos por essa via sdo os acidos benzoicos, acidos cinamicos, lignanas, ligninas,
qguinonas, fenilpropenos, e cumarinas. Também € possivel produzir uma ampla
variedade de classes de compostos fendlicos pela combinagdo das duas rotas
formando flavonoides e suas subclasses (flavanas, flavanonas, flavondis, flavonas,
isoflavonas e antocianina), estilbenos, estirilpironas e taninos condensados. Ja pela
via do acetato sdo produzidas as tetraciclinas, antraquinonas, e antrandis (DEWICK,
2002; TAIZ e ZEIGER, 2004; NACZK e SHAHIDI, 2004).
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O interesse por essa classe de substancias é crescente devido as evidéncias
cientificas que sugerem a prevencdo de doencas através de uma dieta rica em
polifendis. Estudos experimentais em modelos animais confirmaram que a presenca
de fendlicos na dieta, limitam o desenvolvimento de céanceres, doencas
cardiovasculares, doengas neurodegenerativas, diabetes e osteoporose (SCALBERT
et al., 2005). Sdo muitas as propriedades atribuidas aos compostos fendlicos, mas o
grande interesse estad relacionado as suas propriedades antioxidantes, por
apresentarem habilidades redutoras ou sequestrante de radicais livres e quelantes
de metais de transicdo. Essa capacidade ocorre através da formacdo de
intermediarios relativamente estaveis, devido ao efeito de ressonancia caracteristico
de compostos que apresentam anéis aromaticos em sua estrutura (SOUSA et al.,
2007).

O organismo normalmente produz espécies reativas de oxigénio (ERO),
nitrogénio (ERN) e vérias outras espécies que fazem parte do metabolismo humano
e apresentam funcdes fisioldégicas. Em situacdes em que ocorre o aumento do nivel
dessas espécies reativas, o proprio organismo € capaz de produzir enzimas com a
finalidade de catalisar reacBes para inativar a acdo das espécies radicalares,
restabelecendo o equilibrio celular. Porém alguns fatores fisiolégicos podem interferir
no desempenho do organismo, provocando um desequilibrio entre o sistema pré e
antioxidante, favorecendo uma situacdo de estresse oxidativo, devido a
predominéncia das espécies reativas (radicais livres) que promovem processos de
envelhecimento, transformacdo e morte celular, consequentemente favorecendo a
incidéncia de processos patdogenos (HALLIWELL, 1994; VASCONCELOS et al.,
2007; ARUOMA, 1998). Considerando que substancias fenélicas podem atuar contra
essas espécies reativas através de varios mecanismos, como pelo processo de
sequestro de radicais livres pela inibicdo da etapa de iniciacdo ou de propagacao,
interrompendo o processo oxidativo, através da protecdo e regeneracdo de outros
oxidantes, e também atuando na quelacdo de ions metélicos (CIESLIK, GREDA e
ADAMUS, 2006; BRAVO, 1998; NACZK e SHAHIDIB, 2004), fica evidente a
importancia do estudo na analise da presenca desses compostos em plantas que
sdo amplamente utilizadas popularmente, bem como a avaliacdo da capacidade
antioxidante. Esses estudos podem servir como parametro para outros estudos de

atividade bioldgicas que apresentam relacdo com a atividade antioxidante.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver o estudo fitoquimico de Endopleura uchi Huber Cuatrecasas
(Humiriaceae) através da preparacdo de extratos, fracbes e isolamento dos
constituintes quimicos, monitorados por ensaios de atividade biologica e antioxidante

empregando sistemas "in vitro" e "in vivo”.

3.2 Objetivo Especificos

o Isolar os constituintes quimicos presentes nas cascas, folhas e galhos
de Endopleura uchi;

. Elucidar e identificar a estrutura das substancias isoladas através de
técnicas de RMN 1H, 13C mono e bidimensionais e EM;

o Realizar testes quimicos de atividade antioxidante por sequestro de
radicais livres (DPPH) e capacidade redutora de ferro (FRAP) dos
extratos e da bergenina;

. Realizar teste de atividade biologica in vivo: antitlcera e in vitro: anti-
inflamatoria (inibicdo de NO*);

. Quantificar a bergenina nos extratos das cascas, folhas e galhos de
Endopleura uchi em época de chuva e seca;

. Quantificar bergenina em amostras de Endopleura uchi comercial;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos

v" Moinho de facas: Marca desconhecida (CPPN/INPA).
v' Balanca analitica:

o Marca Adventurer OHAUS — Toledo, modelo AR2140, limite 210 g.
v/ Balanca semi-analitica:

o Marca Adventurer OHAUS — Toledo, modelo ARC120, limite 3100 g.
v' Evaporador Rotativo: Marca Fisatom 802, modelo 550.

o Lampada UV: Marca Spectroline, modelo CX-20, ultraviolet
fluorescence analysis cabinet. Onda longa (365 nm) e onda curta (254
nm) (CPPN/INPA).

v' Ultrassom: Marca Ultrasonic, modelo USC 1400.

v' Extrator tipo Soxhlet (CPPN/INPA).

v Liofilizador : Marca Christ, modelo ALPHA 2-4 LSC, Freeze
Dryers/Colling System, Série: 16547.

4.2 Tratamentos dos solventes

Os solventes utilizados nesse trabalho foram de grau técnico e previamente
destilados para extracbes e fracionamentos dos constituintes quimicos. Para
analises espectofotométricas foram utilizados metanol grau HPLC e agua tipo Milli-Q
e &cido trifluoroacético P.A.

4.3 Métodos cromatograficos

- Cromatografia em camada delgada (CCD e CCD-RP-18)

As analises cromatograficas em camada delgada foram realizadas em placas
prontas de 20 x 20 cm de silica gel 60 em aluminio de CCD (silica, MERCK, Fz2s4) ou
cromatoplacas de CCD-RP-18 (fase reversa, MERCK, F2s4). Com auxilio de um
capilar de 2 pL os extratos devidamente solubilizados foram aplicados. Em seguida

as amostras foram eluidas em uma cuba previamente saturada com o sistema de
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solventes pré-determinados. Para visualizagdo dos compostos presentes, as placas
foram reveladas por iluminag&o com luz UV no comprimento de onda em 254 e 366
nm, com vapores de iodo e borrifadas com o revelador universal anisaldeido
(WAGNER, et al., 1984). Para revelacdo de classes de substancias especificas foi
utilizado NP-PEG (difenilaminoborato-polietilenoglicol) (WAGNER, et al., 1984).
Para flavonoides, DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) para antioxidantes, FeCls para

fendlicos e Dragendorff para presenca de alcaloides (MATOS, 1997).

- Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

As andlises em CCDP foram realizadas em cromatoplacas de vidro de 20 x 20
cm e espessura de face de 1,5 mm. A preparacdo das placas consistia em utilizar
60g de silica de gel 60 com gesso (MERCK, PF 2s1) seguida de sua
homogeneizacdo com 150 mL de &gua destilada. Posteriormente a mistura foi
aplicada uniformemente sobre as placas. Ap0s a evaporacdo da agua em

temperatura ambiente, as placas foram ativadas a 80 °C por duas horas.

4.4 Métodos espectrométricos

Espectrometria de massas de alta resolucao

A andlise espectrométrica foi realizada na USP de Ribeirdo Preto em
colaboracédo com o Dr. Norberto Peporine Lopes e do especialista em massas José
Carlos Tomaz, utilizando um Espectrometro de Massa de Alta Resolucdo, marca
Bruker Daltonics, modelo Il - ESI-TOF Mass Spectrometer, fluxo de 180 pl/h,
utilizando metanol grau HPLC como fase mdvel para solubilizacdo. Foi necesséria a
calibragao interna com uma solucdo de NA-TFA a 10 mg / ml (TOF) antes de realizar
as analises. Condicdes do equipamento: end Plate: 500 volts; capillary: 4500 volts;
capillary exit: 70 volts; skimmer 1: 40.7 volts; skimmer 2: 23 Volts; transfer: 80us;

com detecgdo no modo positivo.
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4.5 Método espectroscépico

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono
foram obtidos de um espectrobmetro da marca Varian modelo INOVA 500 de 11,7 T,
operando na frequéncia de 500 MHz (RMN H) e 125 MHz (RMN 13C) utilizando
CDCls ou CDs3OD como solvente (Cambridge Isotope Laboratories Inc.), em

colaboracdo com o Centro de Biotecnologia da Amazénia (CBA).

4.6 Fitoquimica desenvolvida com Endopleura uchi

4.6.1 Coleta e identificacdo botanica da espécie

A coleta da espécie Endopleura uchi identificada a partir de exsicatas
depositadas no herbéario do INPA sob o nimero 210503 foi realizada na Reserva
Ducke do INPA, localizada no KM 26 da estrada AM 010, a coleta do material
vegetal no periodo de seca em 11 de outubro de 2010 (12 Coleta) e também no
periodo chuvoso em 16 de abril de 2011 (22 Coleta). As partes vegetais coletadas
foram cascas, galhos e folhas.

4.6.2 Secagem / moagem

O material foi transferido para estufa e permaneceu por 48 horas a
temperatura de 35°C para eliminacdo de umidade. ApOs esse procedimento, o
material vegetal seco foi separado, cortado e posteriormente moido em moinho de
facas (CPPN/INPA). A serragem resultante foi acondicionada em sacos plasticos e

posteriormente utilizada para a realizacao das extracoes.

4.6.3 Preparo dos extratos

Os extratos obtidos de cada procedimento foram filtrados e concentrados por
evaporacao rotatoria sob pressdo reduzida utilizando um banho de temperatura
controlada (40° C) e liofilizados. Posteriormente foram calculados os seus
rendimentos de extragdo. As extragdes foram realizadas com o material vegetal de

Endopleura uchi (cascas, galhos e folhas) das duas coletas.
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Os teores de extrativos dos extratos metandlicos, aquosos e etandlicos

obtidos foram determinados conforme a férmula abaixo:

Teor de extrativo (%) = massa do extrato (g) x 100 (Equacéo 1)
massa da serragem inicial(g)

4.6.4 Extrato em metanol

Com a finalidade de extrair os constituintes quimicos da espécie, a serragem
foi transferida para cartuchos de papel filtro e entdo submetida a extracdo em
aparelhagem tipo soxhlet, utilizando metanol como solvente extrator renovando-se 0

solvente a cada 6h, totalizando 18 horas de extragéo.

Tabela 3. Rendimento dos extratos metandlicos de Endopleura uchi

12 Coleta 22 Coleta
Parte vegetal Cadigo Amostra (g) Rend. (%) Amostra (g) Rend. (%)
Casca CEMe 14,0 13,5 12,4 13,7
Galho GEMe 251 13,8 11,5 12,7
Folha FEMe 30,1 16,6 14,5 16,0

4.6.5 Extrato aquoso

Os extratos aquosos foram obtidos pela extracdo do material vegetal por
decoccéo conforme o uso popular. Foram utilizados 30 g do material que foram
extraidos em 500 mL de &agua destilada até atingir seu ponto de ebulicdo e

mantendo o aquecimento por 5 minutos.

Tabela 4. Rendimento dos extratos aquosos de Endopleura uchi

12 Coleta 22 Coleta
Parte vegetal Cédigo Amostra (g) Rend. (%) Amostra(g) Rend. (%)
Casca CEA 3,2 10,6 3,0 9,9
Galho GEA 3,0 10,1 2,8 9,3

Folha FEA 4,8 15,9 4,3 14,1
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4.6.6 Extrato em etanol

O material vegetal também foi submetido a extracéo a frio em etanol absoluto.
40 g de serragem foram imersa em 400 mL de etanol e extraida por trés vezes no
ultrassom por 15 minutos cada. Ao fim das extragcdes no ultrassom, a serragem foi

entdo extraida por maceracao durante um dia.

Tabela 5. Rendimento dos extratos etanélicos de Endopleura uchi

12 Coleta 22 Coleta
Parte vegetal Cadigo Amostra (g) Rend. (%) Amostra (g) Rend. (%)
Casca CEE 2,4 6,0 3,2 8,0
Galho GEE 2,2 6,0 2,7 6,8
Folha FEE 5,6 14,0 4,6 12,0

4.6.7 Particdo liquido-liquido dos extratos metandlicos

Os extratos metandlicos obtidos foram submetidos a um pré-fracionamento
por particdo liquido-liquido com grau crescente de polaridade por trés vezes cada,
iniciando com hexano, seguida da particdo com cloroférmio e acetato de etila, com a
finalidade de separar metabdlitos secundarios através de suas polaridades (Figura
7).

Extrato
metanolico

Fragao
hidroalcodlica

Fracao Fracédo
cloroférmica acetato de etila
’E_steréides Flavonoides
Acido graxos glicosilados

Fracao hexanica

Terpenos . s
Acetofenona Lignanas S G
Flavonoides Flavonoides Taninos Carboidratos
metoxilados Xantonas
Sesquiterpenos Ac. Triterpenicos
Lactonas Saponinas
Triterpenos Compostos fendlicos

Cumarinas

Figura 7. Fracionamento liquido-liquido dos extratos metandlicos (YUNES e CALIXTO, 2001)
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O extrato metandlico bruto foi solubilizado em uma mistura de metanol/agua
(9:1) e transferido para um funil de separacdo. Em seguida a fracdo hidroalcodlica
foi particionada por 3 vezes com hexano (1:1- v/v), obtendo-se uma fracdo hexanica.
A frac&o hidroalcodlica foi adicionado um volume de agua até atingir a proporcéao 7:3
(MeOH/H20), logo em seguida foi feito 0 mesmo procedimento, utilizando dessa vez
o cloroférmio como solvente de média polaridade e obtido a fragéo cloroférmica. Por
altimo, o volume foi novamente ajustado adicionando-se uma quantidade de agua
até atingir a proporgdo 1:1 (MeOH/H20) e particionado com acetado de etila,

resultando na fragdo acetato de etila e também na fracdo hidroalcodlica (Tabela 6).

