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RESUMO

Ochna serrulata (Ochnaceae), planta ornamental introduzida no Brasil, é
conhecida popularmente como Mickey Mouse bush, devido seus frutos serem
pretos e suas flores vermelhas, lembrando Mickey Mouse. As tribos sul-
africanas usam as raizes deste arbusto na forma de decocgdo para o
tratamento doengas ésseas e hemorrdidas. Espécies do género Ochna sao
ricas em compostos fendlicos, principalmente os flavondides. Neste trabalho
desenvolveu-se o estudo fitoquimico de Ochna serrulata, monitorado por
bioensaios para avaliagcdo das atividades antioxidantes, téxica, alelopatica e
antibacteriana.

Foram preparados os extratos brutos das folhas e caules,
separadamente, sendo o extrato bruto das folhas particionado com solventes
de polaridade crescente, originando as fragcbes hexanica, acetato de etila e n-
butandlica. A partir do fracionamento cromatografico da fragao acetato de etila
obteve-se dois compostos, provavelmente flavondides glicosidicos, porém as
analises espectroscopicas foram insuficientes para a completa elucidacao
estrutural destes compostos. A atividade antioxidante avaliada através da acao
sequestrante de radical livre e do poder redutor mostrou uma significante
atividade para as fragcbes acetato de etila e butandlica das folhas de O.
Serrulata, que pode ser justificada pela maior concentracdo de substancias
fendlicas nestas fracdes, entre elas os flavondides, conhecidos por sua
eficiente atividade antioxidante. O teste de toxicidade frente a Artemia salina
mostrou que o extrato bruto das folhas e caules, e as fracbes hexanica e
acetato de etila apresentaram atividade, com destaque para esta ultima fragao.
Os extratos brutos das folhas e caules de O. serrulata foram testados segundo
a atividade alelopatica. Este bioensaio avalia a germinagdo de sementes de
alface (L. sativa) e posterior desenvolvimento da plantula. Estes extratos foram
eficientes em inibir ndo s6 a germinagédo das sementes, como também afetou o
desenvolvimento das plantulas. Isto indica que nestes extratos ha compostos
com potencial acdo herbicida. Os extratos brutos e fracbes foram avaliados

através da atividade antibacteriana. As fragcdes hexanica e acetato de etila
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foram as mais ativas frente a P. aeruginosa, um bacilo gram-negativo, com
valores de concentragao inibitéria minima em torno de 0,7 mg/mL.

Deste modo verifica-se a importancia da continuidade dos estudos
fitoquimicos e bioldgicos de Ochna serrulata, porque esta espécie se mostra
promissora no isolamento de flavondides, bem como valida seu uso popular

contra doencas inflamatdrias.

Palavras-chaves: Ochna serrulata, antioxidantes, alelopatia, antibacteriana, Artemia
salina.



1. INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais era conhecido e praticado pelas antigas
civilizagées. O habito de recorrer as virtudes curativas de certos vegetais € uma
das primeiras manifestagcées do esforco do homem para compreender e utilizar
a natureza.

A Ochna serrulata é uma planta nativa de regides tropicais da Africa e da
Asia introduzida no Brasil como planta ornamental. Dois aspectos motivaram
seu estudo: o primeiro deve-se ao fato desta espécie apresentar poucos relatos
na literatura, seja sob o aspecto fitoquimico, seja sob o aspecto biolégico; o
segundo deve-se a facilidade da coleta da planta ao longo das quatro estagdes
do ano, mantendo-se sempre vigosa.

A biodiversidade do reino vegetal se constitui num verdadeiro arsenal
terapéutico. As plantas ornamentais aparecem neste contexto, contribuindo
para a descoberta de novos farmacos, como foi o caso da papoula (Papaver
somniferum), de onde foi isolada a morfina, utilizada como anestésico e
analgésico; da dedaleira (Digitalis purpurea), de onde foram isolados
glicosideos cardioténicos, usados como reguladores da freqléncia cardiaca; da
beladona (Afropa belladona), de onde foram isolados alcaldides atropinicos,
que atuam nos problemas oculares e de hipertensédo; da maria-sem-vergonha
(Catharanthus roseus), de onde foram isolados alcaldides bis-inddlicos, que
atuam como coadjuvantes no tratamento da leucemia.

A analise fitoquimica realizada juntamente com o biomonitoramento de
extratos vegetais se mostra viavel e extremamente importante na busca de
principios ativos nas plantas. Estes podem se tornar protétipos para a sintese
de farmacos em laboratério de forma mais eficiente, o que diminui o impacto
ambiental, preserva a flora local, e promove o desenvolvimento da industria
quimica e farmacéutica. Contudo, os laboratoérios de fitoquimica normalmente
nao estdo preparados para a realizagdo de ensaios biolégicos mais elaborados.
Deste modo, o biomonitoramento de plantas torna-se eficaz se o ensaio
empregado for rapido, barato, reprodutivel e viavel em um laboratério de

quimica. Enfim, os estudos de biomonitoramento de extratos vegetais com



testes bioldégicos mais simples podem proporcionar um direcionamento nas
pesquisas e resultados mais imediatos.

Neste trabalho foi desenvolvido o estudo fitoquimico e biolégico de
Ochna serrulata. Para o monitoramento biolégico dos extratos e fragdes
vegetais foram usados testes para detectar atividade antioxidante, teste de
toxicidade frente a Artemia salina, que esta relacionada com a atividade téxica
celular, teste alelopatico, aplicado na busca de compostos com potencial
atividade herbicida e o teste antibacteriano.

Deste modo, o particionamento do extrato bruto de Ochna serrulata
monitorados pelos ensaios bioldgicos, bem como o isolamento e caracterizagao
de seus compostos, tornam-se importantes na busca de compostos com

potencial atividade farmacoldgica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Sao poucos os relatos na literatura sobre Ochna serrulata. Os estudos
envolvendo espécies do género Ochna sdo escassos, entretanto os estudos
fitoquimicos existentes mostram-se bastante promissores quanto ao isolamento
de flavonoides'. O Unico estudo fitoquimico realizado sobre Ochna serrulata
confirma a presenga de feofitinas, a partir do extrato das folhas particionado

com acetato de etila®.

2.1. Familia Ochnaceae

A familia Ochnaceae compreende 30 géneros e aproximadamente cerca
de 400 espécies com ampla distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais de
todo mundo. No Brasil ocorrem 11 géneros e cerca de 120 espécies, sendo
plantas essencialmente arbdéreas ou arbustivas que possuem interesse
econdmico restrito a algumas poucas espécies ornamentais, como Ochna
serrulata®. Como exemplos dos géneros desta familia encontrados no Brasil,
podemos citar o género Ochna que € comumente encontrado em jardins; nos
campos cerrados é observada a presenga do género Ouratea com flores
amarelas; enquanto que nos brejos acidos da regido da Serra do Mar é

freqliente uma erva de flores branco-rosadas do género Sauvagesia®.

