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RESUMO

Brunfelsia uniflora, € uma planta nativa, conhecida popularmente como manaca, pertencente
a familia Solanaceae. E encontrada no sul e sudeste do Brasil e paises limitrofes sendo
frequentemente cultivada como planta ornamental. Na medicina tradicional € usada como
abortiva, purgativa, emética e antiblenorrigica (raizes); Contra artrite, reumatismo, febres e
mordedura de cobras (folhas). Devido aos escassos estudos fitoquimicos e bioldgicos
desenvolvidos com esta planta, foram feitos ensaios para avaliar a atividade antioxidante do
extrato bruto e das fracBes de B. uniflora utilizando o radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picril-
hidrazil) e por determinacéo de grupos fendlicos totais e de flavonoides. Também foram avaliadas
as atividades alelopética e antibacteriana e a toxicidade frente a Artemia salina. As folhas desta
espécie apdés a coleta foram secas, trituradas e extraidas por maceragcdo em solugéo
hidroetandlica 96% por 15 dias obtendo-se o extrato bruto hidroalcodlico (EBH). O EBH foi
suspenso em etanol 20% de onde se obteve um precipitado, denominado de resina (Res), que foi
filtrado. O filtrado foi particionado com solventes de polaridade crescente, rendendo as fragdes
hexanica (FH), acetato de etila (FAe), n-butandlica (FB) e aquosa. A avaliacdo da acado
sequestradora de radicais livres foi baseada na medida da extingdo da absorbancia do DPPH em
517 nm na presenca de diferentes concentragcbes de amostra vegetal em comparagdo com um
branco para se obter a concentracao efetiva 50% (CEsp), concentragdo necessdria para diminuir
em 50% a absorbancia do DPPH. Para o teste que avalia o teor de compostos fendlicos, utilizou-
se o reativo de Folin-Ciocalteau. O aparecimento de uma coloragdo azul (A = 725 nm) indica a
presenca de compostos fendlicos. A quantificagdo de compostos flavondides foi feita misturando-
se cloreto de aluminio (AICl3) 2% a uma solucdo de 1000 ppm de amostra vegetal. A absorbancia
€ medida em 415 nm ap6s uma hora. A atividade alelopética € avaliada através da germinacéo de
sementes de Lactuca sativa (alface) e posteriores medidas de comprimento de radicula e
hipocotilo da plantula em presenca da amostra. A atividade antibacteriana foi avaliada pela
medida da concentrag&o inibitéria minima. A FAe apresentou os melhores resultados em todos os
testes antioxidantes seguida da fracdo FB obtendo-se CEs, de 90,2 ppm e 133,2 ppm
respectivamente. A FAe também apresentou melhores resultados no teste alelopatico, porém
somente o EBH e a Res apresentaram atividade antibacteriana moderada frente a bactéria

Bacillus cereus. Nenhuma das amostras apresentou atividade frente a A. salina.

Palavras-chave: Brunfelsia uniflora, antioxidantes, esteréides, alelopatia.

Vi



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os fitoesterdides compreendem uma grande classe de compostos encontrados em
diversas partes das plantas sendo, no reino vegetal, o equivalente ao colesterol entre os
mamiferos. Ha evidéncias de que alguns fitoesteroides sédo eficazes contra doencas
cardiovasculares, reduzindo os niveis de colesterol sendo, por isso, considerados
alimentos funcionais e usados atualmente em alguns alimentos industrializados. No Brasil
a empresa Becel é pioneira no enriquecimento de margarina com fitoesterdides, a
margarina Becel pré-activ® (Becel, 2009).

A partir de plantas tuberosas conhecidas como inhame (género Dioscoria) e sisal
(género Agave) foram obtidos compostos esteroidais que, através de uma semi-sintese
economicamente viavel pode ser transformada em progesterona (horménio sexual) e
cortisona (um corticosteroide). A mefiprestona, primeiro abortivo da classe dos esteroides,
foi descoberta por acaso a partir de um composto contendo o sistema esteroidal. Este
farmaco é conhecido como a pilula do dia seguinte e € empregado em diversos paises em
programas de planejamento familiar.

Em um laboratério de fitoquimica, os esteroides livres ou ligados a acglcares ou
acidos sao normalmente os primeiros a serem isolados como compostos cristalinos. Isto
leva a certa apreensao por parte do aluno pesquisador, em relacdo a ter encontrado
algum composto inédito. Por serem comumente encontrados nas fracdes menos polares
de extratos vegetais, os artigos normalmente ndo publicam dados espectroscépicos
apenas comparando com dados da literatura, que sdo antigos e de dificil acesso. Isto
torna dificil a identificacdo de compostos simples e comuns como estes. Para se ter uma
idéia, nos ultimos sete anos, dos 79 artigos publicados na revista Quimica Nova que
abordavam constituintes quimicos em plantas, 59,5% relatou a presenca de esteréides
em seus extratos dos quais 40,5% identificaram o B-sitosterol e 26,6% identificaram uma
mistura binaria comum de B-sitosterol e estigmasterol, enquanto que 22,8% também
relataram a presenca de esterdides na forma glicosilada. Apesar de serem comuns e
abundantes nas plantas ndo sdo menos importantes.

Considerando gue os fitoestéides sdo, de uma maneira geral, 0s compostos naturais
mais comuns e que sao 0s primeiros compostos a serem separados e identificados em
espécies vegetais, pretende-se fazer um estudo sobre 0s principais métodos para analise

destes em plantas a fim de obter uma identificacéo rapida deste grupo de compostos.



Além disso, as industrias farmacéuticas nacionais e internacionais, especialmente
esta Ultima, vém buscando nas plantas da Mata Atlantica e da regido Amazonica,
esséncias, produtos e formulagcbes para producédo de medicamentos, vacinas e outras
formas de terapia, visando a industrializacdo e comercializacdo em larga escala de
principios ativos identificados nestas plantas. Neste contexto, a espécie nativa Brunfelsia
uniflora, conhecida como manaca, sera alvo de um estudo preliminar segundo seus

aspectos biolégicos e fitoquimicos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biosintese de esterdides

Biosintese refere-se a formacao de qualquer substancia por um organismo vivo. Os
terpendides formam uma grande e estruturalmente diversa familia de produtos naturais,
derivada de unidades isoprénicas. Dependendo da quantidade de unidades isoprénicas,
0S compostos terpénicos podem ser classificados como monoterpenos (Cip),
sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cy), sesterterpenos (Cgzs), triterpenos (Cso) €
tetraterpenos (Cy4p). Os esterodides séo triterpendides modificados (Dewick, 2002).

As unidades isoprénicas bioquimicamente ativas sdo dois ésteres difosfato
(pirofosfato - OPP): difosfato de dimetilalila (DMAPP) e difosfato de isopentenila (IPP).
Estas unidades sdo derivadas do metabolismo do acetato advindos da rota do acido
mevalonico (MVA), que por sua vez € formado por trés moléculas de acetil-coenzima A
(Figura 1) (Dewick, 2002).

SCoA HO
3 x\[r —_— —_—
o) COH N, N opp T oPP

Acetil Co-A MVA DMAPP IPP

Figura 1. Biosintese de unidades isoprénicas

Para a biosintese dos monoterpenos ocorre a combinacdo de DMAPP e IPP via a
enzima preniltransferase originando o difosfato de geranila (GPP). Acredita-se que esta
etapa envolva primeiramente a formacdo do cétion alilico a partir da saida do anion
pirofosfato do DMAPP, seguida da adicdo da ligacdo dupla do IPP gerando um
carbocation terciario e por ultimo, perda estereoespecifica de um préton formando uma
ligacdo dupla. Esta sequéncia de reacdes produz um difosfato de monoterpeno, o geranil
pirofosfato GPP (Figura 2) (Dewick, 2002).

A quimica da formacdo dos terpendides é essencialmente baseada na reatividade
do carbocation, que pode sofrer reacdes de adicdo de agua ou de eliminacéo,
funcionalizando estes compostos formando alcodis, aldeidos, cetonas e mais raramente
acetatos. A adicdo posterior de uma unidade IPP (Cs) ao geranildifosfato sob acdo da
enzima preniltransfertase leva ao precursor fundamental dos sesquiterpenos, o

farnesildifosfato FPP (Figura 2). Diterpenos originam-se a partir de reacoes



intramoleculares do geranilgeranilpirofosfato GGPP, que por sua vez é formado a partir da

adicao de IPP a farnesilpirofosfato (Dewick, 2002).
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Figura 2. Biosintese de monoterpenos

Os triterpenos e esterdides sao formados pela unido de duas moléculas de FPP
(C15) unidas cauda-cauda para formar o esqualeno que sofre uma epoxidacao catalisada
por enzima gerando o esqualeno-2,3-6xido. A protonagcdo do epoxido permite a abertura
do anel para formar um cation terciario, que sofre adicdo da ligacdo dupla C6-C7
formando um anel de seis membros e um novo cation terciario. Através de novas adicoes
das ligacdes duplas ocorrem ciclizacbes com formacéo de trés anéis de seis membros e
um anel de cinco membros gerando o cation terciario protosteril que, em plantas, pode
formar um anel ciclopropano através da perda de um proton da metila ligada em C10
originando o cicloartenol ou, em animais e fungos, o alceno lanosterol pela perda de um
préton. A formacdo dos triterpenos através da ciclizacdo do esqualeno segue a
estereoquimica cadeira-bote-cadeira-bote (Figura 3) (Dewick, 2002).

