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RESUMO

Introdugao: A planta Lotus corniculatus L. cultivar Sdo Gabriel (Fabaceae) é uma
leguminosa forrageira que esta distribuida em diversas regides do mundo e é
apontada como a solugao para melhorar a dieta dos animais e as pastagens pela
melhora na fixagdo simbidtica de nitrogénio. O objetivo deste trabalho foi investigar
fitoquimicamente a Lotus corniculatus cv. Séo Gabriel e avaliar as possiveis
atividades bioldgicas desta planta, através de ensaios de avaliagdo antioxidante,
antibacteriana e anti-inflamatéria. A metodologia seguiu-se da seguinte maneira: as
partes aéreas da planta foram secas e maceradas em etanol 96% durante quinze
dias, produzindo o extrato bruto. O extrato bruto foi particionado com solventes de
polaridade crescente resultando nas fracées hexano, acetato de etila, butanol e agua.
As fragbes hexano e acetate de etila foram submetidas a procedimentos
cromatograficos para o isolamento dos compostos. Para a avaliacdo do efeito
antioxidante, foram utilizadas metodologias in vitro como a capacidade sequestrante
DPPH, potencial redutor e peroxidacao lipidica. O efeito antibacteriano foi avaliado
através do método de microdiluicdo o qual produz a Concentracao Inibitéria Minima
e a Concentragao Bactericida Minima. Finalmente, o efeito anti-inflamatério de Lotus
corniculatus foi analisado no modelo in vivo da pleurisia induzida pela carragenina
em camundongos, que € um modelo de inflamagcao aguda. Através da analise
fitoquimica, foi possivel elucidar trés compostos: dois terpenos, B-sitosterol e o acido
oleandlico da fracdo hexano, e um flavondide canferitrina da fragdo acetato de etila.
A avaliagdo da atividade antioxidante mostrou que a fragao BuOH apresentou o
melhor resultado com ICso= 99,27 pg . mL ' na capacidade seqiiestrante do radical
livre DPPH. No ensaio de potencial redutor, a fracdo AcOEt apresentou a melhor
atividade (212,32 + 5,58). O extrato e fragées de L. corniculatus ndo mostraram
significante inibicdo da peroxidagdo lipidica. No estudo antibacteriano de L.
corniculatus, o composto isolado &cido oleandlico exibiu boa atividade antibacteriana
frente ao Staphylococcus aureus Meticilina Resistente (MIC = 100 pg.mL™"), Listeria
monocytogenes e Bacillus cereus (CIM = 25 pg . mL™). J4 a canferitrina (flavonéide)
demonstrou bom efeito antibacteriano contra Staphylococcus epidermidis, Shigella
flexinerii, Salmonella typhimuriu e Acinetobacter calcoaceticus (MIC = 100 pg.mL") e
excelente atividade antibacteriana contra Bacillus cereus (MIC = 8.5 pg.mL") e
Enterococcus faecalis (CIM = 3.9 pg . mL"). O estudo anti-inflamatério de Lotus
corniculatus também mostrou resultados significativos. O extrato bruto de L.
corniculatus, fracbes e também compostos isolados, inibiu significativamente a
migragdo de leucdcitos, exsudacdo, atividade da mieloperoxidase (MPO), assim
como a concentracdo de nitrito/nitrato (NOx) no modelo de pleurisia induzida pela
carragenina em camundongos (P < 0.05). De acordo com os resultados foi possivel
verificar que a Lotus corniculatus cv. Sao Gabriel possui importante propriedade
antibacteriana e anti-inflamatéria. Estes efeitos podem ser atribuidos aos compostos
isolados como o acido oleanolico, B-sitosterol e principalmente ao canferitrina o qual
demonstrou o melhor efeito farmacoldgico.



ABSTRACT

Introduction: Lotus corniculatus L. cultivar S&o Gabriel (Fabaceae), it's a
leguminosae fodder that is distributed in many regions and is appointed out to be the
solution to better the diet of animals, improvement of pastures by the symbiotic
fixation of nitrogen. The aim of this study was to investigate the phytochemistry and
the biological activities through the antioxidant, antibacterial and anti-inflammatory
assays. The methodology followed in the following way: the aerial parts of L.
corniculatus was dried and macerated with ethanol 96% during fifteen days, giving
the crude extract. The crude extract was particionated with solvents in growing order
of polarity giving the hexane, ethyl acetate, n-buthanol and aquous fractions. The
hexane and ethyl acetate fractions, was submitted to a chromatographic procedures.
To evaluate the antioxidant effect of Lotus corniculatus was used in vitro
methodology such as DPPH scavenger, reductor pontential and lipid peroxidation.
The antibacterial effect was evaluated by microdilution method, that produce the
minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC).
Finally, anti-inflammatory effects of Lotus corniculatus was analyzed in mouse model
of pleurisy induced by carragenan, that is an acute model of inflammation. Through
the phytochemistry analysis it was possible to elucidate three coumpounds: two
terpenes, B-sitosterol and oleanolic acid from hexane fraction and the flavonoid
kampferitrin from ethyle acetate fraction. The evaluation of antioxidant activity
showed that the BUOH fraction presented the best result with ICso= 99, 27 pg.mL™ in
the capacity of scavenger the DPPH radical. In the assay of reduction potential, the
AcOEt fraction showed the best activity (212,32 £ 5,58). The extract and fractions
didn’t show significant inhibition of lipidic peroxidation. In the antibacterial study of
Lotus corniculatus, the isolated compound oleanolic acid exhibited a good
antibacterial activity on methycillin-resistant Staphylococcus aureus (MIC = 100
ug.mL™), Listeria monocytogenes and Bacillus cereus (MIC = 25 pg.mL"). The
kaempferitrin also demonstrated a good antibacterial effect on Staphylococcus
epidermidis, Shigella flexinerii, Salmonella typhimurium and Acinetobacter
calcoaceticus (MIC = 100 pg.mL") and excellent antibacterial activity on Bacillus
cereus (MIC = 8.5 pg.mL™") and Enterococcus faecalis (MIC = 3.9 pg.mL™). The anti-
inflammatory analysis of Lotus corniculatus also showed an important data. The
crude extract , its derived fractions and also isolated compounds, significantly
inhibited leukocytes influx, exudation, myeloperoxidase (MPO) activity, as well as
nitrite/nitrate concentration (NOy) in the mouse model of pleurisy induced by
carragenan(P < 0.05). Our results demonstrated that Lotus corniculatus cv. Sao
Gabriel have important antibacterial, as well anti-inflamatory properties. These effects
may be atributted to the isolated compounds such oleanolic acid, B-sitosterol and
mainly to kaempferitrin that demonstrated better pharmacological and antibacterial
effects.
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos anos, 0 homem busca na natureza produtos para as suas
necessidades basicas tais como géneros alimenticios, abrigos, roupas, meios de
transporte, fertilizantes, aromas e fragrancias e principalmente os medicamentos. O
aumento na utilizacdo de plantas medicinais na cura ou na prevencao de doencas,
em humanos ou em animais, requer cada vez mais agdes voltadas ao estudo
cientifico de compostos que apresentam atividades biolégicas (REIS, MARIOT e
STEENBOCK, 2004). Além disso, atualmente as plantas e seus derivados
representam aproximadamente 50% dos farmacos de uso clinico (GURIB-FAKIM,
2006).