2.1.1 Género Ochna

O género Ochna, introduzido no Brasil, possui 0 maior niumero de
espécies, cerca de 86 espécies, ocorrendo principalmente no sul da Africa,
Madagascar e Asia. Ha aproximadamente 12 espécies do género Ochna no sul
da Africa que incluem arvores e arbustos®, dentre elas destaca-se a espécie
Ochna serrulata, espécie investigada neste estudo. Inumeras espécies do
género Ochna séo utilizadas na medicina popular, por exemplo, Ochna afzelii é
usada no tratamento de ictericia, coélicas menstruais, dores nas costas,

disenteria e dor de dente®. O caule de Ochna lanceolata é usado no tratamento



de complicagdes gastricas, colicas menstruais e pode ser abortivo’. As folhas
de Ochna squarrosa sao usadas no tratamento de constipagdes, ulceras e
cancer; As raizes sdo usadas no tratamento de célicas menstruais e asma®. Na
Tailandia o caule de Ochna integerrima é usado como tbnico digestivo,
enquanto na Indonésia a infusdo das raizes e folhas possui acao antipirética e

antidesintérica®.

2.1.2 Ochna serrulata

A Ochna serrulata é natural da Africa tropical, possui folhagem brilhosa
composta de ramos curtos e laterais, flores amarelas com perfume suave e de
pouca durabilidade que surgem nas extremidades dos ramos. Quando as flores
sao fecundadas por insetos seus calices verdes tornam-se vermelhos e no
centro incham até formar uma bola de onde nascem de 3 a 10 pequenos frutos
de cor negra, contendo uma semente cada um, com 0s quais atraem passaros
frutivoros (sabias, bem-te-vis, tesouras, sanhagos, sairas, etc.). Os frutos da
planta sdo pretos e as flores vermelhas separam-se de uma forma que
lembram a cara de Mickey Mouse, dai o nome comum Mickey Mouse bush®.

O nome Ochna vem de Ochne, antigo nome grego dado para péra
selvagem, porque as folhas se assemelham aos da péra selvagem. O nome
especifico serrulata refere-se a forma serrilhada nas margens das folhas.

A Ochna serrulata € um pequeno arbusto de 1 a 2 m de altura, mas
ocasionalmente pode crescer até 6 m, contudo é referida como uma arvore de
pequeno porte. Tem um caule delgado com a casca marrom. As folhas sao
elipticas, 13-50 mm, mas ocasionalmente estreitas com pontas arredondadas e
base arredondada. Suas margens sdo dentadas com folhas eretas a
pontiagudas. A folhagem jovem é de coloragdo rosa-bronze e quando maduras
de coloragdo verde-brilhante. Na Figura 1 podem ser observados alguns
detalhes botanicos desta planta.

As tribos sul-africanas usam as raizes de Ochna serrulata na forma de

decoccdo para tratamento doencas 6sseas e hemorrdidas’.



Figura 1 — Detalhes botanicos de Ochna serrulata.

2.1.1.1 Classificagao Taxonémica

Ochna serrulata

Reino Plantae
Divisao Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Malpighiales
Familia Ochnaceae
Género Ochna
Espécie Ochna serrulata

2.2 Atividade biolégica no Género Ochna

S&o muitas as atividades bioldgicas estudadas em diferentes espécies
de Ochna. A atividade analgésica e antiinflamatéria foi observada no extrato
metanolico das raizes de Ochna squarrosa'. Foi observada a atividade anti-
HIV na fracdo acetato de etila do extrato etandlico das folhas de Ochna
integerrima™. Nos caules de Ochna integerrima observou-se uma excelente
atividade antimalaria’. A atividade citotdxica e antibacteriana foi observada no

extrato etandlico dos caules de Ochna macrocalyx15.
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2.3 Estudos fitoquimicos no Género Ochna

O estudo fitoquimico mostra que foram muitos os compostos isolados e
caracterizados nas diferentes espécies do género Ochna. Estes metabdlitos
secundarios pertencem essencialmente a classe dos flavonoides.

A partir do extrato metandlico do caule de Ochna afzelii foram
encontrados trés biflavondides denominados de isolofirona C, diidrolofirona C e
lofirona C'. No extrato metandlico das folhas da mesma espécie foram
encontradas duas isoflavonas, 5,4’-dimetoxi-6,7-metilenodioxiisoflavona (1) e 5-
metoxi-4’-hidroxi-2”-dimetilpirano-(3”,4”,7,8)'®, dois biflavondides, afzelonas A
e B, e cinco flavondides ja conhecidos denominados de calodenins A e B,
afzelonaC, 4”,5-dimetoxi-6,7-metilenodioxiisoflavona, 4”,5,7-trimetoxiisoflavona,
o glicosideo lanceosideo'®,e um novo flavondide, afzelone D'’°. No extrato
metandlico do caule de Ochna calodendron foi encontrado primeiramente um
biflavondide denominado calodenone® e posteriormente foram encontrados os
biflavonoides, lofirona K e calodenins A e B e um pentaflavonodide,
ochnachalcona (2)*°. No extrato diclorometano das folhas de Ochna
calodendron foram isolados dois triflavondides denominados de caloflavans A
(3) e B¥'. Em Ochna squarrosa foram isolados do caule, furanoflavonas: 5-
metoxifurano(2",3":7,8)flavona (4), 4’-hidroxi-3’-metoxifurano [4”,5”,6,7]-flavona
e 3 ,4'-diidroxifurano[4”,5”,6,7]flavona®® e os biflavondides ja conhecidos,
lofirona A (5) e lofirina H'2.

Das folhas de Ochna integerrima foram isolados dois biflavondides
denominados de 2”,3"-diidroochnaflavona e 2”,3”-diidroochnaflavona-7"-O- metil
éter e um flavondide glicosilado, 6-y,y-dimetilalitaxifolina-7-O-3-D-glucosideo
(6)". Do caule foram isolados dois biflavondides: 6"-hidroxilofirona B e 6"-
hidroxilofirona B 4"-O-B-glucosideo®. Dois biflavonoides foram isolados de
Ochna lanceolata 7,4 7",4""-tetrametilisochamaejasmin e 2,3-
diidroochnaflavona-77-O-metiléter®.

Em Ochna Beddomei foram encontrados os biflavonéides 7-O-

metiltetraidroochnaflavona obtido a partir do extrato das folhas® e 2,3-



diidroochnaflavona-7,4’, 7 -tri-O-metiléter do extrato dos caules®. A partir do
extrato das folhas de Ochna pumila foram isolados os biflavondides,
tetraidroamentoflavona e 77-O-metiltetraidroamentoflavona®’. Foram
encontrados no extrato do caule de Ochna macrocalyx os biflavondides,
calodenin B e diidrocalodenin B, sendo dimeros da isoflavona
deidroxihexaspermona C*°.

Figura 2 - Compostos isolados a partir de espécies do género Ochna.