Os fitoesterdides séo triterpendides modificados contendo o sistema tetraciclico do
ciclopentanoperidrofenantreno (anéis A, B, C e D da estrutura 1) e derivam-se do

cicloartenol, mas sem as metilas no C4 e C14.
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Figura 3. Biosintese de esterdides a partir do esqualeno

Os esterdides de plantas, fungos e algas podem ter um ou dois carbonos extras
ligados ao C24 da cadeia lateral (1). A estereoquimica dos esteréides é representada por
o, substituinte na face inferior da molécula, ou B, substituinte na face superior da molécula
sendo representas por linhas grossas, como é o caso das metilas ligadas em C10 e C13.
O nucleo esteroidal apresenta sete centros estereogénicos (C3, C8, C9, C10, C13, C14,
C17), que originariam 128 estereoisbmeros muitos dos quais ndo podem existir por

limitacdes estéricas (Figura 4).

1. Estrutura basica

Figura 4. Estrutura basica dos esterdides com sua respectiva numeragéo




Os esteroides sdo encontrados como alcool livre (3B-OH), esterificados a acidos
graxos ou como glicosideos. S&o constituintes das membranas em plantas, algas e

fungos e afetam a sua permeabilidade (Dewick, 2002; Gros, 1985).

2.2 Género Brunfelsia

Brunfelsia (Solanaceae) é um género de arbustos que compreendem
aproximadamente 40 espécies nativas da Bacia Amazonica (Plowman, 1977; Bertrand et
al. 2006) assim como espécies tropicais americanas, as quais sao importantes fontes de
alcaléides e flavonoides (Brunner et al., 2000). Por ser um género rico em alcaldides,
muitas espécies podem ter atividade farmacoldgica. As espécies Brunfelsia grandflora e
B. uniflora apresentaram atividade contra picada de cobra (Mors et al. 2000). O extrato
alcodlico das folhas de Brunfelsia pauciflora apresentou atividade toxica contra larvas de
Artemia salina. Esta espécie contém alcaléides e cumarinas em sua COmposi¢ao
fitoquimica (Moreno-Murillo et al. 2001). O extrato das raizes de Brunfelsia grandiflora
apresentou fraca atividade frente a bactérias Gram-positivas e bactérias Gram-negativas
(Kloucek et al. 2005).

Analises fitoquimicas de tecidos de varias espécies de Brunfelsia indicaram a
presenca de alcaléides como manaceina e manacina e de cumarinas como escopoletina
ou 6-metoxi-7-hidroxicumarina (2) e aesculetina (3) (Mors & Robeiro, 1957; Ruppelt et al.,
1991). Das partes aéreas de B. grandflora foi isolado o flavondide glicosilado canferol-3-
O-[6—Gcl-2—O—feruloil]-p—D-glucopiranosil—(1—2)-O—[a—L—ramnopiranosil—(1—6)]-p—
D—galactopiranosideo (4) (Brunner et al., 2000). Estudos fitoquimicos de espécies de
Brunfelsia evidenciaram ainda, outras classes de metabdlitos secundarios como
saponinas esteroidais, acidos graxos, ciclopropendides, alcaléides, cumarinas e &cido
clorogénico (5) (Martins et al., 2009).



HO \

MeO
X
HO 0 o HO () o
Composto 2 Composto 3
OH
/
& HO 0
W O
: . HO
B HO
OH
Composto 5

Composto 4

Figura 5. Alguns compostos isolados de espécies de Brunfelsia
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2.2.1 Brunfelsia uniflora (Pohl) D. Don

Brunfelsia uniflora (Figura 6) € conhecida popularmente como manaca, jasmim do
Paraguai, manaca-cheiroso, romeu-e-julieta, etc. Possui folhas simples, cartaceas, quase
glabras. Flores grandes tubulosas, solitarias, muito perfumadas, de cor inicialmente
violeta e branca ap6s a fecundacgdo, por isso sdo conhecidas como “ontem-hoje-e-
amanha” (Bertrand et al., 2006). E uma planta nativa do sul e sudeste do Brasil e dos
paises limitrofes como Bolivia, Peru, Equador e Venezuela. No Brasil, a Mata Atlantica é o

principal local de ocorréncia dessa espécie (Lorenzi & Moreira, 2001).

Classificacao botanica

Reino Plantae
Diviséao Magnoliophyta
Classe Magnoliophida
Ordem Solanales
Familia Solanaceae
Género Brunfelsia
Espécie Brunfelsia uniflora

Brunfelsia hopeana (Hook.) Benth.,
Sinénimos? Franciscea hopeana Hook.,

Franciscea uniflora Pohl.

#DUKE et al. (1929)

Figura 6. Brunfelsia uniflora


http://en.wikipedia.org/wiki/Plant

Brunfelsia uniflora apresenta registros de uso medicinal por algumas comunidades
nativas. Na medicina popular, suas folhas sdo empregadas contra artrite, reumatismo,
sifilis, picadas de cobra, febre amarela, e ainda como diurética e antitérmica. Ha relatos
de que a planta seja utilizada como anestésica, abortiva, hipertensiva, laxativa e
alucinégena quando utilizadas em altas concentragdes (Agra et al., 2007). Suas raizes
sdo usadas ainda como diuréticas e antisifilitica (Costa, 1933). Brandl (1894) isolou a
manacina, CiH33NgO19, € manaceina, CisHxsN2Og. Manacina é convertivel em
manaceina pela acdo de determinados microorganismos. A mais marcante atividade
fisiologica da manacina é uma acao estimulante dos terminais das placas motoras e de
glandulas secretoras. Manaceina provoca resultados muito semelhantes (Brandl, 1894).

lyer et al. (1977) encontrou atividade antiinflamatdria no extrato das raizes de B.
hopeana, assim como também atestou a presenca de escopoletina (2). Gellert et al.
(1978) observaram a presenca de alcaldides em Brunfelsia hopeana, sinbnimo botanico
de B. uniflora. Ainda em 1978, lyer isolou hopeamina (6) do extrato das raizes desta
espécie.

Birkner et al. (1986) extrairam a hopamidina (7) das folhas, caules e raizes,
enquanto Ichiki et al. (1994) isolaram das cascas das raizes de B. uniflora, um derivado
da escopoletina, a escopoletina-p-D-xilopiranosil-(1-6)-B-D-glucopiranosideo (8).

Martins et al. (2009) observaram a ocorréncia de derivados do &cido caféico como,
por exemplo, o acido clorogénico (5) assim como a presenca de cumarinas através da
andlise de extratos foliares por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Das raizes de Brunfelsia hopeana foram extraidos dois alcaléides manacina
(também chamado de francisceina) e brunfelsina, e a cumarina aesculetina (3), uma
substancia fluorescente (Costa, 1933). Estudos desenvolvidos em ratos através da
administracdo oral de extratos aquosos de B. uniflora, comprovaram sua atividade

analgésica (Bettina et al., 1991).

NH H
N

Composto 7

Composto 6

Composto 8

Figura 7. Alguns compostos encontrados em Brunfelsia uniflora



3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Fazer um estudo sobre os principais métodos para analise de esteréides em plantas

e posteriormente realizar uma analise fitoquimica e biologica prévia da espécie vegetal

Brunfelsia uniflora.

Objetivos Especificos

Realizar um estudo teorico sobre a biosintese de esteroéides;

Estabelecer um protocolo de analise reunindo os principais testes para
deteccédo de esterdides em plantas;

Compilar e organizar didaticamente as constantes fisicas e dados
espectroscopicos e espectrométricos que auxiliem na identificacdo dos
diferentes fitoesterdides;

Obter as fracdes lipofilica e hidrofilica das folhas de Brunfelsia uniflora através
do particionamento liquido-liquido com solventes de diferentes polaridades;
Aplicar uma marcha analitica preliminar ao extrato bruto de Brunfelsia uniflora;
Obter o perfil cromatografico por cromatografia em camada delgada e
espectroscopia de infravermelho do extrato bruto e fracdes obtidas no item 4;
Monitorar o fracionamento liquido-liquido do extrato bruto de Brunfelsia uniflora
através de testes bioldgicos como teste de toxicidade frente & Artemia salina e

as atividades antioxidante, alelopética e antibacteriana.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiais e reagentes

Os solventes utilizados foram etanol, metanol, acetona, hexano, acetato de etila, n-
butanol e &cido acético. Todos obtidos comercialmente. Utilizou-se sulfato de sodio
anidro, como sal dessecante (Cromaline). Tween 80 (polioxietilensorbitano monoleato),
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) e reagente de Folin-Ciocalteu foram fornecidos pela
Aldrich. Os demais reagentes quimicos utilizados na realizacdo da marcha analitica e
testes bioldgicos eram de pureza analitica e foram utilizados sem tratamento prévio.