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de 20%
do numero total de espécies do planeta. Esse imenso patrimdnio genético, ja
escasso nos paises desenvolvidos, tem na atualidade valor econémico-estratégico
inestimavel em varias atividades, mas é no campo do desenvolvimento de novos
medicamentos onde reside sua maior potencialidade. Em virtude da alta tecnologia,
dos elevados custos e dos riscos inerentes para o desenvolvimento de um novo
medicamento, alguns poucos paises desenvolvidos, liderados pelos Estados Unidos
e alguns paises europeus, detém as maiores industrias farmacéuticas mundiais que
dominam as modernas tecnologias na area farmacéutica. As estatisticas revelam
que de cada 30 mil compostos sintetizados pelas industrias, 20 mil entram nos
estudos pré-clinicos; desses, 200 atingem a fase clinica |; 40 passam para a fase
clinica Il; e 12 chegam a fase clinica lll. Apenas oito deles sdo aprovados por 6rgaos
de vigilancia e em geral um consegue obter mercado satisfatério (CALIXTO, 2003).

Alguns fatores contribuiram para o aumento da utilizacdo de plantas
medicinais nos Uultimos anos: crise econdmica, alto custo de medicamentos
industrializados, dificil acesso da populagdo a assisténcia médica, bem como
tendéncia generalizada dos consumidores em utilizarem, freqlientemente, produtos
de origem vegetal, atitude esta decorrente do aumento da consciéncia ecologica
verificada nas ultimas décadas (SCHENKEL et al., 1998).

Hoje em dia, devido as novas tecnologias, a quimica medicinal €
considerada uma area importante e de carater interdisciplinar. Como ciéncia, a
quimica medicinal envolve a compreensdo das estruturas moleculares nos

organismos vivos resultando no desenvolvimento de novas moléculas protétipos que
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sao efetivamente candidatos a novos farmacos. Neste contexto, os produtos naturais
tém sua importancia na industria farmacéutica, como fonte inspiradora de novos
padroes moleculares bioativos (VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

Considerando todos os aspectos relacionados ao uso de produtos naturais,
e com uma visao do desenvolvimento de novos medicamentos, o presente trabalho
contribui ndo somente para o estudo da quimica medicinal, mas também intensificar
estudos interdisciplinares envolvendo diferentes areas, principalmente estudando-se
efeitos biol6gicos em modelos experimentais. Desse modo, considerando-se o valor
das plantas medicinais ndo apenas como recurso terapéutico, mas também como
fonte de recursos econémicos, torna-se importante estabelecer linhas de acéo na
busca de novos produtos com potencial utilidade como futuros medicamentos.

1.1 O uso de produtos naturais e o desenvolvimento de farmacos

Os metabdlitos secundarios representam o futuro que pode ser expresso em
termos ecologicos, taxonémicos, diferenciagcdo bioquimica e diversidade. A
biossintese e a presencga de metabdlitos secundarios em plantas promovem a base
para a taxonomia quimica. Além disso, a ampla diversidade molecular dos
metabdlitos secundarios ao longo do reino vegetal representa uma area rica em
recursos para a descoberta de novos farmacos e para o desenvolvimento de drogas
inovadoras (GURIB-FAKIM, 2006). Embora uma planta possa conter centenas de
metabdlitos secundarios que vem sendo estudados pela fitoquimica, incluindo as
técnicas hifenadas, apenas os compostos presentes em maior concentragdo é que
geralmente sado isolados para estudos completos de bioatividade. A andlise de
substancias ativas € muito complexa e demorada, ja que em muitos casos 0s
compostos presentes em menor propor¢do na planta sdo os que apresentam
melhores efeitos biolégicos ou proporcionam importantes efeitos biolégicos.