Tabela 6. Rendimentos das parti¢des liquido-liquido dos extratos metandlicos da época de chuva.

12 Coleta
CEMe-1:14,0¢9 GEMe-1: 9,89 FEMe-1:10,0 g
Fracdes Massa(g) Rend. (%) Massa(Q) Rend. (%) Massa (g) Rend. (%)
Hexano 0,3 1,9 0,2 2,0 0,5 5,6
Cloroférmio 1,1 7,2 1,1 11,2 1,2 12,9
Acetato de etila 2,5 16,8 1,6 16,3 1,7 17,3
Hidroalcodlica 9,9 66,2 49 50,0 6.4 64,0

4.6.8 Separacdo cromatografica

4.6.8.1 Fracionamento da fase acetato de etila dos extratos metandélico de

Endopleura uchi

As fracBes obtidas da particdo liquido-liquido foram analisadas em CCD e
comparadas com o padrdo de bergenina isolada de um projeto de PIBIC dentro do
nosso grupo de pesquisa. Foi observado que a bergenina apresentava uma mancha
de cor mais intensa nas frac6es acetato de etila ao ser revelado em anisaldeido. Ao
ser analisada a solubilidade do padrdo de bergenina, verificou-se pouca afinidade
com acetona. Entdo foi adicionado acetona a fragdo acetado de etila da casca,
resultando em um material precipitado que foi separado por filtragem em papel de
filtro, lavado continuamente com acetona e posteriormente seco. A analise do
precipitado em CCD em comparacdo com o padrédo evidenciou a presenca de
poucas impurezas. O precipitado foi entdo submetido a um fracionamento

cromatografico utilizando como fase estacionaria silica gel 60 (0,063 — 0,2 mm; ¢ x h
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= 3,3 x 34,5 cm) e como fase mével o sistema isocratico CHCIls/MeOH (7:3, 300 mL)
monitorada por CCD, resultando em 4 fra¢des, dais quais os cristais das fracdes 2 e
3 apresentaram o mesmo RF e consequentemente reunidas e designadas como
UCB-1 (840,1 mg). (Esquema 6). O mesmo procedimento foi realizado com as
fracOes acetato de etila dos galhos e folhas de Endopleura uchi, sendo obtido os

mesmos cristais designados como UGB-1 (550,0 mg) e UFB-1 (592,5 mg).

CEM-1-AcOEt
(A)
(2509)
| _— Lavagem com acetona
Precipitado
| _— Filtragdo
Cristais impuros
(1,28 9)
Coluna em silica gel
—>  Gradiente: CHCI,/MeOH (7:3)
Recolhidas 4 fra¢Ges
Fracdo 1 Fracdo 2 Fracédo 3 Fracado 4
(145,6 mg) (462,0 mg) (378,1 mg) (220,7 mg)

UCB-1

Bergenina (1)



GEM-1-AcOEt
B
(B) (169)
| _— Lavagem com acetona
Precipitado
| _— Filtracdo
Cristais impuros
(729,4 mg)

Coluna em silica gel
—>  Gradiente: CHCL,/MeOH (7:3)

Recolhidas 4 fracdes

Fracdo 1 Fracdo 2 Fracdo 3 Fracédo 4
(75,6 mg) (352,7 mg) (197,3 mg) (33,5 mg)

UGB-1

Bergenina (1)
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c FEM-1-AcOEt
©) 1.79)
| _— Lavagem com acetona
Precipitado
| _— Filtracdo
Cristais impuros
(838,0 mg)

Coluna em silica gel
——>  Gradiente: CHCI,/MeOH (7:3)

Recolhidas 4 fracdes

Fr. 1 Fracéo 2 Fracéo 3 Fracéo 4
(120,8 mg) (410,2 mg) (182,3 mg) (81,4 mq)

UFB-1

Bergenina (1)

Esquema 6. Processo de separacdo cromatografica dos cristais impuros obtidos da fragdo em acetado de

etila do extrato metandlico das cascas (A), galhos (B) e folhas (C) dos de Endopleura uchi.
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4.6.8.2 Fracionamento das fracdes hexanicas dos extratos em metanol dos
galhos e folhas de Endopleura uchi

A fracdo hexanica dos galhos (GEM-1-Hex = 200 mg) foi recristalizada em
acetona e posteriormente submetida a lavagem com acetona e foram obtidos 47 mg
de cristais impuro. Esse material posteriormente foi submetido ao processo de
separacdo em coluna de flash (40 — 63 um) e eluida em Hexano / CHCIs (7:3),
Hexano / CHCIs (1:1), Hexano / CHCIs (3:7) e CHCIs 100 %. Foram obtidas um total
36 fracdes que foram analisadas em CCD e reunidas em outras 16 subfracdes. A
subfracdo 5 (6,8 mg) apresentou-se como um material cristalino que apos analises
dos dados espectroscopicos foi identificada como sendo um triterpeno conhecido
como friedelina (7). O mesmo procedimento foi realizado com a fragdo hexanica das
folhas (FEM-1-Hex = 500 mg) (Esquema 7)

(A) GEM-1-Hex
(200 mg)

Recristalizagdo com acetona

Cristais impuros
(47,0 mg)

Coluna em silica flash
Gradiente: Hexano/CHCI3 (7:3)

Hexemo/CHCI3 (1:1)
Hexano/CHCI, (3:7)

36 fracdes CHCI, (100%)
GFr.1(1) GFr. 2 (2-3) GFr. 3 (4-6) GFr. 4 (7-9)  GFr.5(10-13) GFr. 6 (14) GFr. 7 (15-18)

(3,2 ma) (0,6 ma) (0,8 ma) (1,0 ma) (6,8 ma) (1,1 ma) (3,7 mq)

O

)?

Friedelina (7)



FEM-1-Hex

(B)
(500 mg)
Recristalizagdo com acetona
Cristais impuros
(44,0 mg)
Coluna em silica flash
Gradiente: HeXanO/CHCI3 (73)
Hexano/CHCI, (1:1)
Hexano/CHCI, (3:7)
CHCI, (100%)
58 fracdes
FFr. 1 (1-4) FFr. 2 (5-8) FFr. 3 (9-21) FFr. 4 (22-28) FFr. 5 (29-42)
(4,1 ma) (0,4 ma) (17,5 ma) (2,6 ma) (5,6 mq)

Friedelina (7)

Esquema 7. Separacao cromatografica da fragdo cloroformica dos galhos (A) e folhas (B) de

Endopleura uchi.
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4.9 Quantificacdo de bergenina nos extratos de Endopleura uchi por
Cromatografica Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

4.9.1 Sistema cromatografico

A quantificagdo da bergenina nos extratos foi realizada em um cromatégrafo liquido
da marca SHIMADZU Prominence LC-20A, equipado de uma bomba quaternaria LC-
10AT Vp, com um injetor automatico SIL-20A, detector UV-Vis-DAD SPD-M20A e
software LC Solutions.

4.9.2 Método em modo reverso

O método foi desenvolvido em modo reverso utilizando coluna LiChrospher
100 RP-18e, com particulas de tamanho de 5 pm, 250 mm de comprimento e 4,0
mm de didametro interno. Como fase moével foi empregado metanol grau HPLC e
solucéo de trifluoroacético (TFA) pH = 2,0 na propor¢ao 2:8 (MeOH/TFA). O volume
de injecéao foi de 50 pL.

4.9.3 Preparacdo da curva analitica padréo de bergenina

A quantificacdo dos extratos foi realizada pelo método de padrdo externo
utilizando bergenina como padrdo. As curvas analiticas foram construidas a partir de
solucdo-padrdo na concentracdo de 200 pg/mL sendo diluida até a concentracao de
6,25 pg/mL resultando em 6 concentracbes. O padrdo foi analisado nos
comprimentos de onda de 215, 254 e 272 nm e injetado em duplicata em trés dias
consecutivos (inter-day). A concentracdo do padrdo nos extratos foi calculada por
regressao linear através da equacéo da reta (y = ax + b; em que y € a area do pico,
X é a concentracdo em pg/mL) obtida da curva analitica resultante da plotagem da
média das areas versus a concentracdo do padrdo. O teor da bergenina nos extrato

foi calculado através da seguide equacao:

% bergenina = (cbe*tee)/cea), onde (Equacéo 2)
cbe = concentracdo de bergenina no extrato; tee = teor de extrativo do extrato; cea = concentracdo do extrato
analisado (250 pg/mL);
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4.9.4 Pré-tratamento dos extratos de Endopleura uchi

Os extratos metandlicos e aquosos foram submetidos a um pré-tratamento em
cartucho SEP-PAK Cis Cartridge. Para cada extrato foi preparado uma concentracao
de 5 mg/mL no sistema MeOH/TFA pH = 2,0 (1:1) sendo posteriormente submetido

ao pré-tratamento conforme Esquema 8.

Extrato (5mg/mL)
MeOH/TFA (1:1)

|
Sep-pakR-18  ____ 5 2mL do extrato

6 mL do sistema
MeOH/TFA (1:1)

Fracio 1 Sep-pak R-18

10 mL de MeOH 100 %

Analise em CLAE Fracao 2

Esquema 8. Pré-tratamento dos extratos para analise em CLAE.

As fracdes 1 e 2 obtidas de cada extrato foram analisadas em CCD-RP-18
utilizando como fase mével o sistema de eluicdo MeOH / H20 (6:4) juntamente com o
padrdo para a confirmacdo da presenca de bergenina. Apenas na fracdo para
analise em CLAE (fracdo 1) mostrou a presenca bergenina. A fracdo obtida de cada
extrato foi seca e preparada na concentracdo de 250 pg/mL, filtrada em filtro
Millipore de 0,2 um e analisada em duplicata, e quantificadas pelo método do padréo

externo.
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4.9.5 Pré-tratamento das amostras comerciais de Endopleura uchi

As amostras das cascas de Endopleura uchi comercial foram processadas e
peneiradas de forma que todas apresentassem a mesma granulometria para
comparagdo. Com base no pré-tratamento desenvolvido para o0s extratos de
Endopleura uchi, alguns passos foram acrescentados para otimizacdo e agilizacéo
do processo. Varios procedimentos de extracdo foram realizados utilizando
ultrassom, sendo testado a variacdo da proporcao do sistema de analise em CLAE
(MeOH / TFA pH =2), tempo e temperatura. A melhor condi¢cdo de extracédo foi no
sistema MeOH / TFA pH =2 (2:8), que é 0 mesmo sistema para analise do padrédo
em CLAE, com tempo de extracdo de 30 minutos a temperatura de 50 °C. A média
das massa dos extratos obtidos foi de 25,8 mg com teor de extrativos de 12,6 %. A
concentracdo para analise das amostras apds o pré-tratamento foi de 516,0 ug/mL.
Portanto, para o pré-tratamento das amostras comerciais, foram transferidos 200,0
mg da serragem para um eppendorf (2 mL) e acrescentou-se 1 mL da solucéo de
analise em CLAE (MeOH / TFA, pH = 2) na proporcao 2:8 e em seguida submetida a
extracdo em ultrassom nas condi¢Oes descrita anteriormente. Ao fim do processo de
extracdo as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a temperatura de 15 °C
em uma rotacdo de 20817 rcf. Em seguida 100 uL do extrato foi submetido ao pré-
tratamento utilizando cartucho SEP-PAK Cis Cartridge eluida no sistema MeOH/TFA
(2:8) até volume final de 5 mL. Por fim a amostra foi filtrada em filtro Millipore de 0,2
um e analisada em duplicata, e quantificadas pelo método do padréo externo

(Esquema 9).
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Amostra comercial
200 mg

1 mL solucdo
MeOH/TFA (2:8)

Extracao

(ultrassom)

Tempo: 30 minutos

Temperatura: 50 ° C

Centrifugacéo

Tempo: 20 minutos
Velocidade: 20817 rcf

Extrato liquido

100 pL de extrato liquido + 4900 pL de solugéo
MeOH/TFA (2:8)

Sep-pak R-18 _—
5 mL (Fragéo 1) Sep-pak R-18
\L 10 mL de MeOH 100 %
Andlise em CLAE Fracéo 2

Esquema 9. Processo de extracao e pré-tratamento das amostras comerciais de Endopleura uchi.
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4.10 Quantificagcado de fendlicos totais

Os antioxidantes séo utilizados no organismo, principalmente, para retardar
ou prevenir a oxidacdo do substrato envolvido nos processos oxidativos, impedindo
a formacgédo de radicais livres. Os antioxidantes apresentam tal propriedade por
constituirem uma estrutura fenolica (DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004). Visto
que a estrutura fendlica esta diretamente ligada a atividade antioxidante, foi
realizado preliminarmente ensaios quimicos de dosagem de fendlicos totais para a
realizacdo posterior dos testes de atividade antioxidante.

A quantificacdo de fendlicos totais nos extratos de Endopleura uchi foi
determinada através do método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (VELIOGLU
et al, 1998) que utiliza o 4cido galico como padréo de referéncia.

O método utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu, que consiste de mistura dos
acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o tungsténio
encontram-se no estado de oxidacdo 6+ porém, em presenca de agentes redutores,
como os compostos fenolicos, formam-se o molibdénio azul e o tungsténio azul
devido a mudanca de oxidacdo para 5+, (Figura 8) (NACZK & SHAHIDI, 2004,
IKAWA et al, 2003) onde sua intensidade é medida a 725 nm em um
espetrofotdmetro UV-Vis (Femto 800XI).

COOH CoO’ : COoO
2Mo ™" 2Mo™"
_Narco, T L Adpaa— dow®™| +2H
HO OH HO OH 0 || OH
Acido galico Folin-Ciocalteu Redugdo

Figura 8. Reacao de reducao do reagente Folin-Ceocalteu pelo acido galico.