Para cromatografia em camada delgada analitica foram usadas cromatoplacas de
aluminio cobertas com silica gel 60 em uma camada de 0,2 mm de espessura (Merk). Os
reveladores utilizados foram: iodo, solucbes reagentes de anisaldeido sulfrico 5% em
metanol, sulfato de cério 2% em &cido sulfurico 2N e cloreto férrico 5% em etanol.

As sementes de Lactuca sativa variedade Grand rapids (pureza 100,0 % e
germinacdo 95 %) foram obtidas em lojas agropecuarias. O sal marinho e cistos de
Artemia salina foram obtidos em loja de aquarios.

Os equipamentos utilizados para a realizacao deste projeto foram os mais diversos,
tais como: estufa, rota-evaporador, balanca analitica, gabinete revelador cromatogréafico
com luz ultravioleta, lavadora ultra-sonica, espectrofotdmetro UV/VIS PERKIN ELMER
Lambda2S e estufa com fotoperiodo. Os espectros de Infravermelho foram analisados em
aparelho PERKIN ELMER - FT 16 PC.

4.2 Protocolo de analise de fitoesterdides em extratos vegetais

Para compilacdo e organizacdo das constantes fisicas (ponto de fusdo e rotacéo
Otica) e dados espectroscopicos (espectroscopia de infravermelho e ressonancia
magnética nuclear de 'H e '3C) e espectrométricos (espectrometria de massas) dos

fitoesteroides foram consultadas as seguintes ferramentas de buscas bibliogréaficas:

1) Science direct (http://www.sciencedirect.com/);
2) Web of Science (http://www.isiknowledge.com/);
3) SciFinder;

4) Dictionary of Organic Compounds;
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4.3 Obtencéao e particionamento do extrato bruto hidroalcodélico (EBH)

As folhas de Brunfelsia uniflora foram coletadas em marco de 2009 no bairro
Campeche, sul da ilha de Santa Catarina. ApOs a coleta, o material vegetal foi seco em
estufa e triturado obtendo-se uma massa de 228,89 que foi mantido sob maceracao
exaustiva em alcool etilico 96 % por quinze dias. O extrato bruto hidroalcodlico (EBH) foi
filtrado e o solvente evaporado sob pressao reduzida num rotoevaporador a temperatura
de aproximadamente 60° C. Apés ser concentrado, o EBH foi dissolvido em 1L de etanol
20% onde se obteve um precipitado, denominado de resina (Res), que foi separado por
filtracdo. O filtrado foi particionado com solventes de polaridade crescente rendendo as
fracbes hexanica (FH), acetato de etila (FAe), n-butandlica (FB) e aquosa. A Figura 8

mostra detalhadamente o fracionamento assim como o0s respectivos rendimentos.

H,0/ EtOH
L—
Solugdo aquosa
Hexano
—

Acetato de Etila

Fracdo Acetato de etila (FAe)
[ 0,29% ] [ Fase aquosa ]

n-Butanol

| |

Frago n-Butandlica (FB
{ ragaons,lés:z)lca( )] { Fase Aquosa ]

Filtragao

| Fracdo Aquosa

Figura 8. Fluxograma do fracionamento do extrato bruto das folhas de B. uniflora

4.4 Andlise fitoquimica preliminar do extrato bruto (EBH)

Uma analise do extrato bruto e fracdes de B. uniflora foi feita por cromatografia em
camada delgada e espectroscopia de infravermelho a fim de obter o perfil micromolecular

dos constituintes quimicos presentes nesta espécie.
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No extrato bruto foi aplicada uma marcha analitica, conforme preconizado por Matos
(1997), para detectar a presenca das diferentes classes de metabdlitos secundérios
presentes em plantas. A Figura 9 mostra um fluxograma resumido da marcha analitica
onde os baldes em azul representam os testes qualitativos para detectar as respectivas

classes de metabdlitos.

I 1
[ceme el (A)] [Fi]trado Acido (B)]
l Esteroides I . c |
[ Solucio Aquosa (D)] [ Extrato Cloroformico (C)]
l Alcaloides : D
E -
[ Esteroides ] [A]caléides]
[ ]
[Extralo Cloroférmico (E)] [Solm;io Aquosa (F)]
F
e —_— H
avonoides Glicosideos
[ Leucoantocianidinas I—' |
(Leucoantocianidinas (Sesquiterpenlactonas |
G Glicosideos esteroides e triterpénicos

Glicosideos Cardiotonicos
Alcaloides

Legenda: A: agua; B: 1 — HCI 1%, 2 — filtrar; C: NH,OH, pH = 10, extra¢&o c/ cloroférmio;
D: 1 — NaySO,, 2 — secar; E: Extracdo c/ cloroformio/etanol (3:2); F: 1 — NaSQO,, 2 —
secar; G: 1 — secar, 2 — Etanol; H: 1 — metanol/dgua (1:1), 2 — HCI pH = 1, 3 — extracao

com éter etilico.

Figura 9. Fluxograma da marcha analitica aplicada ao extrato bruto (EBH) de B. uniflora

4.5 Ensaios bioldgicos

O extrato bruto e fragdes de B. uniflora foram submetidos a ensaios de atividade
bioldgica, dentre eles o teste de toxicidade frente a A. salina, testes antioxidantes, teste
alelopético e teste antibacteriano. Os testes foram realizados no Laboratorio de quimica
de Produtos Naturais deste departamento (LQPN), exceto os experimentos para a

determinacdo da atividade antibacteriana, que foram realizados no laboratério de
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Microbiologia Clinica da Universidade Regional de Blumenau, sob a supervisdo do Dr.

Eduardo Monguilhott Dalmarco.
451 Teste de toxicidade frente a Artemia salina

No teste de letalidade frente & Artemia salina, foi utilizada a metodologia de Meyer et
al. (1982) com algumas modificacdes. O extrato bruto da planta foi diluido em solvente
apropriado (de acordo com a solubilidade da amostra) a fim de se obter uma
concentracéao final de 10.000 ppm. Utilizou-se como meio para o cultivo das larvas de A.
salina agua salgada (199 de sal marinho/L de agua) em aquario improvisado no
laboratério. As larvas foram utilizadas nos ensaios 48h apés a eclosao dos cistos, em fase
nauplio. Aproximadamente 10 larvas de A. salina foram transferidas para placas de
células contendo 1 mL de &gua salgada e o extrato ou fracdo a ser testada, em cinco
diferentes concentracées (10 a 1000 ppm). Os testes foram feitos em triplicata. A
contagem dos animais mortos e vivos foi realizada ap6s 24h. A DLs, foi obtida através do
grafico da % de animais sobreviventes em funcdo do logaritmo da dose testada, com um

intervalo de confianca de 95%.
4.5.2 Teste de atividade antioxidante
4.5.2.1 Determinacao do conteudo de fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos foi determinada de acordo com o método descrito por
Anagnostopoulou et al. (2006) utilizando o reativo de Folin-Ciocalteau. A cada 0,5 mL de
uma solucdo de extrato ou fracBes (1000 ppm), foram adicionados 5,0 mL de agua
destilada e 0,25 mL do reativo de Folin-Ciocalteau. Apés trés minutos foi adicionado 1,0
mL de solucéo saturada de Na,CO3 e a solucao foi deixada em repouso por uma hora. As
absorbancias destas solu¢des foram determinadas em um espectrofotbmetro a 725 nm.
Como branco utilizou-se uma solucdo preparada conforme descrito acima, porém sem a
presenca do extrato vegetal. Um aparecimento da coloragéo azul-escuro é o indicativo da
presenca de compostos fendlicos na amostra testada. Foi construida uma curva de
calibracdo com solucdo padréo de acido galico, nas concentracdes de 50 a 1000 mg/mL,
para comparacao (y = 5,60x - 21,83; R? = 0,999). Todos os testes foram realizados em
triplicata. O teor de compostos fendlicos totais foi expresso em equivalente de acido galico
(EAG), ou seja, mg AG / g de amostra (Figura 10).
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Figura 10. Curva de calibracdo para a determinag¢do do contetdo de fendlicos