Muitas vezes o Unico recurso terapéutico em muitas comunidades e grupos
étnicos é o conhecimento a respeito do uso de plantas medicinais. Esse tipo de
cultura desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas
multidisciplinares, como a botanica, a farmacologia e a fitoquimica. Estas éareas
abrangem conhecimentos indispensaveis para a utilizacdo segura de plantas

medicinais, envolvendo pesquisas a respeito da distribuicdo geografica de espécies
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vegetais; extracdo, isolamento e identificacdo de principios ativos; atividades
farmacolo6gicas, além da toxicidade. (MACIEL et al., 2002).

O uso de produtos naturais como ponto de partida para o desenvolvimento
de novos medicamentos oferece algumas vantagens, como por exemplo: 1)
existéncia de uma grande quantidade de estruturas quimicas; 2) muitas classes de
estruturas homologas; 3) existéncia de estruturas di e tridimensionais; 4) economia e
também como fonte de novas moléculas para alvos moleculares complexos
(CALIXTO, 2001).

1.2 Género Lotus

Plantas do género Lotus L. pertencem a familia Fabaceae (Leguminosae), €
suas especies estdo distribuidas em vérias regides do mundo, com excecao de
regides articas muito frias. A maior concentracdo desta planta encontra-se na regiao
do Mediterréaneo, indicando ser este o seu centro de origem (ALLEN & ALLEN,
1981).

Segundo Joly 1991, as plantas da familia Fabaceae ou Leguminosae sao:
plantas de habito muito variado, arvores de grande porte das matas tropicais,
arbustus, ervas ou trepadeiras que vivem nos mais variados ambientes, em
diferentes latitudes e altitudes. As folhas sdo sempre de disposi¢do alternada,
compostas, pari ou imparipenadas, com estipulas e estipelas as vezes
transformadas em espinhos. As folhas e os foliolos sdo sempre com pulvinos na
base, que permitem movimentos diuturnos aos foliolos e as folhas. As flores sao
variadas e sempre ciclicas, de simetria radial até fortemente zigomorfas, com pétalas
muito desiguais.

O género Lotus apresenta em torno de 170 espécies, sendo que a maioria é
utiizada como suplemento alimentar para ruminantes, pelo qual é altamente
difundida na agropecuaria. Existe uma série de beneficios nutricionais quanto ao seu
uso na pecuaria, que se destacam pela producdo de forragem, crescimento sob
baixa disponibilidade de fésforo, facil adaptacédo a solos &cidos, além do conteudo
de tanino, que beneficia 0 comportamento animal, atuando como regulador do
consumo de forragem (RISSO e CARAMBULA, 1998).
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Existem trés cultivares perenes de Lotus corniculatus que sao as mais
difundidas como plantas forrageiras, pela sua grande representacdo nas regides
temperadas: Lotus uliginosus Schkuhr (cornichdo-dos-banhados), L. corniculatus L.
cv. Sao Gabriel (cornichdo) e Lotus tennuis Waldst & Kit. Dentre as leguminosas
forrageiras inseridas no Brasil, a espécie L. corniculatus L. popularmente conhecida
como cornichdo, tem sua notoriedade alicercada ao seu alto valor nutritivo, é a de
fundamental importancia na pecudria do Rio Grande do Sul (CAROSO et al., 1982).

O género Lotus (Leguminosae) inclue: espécies acianogénicas e altamente
cianogénicas. Na medicina tradicional, é utilizada como contraceptivo, agente
profilatico para o tratamento de doengas sexualmente transmissiveis e na ulcera
péptica. Investigacdes fitoquimicas anteriores em espécies do género Lotus relatam
a presenca de 3-O-B-galactosideo do flavonol gossipetina [1] em L. corniculatus; o
canferol 3-O-B-glicosideo [2] e seus 7-O-a-derivados ramnosideos [3] em L. tenuis
(birds trefoil). Recentemente, foi encontrado na espécie L. hebranicus Hochst ex.
Brand, a presenga de canferol 7-O-a-raminosideo [4] e seus derivados o 3-O-a-
raminosideo [5] e o 3-O-soforosideo [6]. O canferol 3-O-a-raminosideo-7-O-
soforosideo [7] e a isoraminetina- 3-O-B-glicosideo-7-O-B-glicosideo [8] foram
também descritos para esta planta. Na espécie Lotus polyphyllos foi descrito o
isolamento de flavondis glicosilados como: o canferol 3-O-p-(6”-O-E-p-
cumaroilglicosideo)-7-O-B-glicosideo [9], a quercetina  3-O-B-(67-O-E-p-
cumaroilglicosideo)-7-O-B-glicosideo  [10], a isoraminetina 3-O-B-(6”-O-E-p-
cumaroilglicosideo)-7-O-B-glicosideo [11], o canferol 3,7-di-O-glicosideo [12] e a
quercetina 3,7-di-O-glicosideo [13] (Figura 1) (EL MOUSALLAMI, 2002).
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R=H [9]
R=0H [10]

HO R-OMe [1]

R1= Galactose
R2= Glicose
R3= Ramnose

R4=Soforose

[12]

Figura 1: Flavonéides descritos em espécies do género Lotus.
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Posicao sistematica da espécie L. corniculatus L.:

REINO: Plantae
DIVISAO : Magnoliophyta
CLASSE: Magnoliopsida
ORDEM: Fabales
FAMILIA: Fabaceae
SUBFAMILIA: Faboideae
TRIBO: Loteae
GENERO: Lotus

1.3 Lotus corniculatus L. cv. Sao Gabriel

A Lotus corniculatus L. cv. Sdo Gabriel (Figura 2), popularmente chamada de
cornichdo, €& uma leguminosa forrageira de origem mediterranea,
predominantemente das regidées da Franca e Italia. No Brasil, o Unico cultivar
disponivel é a cultivar Sdo Gabriel, que foi desenvolvido pela Estagcdo Experimental
de Forrageiras de Sao Gabriel no Rio Grande do Sul, a partir de pesquisas entre
1955 e 1965, tendo seu cultivo se expandido para outros paises da América do Sul
(PAIM, 1988). O cultivo do cornichdo no Brasil foi iniciado em 1940 no Rio Grande
do Sul, e expandido a partir de 1955. Considerada inicialmente como uma
leguminosa de clima frio (ARAUJO & JAQUES, 1974a), o cornichdo mostrou-se uma
alternativa para o periodo de escassez de pasto, no inverno do Sul do Brasil.