3. OBJETIVOS

i)

ii)

3.1 Objetivos Gerais

Este trabalho tem como principal objetivo o desenvolvimento do estudo
fitoquimico de Ochna serrulata, monitorado por ensaios de bancada para

avaliagao das atividades antioxidantes, toxica, alelopatica e antibacteriana.

3.2 Objetivos Especificos

Obtencao do extrato bruto das folhas e caule, separadamente, de Ochna

serrulata, por maceracao em etanaol,

Particionamento do extrato bruto das folhas por diferentes solventes, a fim de
obter fragbes em quantidades expressivas do extrato para posterior estudo
fitoquimico e bioldgico;

Aplicagao dos ensaios antioxidantes aos extratos brutos e fragdes;

Aplicagdo do bioensaio de toxicidade frente a Artemia salina aos extratos

brutos e fragdes, a fim de avaliar a atividade toxica;

v) Aplicagao do bioensaio de germinagdao de sementes para avaliar a atividade

vi)

vii)

alelopatica aos extratos brutos das folhas e caules;

Aplicagdo do bioensaio antibacteriano para avaliar a concentragdo minima

inibitéria dos extratos brutos ou fragdes frente a bactérias padréao;

Analise fitoquimica das fragdes mais ativas a partir das folhas de Ochna

serrulata, para elucidagao estrutural dos possiveis principios ativos.



4. METODOLOGIA

4.1 Materiais

4.1.1 Equipamentos

Os equipamentos utilizados para a realizagdo deste projeto foram os
mais diversos, tais como: estufa, rota-vapor, balanga analitica, gabinete
revelador cromatografico, aparelho de ponto de fusdo, centrifuga, lavadora
ultra-sénica, espectrofotdbmetro UV-Vis e estufa com fotoperiodo. Os espectros
de Infravermelho foram determinados em aparelho PERKIN ELMER — FT 16
PC. Os espectros de RMN 'H e *C foram obtidos em aparelho Varian,
operando em 400 MHz para 'H e 100 MHz para '*C. Os deslocamentos
quimicos foram medidos em valores adimensionais & (ppm), utilizando
tetrametilsilano como referencial interno. As areas relativas dos picos foram
obtidas por integragdo eletrbnica e suas multiplicidades descritas como: s

(singleto), d (dupleto), t (tripleto) e m (multipleto).

4.1.2 Reagentes

Os solventes utilizados foram etanol, metanol, acetona, hexano, acetato
de etila, n-butanol e acido acético. Todos obtidos comercialmente. Utilizou-se
sulfato de sodio anidro, como sal dessecante (Cromaline), silica gel para
colunas cromatograficas de granulometria 0,05:0,20 mm e silica gel para
coluna flash de granulometria 0,04:0,063 mm (Carlo Erba). Utilizou-se
cromatoplacas de aluminio cobertas com silica gel 60 para cromatografia em
camada delgada de 0,2 mm de espessura (Merk). Os reveladores utilizados
foram vapores de lodo e solugdes reagentes de anisaldeido sulfurico 5% em
metanol, cloreto férrico 5% em etanol. O Reagente de Folin-Ciocalteu, DPPH
(1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e Tween 80 (polioxietilenosorbitano monoleato)

foram obtidos pela Aldrich. Os demais reagentes utilizados eram de pureza



analitica e foram utilizados sem tratamento prévio. Os cistos de Artemia salina
e o sal marinho foram adquiridos em lojas de aquario e as sementes de alface

(Lactuca sativa), em lojas agropecuarias.

4.2 Métodos

4.2.1 Coleta e identificagao da planta

O material vegetal foi coletado no municipio de Séo José - SC, em
novembro de 2007, sendo posteriormente identificado pelo professor Dr. Daniel
Barcellos Falkenberg do departamento de Botanica da Universidade Federal de
Santa Catarina — UFSC.

4.2.2 Obtencgao do extrato hidroalcodlico bruto

Apoés a coleta, o material vegetal, foi seco em estufa, e em seguida as
folhas e caules foram triturados separadamente. Obteve-se aproximadamente
386,0g de material vegetal, sendo que destes 224,2g eram referentes as folhas
e 161,69 aos caules, no entanto houve perdas de massa durante a trituragéo
das folhas, resultando em 161,8g de folhas ao final deste processo. Depois da
trituragao, as folhas e caules, foram extraidos separadamente por maceragao
em solucao hidroalcodlica (alcool etilico de grau comercial) por sete dias.
Posteriormente, o extrato bruto foi concentrado sob pressdao reduzida
(temperatura aproximada de 70°C) até secura, obtendo-se o extrato bruto
hidroalcodlico. A maceracéo foi feita em triplicata. Foi obtida cerca de 57,92g
do extrato bruto (EB) das folhas (35,80%) e 13,509 dos caules (8,30%).

4.2.3 Particionamento do extrato bruto

O extrato bruto das folhas foi suspendido em metanol e deixado em

geladeira para decantar o material n&o soluvel. Este residuo foi filtrado, sendo
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denominado de resina (20,98%), e ao filtrado restante foi adicionado agua
destilada para posterior extracao liquido—liquido com solventes de polaridades
crescentes. Foram obtidas assim, as respectivas fragbes: hexanica (FHe)
0,18%, acetato de etila (FAe) 27,25%, n-butandlica (FBu) 8,36% e aquosa
(FAq).Todas as fragdes e a resina foram secas e conservadas em geladeira
(Figura 3).

Extrato bruto
(EB) 1. MeOH
2. Precipitacédo
3. Filtragdo f Resina {R)
H,0 § 20,98 %
[ Solugdo aquosa ]
| Hexano
Fragdo hexdnica (FHe) w
[ 0,18 % Solugdo aquosa

| Acetato de etila

Fragdo acetato de etila {(FAe) =
[ 27,25 % Solugdo aquosa
| n-butanol
Fragao n-butandlica (FBu) N
[ 8,36 % Solugdo aquosa

Filtragao

[ Fragdo aquosa (FAq) ]

Figura 3 - Particionamento do extrato bruto das folhas de Ochna serrulata.

A Fracao acetato de etila (FAe) (14,93 g) foi submetida a cromatografia
em coluna de silica gel (CC-1), utilizando como eluentes acetato de etila/
hexano/ metanol com gradientes de polaridade crescente. Desta cromatografia
foram obtidas 37 fragcbes, sendo que as mesmas foram reunidas de acordo
com o perfil visualizado na cromatografia em camada delgada (CCD). A
purificacdo das fragcdes foi feita através de técnicas de recristalizagcao

(utilizando solventes como, acetona e metanol), o que resultou na formacgao de
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precipitados relativos as fragdes 18-19 (106,28 mg), que foram analisados por
métodos espectroscépicos como, o infravermelho (1V), ressonancia magnética
nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e Carbono 13 (RMN 'C) e teve seu ponto de
fusado determinado. Apds analise dos dados espectroscopicos observou-se que
este precipitado tratava-se de uma mistura de compostos, sendo feita uma
segunda coluna (CC-2) contendo 38 fragdes na tentativa de isolamento do
composto puro. A partir das fragdes 28-33 da coluna (CC-2) foi isolado o
composto1 (38,5mg).