4.5.2.2 Determinacao do conteudo de flavondides

A determinacdo do conteudo de flavonoides baseia-se no método descrito por
Woisky e Salatino (1998). A 0,5 mL da amostra vegetal (1000 ppm) foram adicionados 2,5
mL de etanol e 0,5 mL de uma solucéo de AICl; 2 %. Ap6s uma hora de repouso, foram
feitas as leituras das absorbancias das misturas em um espectrofotometro UV/VIS a 415
nm. Como branco, foi utilizada uma solucdo preparada conforme o procedimento acima,
sem a adicdo da solucdo de AICIl;. Um aparecimento de coloragcdo verde florescente é
indicativo da presenca de flavondides. Foi construida uma curva de calibracdo com
solucdo de quercetina nas concentracées de 2,5 a 100 mg/mL, para comparacao (y =
10,57x — 2,29; R? = 0,999). Os testes foram feitos em triplicata. O teor de flavonoéides foi
expresso em equivalentes de quercetina (EQ), ou seja, em mg EQ / g de amostra vegetal
(Figura 11).
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03 1 Cy5H1907
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[Quercetina] (ppm)

Figura 11. Curva de calibracdo para determinac¢édo do contetdo de flavondides
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4.5.2.3 Determinacao do poder redutor

O ensaio para a andlise da atividade antioxidante através da determinagdo do
potencial redutor baseia-se no método de Price e Butler, proposto por Waterman e Mole
(1994), com adaptacdes. Neste teste foram preparadas, em triplicata, misturas reacionais
contendo 100 uL de solugcéo de amostra vegetal (1000 ppm), 8,5 mL de agua deionizada
e 1,0 mL de uma solucédo de FeCl; 0,1 mol.L™. Ap6s trés minutos adicionou-se 1,0 mL de
uma solucdo de ferricianeto de potassio 0,08 mol.L™ e, apds 15 minutos, foram feitas as
leitura da absorbancias das misturas em espectrofotdmetro a 720 nm. O aparecimento da
cor azul da Prussia é indicativo de potencial redutor. Como branco, foi utilizada uma
solugéo preparada conforme o procedimento acima, sem amostra vegetal. Foi construida
uma curva de calibracéo utilizando solucéo de acido ascérbico nas concentracfes de 150
a 1000 ppm, para comparacdo (y = 2,33x + 39,63; R? = 0,998). O potencial redutor das
amostras foi expresso em equivalente de acido ascoérbico (EAA), mg AA / g de extrato ou

fracdo (Figura 12).
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Figura 12. Curva de calibrag&o para determinac&o do poder redutor

4.5.2.4 Determinacao da acao sequestradora do radical livre DPPH

A avaliacdo da acéo sequestradora de radicais livres usando o DPPH (1,1-difenil-2-
picril-hidrazil), baseia-se no método descrito por Cavin et al. (1998), com modificacdes.
Uma solucéio de DPPH 4x10° % foi adicionada &s amostras vegetais nas concentracdes
de 1 a 200 ppm. A absorbancia do DPPH nas solugbes foi determinada em um
espectrofotometro a 517 nm apos 30 minutos. Através da leitura da absorbancia de uma
solucédo de DPPH (2 mL) acrescentado de 1 mL de MeOH, obteve-se a absorbancia no
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tempo inicial. A cada uma das concentracfes da solucao teste em analise (1 mL) foram
adicionados 2 mL de solugdo de DPPH, obtendo-se a absorbancia de cada amostra nas
diferentes concentracdes. A absorbancia de uma solucdo teste (1 mL) em metanol (2
mL), foi descontada da absorbancia das amostras analisadas, a fim de descontar a
possivel interferéncia do extrato nesse comprimento de onda. A analise foi feita em
triplicata. Os valores obtidos foram graficados na forma de % de decréscimo da
absorbancia de DPPH em funcéo da concentracdo da solucéo teste, onde se determinou
a concentracdo necessaria para diminuir em 50% a absorbancia do DPPH, ou seja, a
concentragéo efetiva 50 % (CEsp), conforme mostra o exemplo da determinacdo da CEsg

da fracéo acetato de etila (Figura 13).
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Figura 13. Determinagdo CEso da fragdo acetato de etila de B. uniflora

4.5.3 Alelopatia

O teste alelopatico tem como propdésito avaliar a germinacdo de sementes e o
desenvolvimento da plantula. Estes bioensaios foram realizados conforme metodologia
utilizada por Nishimura et al. (1984). Em placas de Petri foram colocados discos de papel-
filtro Whatmann n° 1 (5,0 cm de didmetro), impregnados com 1,0 mL de solucdo da
amostra vegetal nas concentragbes de 0,25 a 2,0 % (m/v). ApGs a evaporacdo do
solvente, adicionou-se 1,0 mL de Tween 80 (100 ppm). As placas com o papel
impregnado foi deixado em repouso por 24h. Em seguida, cada disco de papel recebeu
25 sementes de Lactuca sativa (alface), distribuidas aleatoriamente. O teste foi feito em
triplicata para cada concentracdo de amostra vegetal. Como controle negativo foi utilizado
procedimento similar, porém sem a adicdo de amostra vegetal. A germinacdo das

sementes foi conduzida em estufa com fotoperiodo (12h claro / 12h escuro) a 25°C. Como
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critério de germinacao foi estabelecido a protusdo radicular. Os discos de papel filtro
foram mantidos Umidos por meio de regas didrias com agua destilada. As leituras das
sementes germinadas foram diarias e o experimento foi considerado concluido quando a
germinacao foi nula por trés contagens consecutivas, ou seja, apos cinco dias. Apos o
término do experimento foram feitas as medidas do comprimento da radicula e do
hipocétilo (ou cauliculo) de cinco plantulas por placa utilizando-se papel milimetrado. Os
dados obtidos para os extratos em diferentes concentracées foram sempre comparados
com o controle negativo (testemunha). O tratamento estatistico segue 0 modelo ANOVA —
O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com trés repeticoes
cada. Os dados foram submetidos a andlise de variancia. Em um nivel de confianca de
1%, se o coeficiente de Fisher (F) calculado for maior que o tabelado, entdo a variagao

dos parametros avaliados é significativa (Vieira, 1989).

4.5.4 Determinagédo da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi avaliada através da determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM). As amostras vegetais foram dissolvidas em dimetilsulfoxido
(DMSO) para se ter solugbes-méae contendo 50 mg/mL. Posteriormente foram realizadas
diluicbes seriadas em caldo nutritivo, Brain Heart Infusion (BHI), produzindo
concentracgdes variando de 25 mg/mL a 1,5 ug/mL, distribuidas em volumes de 100 puL em
cada poco da placa de microdiluicdo estéril. Utilizaram-se neste teste 0s microorganismos
Staphylococcus aureus — ATCC — 6538 (coco Gram positivo), Escherichia coli — ATCC —
25922 (bacilo Gram negativo) e Pseudomonas aeruginosa (bacilo Gram negativo) e
Bacillus cereus — ATCC - 11778 (bacilo Gram positivo). Os experimentos foram
realizados em triplicata e as placas incubadas em aerobiose a 36°C + 1°C por 24h. Apos
esta incubacao inicial, a cada micropoc¢o da placa, adicionaram-se 10 uL de cloreto de
2,3,5-trifenil-tetrazolio 5% (v/iv) em metanol, conforme recomendado pelo NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standards). Em seguida, realizou-se outra
incubacdo em aerobiose por 30 minutos a temperatura de 36°C + 1°C, onde foi possivel
verificar a mudanca de coloracdo para vermelho nos micropo¢os onde houve crescimento
de bactérias, ou seja, onde os extratos ou fragcbes ndo foram capazes de inibir o
crescimento bacteriano. Entdo, a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi considerada
como sendo a menor concentracdo de extrato ou fragdo onde nao se observou o
crescimento bacteriano. Para a classificacdo da atividade antibacteriana, foi utilizado o

critério proposto por Machado e colaboradores (2005).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise de fitoesteroides em extratos vegetais

O isolamento e estudo de substancias naturais tém sido uma preocupacao central
das ciéncias quimicas e biolégicas por mais de duzentos anos. O Dictionary of Natural
Products e seus quatro suplementos descrevem dados quimicos, estruturais e
bibliograficos para mais de cem mil produtos naturais e substancias relacionadas
(Buckingham, 1993; Buckingham et al., 1995; Buckingham et al.,, 1996; Thompson.
Roberts, 1997; Buckingham et al., 1998).