Procedimentos:

oc Curva analitica do padrdo de &cido galico: Foi preparado &cido galico em
metanol (grau HPLC) na concentracdo de 1 mg/mL e entdo diluida sucessivamente

nas concentragcdes de 500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,62 pug/mL em triplicata.
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o« Amostras: para analise dos extratos/fracbes, as amostras foram
solubilizadas em metanol (grau HPLC) na concentragéao de 1,0 mg/mL.

« Reagentes: foi preparado uma solugéo aquosa (Milli-Q) de bicarbonato de
sédio (60 g/L) e do reagente Folin-Ciocalteau (diluido 10 vezes) em agua Milli-Q.

o« Metodologia: O ensaio consistiu em transferir 200 pL da amostra (acido
gdlico, extrato ou fragdo) para um frasco ambar e em seguida adicionar 1,5 mL do
reagente Folin-Ciocalteau. Apos 5 minutos, foi adicionado 1,5 mL de solucédo de
bicarbonato de sddio, e incubou-se a mistura por 90 minutos. ApGs o0 término da
reacdo, a absorbancia foi medida no comprimento de 725 nm em um
Espectofotobmetro UV/Vis (Femto 800XI). O branco é obtido com 3,0 mL de agua
milil-Q.

o« Quantificacdo do teor de fendlicos totais: As absorbancias obtidas das
amostras, foram interpoladas na curva analitica do padrdo de &cido gélico, e
calculou-se o teor de fendlicos totais inicialmente expressos em miligramas (mg) de
acido gélico por mL e em seguida levando em consideragdo a massa inicial (1 mg)
da amostra e seu rendimento, sendo o resultado expresso em mg Equivalente em
Acido Galico por grama de extrato seco (EAG mg/g de extrato seco). Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

4.11 Ensaios de atividade antioxidante

4.11.1 Pelo sequestro de radicais livres (DPPH)

Preliminarmente foi realizado o ensaio qualitativo em que as amostras apos
aplicadas em placas cromatograficas e eluidas em sistemas de solventes
apropriados, foram nebulizadas com DPPH em solu¢do metandlica (0,2 mg/mL) e
exposta a luz ultravioleta no comprimento de onda em 254 nm, onde foi identificado
a atividade conforme a intensidade da coloracdo amarela produzida e entdo a
amostra foi submetida ao experimento quantitativo.

O método fotométrico para avaliacdo da atividade antioxidante (MENSOR et
al., 2001) utiliza como fonte de radical livre o DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazila),
considerado estavel devido ao deslocamento de um elétron ndo compartilhado em

toda molécula. O deslocamento também confere a coloracdo violeta com um maximo
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de absor¢do em 517 nm. Quando a solucdo de DPPH (violeta) esta na presenca de
uma substancia capaz de doar um &tomo de hidrogénio (antioxidante), o radical
DPPH passa a sua forma reduzida, caracterizada pela perda da coloracdo violeta
para amarela. O ensaio quantitativo avalia a habilidade que uma substancia ou
mistura de substancias tem de sequestrar o radical livre estavel DPPH (Figura 9) que
€ observado através do descoramento das diluicdes da amostra de cor violeta,
podendo ser determinado a capacidade da amostra de sequestrar 50% de radicais
livres de DPPH, por meio da leitura das absorbancias a 518 nm. Os valores obtidos
sdo comparados com o padrao positivo quercetina (BRACA et al., 2002; CHOI et al.,
2002). O método por sequestro de radicais livres (DPPH) tem aplicacdo em
substancias de média e alta polaridade (KOLEVA et al., 2002).

. A
N —N NO| + AH —— N —N N,O
@ N0 @ N,O

2,2-difenil-picril-hidrazila

] 2 - Amarelo
(1 - violeta)

Figura 9. Reacéo entre o radical livie (DPPH) e o antioxidante.

Foi feito um ensaio preliminar para determinar a faixa de concentracdo dos
extratos para verificar a resposta linear da concentragcdo em fungcéo da absorbancia,
e consequentemente calcular a capacidade de sequestro de 50 % (CSso) dos
radicais livres. A partir das solucdes metandlicas das amostras preparadas
(concentracdo de 1 mg/mL), foram feitas duas diluicdes, uma de 0,1 e outra de 0,01
mg/mL que determinou uma faixa de trabalho. A partir desses resultados, as
amostras foram diluidas sucessivamente em metanol em diferentes concentracdes
resultando em um volume de 2,5 mL. O controle negativo foi preparado com 2,5 mL
de metanol e 1,0 mL de DPPH. A cada solugéo preparada (amostra/controle positivo
e negativo) foi adicionado 1,0 mL de solucdo de DPPH e apds o tempo 30 min de
incubacédo na auséncia de luz foi feita a leitura da absorbancia no comprimento de

onda a 518 nm. O branco das amostras é constituido com 2,5 mL da maior

concentracdo das amostras mais 1 mL de metanol. As absorbéancias obtidas foram
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convertidas em porcentagem da atividade antioxidante (AA%) usando a seguinte

formula:

AA% =100 - {[(AbSamostra - AbSbranco) X 100] /AbScontroIe}

Apbs obter os valores das AA% de cada uma das amostras analisadas, foi
construida uma curva onde a abscissa representa as concentracdes do extrato
testado e a coordenada representa a AA%. Resultando-se em uma equacéo da reta
linear, onde o valor de y equivale a 50% necessaria para sequestrar os radicais
livres de DPPH (CS50). Para esse ensaio preparou-se uma solu¢cdo metandlica de
DPPH na concentracdo de 0,2 mg / mL e utilizou-se quercetina como controle
positivo da atividade antioxidante, preparando-se solucbes em metanol nas

concentragfes de 1,25 a 20 pg/mL.
4.11.2 Pela capacidade redutora do Ferro (FRAP)

Outro ensaio que também pode ser empregado para determinar a atividade
antioxidante consiste na caracterizacdo de extratos preparados de forma
padronizada ou de substancias puras isoladas através de um ensaio denominado
FRAP (ferric reducing/antioxidant power assay). O método analisa a capacidade da
amostra em reduzir, em pH baixo, o complexo Fe3*-TPTZ (ferritripiridiltriazina) [2,4,6-
tri-(2-piridil)-1,3,5-triazina, CisHi2Ne, M.M. 312,33 g/mol] a ferroso-tripiridiltriazina
(Fe>*-TPTZ) por redutores, no caso, 0s antioxidantes presentes na amostra. A
formacdo do complexo Fe*>-TPTZ é observada pela intensa cor azul e pode ser
monitorado, a 593 nm, em um espectrofotdbmetro (Figura 10) (BENZIE e STRAIN,
1996; LUXIMON-RAMMA et al., 2002).

(j\r \(/(j antioxidante
_Fe m‘r
N -
|

g; Fe(uf
6

Fe(lll)(TPTZ), *8 Fe(ll)(TPTZ)2 *2
TPTZ + Fe* + e > Fe2*
(forma reduzida) (forma oxidada)

Figura 10. Reagédo de reducéo do complexo de Fe(lll) para Fe(ll).
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A determinacdo da reducdo dos ions Fe*3 para Fe*? pelas amostras é
calculada por meio da construcdo da curva analitica de sulfato ferroso nas
concentracbes de 125 a 2000 pM segundo procedimento descrito por Luximon-
Ramma (2002).

O reagente FRAP foi preparado fresco, sempre na propor¢ao de 1:1:10
misturando-se 2,5 mL de solucdo de TPTZ (2,4,6- tripiridil-1,3,5-triazina, 10 mM) e
2,5 mL de solucdo de cloreto férrico (20 mM) em 25,0 mL de solucdo tampéao de
acetato de sédio 0,25 M e de pH = 3,5.

Foram transferidos 100 pL da amostra na concentragdo de 1 mg / mL para um
frasco, adicionou-se 300 pL de &gua mili-Q, em seguida foi acrescentado 3,0 mL do
reagente FRAP e incubou-se por quatro minutos para a leitura da absorbancia no
comprimento de onda a 593 nm. O branco foi obtido com 400 pL de agua mili-Q com
3,0 mL de reagente FRAP. Os valores da concentracdo de Fe*? encontrados foram
obtidos por meio de regressao linear resultante da curva de calibracdo preparada
com sulfato ferroso. Os valores de FRAP foram expressos em mmol de Fe(ll) / mg

extrato seco.

4.12 Atividade da supressdo de o6xido nitrico produzido por macrofagos
murinos (J774)

O ensaio da atividade anti-inflamatoéria pelo método de supressao de Oxido
nitrico foi realizado na Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do
Amazonas sob coordenacao do Dr. Emerson Silva Lima com a finalidade de avaliar
a capacidade dos extratos e fracbes de Endopleura uchi em inibir a producéo de

oxido nitrico, um dos mediadores do processo da inflamacéao.

- Cultura de células

As células J774 macrofagos murinicos, foram obtidos do banco de células do
Rio de Janeiro. O meio foi cultivado a 37 °C em incubadora umidificada com 5 % de
CO2 em meio RPMI 1640 contendo 10 % de soro bovino fetal (FBS), 50 U / mL de
penicilina e 50 mg/mL de streptomycin (Invitrogen). Uma solucéo estoque de LPS foi
preparado na concentragdo de 1 mg / mL em PBS estéril [137.0 mM NacCl, 2.7 mM
KCl, 4.3 mM NazHPO4.7H20, 1.4 mM KH2POa4, pH 7.4] e estocada a — 20 °C. As
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amostras foram adicionadas ao meio de cultura antes do tratamento com LPS
(CHAUDHURY et al., 2006; GREEN et al., 1982).

- Medida da concentracao de nitrito

Apbs a pré-incubacgdo das células (1x108 células / mL) com as amostras em
diferentes concentragdes (2,5; 5,0; 10,0 e 25,0 ug / mL), as células foram incubadas
por 24 horas com o ativador de NO lipopolissacarido (LPS - 1 mg / mL), e também
foi preparado um controle negativo com LPS e um branco sem LPS, a 37 °C em
incubadora com 5% de CO2. Posteriormente ao periodo de incubacdo, 50 uL do
sobrenadante de cada poco foi transferido para uma nova placa e para
determinacdo da producdo de NO°, pelos macrofagos foi utilizado o método de
Griess (CHAUDHURY et al.,, 2006; GREEN et al., 1982). Em cada pogo foi
adicionado 50 uL do reagente de Griess | (sulfalamina 0,05%) e apds 5 minutos de
reagdo foi adicionado 50 pL do reagente de Griess Il (N-(1-naftill)-etilenodiamina
dicloridrato 0,05%) e realizou-se as leituras das absorbancias apds 5 minutos num
leitor de microplacas (DTX 800, Beckman) a 560 nm. As amostras foram analisadas
em triplicatas. A concentracdo de nitrito foi determinada a partir de uma curva
analitica de nitrito de sodio e os resultados foram expressos como sendo M NO /1 x

10% de células.

4.13 Ensaio antitlcera in vivo

O ensaio da atividade antitlcera (in vivo) foi realizado no Laboratério de
Farmacologia de Produtos Naturais da Escola Paulista de Medicina, da UNIFESP
em colaboracdo com o grupo do Prof. Antbnio José Lapa sob superfisdo da Dra.
Caden Souccar.

A principal forma de ingestdo do cha das cascas de Endopleura uchi é via oral,
portanto, faz-se necessario a realizagcdo de um método que avalie o efeito do cha
das diferentes partes vegetal (cascas, folhas e galhos) no sistema gastrico.

O modelo por estresse induzido a frio produz lesbées hemorragicas agudas da
mucosa gastrica, semelhantes as Ulceras induzidas por estresse no homem.

Segundo o procedimento de Lapa e colaboradores (2003), o teste (Figura 11) é



48

realizado em camundongos (1) que s&o previamente pesados e identificados. O
extrato vegetal, o controle positivo (carbenoxolone — 50 mg/Kg) ou o veiculo (agua
de torneira 5 mL/Kg) é administrado por via oral (2). Apos 1 hora dos tratamentos,
imobilizar os animais com fita crepe em um contensor e manté-los em camara fria (a
4 °C) por 2 horas (3) e em seguida os animais sdo sacrificados (4). Ap6s uma
microcirurgia o estdbmago é localizado e retirado (5). A superficie externa do
estbmago € lavado e seccionado ao longo da pequena curvatura. O conteudo
gastrico é desprezado e a mucosa é delicadamente lavada com agua destilada. Os
estbmagos sao mantidos em béquer contendo solugéo salina gelada, até a inspecéo
em estereoscopio (6). O ensaio permite contar o nUmero de Ulceras e medir 0 seu
tamanho, além de avaliar de forma semi-quantitativa, as lesbées da mucosa gastrica
gue antecedem a ulceracao, tais como cor, perda de pregas, petéquias, edemas,
hemorragias, muco e a propria Ulcera necrosada. Dessa forma o indice de leséo e o

numero de Ulceras sdo determinados.

Figura 11. Procedimento da atividade antitlcera in vivo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacdao e identificacdo das substancias isoladas de Endopleura uchi

5.1.1 Friedelina

A substancia obtida dos extratos hexanicos dos galhos (GFr.5) e folhas
(FFr.4) de Endopleura uchi, apresentou-se na forma de um sélido branco amorfo,
sendo positivo para o teste qualitatvo em CCD para Liebermann-Burchard
caracteristico de terpenos. Através da analise por espectrometria de massas por
elétron-spray (ESI-MS) em modo positivo, foi possivel determinar a formula
molecular do composto em CsoHs10 correspondente a m/z 427,23 [M+H] *. Os dados
por espectrometria de RMN *H e 3C relacionados com os dados por espectrometria
de massas em comparag¢do com as informacdes descritas na literatura (ALMEIDA et
al., 2011; AKIHISA et al.,, 1992) permitiram identificar um triterpeno, do tipo

friedelano, caracterizado como 3-oxo-fridelano (friedelina).