Foi feita ainda, outra coluna de silica gel (CC-3) com as fragbes 12-15
(115,4mg), obtidas da primeira coluna. Deste particionamento obtiveram-se
precipitados correspondentes as fragbes 6-8 (76,9mg) que foram analisados
por técnicas de espectroscopia, constituindo deste modo o composto 2.

As outras fragdes obtidas da primeira coluna cromatografica foram deixadas

para analise posterior. Um resumo destes procedimentos pode ser observado

na Figura 4.
[Fra_c‘?’b- acetato de etila (m)]
14,93 g
AcOEt/Hex ! MeQOH
[ c-C1 ]
37 Fragdes
: I ] |
1215 18-19
AcOE#(85%) | Hex (15%) AcOEt(85%) | Hex (10%) | MeOH (5%)
[ c-C3 c-C2
10 Fragdes 38 Fragbes
i 6-8 | [ 28-33
AcOEt(93%) | Hex (7%) AcOEt(85%) | Hex (10%) / MeQH (5%)
[ Composto 2 ( Composto 1

Figura 4 - Fracionamento cromatografico da fracao acetato de etila de O.
serrulata
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4.2.4. Ensaios Antioxidantes

4.2.4.1. Determinagao do Conteudo de Fendlicos

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado através do reativo de
Folin-ciocalteau, de acordo com o método descrito por Anagnostopoulou e
colaboradores, 2006 2. A cada 0,5 mL de uma solugdo da amostra (extratos e
fragdes na concentracdo de 1000 ppm, diluidos em etanol), foram adicionados
5,0 mL de agua destilada e 0,25 mL do reativo de Folin-ciocalteau. Apos 3
minutos, foram adicionados 1,0 mL da solu¢do saturada de Na,COj3, agitou-se
e a solugao descansou por 1 hora. A absorbancia da solugao foi determinada
em espectrofotbmetro a 725nm. Como branco utilizou-se uma solugéo
preparada conforme descrito acima, porém, sem a presenca da solucao
amostra. Um aparecimento da cor azul-escuro € indicativo da presenga de
fendlicos no extrato ou fragao testada. Foi construida uma curva de calibragao
com solugbes padrao de acido galico nas concentragbes de 25 a 500 ug/mL,
diluidos em etanol, para comparagao (Figura 5). Todos os testes foram
realizados em triplicata. O teor de compostos fendlicos totais foi determinado
em equivalentes de acido galico, ou seja, mg de acido galico (AA)/g de extrato

bruto ou fracao seca.

3000 4 OH
2500 4
2000 4 H COOH

1200

Y=-2,17 + 590X
R =0999

Absorbancia

1000

400 -

i T T T T T T T ¥ T
0 100 200 300 400 500
[Acido Gélico ], ppm

Figura 5 - Curva de calibragao para determinagao do conteudo de fendlicos.
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4.2.4.2 Determinagao do Conteudo de Flavonéides

O teor de flavonoides foi realizado conforme método descrito por Woisky
e Salatino, 1998 #°. A 0,5 mL de uma solugdo da amostra (extratos e fracdes na
concentragéo de 1000 ppm, diluidos em etanol), foram adicionados 2,5 mL de
etanol e 0,5 mL de uma solucédo de AICIz 2 %. Apds 1 hora, as absorbancias
das solugcbes foram determinadas em espectrofotdbmetro a 415nm. Como
branco utilizou-se uma solugcado preparada conforme o procedimento acima,
sem a adi¢ao da solucdo de AICIs. O aparecimento da cor verde florescente é
indicativo da presenga de flavondides. Foi construida uma curva de calibragcao
com solug¢des padréo de quercetina nas concentragbes de 2,5 a 100 pg/mL,
diluidas em etanol, para comparagéo (Figura 6). Todos os testes foram
realizados em triplicata. O teor de flavondides foi determinado em equivalentes
de quercetina, ou seja, mg de quercetina (QE)/g de extrato bruto ou fragéo

SecCo.

1000 H
800

600

Absorbancia

0 Y=-5513 + 912X

R =0,996

200 H

0 20 40 B0 a0 100
[ Quercetina ], ppm

Figura 6 - Curva de calibragdo para determinagéao do conteudo de flavonadides.
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4.2.4.3 Captura de Radicais Livres usando DPPH

O ensaio para a determinacdo da atividade antioxidante utilizando o
radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) baseia-se no método descrito por
Bouchet,1998 e Calvin et al.1998 **3' com algumas modificacdes. O ensaio
consiste em fazer uma solucdo etandlica de DPPH 0,004% preparada
momentos antes do uso, e de solu¢gdes com concentracdo de 25 a 200 pg/mL
das fragdes ou extratos brutos. Foi misturada 2 mL de solucdo de DPPH com 1
mL da amostra vegetal. Agitou-se e apds 30 minutos, foi feita a leitura em um
espectrofotdbmetro a 517 nm, corrigindo cada absorbancia com o seu respectivo
controle, que consiste na solugdo onde ha presenga do extrato vegetal
juntamente com etanol. Uma solugdo contendo 2 mL de DPPH em etanol foi
considerado como 100% de absorbancia. O grafico do percentual de
decréscimo na absorbancia do DPPH em fung¢do na concentragdo do extrato
fornece ICsp concentragao de extrato necessaria para causar 50% de atividade

antioxidante (Figura 7).

704
60+

a0 IC, = 10,74 ppm

% DPPH
1=
o
1

30+

20

T r T T T T T T T
il 5 10 14 20 25

[ AcDEL] ppm

Figura 7 - Obtencao de ICsq para a fracao acetato de etila de O. serrulata.

4.2.4.4 Determinagao do Poder Redutor

O ensaio para a andlise da atividade antioxidante através da

determinacdo do potencial redutor baseia-se no método de Price e Bultler,
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proposto por Waterman e Mole, 1994 *2, com adaptacdes. A cada 100 L das
amostras (extratos brutos e fragbes na concentracdo de 1000 ppm) foram
adicionados 8,5 mL de agua destilada e 1,0 mL da solu¢gdo de FeCls 0,1M.
Apo6s 3 minutos, adicionou-se 1,0 mL da solugao de ferricianeto de potassio
0,08M. Passados 15 minutos foram realizadas as leituras das absorbéancias das
solugdes em espectrofotdmetro a 720nm. Como branco, foi utilizada uma
solucao preparada conforme o procedimento acima, sem a adigcdo da amostra.
O aparecimento da cor azul da Prussia é indicativo de potencial redutor. Foi
construida uma curva de calibragdo com solugdes padrdo de acido ascorbico
nas concentragdes de 100 a 1000 yg/mL, diluidas em etanol, para comparagao
(Figura 8). Todos os testes foram realizados em triplicata. O potencial redutor
foi determinado em equivalentes de acido ascoérbico, ou seja, mg de acido

ascorbico (A.A)/g de extrato bruto ou fragédo seco.