Moreau, Whitaker e Hicks (2002) citam que, atualmente, ha mais de 200 tipos de
esterdides identificados. Os mesmos sado distribuidos em trés categorias: 4—
desmetilesteréis, 4-monometilesterdis e 4,4—dimetilesterdis (IFST, 2009). Embora
comumente agrupados como fitosterdis, na realidade ha os esteréis, com uma dupla
ligacdo no C5 e os estandis, que sdo esterdides saturados na posicdo 5a, bem menos
abundante (Law, 2000; Jones et al., 2000). Os fitoesterdis mais encontrados sdo os 4-
desmetilester6is como o p-sitosterol (9), o mais abundante, estigmasterol (10),
campesterol (11) e brassicasterol (12) (IFST, 2009; Law, 2000; Lichtenstein; Deckelbaum,
2001; Jones et al., 2000; Plat; Mensink, 2001) (Figura 14).

Varias acdes terapéuticas dos fitosteréis vém sendo estudadas nos ultimos anos
(The Peanut Institute, 2000; Bouic; Lamprecht, 1999). A abordagem mais frequente
refere-se ao efeito indireto dos fitoesterdis na reducédo das doencas cardiacas, através da
diminuicdo dos niveis plasmaticos de colesterol total e LDL — colesterol (National
Cholesterol Education Program, 2001). A¢des imunomoduladoras ao nivel celular também
vém sendo exploradas, além de possiveis propriedades cosméticas em pele e cabelos e
melhora sintomatica da hiperplasia prostatica benigna (De Stefani et al., 2000; Klippel;
Hiltl; Schipp, 1997; Prager et al., 2002). Dentre as atividades citadas, seus efeitos
hipocolesterolemiantes tém sido amplamente comprovados, inclusive com mecanismo de
acdo mais elucidado e definicAo de doses terapéuticas (National Cholesterol Education
Program, 2001).

Fitoesterdis, como componentes naturais dos 6leos vegetais, tém recebido atencao
especial devido a sua capacidade de baixar os niveis séricos de colesterol em humanos
(Hicks & Moreau, 2001; Jones, MacDougall, Ntanios, & Vanstone, 1997), resultando em
reducdo significativa do risco de doengas cardiacas. A sua inclusdo em produtos
comerciais destinados para esse fim, como a margarina Becel pré-active® (Becel, 2009),
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ratifica sua importancia. No entanto, fitoesteréis também sdo considerados importantes
por terem atividades anti-inflamatéria, antibacteriana, antiulcerativa e antitumoral
(Beveridge, Li, & Drover, 2002).

Os fitoesterdides possuem o sistema tetraciclico do ciclopentanoperidrofenantreno
possuindo orientagdo trans entre os anéis A-B, B-C e C-D e geralmente com uma
insaturacdo em C5. Em quase todos os produtos naturais os substituintes em C9-C10 e
C8-C14 se encontram orientados trans. A maioria deles possui a hidroxila do C3
orientado B, assim como sua cadeia lateral (R). O nucleo esteroidal apresenta sete
centros estereogénicos sendo que muitos dos estereoisbmeros ndo podem existir por

limitacdes estéricas (Figura 14).

R - Cadeias Laterais

) 24
X9
9. B-Sitosterol 10. Estigmasterol
24 22 24
(R X7
Niicleo esteroidal - -
11. Campesterol 12. Brassicasterol

(R

disposicio espacial do p-Sitosterol

Figura 14. Representacdo da estereoquimica dos principais fitoesteroides

A andlise dos compostos naturais é iniciada pela medida das constantes fisicas
como: ponto de fuséo e atividade Optica, entre outras com posterior comparagcdo com a

literatura. Os dados para os principais fitoesterdides encontram—se na Tabela 1.
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Tabela 1. Dados de constantes fisicas dos principais fitoesterdides

Nome pf/°C [alp
137@

B-Sitosterol 136 — 1370) [a]p?%= — 35° (CHCI3) ®
Estigmasterol 170@ [a]o = — 42,9° (CHClI3) ©

157,5% 2 ]

Campesterol 157 - 168® [a]p?%= — 34° (CHCI3) @
, 157-158 © Lo )
Brassicasterol 149151 © [a]p'°= — 39,4° (CHClI3) ®

@ Lide, 2006; ® Buckingham, 1998; © Thompson et al., 1972;
@ Zhang et al., 2006; © Wei-Yu et al., 2003.

O principal teste analitico para deteccdo de esterdides em plantas € a prova de
Liebermann-Burchard, que consiste no tratamento da amostra com anidrido acético em
presenca de acido acético e algumas gotas de &cido sulflrico ocorrendo a desidratacdo
seguida de oxidacao do sistema de anéis do ciclopentanoperidrofenantreno formando um
esteréide aromatico que é evidenciada pelo aparecimento de uma coloracdo azul-
esverdeada (Burke, 1974; Xiong, 2007) (Figura 15).

HOAc¢/Ac20
H2804
HOOzS

Esterdide Acido Colestahexacnosulfnico
Amax 410nm

Figura 15. Reagéo de Liebermann-Burchard, detec¢éo de esterdides

A técnica de cromatografia tem simplificado a caracterizacdo e separacdo
cromatografica dos esterdides. Como adsorventes tem se utilizado silica gel ou alumina
misturada a 10-20% de nitrato de prata para melhorar a resolucdo na separacao de
misturas de esterdides. Os agentes cromogénicos normalmente usados em cromatografia
em camada delgada sdo sulfato de cério, iodo e o reagente de Liebermann-Buchard.
Também se utiliza a observacdo visual com luz ultravioleta de placas previamente
tratadas com substancias inorganicas fluorescentes (Dominguez, 1973; Matos, 1997,
Collins, 1990).
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A espectroscopia de infravermelho € um método de analise que fornece informacdes
guanto aos grupos funcionais dos compostos. Os esterdides exibem uma banda intensa e
larga de absorcdo em torno de 3400 cm™ caracteristica do estiramento da ligacdo O-H,
uma banda intensa em 2960-2850 cm™ correspondentes a estiramentos de C—H. Os
estiramentos C=C aparecem em 1680-1620 cm™. Considerando os esterdides mais
comumente mencionados, quase nao se nota diferenca entre seus espectros de
infravermelho, exceto numa maior intensidade na banda referente a dupla ligacao para os

gue possuem insaturacdo em C22. O espectro de infravermelho do p-sitosterol e

mostrado na Figura 16.
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Figura 16. Espectro de infravermelho do B-sitosterol em pastilha de KBr (Weng et al., 2003)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, tanto de 'H quanto de C,
indica a disposi¢cdo do esqueleto hidrocarbbnico, ou seja, as diferentes situacbes de
ambientes quimicos dos atomos de hidrogénio e carbono na estrutura. E muito utilizado
na elucidacao estrutural de esterdides devido a regularidade nos deslocamentos quimicos
das metilas angulares C18 e C19. Pode-se usar a Ressonancia Magnética Nuclear ainda
para observar os diferentes hidrogénios e carbonos que participam de duplas ligagbes
com diferentes graus de substituicio em distintas posicdes da molécula através da
determinacdo de constantes de acoplamento e para observar o hidrogénio carbindlico
ligado ao C3, que apresenta um multiplete nos esteréides, mas um duplo duplete em
triterpenos devido a presenca das duas metilas ligadas ao C4.

Tendo em vista que o nucleo basico € o mesmo para 0s principais esterdides,
proveniente da biosintese, o espectro de RMN tanto de *H quanto de **C apresenta sinais

caracteristicos atribuidos ao carbono carbindlico (C3), as metilas angulares e aos
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carbonos da dupla ligagdo em C5-C6. No espectro de RMN de 'H é esperada uma
grande quantidade de sinais em campo alto devido a sua cadeia hidrocarbonada e um
multiplete préximo de 3,5 ppm referente ao hidrogénio ligado ao carbono carbindlico.
Hidrogénios de ligacdes duplas sdo observados pela presenca dos sinais entre 5,1-5,3
ppm. No espectro de RMN de **C podem-se diferenciar os quatro principais fitoesterdides:
(B—sitosterol (9), estigmasterol (10), campesterol (11) e brassicasterol (12), Figura 14),
pela presenca dos sinais dos carbonos (28 ou 29) e a presenca ou auséncia da ligacao
dupla em C22, na cadeia lateral. A Figura 17 mostra os espectros de RMN *H e de **C do
B-sitosterol e a Tabela 2 mostra os valores de deslocamentos quimicos para os principais
fitoesterdides.
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Tabela 2. Dados espectrais de RMN de 1H e 13C para os principais fitoesteroides