No espectro de RMN *H foi possivel observar um duplo duplo dubleto em 2,39
e 2,30 ppm, que foram atribuidos aos hidrogénios H-2 e também a presenca de um
quarteto em & 2,25 (Js23 = 6,5 Hz) correspondente ao hidrogénio H-4. Os
hidrogénios H-2 e H-4 sdo caracteristicos de posicao alfa ao grupo carbonila.
Analisando o espectro na regido acima de 3,00 ppm néo foi possivel verificar a
presenca de nenhum sinal, indicando dessa forma a auséncia de liga¢des duplas ou

ligacbes com hidroxilas, sugerindo que o esqueleto do terpeno fosse do tipo
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friedelano (Anexo 5). Outro indicativo desse tipo de esqueleto é a presenca de sinais
referentes a sete singletos atribuidos as metilas terciarias em ¢ 1,18 (H-28), 6 1,05
(H-27), & 1,01 (H-26), & 1,00 (H-29), & 0,96 (H-30), 5 0,89 (H-25) e & 0,73 (H-24) e
um dubleto em & 0,88 (J23-4 = 6,5) referente aos hidrogénios H-23 de uma metila

secundéaria (Figura 12). A identificacdo das oito metilas permitiu confirmar o

triterpeno como sendo da série friedelano.

H-23
(d; J=6,5H2)
1
H-27
H-28 H-29
H-30
H-26 H-24
H-25

I I I I I I
1.20 1.10 1.00 0.90 0.80 0.70

Figura 12. Ampliagéo na regiéo de & 0,70 a 1,2 do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD30OD) referentes
as metilas.

O espectro de RMN 3C evidenciou a presenca de trinta carbonos do
triterpeno, com sinais principais em & 213,5 caracteristico de um grupo cetona
atribuido ao carbono C-3, sinais caracteristicos de oito carbonos metilicos em § 7,1
(C-23), 6 15,0 (C-24), § 18,2 (C-25), 5 20,6 (C-26), 6 19,0 (C-27), & 32,4 (C-28),
32,1 (C-29) e 6 35,3 (C-30), juntamente com os onze carbonos metilénicos, quatro
carbonos metinicos e 6 carbonos nao hidrogenados (Figura 13). A existéncia de um
sinal com deslocamento anormalmente em campo baixo do carbono C-23, ou seja, a

protecdo do carbono, ocorre devido ao efeito de anisotropia pela presenca da
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carbonila no carbono C-3. Os deslocamentos relativamente desprotegidos
observados em & 41,8 e 58,5 foram atribuidos aos carbonos C-2 e C-4, devido a

presenca da carbonila.

C-26

C-29
C-23
- C-24
C-30 c.25
C-28
Cc-27
\
MWWWWMW gt KMWWWWWMWWMWWW
\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘
34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 8 6

Figura 13. Ampliagdo na regiéo de & 6,0 a 35,5 do espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDsOD).

Os dados obtidos das andlises dos espectros de 'H e 13C estdo listado na
Tabela 7 em comparacdo com aqueles da friedelina (ALMEIDA et al., 2011; AKIHISA
et al, 1992), o que permitiram propor para a substancia 7 (Pagina 11), a estrutura de

um triterpeno pentaciclico da série friedelano, conhecido como friedelina.



Tabela 7. Deslocamentos quimicos observados de RMN *H e 13C da substancia 7 (friedelina) em CDCls.
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Posicéo SH 8c Sn 12 &c? b
1,97 (m; H-1a), 1,96 (m; H-1a),
22,6 22,3
1 1,69 (dd; J = 13; 5, H-1b) 1,68 (dg; J = 13,0; 5,1;H-1b)
2,40 (ddd; J = 14; 5; 2; H-2a), 418 2,39 (ddd; J =13,7; 5,1; 1,9; H-2a), 4ls
2 2,30 (dd; 7,5; 13,5; 2H, H-2b) ' 2,29 (m; J = 13,8; 13,6; 6,5; H-2b) '
3 - 213,5 - 213,2
4 2,25 (q; 6,5; 3H, H-4) 58,5 2,24 (9; J=6,5; H-4) 58,2
5 - 42,4 - 42,1
1,76 (dd; J = 3; 16; 3H, H-6a), 1,75 (m; H-6a),
41,6 41,3
6 1,28 (m; H-6b) 1,27 (m; H-6b)
1,60 (m; H-7a), 1,59 (m; H-7a),
18,5 18,2
7 1,48 (m; H-7b) 1,47 (m; H-7b)
1,45 (m; H-8a), 1,44 (m; H-8a),
53,6 53,3
8 1,40 (m; H-8b 1,39 (m; H-8b)
- 37,8 - 37,5
10 1,56 (m; H-10) 59,8 1,55 (m; H-10) 59,5
11 1,39 (m; H-11) 35,9 1,38 (m; H-11) 35,6
12 1,36 (m; H-12) 30,8 1,35 (m; H-12) 30,5
13 - 40,0 - 39,7
14 - 38,6 - 38,3
1,48 (m; H-15a), 1,47 (m; H-15a),
331 32,8
15 1,28 (m; H-15b) 1,27 (m; H-15b)
1,55 (m; H-16a), 1,54 (m; H-16a);
36,3 36
16 1,37 (m; H-16b) 1,36 (m; H-16b)
17 - 30,3 - 30
18 1,57 (m; H-18) 43,1 1,56 (m; H-18) 42,8
19 1,38 (m; H-19) 35,7 1,37 (m; H-19) 35,4
20 - 28,5 - 28,2
21 1,50 (m; H-21) 32,7 1,49 (m; H-21) 32,4
22 1,49 (m; H-22) 39,6 1,48 (m; H-22) 39,3
23 0,88 (d; J = 6,5 Hz; H-23) 7,1 0,87 (d; J = 6,5 Hz; H-23) 6,8
24 0,73 (s; H-24) 15,0 0,73 (s; H-24) 14,7
25 0,89 (s; H-25) 18,2 0,88 (s; H-25) 17,9
26 1,01 (s; H-26) 20,6 1,01 (s; H-26) 20,3
27 1,05 (s; H-27) 19,0 1,05 (s; H-27) 18,7
28 1,18 (s; H-28) 32,4 1,18 (s; H-28) 32,1
29 1,00 (s; H-29) 32,1 1,00 (s; H-29) 31,8
30 0,96 (s; H-30) 35,3 0,95 (s; H-30) 35

LIALMEIDA et al., 2011; @ 500 MHz, CDCls; 2AKIHISA et al., 1992, ® 400 MHz, CDCls
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5.1.2 Bergenina

A substancia isolada a partir do fracionamento cromatogréafico da fracdo acetato
de etila das cascas (UCB-1), galhos (UGB-1) e folhas (UFB-1) de Endopleura uchi
apresentou-se como um solido cristalino branco. Os dados dos espectros de RMN
'H, experimentos mono e bidimensional, e '3C, cujos deslocamentos quimicos e
correlacdes sdo apresentados na Tabela 8, juntamente com os dados dos espectros
de massas foram comparados com dados da literatura (NUNOMURA et al., 2009,
NAZIR et al., 2011) que indicou tratar-se de uma substancia conhecida como
bergenina, caracterizada pela presenca de um anel aromético, um anel lacténico e
um anel do tipo glicopiranose. O mesmo composto foi isolado também das fracGes

acetato de etila dos galhos e folhas e Endopleura uchi.

16 CH,OH

O espectro de RMN de 13C mostrou a presenca de 14 carbonos e observou-se
sinais caracteristicos para a distingdo da estrutura. O deslocamento em &c 164,6
indica um sinal caracteristico de uma carbonila (C-2) de um grupo éster e um
deslocamento em &c 59,8 (C-15) indica um sinal caracteristico de uma metoxila
aromatica. A metoxila foi confirmada pela observacédo no espectro de RMN 'H da
presenca de um singleto com deslocamento em 61 3,91 com integracdo para trés
hidrogénios atribuido ao hidrogénio H-15 da metoxila. Como os carbonos em anéis
aromaticos geram deslocamentos quimicos entre 100 e 175, os deslocamentos de
carbonos obtidos em 6¢ 118,2 (C-3), oc 109,9 (C-4), éc 151,1 (C-5), oc 141,1 (C-6),

dc 148,2 (C-7) e d&c 116,0 (C-8) foram atribuidos aos seis carbonos aromaticos
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(Figura 14). Os maiores deslocamento desses carbonos séo atribuidos ao carbono
C-5 e C-7 pela presenca de hidroxilas e no carbono C-6 pela presenca da metoxila.
A presenca dos 6 sinais diferentes para cada carbono do anel indica uma estrutura
polissubstituida, sendo que cinco deles sédo carbonos do tipo ipso (carbono sem
hidrogénio), e um carbono (C-4) que devido a maior intensidade entre eles indica
que esta ligado a um hidrogénio. O deslocamento no espectro de RMN 'H em &H
7,08 com integracdo equivalente a um hidrogénio atribuido ao hidrogénio H-4
confirma a presencga de apenas um hidrogénio aromatico correspondente ao carbono
C-4.

H-4

I I
715 7.10 705

Figura 14. Ampliagdo na regido de & 109,9 a 151,1 do espectro de RMN de 3C (125 MHz) e ampliagdo
de espectro de RMN 'H (500 MHz, CD30D) na regido de & 7,15 a 7,05 da substancia 1 (bergenina).

A presencga de um carbono anomérico, proveniente do carbono redutor de um
acucar (Figura 15), geralmente indica deslocamento quimico em campo mais baixo
tanto para carbono entre 6c 100 e 6c 111, quanto para hidrogénio anomérico entre on
4,5 e o1 5,9 (WARASHINA, NAGATANI e NORO, 2006; IGNOATO et al., 2012),

devido as ligacdes carbindlica e também oximetinica.
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carbono anomeérico

H-\

Figura 15. a-D-glicopiranose

Os dados obtidos dos espectros de RMN de 'H e 3C do composto mostraram a
presenca de um dubleto em 61 4,95 (J = 10,0 Hz, d) com integracdo para um
hidrogénio correspondente ao H-9 e também a presenca do deslocamento em &c
73,1 correspondente ao carbono C-9, ambos foram atribuidos ao atomo anomérico
(Figura 16).

H-9 (d, J = 10,0 Hz)

I I I
5.20 5.00 4.80

Figura 16. Ampliacdo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CD30D) da regido de & 5,20 a 4,75
da substancia 1 (bergenina).
Ao comparar os valores dos deslocamentos do carbono anomérico do um anel
D-glicopiranose e do carbono anomérico (C-9) do composto estudado, observa-se

uma grande diferenca em torno de 27 unidades, provavelmente pela auséncia da
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ligacdo carbindlica, sugerindo que o anel seja condensado. A presenca da unidade
glicosidica é sugerida quando é observada a correlagio no HOMOCOSY em 3J do
sinal do hidrogénio anomérico H-9 com o hidrogénio H-14 em 61 4,06 (J = 10,0; 9,5
Hz, dd). A interacdo desses hidrogénios € confirmada pela mesma constante de
acoplamento com J = 10 Hz que indica uma configuracéo trans. O sinal de RMN 13C
com deslocamento em &c 61,5 (C-16) caracteristico de um carbono metilénico indica
gue a unidade glicosidica é derivada da glicose e ndo de outro tipo de glicosideo.
Outros sinais de carbono tipicos de um anel glicosidico sdo observados nos
deslocamentos em &c 70,7 (C-12), oc 74,4 (C-13), dc 80,2 (C-14) caracteristicos de
carbono carbindlico. O maior deslocamento entre esses carbonos atribuido ao
carbono C-14 sugere que o oxigénio da ligacao carbindlica esté ligado ao carbono da

carbonila (C-2) que indica o anel lacténico.

Figura 17. Deslocamentos quimicos de RMN *H 13C da regido glicosidica da substancia 1 (bergenina).

Na ampliacdo do espectro de RMN de 'H, além dos sinais do hidrogénio
anomerico (H-9), hidrogénio da metoxila (H-15) e também do anel aromatico (H-4)
citado anteriormente, também podemos destacar um duplo dubleto em &1 4,06 com
interacdo para um hidrogénio (J = 10,0; 9,5) atribuido ao H-14 que esta sobreposto a

outro duplo dubleto em 61 4,02 (J = 13,0; 3,0) integrado para um hidrogénio atribuido
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a um dos hidrogénios metilénicos correspondente ao hidrogénio H-16b. Observou-se
também um duplo dubleto em én 3,81 (J = 9,5; 8,5) cuja integral equivale a um
hidrogénio, foi atribuido ao H-13. Nos sinais em on4 3,69 e 3,68 atribuidos aos
hidrogénios H-11 e H-16a é possivel observar um multipleto complexo. Por fim, o
sinal em on 3,43 referente a um duplo dubleto com integracdo para um hidrogénio (J
=9,5; 8,5) foi designado ao hidrogénio H-12 (Figura 17).

A analise da ampliacdo do mapa de contorno COSY (Figura 20) das
correlagdes entre os hidrogénios (dispostos na Tabela 8 e demonstrados na Figura
18), confirmaram os acoplamentos (3J) entre os hidrogénios H-9 (3n 4,95) e H-14 (n
4,06), o hidrogénio H-14 (dx 4,06) com o H-13 (én 3,81), e 0 hidrogénio H-13 (ou
3,81) com o H-12 (dn 3,43). Observou-se também que o hidrogénio H-12 (dn 3,43)
apresenta acoplamento (4J) com o hidrogénio metilénico H-16a (6x 3,68)
provavelmente decorrente de uma conformacdo em W. O hidrogénio H-11 apresenta
acoplamento (3J) com os dois hidrogénios metilénicos H-16a e H-16b e estes por

conseguinte apresentam acoplamento germinal entre si (Figura 19).