Esse cultivar é caracterizado por apresentar folhas grandes, habito de
crescimento ereto e indeterminado, facilidade de adaptacdo, boa producédo de
forragem e ressemeadura natural (PAIM, 1988; OLIVEIRA, 1990). A planta produz
uma forte raiz principal, e por ser uma forrageira de hastes finas e possuir um grande
namero de folhas, € muito apreciado pelos animais como alimento, sendo uma
planta que é utilizada no pastejo para a producao de feno e na silagem (HUGHES,
1981).

A inclusdo de maior numero de espécies leguminosas de crescimento

hibernal tem sido apontada como a solugédo para melhorar a dieta dos animais e no
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melhoramento de pastagens bem como na fixagdo simbidtica de nitrogénio
(CARNEIRO, 2002).

O cornich&o no estado do Rio Grande do Sul é utilizado principalmente como
alternativa para assegurar a producdo animal. Além disso, a importancia das
espécies nativas deve-se a introdugcédo de leguminosas exéticas hibernais que, além
de produzirem forragem de boa qualidade, melhoram a qualidade do solo pela sua
capacidade de fixacdo biolégica de nitrogénio. Os beneficios da utilizacdo de
espécies de Lotus na agropecuaria também incluem: ganho de peso, aumento na
producdo de leite, acdo anti-helmintica e aumento na absor¢do de aminodacidos
(MEAGHER et al, 2004).

Fonte: www.missouriplants.com Fonte: www.flickr.com

Figura 2. L. corniculatus L. cv. Sao Gabriel (cornichao)

A caracteristica principal de plantas utilizadas como forragem, € a presenca
de taninos condensados. A presenga destes compostos na composicao celular
aumenta o valor nutricional da forragem por exercerem um papel fundamental
evitando o timpanismo, atuando como protetores da degradacao protéica no rimen
(BRADES e FREITAS, 1992).

Em forragens tropicais, os taninos condensados s&o frequentemente um dos
principais compostos fendlicos, o que inclui os taninos hidrolisaveis e outros
metabdlitos secundarios que podem chegar até 300 g/kg de matéria seca. Dentre os
principais efeitos bioldgicos dos taninos, podemos mencionar que estes, ligam-se a
parede celular das bactérias presentes no rimen degradando-as e inibindo o seu

crescimento ou sua atividade enzimatica. Os taninos também podem complexar com
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as proteinas da alimentagao, diminuindo assim a viabilidade dos microrganismos em
degradar estas proteinas, e com isso o animal ganha peso mais rapidamente
(WAGHORN, 2007). Outros efeitos biolégicos e farmacologicos reportados para
taninos condensados incluem atividades antibacterianas e antivirais, efeito
antioxidante e anti-inflamatério, propriedades antimutagénicas e antitumorais.

( BRUYNE et al., 1999).

Segundo ABDEL-GHANI, da espécie L. corniculatus cv. tenuifolius L., foram
isolados os compostos: B-amirina, B-sitosterol e acido ursélico, além dos flavondides
quercetina, quercetrina, canferol e canferitrina, sendo este ultimo encontrado
também na espécie Lotus japonicus.

A quantidade de flavonoides presente em L. corniculatus, varia de acordo
com as condigbes climaticas e principalmente variacées de altitude. Estudos
anteriores sobre esta espécie relatam a identificacao de diferentes classes quimicas
incluindo, além dos flavondides citados acima, antocianinas e proantocianinas
(REYNAUD e LUSSIGNOL, 2005).

Na Franga, a espécie L. corniculatus € utilizada na medicina popular como
sedativo e antiespasmodico (TROUILLAS et al., 2003). J4 no Brasil, ndo existem

relatos do uso de L. corniculatus na medicina popular.

1.4 Atividades biolégicas

Os métodos de triagem de atividades bioldgicas sdo importantes, a fim de
verificar as possiveis agbes farmacoldgicas para os extratos e/ou compostos
isolados, e dessa maneira orientar o processo de extracdo e isolamento de
compostos bioativos de plantas medicinais. O trabalho laboratorial do quimico de
produtos naturais pode ser acompanhado por ensaios simples, que podem ser

executados no préprio laboratério de quimica ou em parceria com outros laboratérios.

Para ser compativel com o grande nimero de amostras a serem testadas, estes
ensaios devem ser, além de simples, reprodutiveis, rapidos e de baixo custo
(HAMBURGER e HOSTETTMANN, 1991).
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1.4.1 Atividade antioxidante

O interesse em fontes naturais de moléculas antioxidantes para uso em
alimentos, bebidas e industrias de cosméticos tem resultado em extensas
investigagdes nos Gltimos anos. E sabido que as substancias antioxidantes naturais
extraidas de ervas e especiarias possuem alta atividade antioxidante e sdo usadas
nas mais diversas aplicacées. Dentre estas, citam-se os compostos fenélicos, que
sdao amplamente distribuidos no mundo vegetal e tém a habilidade de seqlestrar
radicais livres por transferéncia de um unico elétron. Varios estudos tém reportado a
atividade antioxidante de extratos de plantas relacionando com o conteudo de
compostos fendlicos (SCHERER e GODQY, 2009).