B - Sitosterol Estigmasterol Campesterol Brassicasterol
c 13- @ 1y ® 13- (@ 14 @ B @ 1y ® 3 @ PG
01 | 373 37,6 37,31 37,36
02 | 316 31,9 31,57 31,69
03 | 71,8 3,51 (1H, m) 72,0 | 351 (@H, m™ | 71,69 3,53 (1H, m) 71,76
04 | 423 425 42,25 42,30
05 | 1408 m 140,8 (™ 140,76 (m 140,79 (m
06 | 121,7 | 534 (1H,brd) | 1218 | 534(AH, m" | 12159 | 535 (1H, brd) | 121,60 m
07 | 321 32,1 31,92 31,97
08 | 321 32,2 31,92 31,97
09 | 50,2 50,5 50,17 50,27
10 | 36,5 36,5 36,51 36,58
11 | 211 21,2 21,11 21,13
12 | 39,8 40,0 39,81 39,77
13 | 423 42,2 42,33 42,35
14 | 56,8 57,1 56,79 56,96
15 | 243 24,5 24,32 24,39
16 | 283 28,9 28,26 28,58
17 | 56,1 56,3 56,11 56,06
18 | 120 0,68 (3H, s) 12,2 0,70 (3H, s) 11,87 0,68 (3H, s) 12,09 0,69 (3H, s)
19 | 191 1,00 (3H, s) 19,5 1,01 (3H, s) 19,40 1,01 (3H, s) 19,42 1,01 (3H, s)
20 | 36,2 40,4 36,17 40,24
21 | 188 | 092@H, A" | 214 18,82 | 091 (3H,d)" | 21,06
22 | 340 m 138,3 | 5,17 (1H,dd)® | 33,95 ) 135,83 | 5,19 (2H, m)®
23 | 262 (m 129,7 | 5,04 (AH,dd)™ | 26,13 ) 131,76 ™
24 | 4572 51,5 45,85 42,90
25 | 29,2 32,2 29,18 33,16
26 | 189 | 0.83(3H,d)? | 212 19,84 | 0.85@3H,d)? | 2002 | 0,82 (3H,d)"
27 | 191 | 080@H AO? | 192 19,07 | 0,80 3H, ) | 1969 | 0,83 (3H,d)"
28 | 231 25,4 23,09 17,68 | 0.90 (3H, d)”
29 | 119 12,2

@ Kovganko, 2000; ® Zhang et al., 2006; © Forgo & Kovér, 2004; @ wright et al.,1978; © Thompson et al., 1972; @
J=6,5Hz; @ 3=6,6 Hz; ™ J3,4,= 4,8 Hz € J3,45= 11,2 Hz ? J57,=5,3Hze J67,= 1,9 Hz; ¥ 3=152 Hz¥ 3 =8,6 Hz;

0 3=7.0Hz ™ nio encontrado.
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Figura 17. Espectros de RMN do B-sitosterol. RVMN de (a) *H e (b) *C. (Dalmarco, 2009)

A espectrometria de massas, além de fornecer dados que permitem determinar a
formula molecular, pode contribuir na elucidacdo estrutural através de padrdoes de

fragmentacao inerente as diferentes funcdes organicas. Nos fitoesteréides, o impacto de
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elétrons promove a clivagem da ligagdo C17—C20 produzindo o fragmento (M* — R = 273)
(Tabela 3). Além disso, pode haver a clivagem no anel D formando um fragmento
composto pelos atomos C15, C16 e C17 do anel D juntamente com a cadeia lateral R (M*
— 42 — R), comumente o pico base. A clivagem da ligacdo C3—-OH provoca a eliminacéo
de agua (M* — 18). Também podem ocorrer fragmentacdes sucessivas, por exemplo,
perda da cadeia lateral e de agua (M* — R — 18). O estigmasterol e o brassicasterol
apresentam também um pico intenso em m/z 217, correspondente a perda da cadeia
lateral juntamente com dois atomos de hidrogénio do nucleo esteroidal apdés um rearranjo
do ion molecular (Tokes et al., 1968; Ericsson & lvonne, 2009; Darnet & Rahier,2004;
Dominguez, 1973; Wyllie et al., 1967). A Tabela 3 mostra os sinais das massas referentes
as fragmentacdes mais importantes dos fitoesterdides e a Figura 18 mostra o espectro do

mais abundante dos fitoesterdéides, o f—sitosterol.

Tabela 3. Dados espectrais de massas referentes as fragmentacdes dos principais fitoesterdides

Nome Massas dos principais fragmentos (El, 70 eV), m/z (., %)
B-Sitosterol® | 4147, 396(M" - 18), 273(M" - 141), 255(M" - 141 - 18), 231(M" - 42 - 141), 213(M" - 42 - 141 - 18)
4127, 394(M*- 18), 273(M" - 139), 271 (M" - 139 - 2H); 255(M* - 139 - 18), 231(M" - 42 - 139),
213(M" - 42 - 139 - 18)
Campesterol® | 4007, 382(M*- 18), 273(M" - 127), 255(M" - 127 - 18), 231(M" - 42 - 127), 213(M" - 42 - 127 - 18)
3987, 380(M*- 18), 273(M" - 125), 271 (M" - 125 - 2H); 255(M" - 125 - 18), 231(M* - 42 - 125),
213(M" - 42 - 125 - 18)

Estigmasterol®

Brassicasterol®

@ Darnet & Rahier, 2004: ® Ericsson & Ivonne, 2009. * ion molecular (M.
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Figura 18. Espectro de massas do B-sitosterol (Weng et al., 2003)
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5.2 Estudos fitoquimico e bioldgico de Brunfelsia uniflora

Com o objetivo de tracar o perfil micromolecular do extrato e fragdes das folhas de
B. uniflora foram feitas andlises através da aplicagdo de uma marcha analitica, de
analises por espectroscopia de infravermelho (IV) e andlises por cromatografia em
camada delgada. Da mesma maneira, o perfil bioldgico foi avaliado através de testes que
determinam a atividade antioxidante, alelopatica, antibacteriano e de toxicidade frente a A.

salina.

5.2.1 Analise fitoquimica preliminar

Quando néo se dispbe de estudos quimicos prévios sobre a espécie de interesse, a
analise fitoquimica preliminar pode indicar os grupos de metabdlitos secundarios
relevantes. Sua aplicacdo se faz necessaria no caso de misturas muito complexas como
costumam ser, muitas vezes, os extratos de plantas. E também util no exame preliminar
destes extratos como méetodo de prospeccdo dos constituintes mais abundantes ou mais
facilmente caracterizaveis.

A separacdo dos constituintes em grupos de substancias analogas ou homologas €
baseada nas propriedades destes compostos relacionados com suas fun¢des quimicas. A
andlise fitoquimica preliminar do extrato bruto de B. uniflora, revelou as classes de

compostos apresentados na Tabela 4:

Tabela 4. Anédlise fitoquimica preliminar do extrato bruto hidroalcodlico de B. uniflora

Testes Resultado

Esterdides +
Esterdéides glicosideos —
Flavondides -
Flavondides glicosideos -
Alcaloides -
Leucocianidinas -
Glicosideos Cardiotonicos -
Sesquiterpenlactonas -

Taninos +
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5.2.2 Andlise atraveés de espectroscopia de infravermelho (1V)

A analise do espectro de IV do extrato bruto hidroalcodlico (EBH) de B. uniflora
mostrou a presenca de bandas intensas na regido de 2826,6 e 2854,4 cm™ caracteristicas
de estiramento de ligacdes C—H de carbono sp®, indicando a presenca de compostos com
uma longa cadeia hidrocarbonada. Além disso, o sinal em 3009,7 cm™ sugere a presenca
de insaturacdo nesta cadeia. Observou-se ainda em 1739,6 cm™ a presenca de uma
banda intensa correspondente a vibracdo da ligacdo C=0, tipica de carbonila de éster
que, juntamente com as absor¢cdes em 1162 e 1077,2 cm™ para os estiramentos das
ligacbes C—O conjugada e C-O isolada respectivamente, permite propor a presenca de
ésteres de acidos graxos de cadeia longa ou estruturas triterpénicas (Figura 19).

Os espectros de IV da resina e fracdo hexanica (Figuras 20 e 21) mostram 0 mesmo
perfil que o espectro do extrato bruto, indicando que nestas fragcbes temos ainda
composi¢cdo semelhante em termos de classes de metabdlitos secundarios.

A fragcdo acetato de etila (Figura 22) mostrou a presenca de uma intensa banda em
3304,1 cm™ devido a presenca de grupo —OH que, juntamente com a banda intensa em
1162 e 1077,2 cm™, sugerem a presenca de estruturas polihidroxiladas. Observa-se ainda
a presenca de bandas de absorcdo em 29325 e 2877,6 cm™ correspondentes ao
estiramento de ligacdo C-H e de bandas em 1713,6 e 1640 cm™ correspondentes a
carbonila de cetona e carbonila conjugada, respectivamente.

A fracdo n-butandlica (Figura 23) mostra, através de seu espectro de IV, um perfil de
substancias flavonéidicas com bandas de absorcéo intensas em 3390,6; 1630,7 e 1070,3

cm™ correspondentes a estiramento de ligacdes —OH, C=0 e C-O, respectivamente.