Figura 18. Correlacdo de COSY dos hidrogénios referentes ao anel glicosidico da substancia 1

(bergenina).
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H-15 (OMe)
H-14
(dd, J = 10,0: 9,5 Hz)

H-13

HT H-16b (dd, J = 9,5; 8,5 Hz); H-11 e H-16a

(dd, J =13,0; 3,0 Hz)
» |
T | |
||
iR T

H-12
(dd, 3 =9,0; 8,5 Hz);

HT
uE

Figura 19. Ampliagéo da regido de & 4,1 a 3,2 do espectro de RMN de 'H da substancia 1 (bergenina). (500 MHz,
CDsOD).
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Figura 20. Ampliacdo do Mapa de contorno COSY dos hidrogénio referentes a unidade glicosidica da da

substancia 1 (bergenina).
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Tabela 8. Deslocamentos quimicos de RMN *H (500 MHz) e RMN 3C (125 MHz) da substancia 1 (bergenina)
em CD3OD.

C SH dc COSsY dn b2 dc 2P
2 164,6 - - 165,8
3 118,2 - - 119,5
4 7,08 (s, 1H, H-4) 109,9 - 7,09 (s, 1H, H-4); 111,1
5 1511 - - 152,4
6 1411 - - 1423
7 148,2 - - 149,5
8 116,0 - - 117,3
9 4,95 (d, 10, 1H, H-9) 73,1 4,06 4,94 (d, 10, 1H, H-9); 74,3
11 3,69 (m, 1H, H-11); 81,9 4,02 3,68 (m, 1H, H-11); 83,1
12 3,43 (dd, 8,5; 8,5, 1H, H-12); 70,7 3,68; 3,81 3,43 (dd, 9,5; 8,5, 1H, H-12); 71,9
13 3,81 (dd, 9,5; 8,5, 1H, H-13); 74,4 3,43 3,81 (dd, 9,5; 8,5, 1H, H-13); 75,7
14 4,06 (dd, 9,5; 10,0, 1H, H-14); 80,2 3,81; 4,95 4,07 (dd, 9,5; 10,0, 1H, H-14); 81,5
15 3,91 (s, 3H, OMe); 59,8 - 3,91 (s, 3H, OMe); 60,9
16 3,68 (m, 1H, H-16); 6L5 3,43; 4,02 3,68 (m, 1H, H-16); 62.7
4,02 (dd, 13,0; 3,0, 1H, H-16) 3,68; 3,69 4,03 (dd, 10,7; 2.5, 1H, H-16)

(* NUNOMURA et al., 2009; 2 CD3OD-d4; 500 MHz; 2 NAZIR et al., 2011; ® CD30D-d4, 125 MHz)

Todos os dados espectroscépicos obtidos dos espectros de RMN de 'H e 13C
da substancia 1 (Pagina 11) estdo em concordancia com os dados relatados na
literatura (NUNOMURA et al., 2009; NAZIR et al.,, 2011), e foi identificada como
sendo a substancia bergenina, um dos principais componentes presente na espécie
Endopleura uchi. A observacdo das diferencas de deslocamentos quimicos foram
atribuidas aos diferentes solventes utilizados para obtencéo dos espectros.

A confrmacdo da estrutura de bergenina identificada pelas analises
espectroscopicas foi realizada através da analise por espectrometria de massas por
eletron-spray de alta resolucdo (HR-ESI-MS) no qual foi possivel determinar a
férmula molecular de bergenina em Ci14Hi1609 (Figura 5). A estrutura de bergenina
apresenta em sua estrutura 9 oxigénios divididos em hidroxilas, metoxila e anel
lactbnico, favorecendo assim as reacdes de protonacdo [M + H]* e principalmente as
reacgOes catibnicas [M+Na]*, [M+K]* que sdo capazes de formar fortes complexos
devido a quelacdo dos ions por atomos de oxigénio que sao facilmente identificados
em analise de ESI/MS no modo positivo. Para obtencdo do espectro de MS a
amostra foi preparada em metanol (HPLC) na concentracdo de 1 mg/mL e filtrada

em membrana de 0,20 um. Foram realizadas andlises da bergenina utilizando 200
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uL de agua e também aligquotas de &cido para ajudar na protonacdo. Os resultados
experimentais obtidos foram comparados com a massa teorica calculada da
bergenina-adutos (H*, Na* e K%) decorrentes das reacfes catibnicas e de
protonacdo. A analise de bergenina com agua mostrou a presenca dos trés picos
esperados para os adutos (M+H*, M+ Na* e M+K*), e com pico mais intenso
atribuido ao aduto de sédio proveniente da prépria dgua. A razdo carga-massa
desses adutos foram submetidos a comparacao tedrica sendo analisado o erro
permitido que deve estar entre 0-10 ppm para substancias conhecidas. O calculo do

erro foi efetuado através da seguinte férmula:

% erro = Massa Tedrica — Massa Experimental x 106 (Equacéo 3)
Massa Teodrica

O erro obtido do espectro de massas de bergenina mostrou erros abaixo do
valor limite de 10,0 ppm, podendo ser considerado dados de confianca para a

confirmando da férmula molecular de bergenina.

Tabela 9. Erro dos adutos formados.

Adutos Massa tedrica Massa experimental % Erro (ppm)
C14H1609-H* 329,086009 329,08380 6,71253088
Ci14H1609-Na* 351,068053 351,06503 8,61086611
C14H1609-K* 367,041590 367,03839 8,71835804

A andlise de bergenina com aliquota de &cido acético mostrou
consequentemente o pico mais intenso em 329,0661 referente a molécula de
bergenina protonada [C14H1609-H*] € em menor intensidade o aduto de sédio (Anexo
4). Os picos em m/z 657,1626 e 679,1454 correspondem respectivamente aos
dimeros dos adutos [C14H1609-H*] e [C14H1609-Na*]. Foram observados a presenca
das fragmentagdes em m/z 311,0752, m/z 293,0635, m/z 275,0538 correspondentes
as perdas sucessivas de trés moléculas de agua, em m/z 251,0535 correspondente
a abertura do anel glicopiranose, em m/z 233,0428 produzido pela perda de uma
molécula de agua ou pela perda de 42 unidades (O=C=CH:2), e também a massa em
m/z 209,0444 correspondente a perda total do anel glicopiranose da molécula de

bergenina (Esquema 10).
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Esquema 10. Proposta para as principais fragmentacdes da bergenina.
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5.2 Quantificacao de bergenina em Endopleura uchi

A bergenina isolada das fracdes acetato de etila das cascas, galhos e folhas
de Endopleura uchi em grande quantidade, indica sua predominancia nessa espécie,
podendo ser considerada um dos marcadores quimico de Endopleura uchi.

A analise quantitativa de bergenina nos diferentes extratos de Endopleura
uchi teve como objetivo determinar a concentragdo dessa substancia nas diferentes
partes da planta, fazer uma analise quantitativa em amostras de cascas utilizadas
comercialmente, bem como comparar a eficiéncia de diferentes solventes na
extragdo e também aprimorar a validagdo do método de quantificagdo. A bergenina
isolada das fracbes acetato de etila e identificada conforme sessdo anterior,

apresentou um 6timo grau de pureza e foi utilizada como padréo.

5.2.1 Curva analitica do padrado bergenina

O método utilizado para a realizagdo da quantificacdo da bergenina nos
extratos de Endopleura uchi em CLAE foi baseado segundo Nunomura, et al., (2009)
que utiliza um sistema isocratico com 15 % de metanol em solugédo de TFA (pH =
2,0) em modo reverso com deteccdo UV de 215, 254 e 272 nm, sendo a bergenina
detectada no tempo de retencdo de 16 minutos na concentracdo de 1 mg / mL. Ao
tentar reproduzir o método, foi observado que o tempo de reten¢édo do padrao ocorria
em 23 minutos em uma andlise de 30 minutos. Entdo a propor¢do de metanol foi
aumentada para 20 % e obtido o tempo de retencdo de bergenina em torno de 11
minutos, resultando em um cromatograma semelhante ao apresentado pelo artigo
(Figura 21). Portanto, a analise das concentracées de bergenina para a construcao
da curva analitica foi desenvolvida no sistema isocratico metanol/TFA (pH =2,0) na
proporc¢ao 2:8.
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Figura 21. (A) método desenvolvido por Nunomura et al., (2009); (B) método desenvolvido neste trabalho.
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A quantificacdo de bergenina foi realizada pelo método de padrédo externo, a

partir da construcdo de uma curva analitica obtida pela injecdo do padrdo no

bY

intervalo de concentracdo entre 6,25 a 200 pg/mL em CLAE e analisada em

duplicata nos comprimentos de onda de 215, 254 e 272 nm e as médias das areas

obtidas estdo listadas nas Tabela 8-11. A andlise do espectro no UV de bergenina

apresentou maximo de absorcdo em 215 e 272 nm (Figura 22). Pelo fato do solvente

ter um méaximo de absor¢do em 213 nm, relativamente préximo ao méaximo em 215

nm, a quantificacdo de bergenina foi calculada com base nos cromatogramas

analisados apenas em 272 nm onde apresentou maior seletividade para o padréo.
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A precisao e a robustez foram avaliados pela injecdo em dias diferentes (inter-
day) e a variabilidade do método foi determinada por injecdo no mesmo dia (intra-
day), sendo avaliado como outro fator de precisdo das andlises o desvio padrdo e o

coeficiente de variancia (CV%) que apresentaram valores abaixo de 1 % (Tabela
10).

Tabela 10. Média das areas obtidas das andlises das diferentes concentragcdes do padrdo em trés dias
diferentes no comprimento de onda em 272 nm.

Conc. pg/mL Al A2 Média Desvio padréo CV%
200 13164020 13001021 13082521 115258 0,88
100 6477366 6473683 6475525 2604 0,04
50 3209008 3200573 3204791 5964 0,19
25 1594268 1589922 1592095 3073 0,19
12,5 790473 793051 791762 1823 0,23
6,25 395982 396859 396421 620 0,16
Conc. pg/mL Al A2 Média Desvio padréo CV%
200 13056730 12982834 13019782 52252 0,40
100 6479638 6505711 6492675 18436 0,28
50 3236936 3231909 3234423 3555 0,11
25 1614537 1614083 1614310 321 0,02
12,5 805777 804648 805213 798 0,10
6,25 400524 401605 401065 764 0,19
Conc. pg/mL Al A2 Média Desvio padréo CV%
200 13715637 13643306 13679472 51146 0,37
100 6870431 6823611 6847021 33107 0,48
50 3432479 3418474 3425477 9903 0,29
25 1710411 1711622 1711017 856 0,05
12,5 854100 854970 854535 615 0,07
6,25 427050 426797 426924 179 0,04

Para a construcdo da curva analitica as médias das areas resultantes das
analises das concentragdes do padrao obtidas em dias diferentes (inter-day) (Tabela
11) foram reunidas e também calculados os desvios padrdo e o coeficiente de
variancia para verificar a precisdo do método.
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Tabela 11. Areas das concentragdes obtidas das analises inter-day em 272 nm.

1° dia 2°dia 3°dia

Conc. pug/mL Al A2 Al A2 Al A2 Média DP CV%
200 13164020 13001021 13056730 12982834 13715637 13643306 13260591 331345 2,50

100 6477366 6473683 6479638 6505711 6870431 6823611 6605073 188336 2,85

50 3209008 3200573 3236936 3231909 3432479 3418474 3288230 107270 3,26

25 1594268 1589922 1614537 1614083 1710411 1711622 1639141 56573 3,45

12,5 790473 793051 805777 804648 854100 854970 817170 29576 3,62
6,25 395982 396859 400524 401605 427050 426797 408136 14707 3,60

A curva analitica obtida por regresséo linear do grafico das médias das areas
versus concentracéo (Figura 23) apresentou um excelente coeficiente de linearidade
(R?= 1) na faixa de concentracdo analisada, e o coeficiente de variancia com valores

inferiores a 5 %, possibilitando a quantificacdo de bergenina nos extratos.

14

12 y =0,0663x - 0,0178
Rz =1,0000

10

Area (mAU.10-)

0 50 100 150 200 250

Concentragdo (pg/mL)

Figura 23. Curva analitica de bergenina obtida da analise inter-day.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados de
acordo com as seguintes equacgfes LD =3.3s/S; LQ = 10s/ S, onde s é o desvio
padrdo da resposta e S corresponde a inclinagcdo ou coeficiente angular da curva
analitica. Diluicbes sucessivas foram feitas a partir da Ultima concentracéo da faixa
de trabalho, na ordem de 10 e 2 vezes com a finalidade de estabelecer o intervalo
de trabalho ou quantificacdo do método. Os valores foram calculados nos trés
comprimentos de ondas e estéo representados na Tabela 12. Os resultados obtidos
mostraram um alto nivel de deteccdo, mostrando a sensibilidade e seletividade para

quantificacdo de bergenina e analise de tracos.
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Tabela 12. EquagBes das retas obtidas em comprimentos de ondas diferentes e seus respectivos limites de

deteccéo e quantificagdo

A (nm) Equacgéo da reta® Coeficiente de Linearidade(R?) LD® (ng/mL) LQ° (ng/mL)
272 y = 66.349,9399 x - 17.824,6393 1,000 9,85 29,84
254 y =36.770,1945 x - 4.814,1791 1,000 8,88 26,92
215 y = 242.018,3217 x - 956.260,4163 0,996 0,78 2,37

a = seis pontos (n= 3). ® = limite de detecg&o. ° = limite de quantificag&o.

5.2.2 Quantificacdo de bergenina nos extratos metandélicos e aguosos de

Endopleura uchi

Os extratos metandlicos (EM) e aquosos (EA) de Endopleura uchi da 12 coleta
(época seca) e 22 coleta (época chuvosa) foram submetidos ao pré-tratamento
(Esquema 8) por duas vezes para verificar a reprodutibilidade do procedimento e
analisados nos comprimentos de onde em 254, 272 e 215 nm em duplicata na
concentracdo de 250 ug/mL nas mesmas condi¢cdes em que o padrao foi analisado.
Para quantificagdo de bergenina nos extratos foi utilizada a curva analitica obtida no
comprimento de onda em 272 nm. A alta concentracdo de bergenina foi evidenciada
em todos os cromatogramas obtidos dos extratos analisados através de um pico
intenso (Figura 24), permitindo identifica-la em cada amostra por meio da

comparacao do espectro de UV com o do padréo.