Atualmente € grande o interesse no estudo de compostos antioxidantes
devido, principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no
organismo. As reagbes de oxidacdo sdo fundamentais na bioquimica da vida
aerébica e do nosso metabolismo. Assim, os radicais livres sdo produzidos
naturalmente nestas cascatas bioquimicas e também por alguma disfuncado ou
descompensacdo metabolica. Esses radicais livres cujo elétron desemparelhado
encontra-se centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) ou Espécies Reativos de Nitrogénio (ERNS).
O organismo humano estd em constante contato com EROs e ERNs geradas em
processos inflamatérios, por algumas disfuncdes bioldgicas ou provenientes dos
alimentos (BARREIROS et al., 2006). Os efeitos de espécies oxidantes sobre o
organismo tornaram-se alvo de interesse e intensa investigacdo cientifica, uma vez
que sao causas de uma série de patologias, incluindo cancer, doencas hepaticas,
aterosclerose e envelhecimento (CHISOLM e STEINBERG, 2000).

1.4.2 Atividade antibacteriana

Desde a antiguidade, o homem tem usado plantas para tratar doencas
infecciosas comuns e algumas destas medicinas tradicionais ainda estdo incluidas
como parte de tratamentos habituais para varios males. As bactérias sao

freqientemente causa de varias infec¢des, e apresentam importante risco para a
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saude publica, principalmente quando se tratam de infeccbes hospitalares (Rios e
Recio, 2005).

Durante as ultimas décadas novas doencgas infecciosas surgiram e algumas
infeccdes tém reemergido. Neste sentido, ha a perspectiva de que novos agentes
infecciosos aparecam e causem sérias ameacgas no século XXI|. Além disso, a
eficacia dos agentes antimicrobianos disponiveis atualmente estd diminuindo
rapidamente com o aumento da resisténcia bacteriana, causada principalmente pela
utilizagéo indiscriminada dos antimicrobianos. O fendbmeno da resisténcia bacteriana
a diversos antibioticos e agentes quimioterapicos impde sérias limitagdes as opgdes
para o tratamento de infecgbes bacterianas, representando uma ameaca para a
saude publica. Esta resisténcia prolifera-se rapidamente através de transferéncia
genética, atingindo algumas das principais bactérias gram-positivas, como
enterococos € estafilococos e gram-negativos como as enterobactérias e a
Pseudomonas aeruginosa (SILVEIRA et al., 2006).

O problema da resisténcia bacteriana é crescente e a perspectiva futura do
uso de drogas antibacterianas, incerta. Por este motivo, torna-se imperativo adotar
medidas para enfrentar o problema, entre elas a do controle no uso de antibiéticos, a
do desenvolvimento de pesquisas para uma melhor compreensao dos mecanismos
genéticos da resisténcia microbiana e a da continuagdo dos estudos acerca de
novas drogas, sejam elas sintéticas ou naturais (NASCIMENTO et al., 2000). Este
fato, conjuntamente com os efeitos adversos causados pelos antibiéticos, tem levado
0s pesquisadores a uma constante busca de novas substancias antimicrobianas em

diversas fontes, incluindo as plantas medicinais.

1.4.3 Atividade anti-inflamatoéria

A reagéao inflamatoéria é um evento complexo que envolve o reconhecimento
do agente ou estimulo lesivo, para sua posterior destruicdo e formacao de um novo
tecido (NATHAN, 2002; SCHMID-SCHONBEIN, 2006). O reconhecimento deste
agente desencadeia a ativagdo e a amplificacdo do sistema imune resultando na
ativacdo de células e na liberagdo de diversos mediadores inflamatérios que séo
responsaveis pela vasodilatagdo, extravasamento de liquido e migracdo de
leucécitos (CORSINI et al., 2005; SCHMID-SCHONBEIN, 2006).
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Na resposta inflamatdria existe a participacdo de células como leucdcitos,
neutréfilos e mononucleares (SCHMID-SCHONBEIN, 2006), além de diversos
mediadores quimicos considerados pré-inflamatérios e/ou anti-inflamatérios. Dentre
os mediadores, destaca-se o 6xido nitrico considerado um importante vasodilatador
(TAKEUCHI et al., 2004) que quando liberado em altas quantidades, esta
diretamente relacionado a formacdo de edema, sinal classico do processo
inflamatério (RICCIARDOLO, 2003; BOVE e VAN DER VLIET, 2006). Além disso,
enzimas como a mieloperoxidase (MPQO) e adenosina-deaminase (ADA) também sao
importantes participantes da resposta inflamatoria. Estas enzimas estdo presentes
em neutréfilos e mononucleares, respectivamente, que quando ativados liberam-nas
com a fungédo de destruir o agente lesivo (PATTISON e DAVIES, 2006; VASS e
HORVATH, 2008).