T, TRy - P Y 4a 4 e T ) Rl o “:-"‘A“‘ﬂ Al 4"»«\ A~ “M

3!
gzLee—|

=
98'02L— <

2028 ——_

-
o

2TYePL— =——

o6hZL—<

€0'29LL—=

Arbltrary
9L LL0b— = ‘_;

|
P

99'6€4)—

T T T RS e

T I T T T T T
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600

e Aea RSt T T T |
2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wavenumber (cm-1)

Figura 19. Espectro de IV do extrato bruto hidroalcodlico (EBH) de B. uniflora
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Figura 20. Espectro de IV da Resina (Res) B. uniflora
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Figura 21. Espectro de IV da frac&o hexanica (FH) de B. uniflora
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Figura 22. Espectro de IV da fragdo acetato de etila (FAe) de B. uniflora
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Figura 23. Espectro de IV da fragcdo n-butandlica (FB) de B. uniflora

5.2.3 Analise através de cromatografia em camada delgada (CCD)

A andlise do cromatograma (a) com manchas definidamente deslocadas indica
novamente a baixa polaridade dos metabdlitos analisados no extrato bruto (EBH), resina
(Res) e fracdo hexanica (FH) (Figura 24a). O cromatograma (b) compara a polaridade
dos compostos existentes no extrato bruto e nas fracdes mais polares (FAe e FB). Uma
das manchas existente no extrato bruto € muito similar aquela apresentada na fracéo
acetato de etila (FAe). A fracdo butandlica (FB) apresenta manchas com Rfs menores

representando substéncias com maior polaridade (Figura 24b).
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Figura 24. Cromatograma do extrato bruto (EBH) e fracdes de B. uniflora reveladas com vapor de iodo
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5.2.4 Avaliacao da toxicidade frente a Artemia salina

Os ensaios de letalidade utilizando o microcrustaceo Artemia salina sdo amplamente
usados como técnica de triagem para verificar a atividade bioldgica de toxinas naturais
(Mohamed et al., 2006; Baig et al., 2006) e de extratos vegetais e seus compostos
isolados (Luna et al., 2005). As amostras vegetais sdo colocadas em incubacdo durante
24 horas com a larva do microcrustaceo e, apos este periodo, conta-se o niumero de
sobreviventes. Varias atividades biologicas podem estar relacionadas a este bioensaio,
pois parte-se da premissa de que 0s compostos toxicos podem ser potencialmente ativos
em relacdo a dose (Meyer et al., 1982). Existe boa correlacdo deste bioensaio com a
atividade citotdxica in vitro, atividade larvicida e inseticida (McLaughlin et al., 1991).

Através deste bioensaio sdo considerados ativos os extratos ou fracbes que
apresentam valores da DLsp de até 1000 pug/mL. No entanto, nenhuma das amostras
apresentou toxicidade frente as larvas de Artemia salina, pois apresentaram valores de

DLso maiores que 1000 pg/mL.

5.2.5 Avaliagédo da atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo substancias que, numa concentracdo menor que o substrato
oxidavel, retardam o processo oxidativo diminuindo a velocidade da reacdo ou
prolongando o seu periodo de inducéo (Halliwell et al., 1995). Tendo em vista uma rapida
avaliacdo da capacidade e eficacia antioxidante de extratos vegetais, muitos ensaios
estdo descritos na literatura, como a oxidacdo forcada de um substrato lipidico, a co-
oxidacdo de substratos (B-caroteno, por exemplo), atividade sequestrante de radicais
livres como, por exemplo, o 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), potencial redutor, e outros
(Silva, Borges e Ferreira, 1999).

Como a atividade antioxidante esta geralmente relacionada a quantidade de
compostos fendlicos nas plantas, entre eles os flavondides, avaliou-se o teor destes
compostos no extrato bruto e fragdes de B. uniflora.

Para a determinacédo do teor de fendlicos utilizou-se o reagente de Folin-Ciocalteau,
gue consiste em uma mistura dos acidos fosfomolibdico e fosfotungstico que, em contato
com agentes redutores como 0s compostos fendlicos em meio basico, se oxidam
formando complexos de molibdénio e tungsténio azuis, cuja coloracdo permite a

determinacdo da concentracdo das substancias redutoras através de um
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espectrofotometro UV/VIS. Quanto mais intensa a coloracdo, maior o conteudo de
fendlicos nos extratos e/ou fragéo testada.

O teste para a determinacdo do conteudo de flavonoides se fundamenta na
formacdo de um anel estavel de seis membros do atomo de aluminio, proveniente do
reagente AlICI3;, com o flavonodide (Figura 25). A formacdo do complexo entre o aluminio e
o flavondide provoca um desvio para maiores comprimentos de onda e uma intensificacdo
da absorcdo quando analisado por espectrofotometria de UV/VIS. Desta maneira, €
possivel determinar a quantidade de flavondides evitando-se a interferéncia de outras
substancias fendlicas, principalmente os acidos fendlicos que invariavelmente
acompanham os flavonoides nos tecidos vegetais, pois estes apresentam comprimentos

de onda bastante inferiores se comparados com o complexo flavonoide — Al.

oL 3
O ‘Lf-g |
| AICI, |
0 .0
OH O Al
ci’ el

3+
|

Figura 25. Formacgao do complexo entre Al e o flavondide

O teste que utiliza o radical livre DPPH determina a possivel atividade antioxidante
de extratos vegetais. Este radical € relativamente estavel, de forte coloracdo azulada e
suficientemente solivel em alcoois misciveis em &gua, como o metanol. A acédo
sequestrante de radicais livres pelos compostos presentes na amostra, geralmente
fendlicos, deve-se a reacdo destes com o DPPH pela abstracdo de um &tomo de

hidrogénio, de acordo com a seguinte equacao (Figura 26):

oH
o;N O:N
HO o " HO
N—R NO, + O | N— N NO, +
O,N ON
OH O

Azul intenso Flavondide apigenina Descorado

Figura 26. Reacédo entre um flavondide e o radical livre DPPH

Os métodos baseados na reducdo do Fe**, que determinam o poder redutor s&o
também utilizados para avaliagdo da atividade antioxidante. Tais métodos avaliam a
capacidade de compostos fendlicos reduzirem o Fe**, com consequiente formacao de um
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complexo colorido com Fe?* (Roginsky et al. 2005). O poder redutor foi observado pela
doacéo direta de elétrons na reducéo do ferricianeto de potassio [Fe(CN)g]* a ferrocianeto
de potassio [Fe(CN)g]*. O produto foi visualizado pela adicdo de ions Fe**, que apés a
reacao de reducao, forma o complexo azul da Pruassia, Fes[Fe(CN)g]s, que foi quantificado
por medida de absorbancia em 720 nm.

Na Tabela 5 encontram-se os resultados dos testes antioxidantes realizados na

espécie B. uniflora juntamente com os dados obtidos para a espécie Eugenia brasiliensis

(Magina, 2009) para comparacao.

Tabela 5. Atividade Antioxidante do extrato bruto e fragdes de B. uniflora e E. brasiliensis

Extrato / fracdo | Fendlicos totais @ | Flavonéides ® | Poder redutor © | DPPH, [CEso] @
Extrato bruto | 28,82 +0,75 28,19+0,21 | 55,23 +0,03 > 200
g Resina 12,68 + 0,11 49,81+0,28 | 41,42+ 0,00 > 200
E F. hexano 19,64 + 0,79 16,04 0,30 51,88 + 0,01 > 200
m | F.Ac. etila 89,11 + 0,02 3,55+0,12 167,36 + 0,04 90,19
F. butandlica | 38,04 +0,15 2,18 + 0,00 65,27 + 0,01 133,23
e, | Extratobruto | 162,65+9,26 | 14,44+ 1,08 318,33 27,6
E F. hexano 48,49 + 2,91 35,19 + 2,05 12,66 > 200
& | F Acefla | 49451+1,18 | 54,12+0,01 834,99 14,7
W | F butanlica | 461,65£209 | 12,44 +0,20 790,66 15,2
Ac. Ascorbico - - 989,43+ 0,01 2,4
Ac. Galico - - 674,19+ 1,19 9,2

@ mg de ac. galico/g de amostra, ®) mg de quercetina/g de amostra, © mg de ac. ascorbico/g de amostra,

@ Concentragdo Efetiva 50% em ppm, € Magina, 2009.

O extrato bruto e fragBes de B. uniflora sdo pobres em compostos fendlicos quando
comparados com os resultados obtidos para a espécie Eugenia brasiliensis, sendo que na
fracdo acetato de etila concentram-se os compostos fendlicos em maior quantidade e a
resina possui a maior concentracao de flavonéides.