AU i
1000?1Ch1—254nm,4nm (1.00) A.Press.(Status P
ICh2-272nm,4nm (1.00) F‘
Ch3-215nm.4nm (1.00) “
7501 175.0
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-50.0
2504
25.0
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Figura 24. Cromatogramas do extrato metandlico das cascas de época seca.
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As areas dos picos de bergenina obtidos dos extratos foram interpoladas na
curva analitica (Figura 22) do padrdo e calculadas a concentracdo de bergenina
através da equacdo da reta. A porcentagem de bergenina no extrato seco (Equacéao
2) foi determinada com base no teor de extrativo dos extratos. Os resultados da
quantificacdo de bergenina nos extratos de Endopleura uchi estdo dispostos na
Tabela 13.

Tabela 13. Resultado da quantificacdo de bergenina nas cascas, galhos e folhas de Endopleura uchi.

Amostras  Teor de Ext. (%) Bergenin no extrato (ug/mL) CV (%) Bergenin no extrato seco (g/g) Bergenin (%)

CEM1 13,5 77,23 0,5 0,309 4,17
CEM 2 13,7 86,70 0,9 0,347 4,75
CEA1l 10,6 78,08 0,4 0,312 3,31
CEA?2 9,9 72,35 3,0 0,289 2,87
GEM 1 13,8 62,27 51 0,249 3,44
GEM 2 12,7 52,36 0,4 0,209 2,66
GEA1 10,1 48,15 1,0 0,193 1,95
GEA 2 9,3 50,84 2,4 0,203 1,89
FEM 1 16,1 34,75 0,7 0,139 2,24
FEM 2 15,5 62,43 1,9 0,250 3,87
FEA 1 15,9 50,99 1,9 0,204 3,24
FEA 2 13,2 41,85 2,1 0,167 2,21

C = casca, G = galho, F = folha, 1 = época chuvosa, 2 = época seca, EA = extrato aquoso; EM = extrato metandlico. Os valores sdo expressos

em média + CV (Coeficiente de Variagdo) obtido a partir de andlises em triplicata (n = 4)

Os resultados confirmam que a bergenina é o principal constituinte presente
nos extratos das cascas, folhas e galhos podendo ser apontada como um marcador
guimico da espécie, visto que essa substancia também ja foi isolada dos frutos
(MAGALHAES et al., 2007). A maior porcentagem de bergenina foi obtida nos
extratos metandlicos das cascas (CEM 1 e 2) com cerca de 4 %, em comparacao
com os demais extratos. A menor porcentagem foi obtida nos extratos aquosos dos
galhos (GEA 1 e 2).

Ao analisar os extratos aquosos das cascas (CEA), os quais sdo empregados
na medicina popular, verifica-se que mesmo com um teor de extrativo menor do que
dos extratos metandlicos dos galhos (GEM) e folhas (FEM), é possivel obter teores
de bergenina semelhantes. A porcentagem de bergenina nos extratos aguosos das

cascas estd de acordo com os descrito na literatura (NUNOMURA et al, 2009) que
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apresentou 3,19%. Os extratos aquosos das folhas (FEA) também apresentaram
bons teores de bergenina em comparacdo com o0s extratos metandlicos.

Os resultados revelam que a bergenina pode ser encontrada em partes
diferentes da planta e que se levando em conta que essa substancia é uma das
responsaveis pelas atividades biolégicas, outras alternativas de uso da espécie
podem ser indicadas, por exemplo, as folhas, pois uma vez que a utilizagao
constante das cascas de um mesmo individuo pode prejudicar o desenvolvimento da
arvore ou até mesmo induzir & morte do individuo que leva cerca de quinze anos

para atingir a maturidade.

5.2.3 Quantificacédo de bergenina em amostras comerciais de Endopleura uchi

Segundo a RDC-17 (Resolucdo da Diretoria Colegiada da ANVISA),
marcadores quimicos sdo definidos como: “componentes presentes na matéria-prima
vegetal, preferencialmente o préprio principio ativo, utilizados como referéncia no
controle de qualidade da matéria-prima vegetal e dos medicamentos fitoterapicos”.
Considerando os resultados da quantificagdo nos extratos, a bergenina pode ser
considerada um marcador quimico da espécie Endopleura uchi, conforme a definicéo
da RDC 17. Portanto, o método validado e desenvolvido neste trabalho pode ser
utiizado para o controle de qualidade eficiente de amostras das cascas de
Endopleura uchi utilizadas comercialmente.

As amostras para analise foram adquiridas em Manaus e também em sites de
venda de produtos naturais, totalizando quinze amostras comerciais. A titulo de
comparacao foi utilizado como referéncia as cascas de Endopleura uchi coletada na
Reserva Ducke do INPA. Dez amostras de Manaus foram adquiridas no bairro
Aparecida e também nas feiras livres do Centro de Manaus sendo que foi possivel
obter informacfes sobre a origem da matéria-prima apenas de algumas. Quatro
amostras foram adquiridas via online de diferentes partes do Brasil, porém sem
informagbes de sua origem. Todas as amostras foram tratadas conforme
procedimento padrdo descrito na sessao 4.10.4 (Esquema 9) e analisadas nas
mesmas condi¢cdes do padrdo de bergenina. Os resultados obtidos da quantificacao
de bergenina em amostras comerciais de Endopleura uchi estédo dispostos na Tabela
14.



Tabela 14. Resultado da quantificacéo de bergenina em amostras de cascas comerciais de Endopleura uchi.
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Bergenina no

Local Amostras extrato (ug/mL) CV (%) Bergenina no extrato seco (g/g) Bergenina (%)
Manaus - AM RD?* 151,02 1,78 0,60 3,76
Manaus - AM UUG? 88,54 0,74 0,35 2,21

Uberlandia - MG Casa Cariri 100,30 0,56 0,40 2,50
Jacarei - SP Cha & Cia 27,87 4,95 0,11 0,69
Vila Velha - ES Kimix 40,41 341 0,16 1,01
Londrina - PR Relva Verde 52,20 1,19 0,21 1,30
Manaus - AM Manaquiri 50,56 0,03 0,20 1,26
Manaus - AM Aparecida 47,20 3,42 0,19 1,18
Manaus - AM Parintins 1 108,31 3,18 0,43 2,70
Manaus - AM Parintins 2 8,06 0,51 0,03 0,20
Manaus - AM Para 74,58 2,55 0,30 1,86
Manaus - AM Itapiranga 143,20 1,91 0,57 3,57
Manaus - AM Maués 1 89,96 0,31 0,36 2,24
Manaus - AM Maués 2 138,26 0,73 0,55 3,45
Manaus - AM Maués 3 22,93 1,56 0,09 0,57

1 Reserva Ducke; 2 uchi e unha de gato

As analises resultaram em cromatogramas com o mesmo perfil obtido para a

amostra da Reserva Ducke (amostra de referéncia) (Figura 25) e por comparacéo

dos espectros de UV foi evidenciada a presenca de bergenina em todas as amostras

comerciais.
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Figura 25. Cromatograma obtido da amostra referéncia coletada na Reserva Ducke.
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O teor de bergenina da amostra de referéncia (RD, 3,76 %) foi comparado
com os valores obtidos das outras amostras. Como resultado foi possivel verificar
gue das quatro amostras comerciais adquiridas via internet, apenas uma obteve teor
de bergenina satisfatério com 2,5 %. As amostras de Itapiranga e Maués 2
apresentaram 0s maiores percentuais de bergenina com 3,57 e 345 %
respectivamente, seguidas das amostras de Parintins 1 (2,70 %) e Maués 1 (2,24
%). A amostra denominada UUG corresponde a uma forma comercializada das
cascas de Endopleura uchi misturada com as cascas de Uncaria tomentosa
popularmente conhecida como unha de gato, apresentou valores significativos de
bergenina com 2,21 %. Cinco amostras apresentaram valores entre 1,0 e 1,8 % e
trés abaixo de 1 % de bergenina. Para melhor visualiza¢do dos resultados os valores
das amostras foram expressos em porcentagem levando em consideracdo o

percentual de bergenina da amostra de referéncia como sendo 100 % (Figura 26).

120 -

100
100 95 92

80 A 72
66
59 60

60 - 49

% Bergenina

40 A 35 33
. 31

18

15

Figura 26. Porcentagem de bergenina nas amostras comerciais.

As amostras foram submetidas a uma analise qualitativa por meio da
comparacao do perfil cromatografico da amostra de referéncia (Figura 27) e também
com o perfil da amostra UUG, a qual a composi¢cao da matéria—prima é considerada
modificada, ou seja, a mistura da casca de Endopleura uchi com casca de unha de

gato (U. tomentosa) (Figura 28).
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Figura 27. Cromatograma expandido em 215 nm da amostra de referéncia das cascas de Endopleura uchi
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Figura 28. Cromatograma expandido em 215 nm da amostra das cascas de Endopleura uchi com U.

tomentosa (UUG).

Ao comparar os perfis cromatograficos da amostra de referéncia com a

amostra UUG, foi possivel identificar alguns picos em comum com tempo de

retencdo entre 10.564 a 29.727. O pico com tempo de retencdo em 9.906 presente

na amostra UUG, nao foi identificado no perfil da amostra de referéncia, portanto

sendo considerado como um pico referente a uma substancia externa. A presenca

do tempo de retengdo em 9.906 e com as mesmas caracteristicas podem indicar

uma matéria-prima modificada com a espécie U. tomentosa.
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A andlise desse tempo de retencdo nos perfis permitiu identifica-lo apenas

nas amostras do Para, Itapiranga e Parintins 2 (Figura 29) com caracteristicas

semelhantes observado na amostra UUG.
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Figura 29. Cromatogramas das amostras que apresentaram o tempo

caracteristico da amostra de Endopleura uchi com U. tomentosa.
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5.3. Quantificacao de fendlicos totais

Um dos indicadores para avaliar a atividade antioxidante é a determinacdo do
conteudo fendlico total, através do método de Folin-Ciocalteu, largamente aplicado
nessas determinacfes, em que além de mensurar o numero de grupos com
caracteristicas fendlicas, também contabiliza os grupos oxidaveis presentes na
amostra, portanto essas analises devem ser expressas através de um padrao
fendlico (BECKER, NISSEN e SKIBSTED, 2004). A presenca de compostos
fendlicos na amostra geralmente pode explicar sua atividade antioxidante. Com base
nesse contexto o teor de substancias fendlicas nos diferentes extratos de
Endopleura uchi foi determinado pelo método de Folin—Ciocalteu descrito por
Velioglu et al, (1998). A obtencao dos dados das absorbancias das solu¢gbes padréo
de acido galico em fungéo da concentragdo permitiu a constru¢do da curva analitica
(Tabela 15 e Figura 30).

Tabela 15. Absorbancias das amostras de acido galico para constru¢ao da curva analitica.

Conc.(mg/mL) Al A2 A3 Média A DP CV%
0,250 1,204 1,225 1,204 1,211 0,012 1,001
0,125 0,564 0,547 0,543 0,551 0,011 2,022
0,0625 0,258 0,257 0,252 0,256 0,003 1,257

0,03125 0,129 0,12 0,119 0,123 0,006 4,490
0,015625 0,050 0,049 0,045 0,048 0,003 5,512
1,4
1,2
y = 4,9604x - 0,0428
R2 =0,9986
1
S 0,8
c
<g

5 06

w

2

< 04

0,2
0

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Concentragdo de acido galico (mg/mL)

Figura 30. Curva analitca de acido galico para quantificagdo de compostos fendlicos.
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O coeficiente linear (R?) obtido a partir da curva analitica, apresentou valor
préximo a 1 indicando boa linearidade entre os pontos. A quantificacdo de fendlicos
totais foi estabelecida por interpolacdo das absorbancias obtidas dos extratos na
equacdo da reta da curva analitica. Os valores obtidos foram expressos em mg

EAG/g extrato seco e estéo listados na Tabela 16 e Figura 31.

Tabela 16. Quantificacéo dos fendlicos totais nos extratos de Endopleura uchi.

mg EAG / g Extrato seco CV%

CEA-1 23,7 38
CEA-2 23,9 1,6
é CEM-1 42,5 0,7
£ CEM-2 42,2 0,2
CEE-1 18,4 24
CEE-2 26,5 1,0
GEA-1 27,9 1,4
GEA-2 26,0 43
8 GEM-1 42,2 2,8
g GEM-2 40,0 13
. GEE-1 14,9 13
GEE-2 21,7 05
Folha
FEA-1 38,94 2,0
FEA-2 33,57 1,6
3 FEM-1 36,75 2,6
g FEM-2 33,43 31
. FEE-1 32,46 2,9
FEE-2 28,31 1,4

mg EAG / g Extrato seco

CEA CEM CEE GEA GEM GEE FEA FEM FEE
412 Coleta H22Coleta

Figura 31. Grafico da quantificacéo dos fendlicos nos extratos.
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Ao ser analisado os resultados de fendlicos nos extratos de mesma origem
(parte da planta) e de épocas diferentes verificamos que ndo houve variacdo
significativa do teor de fendlicos, indicando que a presenca desses compostos sao
constantes tanto na época de chuva como na época de seca. Pela comparacdo dos
tipos de extracdes, observou-se que o método de extragdo em aparelhagem tipo
soxhlet (extrato metanolico — EM) apresentou maior capacidade de extrair
compostos fendlicos nas cascas e galhos na faixa de 40,0 a 42,5 mg EA/g seguido
das folhas com 36,75 e 33,43 mg EA/g. As extracbes aquosas, normalmente
utilizadas tradicionalmente na medicina popular, pelo método de decoccao,
apresentaram bons niveis de compostos fendlicos, exibindo maior concentracdo nas
folhas de Endopleura uchi com FEA-1 = 38,94 e FEA-2 = 35,86 mg EA/g de extrato
seco respectivamente. Entre os extratos etanolicos, novamente os obtidos das folhas
obtiveram valores superiores de fenolicos com FEE-1 = 32,46 e FEE-2 = 28,30 mg
EA/g de extrato seco.