Atualmente existem muitas doencas inflamatérias que muitas vezes nao
respondem aos tratamentos usuais, como a artrite reumatoide, o lupus eritematoso,
a doenca de Crohn, entre outras. Este fato revela que o paciente acometido por
estas doencgas tenham poucas opc¢des na utilizacdo do rol de medicamentos anti-
inflamatorios atualmente presentes no mercado. Além disso, a classe de farmacos
anti-inflamatérios desenvolvida recentemente, os coxibes, estdo associados a
problemas gastrintestinais e que n&o diferiam de forma significativa quando
comparados aos problemas causados pelos anti-inflamatérios menos seletivos para
a Cox-2. Mais ainda, os dados mostraram que os coxibes (inibidores seletivos de
Cox-2) parecem promover aumento do risco de ocorréncia de eventos
cardiovasculares importantes (DABU-BONCOC e FRANCO, 2008). Com isso, tem
surgido a necessidade de descoberta e do desenvolvimento de novas classes de
medicamentos com propriedade anti-inflamatéria, o que faz com que a pesquisa de
produtos naturais esteja atualmente em grande evidéncia. (KAPLAN et al., 2007).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar o estudo fitoquimico biomonitorado da espécie L. corniculatus cv.
Sao Gabriel, além de isolamento e caracterizagdo dos constituintes quimicos,

avaliando possiveis atividades biolégicas do extrato, fracées e compostos.

2.2 Objetivos especificos

> Realizar a anadlise fitoquimica preliminar do extrato bruto;

» Realizar o isolamento e a carterizacdo de compostos a partir do extrato obtido
da planta;;

> Avaliar o efeito antioxidante, antibacteriano e anti-inflamatério (in vitro e/ou in

vivo) do extrato, fragbes e compostos isolados.



3 JUSTIFICATIVA

Usuarios de plantas medicinais de todo o mundo mantém em voga a pratica
do consumo de fitoterapicos. Este tipo de cultura desperta o interesse dos
pesquisadores em descobrir novos produtos ou compostos protétipos. O interesse
ndao se limita apenas em plantas ja conhecidas, uma vez que, muitas destas
distribuidas na natureza ndo sao utilizadas na medicina tradicional, tornando-se

entdo fontes alternativas de compostos farmacologicamente ativos.

Os flavonéides estdo dentre os mais importantes compostos biologicamente
ativos isolados de plantas, sendo atualmente objeto de estudo em inumeras
pesquisas da quimica medicinal. Estes compostos tém demonstrado inumeras
propriedades farmacoldgicas como: atividade anti-inflamatéria, antimicrobiana,
antialérgica, antioxidante, vascular e acédo antitumoral (CUSHNIE e LAMB, 2005).

Os flavondides sdo metabdlitos secundarios presentes em grande
quantidade na espécie L. corniculatus (REYNAUD e LUSSIGNOL, 2005). Em nosso
trabalho procurou-se focar principalmente o isolamento de um flavondide
heterosideo (canferitrina), pois os flavonéides glicosilados exibem um amplo
espectro de atividades bioldgicas, incluindo propriedades antimicrobianas e
antidiabéticas, assim como a atividade antiviral por meio da inibicao da transcriptase
reversa de HIV e DNA topoisomerase I. O flavonéide canferitrina é produzido por
varias espécies de plantas e € reportado por apresentar efeito hipoglicemiante em
modelos experimentais em ratos diabéticos e possui propriedades antioxidantes
comparaveis com a quercetina (JORGE et al., 2004; URGAONKAR e SHAW, 2007).

Sendo canferitrina, o principal representante desta classe de compostos na
Lotus. corniculatus L. cv. Sao Gabriel, nossos estudos foram dirigidos para avaliacao
de sua possivel acdo antibacteriana frente a diversas bactérias de interesse clinico
em um modelo in vitro e o potencial anti-inflamatério em um modelo in vivo, sendo
que estas avaliagbes sao inéditas para a espécie.

A escolha do modelo da pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos para avaliar a atividade anti-inflamatéria da L. corniculatus cv. Séao
Gabriel, pode ser justificada por se tratar de um modelo de facil execucdo e
avaliagdo dos mediadores inflamatorios envolvidos, além de estar estabelecido como
um modelo de triagem e estudo de substancias naturais com potenciais efeitos anti-
inflamatorios (SALEH et al., 1996; VARGAS et al., 2007; MONTANHER et al., 2007).



24

Por sua vez, os modelos de avaliacdao das atividades antibacteriana e
antioxidantes in vitro, também foram utilizados por serem facilmente reproduziveis e
apresentarem custo relativamente baixo, além de fornecerem resultados
amplamente aceitos pela comunidade cientifica (WATERMAN e MOLE, 1994;
CAVIN et al., 1998; RAHMAN, et al., 2004; MOKBEL e HASHINAGA, 2006).



4 METODOLOGIA

4.1 Materiais utilizados e equipamentos

Os solventes utilizados na particao liquido-liquido, cromatografia em coluna
(CC) e cromatografia em camada delgada (CCD), foram de grau analitico PA.

Para o procedimento de isolamento e purificagdo dos compostos por CC, foi
utilizado como fase estacionaria silica gel 0,063 - 0,2 mesh para CC normal e 0,04 -
0,063 mesh para CC flash.

As fragdes e compostos obtidos foram analisadas através de CCD,
utilizando-se placas de aluminio recobertas por silica gel 60 GF254, de marca Merck,
com 0,25 mm de espessura e particulas entre 5 a 40 um de didmetro. As
substancias separadas nas placas cromatograficas foram visualizadas utilizando
varios métodos: revelagdo em camara de iodo, revelacdo com reagente cloreto
férrico e revelacdo com reagente anisaldeido-sulfurico seguido de aquecimento a
110°C. O reagente anisaldeido-sulftrico foi preparado do seguinte modo: A 9 mL de
etanol foram adicionados sequencialmente, com agitagdao e banho de gelo, 0,5 mL
de acido sulfarico (conc.), 0,1mL de acido acético glacial e 0,5 mL de anisaldeido. O
reagente foi estocado sob refrigeracao.