1400 S

] HO
1200 HO \/-'\LOTO
1000 4 HGO OH
500 CgHgOs

600

Absorbancia

200 4 Y =-2335+1,14X

R =0,991

LI L S B S S A S p—
0 200 400 B00 goo 1000
[Acido Ascorbico], ppm

Figura 8 - Curva de calibragao para determinagao do poder redutor.

4.2.5 Ensaios Bioldgicos

4.2.5.1 Teste de Toxicidade frente a Artemia salina

Os extratos brutos e fragbes foram avaliados pelo teste de toxicidade

frente A. salina, segundo a metodologia de Meyer et al.,1982 ** com
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modificagdes. Estes foram dissolvidos em etanol, a fim de se obter uma
concentracdo final de 10.000 ppm que posteriormente foram diluidos nas
concentracdes de 100 a 1000 ppm. Em cada pocinho de uma placa contendo
24 pocinhos colocou-se 1 mL solugao salina (cerca de 20g de sal marinho por
litro de agua destilada) com 1% tween 80 (v/v) (Polioxietilenosorbitano
Monoleato) e de 5 a 10 larvas, coletadas do meio salino. Apds 24 horas
procedeu-se a leitura dos animais mortos com ajuda de uma lampada e uma
lupa em oposicdo a um fundo escuro. O teste foi feito em ftriplicata e foi
acompanhado de controle positivo (K2.Cr,07), cuja toxicidade esta entre 20 e 40
ppm de acordo com a literatura® e de controle negativo (etanol:agua destilada).
Cada extrato ou fracao foi testado pelo menos duas vezes para que o resultado
fosse confiavel. Para o tratamento estatistico dos dados usou-se o método
descrito por Reed-Muench®®. Este método assume que um animal que
sobrevive a uma determinada dose também sobrevivera a uma dose menor,
consequentemente, um animal que morre com certa dose também morrera
com uma dose maior**, mostrando que existe uma relacao entre a dose testada
e a mortalidade, no sentido de quanto maior for a dose maior sera a letalidade

das larvas. Isto permite calcular a DL, (Figura 9) com intervalo de confianga de

95%, onde DLsy € a concentragdo de extrato necessaria para causar 6bito em

50% das larvas testadas apds 24 horas de exposigao.

100 ]
80

60

~/ DLeso = antilog[2,66] = 4571 ppm
40 4 .

% de animais mortos

20

b T * T ¥ T » T - T ¥ T ¥ T * T > 1
22 23 24 25 28 27 28 29 30 31
log[ AcOEt ], ppm

Figura 9 — Obtencéo da DLs para a fragao acetato de etila de O. serrulata.
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4.2.5.2 Teste Alelopatico

Foram utilizadas para os testes de germinagdo, sementes de Lactuca
sativa (alface), uma dicotiledénea pertencente a familia Compositae. Estas
sementes foram usadas como indicadoras da presenca de aleloquimicos,
conforme metodologia utilizada por Nishimura et al.1984 3® com
modificagdes.Os extratos de plantas foram dissolvidos em etanol nas
concentracdes desejadas (0,25 — 2,00 %) onde impregnou-se em discos de
papel filtro Whatman N° 1 (5,5 cm de didmetro) 1 mL do extrato bruto da planta.
ApOs a evaporagao do solvente, os papéis filtro impregnados foram colocados
em placas de Petri (6,0 cm de didmetro). Foram adicionados 1,5 mL de tween
80 (100 pg/mL), sendo deixados em repouso por uma noite. No dia seguinte,
cada disco de papel filtro recebeu 25 sementes de L. sativa, distribuidas sem
obedecer a um espagamento uniforme, sendo o teste desenvolvido em
triplicata®®%. As sementes de alface foram previamente esterilizadas por
imersao em solugéo de hipoclorito de sddio (10%) durante 5 minutos. Utilizou-
se um controle negativo, seguindo procedimento similar, porém na auséncia do
extrato de planta, denominado de testemunha. A germinagao foi conduzida em
fotoperiodo de 12 horas claro / 12 horas escuro a 25°C, sendo os discos de
papel filtro regados diariamente com agua destilada. As leituras para a
avaliagcdo da germinagcao de sementes foram diarias, sendo que, para
padronizagao do teste, observou-se a germinagao até o 5° dia. Como critério
de germinacao foi estabelecido a profusao radicular. Apos o 5° dia, efetuaram-
se as medidas do comprimento da radicula e do hipocétilo com ajuda de uma
régua, sendo estes resultados comparados com os controles negativos

(testemunha).

4.2.5.3 Teste Antibacteriano

A atividade antibacteriana foi realizada em parceria com a Universidade
Regional de Blumenau sob orientagdo do professor Dr. Eduardo Dalmarco.
Esta atividade foi avaliada através da determinagdo da concentracao inibitoria

minima (CIM). O extrato bruto das folhas e caules e fragdes foram testados
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frente a microorganismos padrdes, conforme recomendado pelo NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standaards)*®: Staphylococcus
aureus — ATCC — 6538 (coco gram positivo), Escherichia coli — ATCC — 25922
(bacilo gram negativo) e Pseudomonas aeruginosa (bacilo gram negativo).

Estas determinagdes foram realizadas em microplacas Elisa estéreis,
contendo 96 micropocos. As solugdes testes foram colocadas nas primeiras
microcavidades, contidas nas microplacas, os quais em seguida foram
transferidas para microcavidades adjacentes, as quais ja continham caldo BHI
(Brain Heart Infusion), com objetivo de se obter diluicao seriada de ordem dois
das amostras (de 1:2 até 1:256 partindo da concentragédo de 50 mg/mL). Em
cada poco, o indculo foi adicionado no volume de 5 mL de uma solucéo
ajustada para 0,5 da escala de MacFarland.

O teste foi acompanhado de controle negativo (DMSO + bactéria em
estudo e BHI) e controle de inibigdo (BHI + bactéria em estudo + gentamicina).
As microplacas foram incubadas aerobicamente a 35°C por 24 horas. O
crescimento bacteriano foi verificado pela adicdo de um revelador, composto
pela solucdo metandlica a 5% de cloridrato de 2,3,5 trifeniltetrazdlio, onde na
presenca de crescimento bacteriano € observada uma coloragao avermelhada.

A CIM foi definida como a ultima concentracdo do extrato ou fracéo
capaz de inibir a presenca de crescimento bacteriano. Quanto maior a diluicdo
obtida como concentracao inibitéria minima (CIM), menor a concentragao do
extrato necessaria para inibir o crescimento bacteriano, que significa também, a

melhor atividade antibacteriana do extrato ou fragao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Compostos de Ochna serrulata

O extrato bruto das folhas de Ochna serrulata foi particionado com
solventes de diferentes polaridades, originando as fragées hexanica, acetato de
etila e n-butandlica. O fracionamento cromatografico da fragdo acetato de etila
resultou em dois compostos com caracteristicas espectroscopicas muito
similares e de perfil compativel com estrutura flavonoidica, que foram

denominados de compostos 1 (38,5mg) e 2 (76,9mg).