O resultado da quantificacdo de compostos fendlicos nos extratos de
Endopleura uchi, indicou niveis consideraveis de fendlicos presentes em todas as
partes da espécie estudada. Considerando que compostos fendlicos incluem acidos
fenolicos, cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis
entre outras estruturas (NACZK, 2004), espera-se que 0s extratos de Endopleura
uchi apresentem atividade antioxidante pela reducdo de ferro (FRAP) e pelo
sequestro de radical DPPH, visto que uma das principais caracteristicas dessa
classe de compostos é relativo as suas propriedades redutoras decorrente de sua
estrutura quimica, que desempenham importante papel na neutralizacdo ou
sequestro de radicais livres, devido a formacdo de intermediarios estaveis e
quelacdo de metais de transicdo (SOARES, 2002; SOUSA et al., 2007). Vale
ressaltar alguns tipos de radicais livres prejudiciais formados nos processos
bioldgicos (ERENEL et al.,1993; RICE-EVANS & BURDON, 1993), os quais podem
ser combatidos pelos antioxidantes, como:

- Radicais do oxigénio ou espécies reativas de oxigénio (OH, O2**, RO*, ROO")
- Complexos de metais de transicédo (Fe*3/Fe*?)
- Radicais de nitrogénio (NO*)

Desse modo as atividades empregadas nesse trabalho foram direcionadas

para avaliar a capacidade dos extratos de Endopleura uchi em interferir na acdo de

alguns tipos desses de radicais.
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5.4 Atividade antioxidante

Muitos estudos publicados vém mostrando que as substancias que ocorrem
naturalmente em plantas superiores apresentam atividade antioxidante, relativo a
presenca de substancias fendlicas que apresentam uma caracteristica antioxidante
pela transferéncia de um elétron (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). Portanto, devido a
confirmacédo da presenca de compostos fendlicos nos extratos de Endopleura uchi, €
possivel verificar a correlacdo da quantidade de fendlicos com a atividade
antioxidante dos extratos. A atividade foi avaliada pelo método da Capacidade
Redutora de Ferro (FRAP) e pela Capacidade de Sequestro de Radicais Livres de

DPPH, sendo confirmada sua propriedade antioxidante.

5.4.1 Capacidade redutora do Ferro (FRAP)

A confirmacéo da capacidade antioxidante deve ser realizada pelo menos por
mais de um método para minimizar conclusées equivocadas, visto que podem existir
possiveis interferéncias e limitacbes do método de ensaio empregado (WONG,
LEONG e KOH, 2006). O ensaio antioxidante pelo método FRAP produz resultados
rapidos e reprodutiveis sendo aplicados sem limitacbes em extratos aquosos e
alcoolicos. O ensaio tem como objetivo verificar a habilidade das amostras em
reduzir o complexo Fe3*-TPTZ [2,4,6-tri-(2-piridil) -1,3,5-triazina ao complexo Fe?*-
TPTZ (azul), por redutores, no caso, 0S antioxidantes presentes nos extratos
(LUXIMON-RAMMAN et al., 2002; BENZIE e STRAIN, 1996).

A partir das solucdes padrdao de Fe(SO4).7H20 (uM) foram obtidas as
respectivas absorbancias (Tabela 17) e correlacionadas em funcdo da concentracao.
Foi construida uma curva analitica do padrdo (Figura 32) que apresentou coeficiente
de linearidade (R?) com valores préoximo a 1 mostrando boa correlagéo linear para a

realizacdo da capacidade redutora das amostras.



Tabela 17. Absorgdes obtidas das solu¢des padréo de sulfato ferroso.

Conc. (umol de Fe*?) Al A2 A3 Média A DP CV%
2000 1,262 1,253 1,263 1,259 0,006 0,437
1000 0,613 0,603 0,632 0,616 0,015 2,391
500 0,28 0,282 0,283 0,282 0,002 0,542
250 0,115 0,111 0,128 0,118 0,009 7,532
125 0,036 0,036 0,035 0,036 0,001 1,619
62,5 0,012 0,012 0,012 0,012 0,000 0,000

1,4 +
1,2 -
y =0,0007x - 0,0428
1 - R2 =0,9999
©
'S
S 08 A
o
[
S 0,6 -
o
<
0,4 -
0,2 -
O T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500

Concentragdo (mmol de Fe+2)

Figura 32. Curva analitica de sulfato ferroso.
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As amostras foram submetidas ao ensaio e os valores das absorbancias

resultantes forma interpolados na curva analitica de Fe(SO04).7H20 e obtidos a

capacidades redutoras de Fe*3 que séo calculados para g de extrato com base no

teor de extrativo dos extratos e fracdes, portanto sendo expressos como mmol de

Fe*?/g de extrato seco. Os resultados obtidos das atividades antioxidantes estdo

dispostos na Tabela 18 e Figura 33.



Tabela 18. Atividade antioxidante dos extratos de Endopleura uchi pela reducao de ferro.

(mmol Fe*?/g de extrato seco) CV%
CEA-1 230,4 0,4
CEA-2 239,3 0,9
8 CEM-1 449,5 0,4
©
> CEM-2 495,6 0,9
Ll
CEE-1 241,9 0,6
CEE-2 326,5 0,7
GEA-1 359,3 0,3
GEA-2 317,0 14
S GEM-1 527,9 0,9
©
g GEM-2 512,6 1,2
L
GEE-1 211,5 1,6
GEE-2 290,2 1,0
FEA-1 567,9 2,7
FEA-2 470,0 0,6
S FEM-1 512,4 10
©
> FEM-2 476,4 1,9
L
FEE-1 396,0 0,4
FEE-2 365,4 0,5
Substancia Bergenina 176,1 (mmol Fe*?/g de bergenina) 0,4
Extratos
< 600 -
(8]
]
o 500 -
<
b 400 -
S
o 300 -
b
w 200 -
S
£
E 100 -
0 |

CEA CEM CEE GEA GEM GEE FEA FEM FEE

12 coleta H 22 coleta

Figura 33. Grafico da atividade antioxidante dos extratos.
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Para o ensaio pelo método FRAP, novamente foi observado que os extratos
apresentaram resultados proximos quando comparados em épocas distintas. A
concentracdo de Fe*? resultante dos extratos variou de 230,43 a 567,89 mmol
Fe*?/g, mostrando que os extratos metandlicos das cascas, galhos e folhas
apresentaram maiores niveis de reducéo de ferro (476,35 - 527,85 mmol Fe*?/g). Os
valores de reducdo para os extratos aquosos mostraram também altos niveis de
Fe*? para os extratos das folhas com FEA-1 = 567,89 e FEA-2 = 469,99 mmol
Fe*?/g. Os extratos com menor capacidade de reducdo foram os aquosos das
cascas (CEA-1 = 230,43 e CEA-2 = 239,30 mmol Fe*?/g), seguidos dos extratos
etandlicos dos galhos (GEE-1 = 211,47 e GEE-2 = 290,24 mmol Fe*?/g). No geral, as
folnas obtiveram resultados mais satisfatérios entre os trés tipos de extracoes,
seguido dos galhos e cascas.

A bergenina também foi submetida ao ensaio de reducdo de Fe*3, porém o
resultado mostrou valores bem inferiores aos encontrados para 0s extratos de
Endopleura uchi, indicando baixa atividade antioxidante pelo método de reducéo de
Fe*3 para bergenina.

A comparacgdo dos resultados da atividade antioxidante pela método FRAP
com o0s obtidos para os fendlicos totais estdo em concordancia visto que as
amostras que apresentaram maiores quantidades de compostos fendlicos resultaram

consequentemente nas melhores capacidades de favorecer a reducéo de Fe*.

5.4.2 Sequestro de radicais livres (DPPH)

A atividade antioxidante dos extratos também foi analisada frente ao método
de sequestro de radicais livres de DPPH, por ser uma técnica rapida para a triagem
da atividade de sequestro de radicais de compostos especificos ou extratos
(MENSOR et al., 2001; AMAROWICZ et al.,, 2004). Foi determinada a faixa de
trabalho dos extratos nas concentracdes de 100 e 10 ug/mL, que define o intervalo
entre as diluicbes. Para cada amostra, foram preparadas cinco diluigbes em
concentracbes conhecidas conforme a faixa de trabalho definida, e a partir dos
valores de absorbancia foram obtidos a porcentagem de capacidade de sequestro de
DPPH através da equacao 3, resultando em um grafico desses valores (%CS) em
funcdo das concentracbes da faixa de trabalho dos extratos e controle positivo
(Figura 34).
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Figura 34. Grafico da %CS em fungéo da concentracdo de quercertina.

A partir da equacgdo da reta de cada amostra foi calculada por meio de
regressao linear a concentracdo em sequestrar 50 % dos radicais de DPPH (% CSso)
expressa em ug/mL do extrato. Para o controle positivo (quercetina) o valor de
%CSs0 calculado foi de 4,5 pug/mL. Este valor foi utilizado como referéncia da
atividade antioxidante, considerando que a quercetina € um composto polifendlico
com caracteristicas antioxidantes comprovadas. Os valores de CSso dos extratos e
do padrado (quercetina) encontram-se dispostos na Tabela 19 e Figura 35.

Na literatura ndo ha relatos da atividade antioxidante de Endopleura uchi,
sendo portanto comparada também com os valores de %CSso obtidos do extrato das
folhas do padrdao comercial de Gingko biloba, que é amplamente utilizada na
medicina popular, e conhecida por apresentar compostos fenélicos como flavonoides

(BANOV et al., 2006; CHENG, XU e WANG, 2009).



Tabela 19. Valores da CSso dos extratos aquosos, metandlicos e etandlicos de Endopleura uchi.

9%CSso (ug/mL)

CV%

RZ

CEA-1 24,2 1,6 0,9934
CEA-2 22,1 0,4 0,9960
3 CEM-1 15,6 27 0,9925
g CEM-2 12,0 0,7 0,9942
W CEE-1 13,9 0,3 0,9938
CEE-2 10,5 2.1 0,9931
Galho
GEA-1 13,9 4,2 0,9996
GEA-2 12,4 1,4 0,9977
g GEM-1 13,6 0,9 0,9995
g GEM-2 12,1 2,3 0,9977
- GEE-1 13,5 1,7 0,9930
GEE-2 12,4 1,7 0,9924
FEA-1 14,8 1,1 0,9953
FEA-2 18,4 0,9 0,9939
g FEM-1 14,0 1,7 0,9991
g FEM-2 20,4 0,3 0,9954
- FEE-1 20,6 1,5 0,9970
FEE-2 17,5 0,3 0,9954
Padrao Quercetina 4,5 0,4 0,9971
Padrao extrato* Ginkgo biloba 44,7 0,1 -
* MENSOR et al., 2001
30 ~
25 -
20
-
£
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£
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Figura 35. Grafico da capacidade de sequestro de 50 % de radicais livres dos extratos.
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A capacidade de sequestrar o radical livre de DPPH dos extratos de
Endopleura uchi mostraram valores que variaram entre 10,5 a 24,2 ug/mL, bem
abaixo do valor encontrado para o extrato de Ginkgo biloba (CSso = 44,7 ug/mL) e
relativamente préoximo do valor de quercetina (CSso = 4,5 pug/mL). Os extratos
aguosos das cascas apresentaram 0s maiores valores de CSso com CEA-1 = 24,20
e CEA-2 = 22,13 pg/mL, seguidos dos extratos metandlico das folhas (FEM-2 =
20,36 pug/mL) e etandlico (FEE-2 = 20,60 pug/mL). O extrato mais ativo foi atribuido
ao extrato etandlico das cascas da 22 coleta com CSso = 10,5 pug/mL, porém néo
muito distante dos demais extratos que obtiveram CSso entre 12,1 a 13,9 pug/mL para
todos os extratos dos galhos, seguido dos extratos metandlicos e etandlico (22
coleta) das cascas entre 12,0 a 15,6 ug/mL e por fim valores de CSso entre 14,0 a
18,4 referentes aos extratos aquosos, metandlico (12 coleta) e etandlico (22 coleta)
das folhas.

A capacidade antioxidante também foi avaliada para bergenina, porém ao
tentar determinar a faixa de trabalho, observou-se que em uma concentracdo de
1000 ug/mL, a bergenina apenas conseguia sequestrar cerca 33,0 % de radicais
DPPH, ou seja, seria necessaria uma concentracdo mais elevada para conseguir
sequestrar 50 % dos radicais. Portanto, a bergenina ndo apresenta atividade
antioxidante frente o método de sequestro de DPPH. O método utilizado mostrou
resultados eficazes, pois ao serem comparados os valores de CSso dos extratos de
Endopleura uchi com o controle positivo quercetina (CSso = 4,50 pg/mL), com o
extrato de Ginkgo biloba (CSso = 44,7 pug/mL) e também com outras plantas
brasileiras (MENSOR et al., 2001) o resultado sugere a espécie com elevada
capacidade antioxidante tanto nas cascas quanto nos galhos e folhas de Endopleura
uchi. A capacidade dos extratos polares em sequestrar radicais de DPPH pode estar
relacionada com a presenca de grupos hidroxilas disponiveis em compostos nao
fendlicos ou compostos fenolicos como flavonoides, acidos fendlicos, taninos e
diterpenos fendlicos (MENSOR et al., 2001; BRAND-WILLIAMS et al., 1995;
POLTERAIT, 1997). Varios trabalhos vém mostrando a existéncia da correlagdo da
presenca de fendlicos totais e a atividade antioxidante, nesse contexto os resultados
das atividades antioxidantes dos extratos de Endopleura uchi pela reducédo de ferro
(FRAP) e pelo sequestro de radical DPPH podem ser atribuidas as concentracdes

de fendlicos totais.
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5.5 Atividade de inibicdo da producdo de oOxido nitrico (NO®) produzido por

macrofagos murinos

Os extratos aquosos e algumas fragcdes foram selecionados e submetidos ao
ensaio de inibicdo de 6xido nitrico em macrofagos ativados por lipopolissacarideo
(LPS) para avaliagdo da atividade anti-inflamatoria in vivo.