Para medir o ponto de fusdo dos compostos isolados, foi utilizado um
aparelho digital Micro Quimica MQA PF — 301. Este equipamento é provido de lupa
para a visualizacdo da fusdo da amostra e uma chapa aquecida, sobre o qual é
colocada a amostra entre a lamina e laminula.

Para a obtencdo dos espectros dos compostos isolados na regidao do
infravermelho (IV), utilizou-se o espectrometro Perkin Elmer FTIR 16 PC, com as
amostras preparadas em pastilhas comprimidas de KBr , sendo os valores

Tem™).

registrados em centimetros -

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono
treze foram obtidos utilizando-se o espectrometro Varian AS-400, operando em 400
MHz para 'H e 100 MHz para '*C. As amostras foram dissolvidas em metanol e/ou
cloroférmio deuterados, empregando-se tetrametilsilano (TMS) como referéncia. Os
deslocamentos quimicos (8) foram registrados em valores adimensionais, a
constante de acoplamento J em Hz, a multiplicidade dos sinais foi indicada como s =

simpleto, d = dupleto, dd=duplo dupleto, t = tripleto e m = multipleto.
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4.2 Material vegetal

A espécie L. corniculatus L. cultivar S&o Gabriel foi coletada no municipio de
Lages, na estacao de pesquisa agropecuaria da EPAGRI, no més de novembro de
2006, a qual foi identificada pelo Prof. Dr. Daniel de Barcelos Falkenberg e
depositada no herbario FLOR, no Departamento de Botanica da Universidade

Federal de Santa Catarina tendo como niimero 18.770.

4.3 Preparacao do extrato vegetal

O material vegetal (partes aéreas de L. corniculatus L. cv. Sao Gabriel), apos
coleta e identificacéo, foi seco em estufa com circulagao de ar a 50° C resultando em
620 g de material seco. Apods, o material foi moido em moinho de facas e submetido
ao procedimento de maceragdo em etanol hidratado 96% durante quinze dias. O
extrato obtido foi filtrado e o solvente extrator evaporado em rota-evaporador (60°C)
com condensador acoplado sob vacuo, sendo concentrado até seu volume ser
reduzido em 1/3 do volume inicial, de forma que o solvente evaporado fosse
recuperado e posteriormente reutilizado para nova maceragdo. Este mesmo
procedimento foi realizado por mais duas vezes por mais 15 dias resultando no final
das extragcbes 78,129 de extrato bruto seco, correspondendo a 12,5% da planta

seca.

4.4 Analise fitoquimica preliminar do Extrato Bruto Hidroalcodlico

O extrato bruto de L. corniculatus foi submetido a testes fitoquimicos
qualitativos preliminares, utilizando métodos de reagdes colorimétricas e/ou
precipitacao, preconizado por WHO (1984) e MATOS (1997).

Os testes realizados para a avaliacdo foram: heterosideos cianogénicos,
fendis, taninos, antocianinas, antocianidinas, flavonoides, xantonas, esteroides,
triterpenos e saponinas com o intuito de pesquisar as principais classes de
compostos presentes no extrato. Operagdes preliminares: uma parte do extrato bruto

hidroalcodlico foi separado em sete porcées de 3-4 mL em tubos de ensaios
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numerados. O conteddo dos tubos de ensaio foram submetidos aos seguintes
testes:

4.4.1 Teste para Heterosideos Cianogénicos

Em um erlenmeyer foi misturada 2 g de planta seca, com 50 mL de agua e
juntou-se 1 mL de solvente H,SO4 1N. Prendeu-se a tampa uma fita de papel picrato
de sédio sem deixar tocar no liquido. Esta mistura foi mantida aquecida a uma
temperatura de 50-60°C durante duas horas.

Resultado esperado: O aparecimento de cor vermelho-castanho no papel

indica a presenca de heterosideos cianogénicos.

4.4.2 Teste para Fendis e Taninos

Ao tubo 1 foi adicionado 3 gotas de solucdo alcodlica de FeCl;. Apéds
agitacao foi observada qualquer variagcdo da cor ou formacdo de precipitado
abundante, escuro, em comparacao com teste em branco, isto é, usando agua e
cloreto férrico.

Resultado esperado: Coloragdo variavel entre azul e vermelha € indicativo
da presenca de fendis quando o teste em branco for negativo. Precipitado escuro de
tonalidade azul indica a presenca de taninos pirogdlicos ou hidrolisaveis e a cor
verde, a presenca de taninos flobafenos ou condensados.

4.4.3 Teste ara Antocianinas, Antocianidinas e Flavondides

Ao tubo 2, 3 e 4 contendo a amostra, ajustou-se o pH para 3, 8,5 e 11
respectivamente. Com isso, foi avaliada a mudanga de coloragdo dos materiais.

Resultado esperado: O aparecimento de diversas cores conforme a tabela 1,
indica a presenca de constituintes devidamente demonstrados:



28

Tabela 1 - Alteracdo da coloracdo de antocianidinas e flavonodides em relagdo a

mudanca de pH

Constituintes Meio acido (3) Meio alcalino (8,5) Meio alcalino (11)
Antocianinas e Antocianidinas Vermelha Lilas Azul-parpura
Flavonas, Flavonéis e Xantonas ~ --—----—--—--—----—-- = -——ommmeemmmm- Amarelo

4.4.4 Teste para Flavondis, Flavononois e Xantonas

Ao tubo 7 foram adicionados alguns decigramas de magnésio em fita e 0,5
mL de HCI concentrado. Apés o término da reacdo indicada pelo fim da
efervescéncia identificou-se a mudanca na cor da mistura da reagao por comparagao
aos tubos 5 (branco= com HCI sem Mg) e 7 (acidificado).