Tanto a resina quanto a fragdo hexanica apresentaram conteudo de flavondides
maior do que a fracdo acetato de etila. Para a resina, este fato pode ser explicado pela
possivel presenca de taninos condensados e para a fragdo hexanica pela possivel
presenca de flavondides na forma de aglicona que formam o quelato com o aluminio

dando origem ao complexo flavondide — Al. Para ambos os casos também pode estar

33




ocorrendo um falso resultado positivo pela presenca de grupos catecolicos que também
formam o complexo quelato com o aluminio.

A fracdo acetato de etila apresentou os melhores resultados antioxidantes
considerando os dois ultimos testes, seguida da fracdo n-butandlica (Tabela 5). No teste
gue avalia a acado sequestradora de radical livre com DPPH, para a fracao acetato de etila
e n-butandlica, obtiveram-se valores de CEs; de 90,19 ppm e 133,23 ppm
respectivamente. Mesmo assim, a fracdo acetato de etila é cerca de dez vezes menos
potente que o acido galico e trinta e seis vezes menos potente que o acido ascorbico.

Observou-se ainda que uma maior quantidade de compostos fendlicos presentes na
fracdo acetato de etila provavelmente deve ser responsavel pela atividade antioxidante.
Lembrando ainda que, nos espectros de IV das fracbes acetato de etila e n-butandlica
observou-se um perfil de metabdlitos secundarios condizente com compostos

polihidroxilados.

5.2.6 Avaliacdo da atividade alelopética

Alelopatia pode ser definida como um processo pelo qual produtos do metabolismo
secundéario de um determinado vegetal sdo liberados, impedindo a germinagdo e o
desenvolvimento de outras plantas relativamente préximas. A resisténcia ou tolerancia
aos metabdlitos secundarios € uma caracteristica espécie-especifica, existindo aquelas
mais sensiveis como Lactuca sativa L. (alface), Lycopersicon esculentum Miller (tomate) e
Cucumis sativus L. (pepino), consideradas plantas indicadoras da presenca de
aleloquimicos. Um bioensaio util para avaliar a atividade alelopética é a aplicacao do teste
de germinacdo de sementes.

De acordo com Rice (1984), as substancias quimicas identificadas como agentes
alelopéaticos se enquadram em quatorze categorias, destacando-se os terpendides,
saponinas, flavonéides (taninos, proantocianinas) e alcaldides.

O teste alelopatico aplicado ao extrato e fracbes de B. uniflora foi avaliado atravées
de germinacdo de sementes de Lactuca sativa e do desenvolvimento da plantula.

As amostras foram testadas em quatro diferentes concentracdes. A germinacdo de
sementes de L. sativa foi avaliada através do indice de velocidade de germinacao (IVG =
2 Ni/ti, onde “N” € o numero de sementes germinadas apés “t” horas a contar da
semeadura). Quanto menor a percentagem de velocidade de germinag¢do, maior o efeito
alelopético inibitorio. Através da Figura 27 observa-se que a fragdo acetato de etila foi a

mais eficaz em inibir a germinacdo de sementes de alface (90 %) sendo que, das
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sementes que germinaram, praticamente ndo desenvolveram radicula ou hipocétilo nas
concentragbes de 1,0 e 2,0%. Outra fracdo de destaque é a n-butandlica, que inibiu a
germinacdo de sementes de alface em cerca de 80 %.

O extrato bruto a 2,0% também apresentou atividade consideravel inibindo em cerca
de 80% a germinacdo de sementes e 70% o desenvolvimento da radicula. A resina
também apresentou atividade inibitoria relevante a 1,0 e 2,0%, inibindo cerca de 70% o
desenvolvimento da radicula e do hipocotilo. Porém, a germinagédo de sementes foi pouco

afetada, sendo inibida em média apenas 40 % (Figuras 27 e 28).

IVG = £ N/t,

100,0%

93,9%

= 77,6%
72,5%

69,4% 68,3%

43,7%

25,5%

10,1%

0,00 | 0,25 1,00 ‘ 2,00

0,50
T EBH FAe FB

Figura 27. Velocidade de germinacdo de sementes de L. sativa na presenca do extrato bruto (EBH) e fragdes

1,00 | 2,00 | 0,25 | 0,50 | 1,00 | 2,00 | 0,25 | 0,50 | 1,00 | 2,00 | 0,25 | 0,50

Res

(acetato de etila, FAe; butandlica, FB e resina, Res) de B. uniflora

120,0%

100,0% -

80,0%

0,0%

1,00 | 2,00 00 | 2,00 | 0,25 | 0,50

T EBH FAe FB Res

Figura 28. Comprimento da radicula (CR) e do hipocétilo (CH) de L. sativa na presenca do extrato bruto (EBH) e

fracBes (acetato de etila, FAe; butandlica, FB e resina, Res) de B. uniflora
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5.2.7 Avaliacdo da 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 patdgenas causadores de infeccdo hospitalar, que se tornam
resistentes progressivamente a um namero cada vez maior de antibioticos (Machado et al.
2005). Baseado neste fato faz-se o incentivo a busca de compostos com potencial
atividade antibidtica de ocorréncia natural.

O teste antibacteriano aplicado a extratos e fragdes de B. uniflora foi avaliado
através da determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM), que é a concentragdo
onde nao se observa o crescimento bacteriano, indicado pelo aparecimento da coloracéo
vermelha. Conforme o critério proposto por Machado e colaboradores (2005), as amostras
gue apresentarem valores de CIM menores que 0,01 mg/mL sdo consideradas com
excelente atividade; valores entre 0,01 e 0,10 mg/mL s&o considerados de boa atividade;
valores entre 0,10 e 0,50 mg/mL s&o considerados de atividade moderada; valores entre
0,5 e 1 mg/mL de atividade fraca, e para valores de CIM acima de 1 mg/mL, as amostras
séo consideradas inativas.

Conforme mostrado na Tabela 6, nenhuma das amostras apresentou atividade
frente as bactérias Gram-negativas (P. aeroginusa e E. coli) assim como a bactéria Gram-
positiva S. aureus. Porém, de acordo com o critério de classificacdo da atividade, o
extrato bruto e a resina apresentaram atividade moderada frente a bactéria Gram-positiva

B. cereus.

Tabela 6. Concentragdes inibitérias minimas (CIM) para o extrato bruto e fracdes de B. uniflora

P. aeroginusa E. coli S. aureus B. cereus
Gentamicina’ 0,39 0,39 0,21 0,20
Extrato bruto™ 3,125 3,125 3,125 0,19
Resina 5,810 5,810 5,810 0,18
F. acetato de etila” 2,810 2,810 5,620 87,00
F. n-butandlica” 4,000 8,000 8,000 4,00

CIM: " pg/mL, ~ mg/mL.
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6. CONCLUSOES

Considerando os objetivos propostos por este trabalho, pode-se concluir que:

1. A compilacdo das principais constantes fisicas dos dados espectroscépicos e
espectrométricos facilitara a identificacdo mais rapida e precisa dos diferentes esteroides

isolados das plantas;

2. A marcha analitica preliminar aplicada ao extrato bruto de Brunfelsia uniflora

indicou a presenca de taninos e esteroides;

3. A analise por cromatografia em camada delgada do extrato bruto e fracdes de B.
uniflora revelou a presenca de compostos de diferentes polaridades dependendo da

amostra;

4. Os espectros de infravermelho do extrato bruto e das fragdes menos polares
indicaram a presenca de estruturas com uma grande cadeia hidrocarbonada. As fragdes
acetato de etila e butandlica exibiram bandas caracteristicas de estruturas com cadeia

polihidroxilada, mais polares.

5. A fracao acetato de etila apresentou os melhores resultados quanto a atividade
antioxidante seguida da fracdo n-butandlica sendo que no teste que avalia a acao
sequestradora de radical livre com DPPH obtiveram-se os valores de CEsp de 90,19 ppm
e 133,23 ppm respectivamente. Mesmo assim, a fracdo acetato de etila é cerca de dez
vezes menos potente que o acido galico e trinta e seis vezes menos potente que o acido

ascorbico.

6. Nenhuma das amostras apresentou toxicidade frente as larvas de Artemia

salina, pois apresentaram valores de DLsy maiores que 1000 pg/mL.

7. Todas as amostras apresentaram atividade inibitéria na germinacdo de
sementes e no desenvolvimento da radicula de L. sativa, sendo a fracdo acetato de etila a
mais efetiva inibindo quase completamente a germinagcdo das sementes nas

concentracdes de 1,0 e 2,0%.
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8. Apenas o0 extrato bruto e resina apresentaram atividade moderada contra a

bactéria Bacilus cereus.

Portanto, deve ser incentivado um estudo da fracdo acetato de etila, no sentido de
isolar compostos que possuam atividade antioxidante e atividade herbicida evidenciada
pela inibicdo na germinagéo de sementes de alface, assim como um estudo da resina por

apresentar atividade antibacteriana.
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