As amostras foram incubadas com macréfagos murinos (J744) nas
concentracdes de 2,5; 5,0; 10,0 e 25,0 ug/mL, seguida da estimulagcdo com LPS por
24 horas. Os resultados da supressdo de 6xido nitrico em uM e a capacidade
inibitoria (ICso0) dos extratos e fracdes de Endopleura uchi estdo expressos na Tabela
20 e Figura 36 e 37 respectivamente. Como parametro, foi utilizado o controle
negativo que resultou na producao de 8,52 uM de NO®*, e o controle negativo, onde

nao houve producédo detectavel de NO°.

Tabela 20. Valores de NO- produzidos em 4 concentracBes de extratos e fracbes de Endopleura uchi, controle
positivo (sem LPS) e negativo (com LPS). Os dados sédo representados por média + desvio padréo.

Concentragdes (ug/mL)

Extratos/Fracdes 2.5 ° 10 25
Controles NO (uM)/1 x 10° de células

CEA-1 6,51 +£0,6 6,42+1,7 5,24 +0,5 2,77 £0,5
CEM-1-CHCI3s 3,66+1,1 3,72+1,8 1,05 £14 0,59+0,5
GEA-1 8,27+1,0 7,96 £0,2 583x1,2 1,39+0,2
GEM-1-AcOEt 6,93+1,5 6,11+2,0 490+1,5 0,52+0,0
GEM-1-CHClIs 5,10 £ 4,0 4,80+0,9 3,66 +0,9 0,62 +0,0
FEA-1 6,05+ 1,25 5,03+0,1 400+1,1 2,42 +£0,7
FEM-1-AcOEt 592+20 5,56 £ 0,6 427+14 3,54+23
FEM-1-CHCls 3,23+0,6 2,60+0,4 2,34+0,8 0,1+0,4
com LPS 8,52

sem LPS 0,00

Os resultados acima (Tabela 20) mostram que a inibicdo da producéo de NO*
€ dependente da concentracdo da amostra, pois foi observado que a producao de
espécies de NO* diminuiu com o aumento da concentracdo das amostras.

A Figura 36 apresenta o efeito das amostras na concentracdo de 25 pug/mL na
producdo de NO* em resposta ao estimulo por LPS. A fracdo cloroformica das folhas

(FEM-1-CHClIs) afetou a producéo de NO* quase completamente com apenas 0,1 uM



85

de NO* produzido, seguidas das fracdes cloroférmicas das cascas (CEM-1-CHCIs),
galhos (GEM-1-CHCIs) e fracdo acetato de etila dos galhos (GEM-1-AcOEt) com
0,59, 0,62 e 0,52 uM de NO* respectivamente. Entre os extratos aquosos, a melhor
inibicdo da producdo de NO°* foi observado nos extratos dos galhos (GEA-1),
seguida dos extratos das folhas (FEA-1) e cascas (CEA-1) com 1,39; 2,42 e 2,77 uM

de NO*respectivamente.
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Figura 36. Efeito da concentracdo em 25 pg/mL dos extratos e fracdes de Endopleura uchi na
producdo de NO em cultura de macréfagos estilumados por LPS. Os valores sao expressos em

média + desvio padrao, obtido a partir de analises em triplicata (n=3).

A capacidade de inibicdo em 50 % de NO* variou entre 3,2 — 12,97 ug/mL e
estdo representados na Figura 37. A melhor capacidade inibitéria foi alcancada pela
fracdo cloroférmica das folhas que apresentou inibicdo de 50 % de NO*® com apenas
3,2 ug/mL, seguidas da fracdo cloroférmica das cascas (ICso = 4,81), acetato de etila
dos galhos (ICso = 7,63) e extrato aquoso das folhas (ICso = 7,86). Vale ressaltar que
a fracdo cloroférmica das folhas também apresentou atividade antitlcera pelo

meétodo de lesdo gastrica induzida por estresse a frio.
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Figura 37. Capacidade inibitoria (ICso) de NO*® induzido por LPS em macréfagos murinos J774
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dos extratos e fragBes na producgéo). Os dados séo representados por média + desvio padrao.

Muitos estudos mostram indicio de que a molécula de NO* quando produzido
em excesso pode colaborar para algumas condi¢cdes patoldégicas como artrite
reumatoide, asmas, doenca de Parkinson e Alzheimer, principalmente doencas
inflamatorias (CALABRESE et al.,, 2004; HAMID et al., 1993; NICHOLSON et al.,
1996; SAKURAI et al., 1995). Portanto, é crescente a busca de mediadores capazes
de atenuar a producdo de NO°, pois podem ter estimavel valor terapéutico no
tratamento de estados patofisiologicos decorrente da producdo excessiva de NOse,
que é considerado um dos mediadores em processos inflamatorios (HOBBS,
HIGGS e MONCADA 1999). Nesse contexto, através dos resultados obtidos para a
inibicdo de NO* pela acdo dos extratos aquosos e fracdes de Endopleura uchi, que
apresentou definitivamente valores relevantes de inibicdo, podemos sugerir que a
espécie Endopleura uchi pode ser utili no controle de doencas inflamatdrias,

justificando dessa forma o uso popular como anti-inflamatoria.
5.6 Atividade antitlcera: Lesdo gastrica induzida por estresse a frio

Algumas espécies utilizadas tradicionalmente na medicina popular sao
apontadas por apresentarem propriedades gastrointestinais. (AKUODOR et al.,
2012), e as que sdo submetidas a estudos cientificos tém mostrado resultados

promissores para o tratamento de Ulcera gastrica, portanto, as plantas medicinais
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podem ser consideradas como fontes de novas substancias para tratamento de
doencas gastrointestinais (TOMA et al., 2002).

A atividade antitlcera das amostras de Endopleura uchi foi determinada em um
modelo experimental in vivo por estresse induzido a frio, sendo capaz de mensurar o
namero de Ulceras e o indice de lesdo na mucosa gastrica, tais como cor, perda de
pregas, petéquias, edemas, hemorragias, muco e a propria Ulcera necrosada.

A atividade antitlcera foi realizada com as fracdes acetato de etila (FEM-1-
AcOEt) e cloroformica das folhas (FEM-1-CHCIs), o qual mostraram resultados
bastante relevante quando comparado ao controle positivo (carbenoxolone) que é
utilizado no tratamento de Ulcera gastrica (Figura 38).

Analisando-se os resultados obtidos da fracdo acetato de etila (FEM-1-AcOEt)
foi possivel observar que a amostra na concentracdo de 30 mg/Kg apresentou uma
atividade préxima ao do controle positivo que foi aplicado na dosagem de 200
mg/Kg.

A amostra FEM-1-CHCIs aplicada na concentracdo de 100 mg/Kg mostrou a
mesma atividade que o controle positivo (200 mg/Kg) em relagdo ao numero de
Ulceras e mais efetivo na diminui¢do do indice de leséo.

A presencga de Ulceras intestinais e duodenais afetam uma grande parte da
populacdo mundial, e sua incidéncia pode ser decorrente por diversos fatores,
incluindo estresse, tabagismo, baixo nivel nutricional, isquemia (falta de suprimento
sanguineo) da mucosa, acao da bactéria Helicobacter pylori, necrose tecidual, entre
outros fatores que ocasionam consequentemente a formacdo de radicais livres.
(TARNAWSKI et al, 2010 BATISTA, et al., 2004). Considerando que as fracdes das
folhas de Endopleura uchi evidenciaram através dos resultados um efeito preventivo
das ulceracfes produzidas por estresse a frio, podemos relacionar esse resultado a
presenca dos compostos antioxidantes determinados anteriormente, pois espécies

radicalares estdo envolvidas no processo de desenvolvimento de Ulceras.
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Figura 38. Resultado da atividade antitlcera das amostra FEM-1- AcOEt (1) e FEM-1-CHCls (2).
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6. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico da espécie Endopleura uchi levou ao isolamento da
bergenina, um derivado do acido galico, que € considerado o marcador quimico da
espécie, pois através do estudo da quantificacdo demonstrou estar presente em
grande quantidade nas cascas, galhos e folhas, além de ja ter sido isolada também
dos frutos (MAGALHAES et al., 2007). O triterpeno friedelina também foi isolado e
identificado nos galhos e folhas de Endopleura uchi. Os isolamentos dessas
substancias sdo descritas pela primeira vez nos galhos e folhas dessa espécie.
Outros dois compostos foram isolados, porém néo foi possivel identifica-los a tempo.

A avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos de Endopleura uchi
apresentou valores excelentes pelo método de sequestro de radicais DPPH e
também pela reducdo de ferro (lll), mostrando seu grande valor terapéutico, visto
que a capacidade antioxidante esta relacionada aos grandes beneficios da saude,
pelo efeito de inibicdo das reacdes de propagacdo de espécies radicalares. A
bergenina, apesar de estar presente com alto teor na planta, ndo apresentou
atividade antioxidante frente os dois métodos testados. O que néo era de se esperar
visto que sua estrutura apresenta duas hidroxilas ligadas ao anel aromatico e outras
trés hidroxilas na parte glicosidicas. Porém a justificativa para tal comportamento
deve-se a sua conformacao que ndo é totalmente planar, fazendo com que ocorram
muitas ligacdes hidrogénios, diminuindo dessa forma a disponibilidade de elétrons
ou prétons.

O resultado positivo da avalicdo anti-inflamatéria dos extratos aquosos e
fracOes cloroférmica de Endopleura uchi, pela inibicdo da espécie reativa de 6xido
nitrico (NO*) confirma sua habilidade antioxidante e seu efeito anti-inflamatorio.

A quantificacdo de bergenina em amostras comerciais adquiridas em Manaus e
também de outros lugares do Brasil, evidenciou a presenca de bergenina quando
comparada com o padrdo original coletado da reserva Ducke, confirmando a
autenticidade do material vegetal comercial de Endopleura uchi. Porém, no total de
14 amostras, apenas duas obtiveram rendimentos de bergenina préximos ao do
padrdo. As demais apresentaram valores variados entre 5 a 31 % de bergenina em
comparacao com o padrao. O baixo percentual de bergenina, pode estar relacionado
com fatores, climaticos, sazonal entre outros, mas também pode estar relacionado a

adulteracdo do matéria vegetal com outras tipos plantas.
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A quantificacdo de bergenina e o isolamento de friedelina e bergenina nos
galhos e folhas bem como a avaliagdo da atividade antioxidante dos diferentes
extratos de Endopleura uchi séo descritos pela primeira vez na literatura, podendo
servir como base para outros estudos biologicos relacionados a atividade

antioxidante e anti-inflamatoria e também na investigacao de novos farmacos.
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ANEXOS

ucs
File: UCB_Proton_Sep_19_201201

Puise Seguence: s2pul

Soivent: cd3od

Temp. 28.0 C / 301.1 K
Operator: vnmrl
File: UCB_Proton_Sep_19_201201
INDVA-500 "jinovaso00"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.049 sec

Width 4998 .4 Hz

64 repetitions
OBSERVE H1, 493 .8586699 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz
FT size 65536
Total time 3 min, 21 sec

Anexo 1. Espectro completo de RMN 'H (500 MHz MeOD) da bergenina.
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File: Carbon

Pulse Sequence: s2pul
DATE: May 8 2007

Solvent: cd3od

Temp. 28.0 C 7 301.1 K
Operator: vnmril
INOVA-500 "inova500"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.300 sec

Width 30165.9 Hz

1280 repetitions

OBSERVE C13, 125.6895321 MHz
DECOUPLE H1, 499.8611678 MHz
Power 40 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 131072
Total time 3 hr, 12 min, 26 sec
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Anexo 2. Espectro completo de RMN 3C (125 MHz MeOD) da bergenina.
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Anexo 3. Espectro de massas por Eletrospray em modo positivo de bergenina.



108

— TN 2T 10, 5V, T e |
1250 7
1000 3
750
500 3
280 3 S — 050 oy peag 27spsse  ZPRDBIE agq gras

o ] N I . 5 ' | | L I | | l.
ang M SZ[520 10A0), BEW, 7. 2min #1583

328 0853
80g = »*
<0 281,0538
2760538 030655
] 2080444 280520
11,

200 3M.oTse

Q- N | | ] P i by |... |.l. M La ._J.. 1 ol

Anexo 4. Espectro de ESI-MS/MS do pico 329 referente ao adulto protonado da molécula de bergenina.
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UFS5_3

File: UF5_3_Proton_Aug__3_201201

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3

Temp. 28.0 C s 301.1 K
Operator: vnmrl

File: UF5_3_Proton_Aug__3_201201
INOVA-500 "inovaS500"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.049 sec

Width 59898.4 Hz

32 repetitions
O0BSERVE H1, 499.8567031 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz
FT size 65536
Total time 1 min, 43 sec

e e e

Anexo 5. Espectro de RMN *H (500 MHz CDCIs) da friedelina



UFS5-3

File: UF

Pulse Seq

Solvent:
Temp. 28
Operator:
File: UFS
INOVA-500

5-3_Carbon_Oct_18_201201

uence:

cdc13

-0 C 7

vimrl

-3_Carbon_Oct_18_201201
"inovasoo"

s2pul

301.1 K

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.300 sec
wWidth 30165.9 Hz
000 repetitions
OBSERVE C13, 125.6890215 MHz
DECOUPLE H1, 498.8591883 MH2z

Power 40 dB
continuously on
WALTZ—-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 131072
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Total time 1 hr, 16 min, 58 sec
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Anexo 6. Espectro de RMN 13C (125 MHz CDCls) da friedelina