5.1.1 Analise de composto 1

O composto 1 isolado apresentou-se na forma de um pé amarelado com
ponto de fusdo 213,1-213,3°C, Rf.= 0,52 (AcOEt 100%), e foi revelado
positivamente em cromatografia em camada delgada (CCD) com FeCl;
indicando a presencga de hidroxilas fendlicas. O espectro de IV apresentou
bandas tipicas de absorgdo de grupo —OH (3371 cm™), grupo >C=0 conjugada
(1661 cm™), duplas ligagdes conjugadas (1620 cm™) e duplas ligacdes de anéis
aromaticos (1520 cm™) (Anexo 1). A andlise do espectro de IV, juntamente com
a revelagdo na CCD com FeCls, sugerem que estes compostos pertencem a
classe dos flavonaoides glicosidicos.

A analise do espectro de RMN de 'H revelou a presenca de varios picos
na regiao de H aromaticos (6,2-8,3 ppm) e na regidao de H ligado a carbono
oxigenado entre 3,5-5 ppm. Em 10,79 ppm observa-se um sinal referente a
hidroxila fendlica, provavelmente do C-5 quelada a carbonila C-4. Este espectro
apresenta um perfil compativel para uma estrutura flavonoidica glicosilada,
(Anexo 2). A auséncia de sinais na regiao de 2,3-3,4 ppm exclui a possibilidade
da aglicona flavanona, também a auséncia do tipico par de dupletes na regido
de 4,6 e 5,1 com constantes de acoplamento da ordem de 11 Hz exclui a
estrutura flavanonol. No espectro de RMN de '*C podemos observar este

mesmo perfil também excluindo a possibilidade de flavanonol e flavanona. Os
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sinais entre 61,5 a 81,2 ppm sé&o referentes a carbono de acucar, isto €,
carbono sp® oxigenados. Os sinais em 100,18 e 102,51 ppm correspondem
provavelmente aos carbonos anoméricos da glicose. O sinal em 56,4 e 56,8
ppm refere-se a presenca de metoxilas na estrutura. Entre 98,8 e 130,4 ppm
observa-se os picos referentes a carbonos aromaticos e entre 148,5 e 164,9
ppm observa-se os picos referentes a carbonos aromaticos oxigenados.
Finalmente, em aproximadamente 182 ppm observa-se picos correspondentes
a >C=0, (Anexo 3). Estes dados sugerem que o composto 1 possua dois
nucleos flavona ou flavonol ligados a metoxilas e agucares. Infelizmente séo
necessarias analises mais apuradas para propor uma estrutura para este

composto.

5.1.2 Analise de composto 2

O composto 2 apresentou-se na forma de cristais amarelados com ponto
de fusdo 168,3-168,8°C, Rf.= 0,87(AcOEt 100%). A analise espectroscoépica
sugere que este composto tenha as mesmas caracteristicas que o composto 1.
Apesar de apresentar mais sinais em seus espectros de RMN 'H e RMN 3C
(Anexos 4 e 5) que o composto 1, ndo se pode afirmar, se o conjunto de sinais
correspondem a trimeros ou pentdmeros de flavondides ou sdo sinais dos
varios rotdmeros de um biflavondide.

Segundo Likhitwitayawuid e colaboradores’, a composicdo de
flavondides do género Ochna pode ser especifica dependendo da parte da
planta estudada. Nas folhas, que é o alvo deste estudo fitoquimico, as espécies
de Ochna podem se dividir em dois grupos, dependendo da habilidade de
produzir ou ndo ochnaflavona (7), considerando este composto um marcador
quimiotaxondmico nas espécies do género. Espécies de Ochna que produzem
ochnaflavona acumulam biflavondides flavona (8) e flavanona (9), enquanto
que as espécies que nao produzem ochnaflavona, normalmente ndo acumulam
biflavondides’. Além disso, os flavondides glicosidicos possuem como
agliconas estruturas flavona/flavanona, sendo encontrados quase que

exclusivamente nas folhas. A formacao de triflavondides nas folhas e
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pentaflavonodides nas cascas do caule ilustram a capacidade do género para

produzir derivados complexos1.

= 0

S
HO OH

Figura 10 — Estruturas quimicas flavondidicas basicas encontradas no género
Ochna.

5.2. Atividade Antioxidante

Espécies oxidantes, como os radicais livres, atuam sobre o organismo
causando uma série de patologias, incluindo cancer, doengas hepaticas,
aterosclerose e envelhecimento. Os efeitos resultantes do metabolismo celular
geram da oxidacdo de componentes, espécies reativas de oxigénio (ERO) e
nitrogénio (ERN), produzidas como parte do processo metabdlico (de 2 a 5 %
do oxigénio respirado, por exemplo), e de fontes exdgenas. Os antioxidantes
sao substancias que, numa concentracdo menor que o substrato oxidavel,
retarda o processo oxidativo, diminuindo a velocidade da reacao*’.

A maioria dos extratos vegetais sao conhecidos por sua eficacia
antioxidante, considerando isto, foi avaliada a capacidade antioxidante de
compostos quimicos e/ou extratos vegetais, através de ensaios, como a
atividade sequestrante de radicais livres e potencial redutor. O conteudo de
compostos fendlicos e flavonodides foram determinados para os extratos
vegetais, a fim de correlacionar estes dados com a atividade antioxidante.

Numerosos estudos demonstram que os compostos fendlicos possuem

alta capacidade antioxidante, especialmente os ortodifendis, ou catecois*?. A
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determinacdo do conteudo de fendlicos baseia-se na formagdo de um
complexo inorganico entre os compostos fendlicos e os anions tungstato e
molibdato, formado o complexo fosfotungstico-fosfomolibdico (Figura 11), que

fornece uma coloracao azul para a solugéo32.

OH O
H+
0]
Figura 11 — Reacao de 6xido-reducéo para determinagcdo de compostos
fendlicos.

Os flavondides sdo uma classe de metabdlitos vegetais secundarios, de
natureza fendlica, que possuem notavel capacidade antioxidante. Para a
determinacao do teor de flavondides nos extratos e fragdes vegetais utilizou-se
a complexacdo com cloreto de aluminio (AICI;)*°. Este reagente forma um
quelato com as hidroxilas fendlicas e com o grupo cetdnico nos flavonodides
(Figura 12), proporcionando um deslocamento batocromico das bandas de

absorbancias do espectro de UV/VIS para uma regiao caracteristica®.

| AICI;
|
O .\O
OH O AL
Cl Cl
Figura 12 - Formac&o do anel estavel de seis membros do AI** com o
flavonoide.

O teor de compostos fendlicos e flavondides no extrato bruto das folhas e
suas fragbes e no extrato bruto dos caules de Ochna serrulata, pode ser

observado na tabela 1.
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Tabela 1 - Teor de compostos fendlicos, teor de flavondides e ensaios
antioxidantes aplicados aos extratos vegetais de Ochna serrulata.

Fendlicos Flavondides DPPHICs, Poder redutor
Ochna serrulata
mg AG/ g mg QE/ g pg/mL mg AA/g
EB Caule 219,9+11,1 20,1+0,1 13,3 261,715,2
EB Folhas 290,9+2 4 105,8+4,0 15,2 617,814 4
Resina 273,0+6,9 202,5+4,9 12,8 676,2+5,7
F. hexanica 234,416,3 48,614,0 32,6 506,4+1,1
F. acetato de etila  339,8+20,5 123,0+5.1 10,7 981,4+22 .4
F. n- butandlica 290,9+6,0 18,8+0,5 13,6 597,2+1,3
Composto 1 13,4
Composto 2 e
BHT? 17,3
Ac. Ascérbico® 9,20
Acido Galico® 2,40

*** ndo apresentou resultados na concentragao testada.
a,b,c sdo considerados antioxidantes conhecidos.

Através destes resultados observou-se que o EB das folhas apresentou
maior concentracao de fendlicos e flavondides, e conseqliente maior atividade
antioxidante que o EB do caule em relagdo ao teste do poder redutor. A maior
concentracdo de compostos fendlicos nas folhas em relagéo ao caule pode ser
justificada devido a fungédo protetora dos flavondides nas folhas contra a
radiagcao emitida pelo sol.

Quando o EB das folhas foi particionado com diferentes solventes, foi
observado maior teor de fendlicos na fragao acetato de etila, seguida da fragéo
n-butandlica. Os compostos flavondidicos estdo em maior concentragcdao na
fragao acetato de etila, seguida da fragdo hexanica, provavelmente nesta ultima
fragdo, na forma de aglicona.

A maior concentragao de flavondides esta presente na fracdo acetato de
etila, motivo pelo qual esta fracdo foi escolhida como primeira a ser
particionada por cromatografia em coluna; mostrando a importancia do
acompanhamento simultdneo dos ensaios para direcionar o estudo fitoquimico.

Nesta fragdo foram obtidos os flavondides referentes aos compostos 1 e 2.

24



O ensaio antioxidante utilizando o radical livre DPPH avalia a
capacidade sequestrante de radicais livres da amostra analisada. A habilidade
dos compostos fendlicos em doar hidrogénios ao radical livre DPPH leva a
formacao de espécies pouco reativas. Este radical livre é relativamente estavel,
de forte coloracdo purpura e abstrai um atomo de hidrogénio de compostos
fendlicos, formando o DPPH reduzido, que é descorado, de acordo com a

seguinte reagao (Figura 13).

QL0 QL

N .
+ Aromatico *—OH —> + Aromatico —O °
OoN NO, OoN NO,
N02 NOZ
DPPH - oxidado DPPH - reduzido

Figura 13 — Acao sequestrante do DPPH sobre um composto fendlico.

No ensaio da determinacéo da atividade antioxidante utilizando o radical
livre DPPH foi verificada uma excelente atividade antioxidante para todos os
extratos e fragdes vegetais, sendo que, com excecgao da fracdo hexanica, estes
extratos e fragdbes possuem valores de ICsy equivalentes a compostos
antioxidantes bastante conhecidos, como o BHT (2,6-di-terc-butil-4-
hidroxitolueno), acido ascérbico e acido galico (Tabela 1).

A capacidade de reduzir ions metalicos ou intermediarios do processo
de peroxidacgao lipidica, através da doagao de elétrons, é caracterizada como
potencial redutor de uma amostra**. O ensaio para a determinacéo da atividade
do potencial redutor baseia-se no fato de que, quando o ion fenolato, presente
nos compostos e extratos vegetais é oxidado, os ions férricos sdo reduzidos
para ions ferrosos (Figura 14), e detectados a partir da formacdo de um
complexo azul, Fes[Fe(CN)s]s (Figura 14), com o reagente ferricianeto de

potassio®.
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Fe*2 , [Fe(CN)s]® ——~ Fes[Fe(CN)gls

Figura 14 — Reacao de oxido-reducéo para determinagéo do poder redutor.

A atividade antioxidante avaliada através do teste do poder redutor
mostrou uma correlagdo com o conteudo de fendlicos existente nas fragdes,
isto é, a fracdo acetato de etila apresentou maior atividade, seguida da fracao
n-butandlica e da fragdo hexanica.

Portanto, a significante atividade antioxidante exibida pelas fragdes mais
polares das folhas de Ochna serrulata pode ser justificada pela maior
concentracao de substancias fendlicas, entre elas os flavondides, conhecidos

por sua eficiente atividade antioxidante.

5.3. Atividade de Toxicidade frente a Artemia salina

Os ensaios de letalidade utilizando o microcrustaceo Artemia salina sao
amplamente usados como técnica de triagem para verificar a atividade

bioldgica de toxinas naturais**

, € de extratos vegetais e seus compostos
isolados*’. Uma das vantagens deste ensaio é que, devido a grande
sensibilidade deste microcrustaceo, varias atividades biolégicas podem estar
relacionadas a este, pois os compostos ativos podem ser potencialmente
téxicos, dependendo da dose®. S3ao considerados ativos diante deste
bioensaio, os extratos ou fragbes vegetais que apresentarem valores de DLsg
até 1000 pg/mL. A tabela abaixo apresenta os resultados do ensaio de

letalidade utilizando larvas de A. salina.
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Tabela 2 - Letalidade frente a Artemia salina dos extratos e fragdes de O.

serrulata.

Extrato/fragao DLso (ppm) ICo5

EB do caule 933,2 897,4 - 970,5
EB das folhas 998,4 907,8 — 1096,7

F. hexanica 868,0 755,3 -997,5

F. acetato de etila 4571 385,8 —542,0
F. n-butandlica > 1000 -
Resina > 1000 -

Foi observado que o extrato bruto das folhas e caules, e as fragbes
hexanica e acetato de etila apresentaram relativa toxicidade frente a Artemia
salina, sendo a fracdo acetato de etila, foi a fracdo que apresentou a mais
notavel toxicidade. A resina e a fracdo n-butandlica nao apresentaram
toxicidade, e o extrato bruto das folhas apresentou uma baixa toxicidade com
DLso = 998,4 (ppm).

5.4. Atividade Alelopatica

Alelopatia € o fendmeno pelo qual as plantas ao se defenderem,
produzem uma diversidade de metabdlitos secundarios, liberando-os para o
meio externo, exercendo assim um efeito sobre outras plantas. Um bioensaio
util para avaliar a atividade alelopatica é a aplicagao do teste de germinacgao de
sementes. Neste teste avalia-se a velocidade de germinagao de sementes e
posterior observacado do desenvolvimento da plantula, isto €, do crescimento da
radicula e do hipocoatilo.

A velocidade de germinacdo de sementes € determinada através da
equacao: IVG = G1/N¢ + G2/N3 +... G/N,, onde IVG ¢é o indice de velocidade de

germinagédo, Gy, G2, G, € o numero de plantulas normais computada na
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primeira, segunda e ultima contagem; N4, N2 , N, corresponde ao numero de
dias apds a semeadura na primeira, segunda e ultima contagem.

Na utilizagcdo de sementes de culturas, como as de Lactuca sativa
(alface) usadas neste estudo, interessa observar a inibigdo da velocidade de
germinagdo com a perspectiva de encontrar possiveis compostos com
potencial atividade herbicida. As sementes de L. sativa (alface) germinam em
aproximadamente trés dias, sendo que apdés o quinto dia foi avaliado o
desenvolvimento da plantula através de medidas da radicula e do hipocdtilo. A
avaliacao da atividade alelopatica nos extratos brutos dos caules e folhas (0,25
a 2,0 g%) de O. serrulata esta apresentada na Tabela 3.

De uma maneira geral, 8 medida que aumenta a concentragdo do
extrato, observa-se uma inibicdo na velocidade de germinagéo. Através dos
valores do IVG pode-se observar que o extrato bruto das folhas da O. serrulata
possui maior velocidade de germinagdo de inibicdo do que o extrato bruto
caule, mostrando que nos extratos brutos folhas concentram-se os compostos
com maior propriedade de inibir a germinagcdo de sementes de L. sativa.
Porém, no extrato bruto das folhas na concentragao 2,0 g% houve um estimulo
na velocidade de germinagdo em comparagao com a concentragao de 1,0 g/%.

Os extratos brutos da Ochna serrulata foram eficientes em inibir ndo so6 a
germinacado das sementes de alface, como também o desenvolvimento das
plantulas, que foi avaliado apés o 5° dia, calculando-se o percentual de
crescimento da radicula e do hipocétilo, considerando-se 100% o crescimento

da testemunha (Tabela 3).
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Tabela 3 - Aplicacao do teste alelopatico aos extratos brutos da Ochna
serrulata.

indice de velocidade Crescimento  Crescimento

de germinagao da radicula do hipocatilo
Extrato bruto - Folhas % %
Testemunha 20,36 100,0 100,0
0,25 % 9,90 117,2 98,8
0,50 % 6,50 116,6 108,7
1,00 % 1,25 58,3 79,1
2,00 % 2,30 39,5 57,7
Extrato bruto - Caules % %
Testemunha 34,53 100,0 100,0
0,25 % 20,53 77,6 101,7
0,50 % 16,08 71,1 86,2
1,00 % 12,46 85,5 88,5
2,00 % 4,26 64,8 72,2

O desenvolvimento da radicula e do hipocétilo foi afetado na presenca
do extrato bruto das folhas e dos caules e com maior inibicdo a medida que as
concentracbes foram aumentadas. Na presenca do extrato bruto das folhas
observou-se um estimulo no crescimento tanto da radicula quanto do hipocétilo
nas concentracées de 0,25 e 0,50%, porém em concentracbes superiores
houve uma inibicdo do desenvolvimento da plantula, sendo que na
concentragédo de 2,0 g% a inibicado foi de aproximadamente 60 e 40% para a
radicula e hipocétilo, respectivamente. O extrato bruto caule afetou muito
pouco o crescimento do hipocdtilo, no entanto a radicula teve uma inibicao de

35% na presenca deste extrato na concentragao de 2 g%.
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5.5. Atividade Antibacteriana

O estudo da atividade antibacteriana é de suma importancia, devido a
certas bactérias como, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa serem consideradas patdgenos causadores de
infeccdo hospitalar; que se tornam resistentes progressivamente a um numero
cada vez maior de antibiéticos*®*°. Baseado neste fato faz-se o incentivo &
busca de antibidticos de ocorréncia natural.

De acordo com a Tabela 4, observa-se que de modo geral, os resultados
de CIM contra P. aeruginosa foram os mais eficientes quando comparados as
demais bactérias envolvidas no teste. A fragdes hexanicas e acetato de etila
apresentaram as melhores atividades com valores de concentragéo inibintéria

minima (CIM de 0,70 mg/mL), quando testadas contra P. aeruginosa.

Tabela 4 - Atividade antibacteriana (CIM) para os extratos brutos e fragoes de
Ochna serrulata.

Extrato/ Fragao S. aureus P. aeruginosa E. coli

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Extrato bruto caule 5,02 2,51 2,51
Extrato bruto folha 2,86 2,86 2,86
Resina 1,37 1,37 1,37
Fracao hexanica 2,77 0,69 1,38
Fracao acetato etila 2,80 0,70 1,40
Fracao n-butandlica 2,80 1,43 1,43
Gentamicina® 0,005 0,0075 0,001

2@ antibidtico usado comercialmente.
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6. CONCLUSAO

A partir do estudo fitoquimico de Ochna serrulata monitorado pelos ensaios
bioldgicos conclui-se que:

i) Na analise fitoquimica da fracao acetato de etila obtida a partir do
extrato bruto das folhas, foram encontrados dois flavondides glicosilados,
entretanto suas estruturas quimicas ndo foram completamente elucidadas.

i) Nos testes antioxidantes observou-se que o extrato bruto das folhas
apresentou maior concentracao de fendlicos e flavondides, e consequente
maior atividade antioxidante (em relacdo ao teste do poder redutor) que o
extrato bruto dos caules. A atividade antioxidante utilizando o radical livre
DPPH mostrou uma excelente atividade antioxidante para todos os extratos e
fragOes vegetais, com excegao da fragdo hexanica.

iii) O extrato bruto das folhas e caules, e as fragdes hexanica e acetato
de etila das folhas apresentaram toxicidade frente a Artemia salina, sendo a
fracao acetato de etila a mais ativa.

iv) O teste alelopatico mostrou que o extrato bruto das folhas e caules
exerce uma inibicdo ndo s6 na germinagcao de sementes de alface, como
também uma inibicdo no desenvolvimento da plantula, mostrando que os
extratos brutos de O. serrulata possuem compostos com potencial herbicida.

De modo geral, verifica-se que os estudos referentes a Ochna serrulata
mostram-se promissores quanto ao isolamento de flavondides, e que os
extratos brutos e fragdes desta planta possuem atividades bioldgicas, dentre
elas uma significante acdo antioxidante. Faz-se entdo o incentivo ao estudo
fitoquimico posterior das demais fracbes de Ochna serrulata, bem como o
particionamento do extrato bruto dos caules para isolamento e caracterizagao

de novos compostos.
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Anexo 2 - RMN 'H para o composto 1 (DMSO)
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Anexo 3 - RMN '*C para o composto 1 (DMSO)
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Anexo 5 - RMN '3C para o composto 2 (CD;0D)
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