Resultado esperado: Aparecimento ou intensificacdo da cor vermelha indica

a presenca de flavonais, flavononas e/ou xantonas, livres ou heterosideos

4.4.5 Teste para Esteroides e Triterpendides

Extraiu-se o residuo seco de cerca de 1g de EB duas e trés vezes com 1-2
mL de cloroférmio, tendo o cuidado de triturar bem o residuo com o solvente. A
solugao cloroférmica foi filtrada gota a gota em um pequeno funil fechado com uma
bolinha de algodao, coberta com alguns decigramas de Na,SO4 anidro, para um
tubo de ensaio bem seco. Foi adicionado 1 mL de anidrido acético e sob agitagéo
vigorosa, juntou-se trés gotas de H,SO4 concentrado. Agitou-se novamente e foi
identificado se houve rapido desenvolvimento de cores.

Resultado esperado: Coloracdo azul evanescente seguida de verde
permanente é indicativa a presenca de esterdides livres. Coloracdo parda até

vermelha indica a presenca de triterpendides pentaciclicos livres.

4.4.6 Testes para saponinas

O residuo insoluvel em cloroférmio, separado na operacao anterior, foi

redissolvido, com 5-10 mL de agua destilada e filtrado para um tubo de ensaio.
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Agitou-se o tubo com a solucado, fortemente, por dois a trés minutos e
avaliou-se formacdo da espuma. Resultado esperado: Espuma persistente e

abundante indica a presenca de saponinas (heterosideos saponinicos).

4.5 Fracionamento cromatografico

O extrato bruto foi resuspendido em H,O/EtOH, e apds submetido a um
fracionamento por partigao liquido-liquido com solventes de diferentes polaridades,
usando hexano, acetato de etila e n-butanol, conforme o esquema apresentado na
figura 3, resultando nas fracées Hexano, Acetato de etila, n-Butanol e Aquosa, apo6s
completa remogao dos solventes por rota-evaporador. As fracbes obtidas foram
entdo cromatografadas em coluna de silica gel e a separagdo monitorada por
cromatografia em camada delgada (CCD). Nestes procedimentos obteve-se
compostos isolados e com quantidade suficiente para submissdo aos ensaios de
atividade bioldégica. As fragdes Hex e AcoEt foram cromatografadas em coluna de
silica gel conforme descrito abaixo.

4.5.1 Fracao Hexano

Parte da fragdo hexanica (5,34g) foi submetida a uma cromatografia em
coluna de silica gel e eluida com misturas de hexano (HEX) e acetato de etila
AcOEt) para obter um gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas 54 sub-
fracOes, as quais foram reunidas conforme similaridade por cromatografia em
camada delgada. As fragbes 10-13 e 18-35 que deram reacgdo positiva com o
reagente anisaldeido-sulfurico, foram reunidas e purificadas resultando no
isolamento de dois terpendides: composto 1 (B-sitosterol) e composto 2 (&cido
oleandlico). O composto 1 eluiu na proporcao de HEX/AcOEt 90:10 e o composto 2,
na proporcao de HEX/AcOEt 70:30 .

B-sitosterol: purificado por recristalizacdo em metanol, obtendo-se cristais brancos.
P.F.: 137-139°C.
1.V. "B cm™ : 3425, 2936, 1646, 1463, 1376, 1057.
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RMN 'H (CDCls, 400 MHz) &: 0,59-2,30 (48H,m), 3,41-3,59 (1H, m), 5,35 (1H, dd, H-
6).

RMN 'C (CDCls, 100 MHz) &: 12,09; 12,21; 19,01; 19,2; 19,6; 20,0; 21,31; 23,29;
24,54; 26,27, 28,48; 29,36, 31,89; 32,14; 32,14, 34,16; 36,38; 36,73; 37,48, 39,99;
42,53; 42,53; 46,05; 50,35; 56,27, 56,99; 72,04; 121,95; 140,97.

Acido oleanélico: purificado por recristalizagdo em metanol, na forma de um sélido
branco.

P.F.: 279-282°C.

1.V. K" cm™: 3453, 2942, 1692, 1644, 1464, 1382, 1273, 1183, 1087, 1034.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & : (0,74 (3H, s), 0,76 (3H, s), 0,89 (3H, s), 0,90 (3H, s),
0,91 (3H, s), 0,97 (3H, s), 1,12 (3H, ), 1,24 (3H, s), 1,00-2,00 (m), 2,81 (1H, dd,
J=14 Hz), 3,20 (1H, dd, J=6,8 Hz), 5,27 (1H, m, H-12).

RMN '3C (CDCls, 100 MHz) & : 15,29; 15,52; 17,11; 18,25; 22,87; 23,36; 23,55;
25,91; 27,13; 27,65; 28,07; 30,65; 32,40; 32,56; 33,05; 33,75; 37,05; 38,34; 38,72;
39,22; 40,92; 41,54; 45,83; 46,48; 47,58; 55,1; 79,0; 122,59; 143,56; 183,33.

4.5.2 Fracao Acetato de etila

Parte da fracao acetato de etila (10g) foi fracionada em uma coluna de silica
gel, utilizando como solvente uma mistura de hexano e acetato de etila coletando as
sub-fracées de 1- 11 e ap6s com uma mistura de acetato de etila e etanol as fracdes
de 12-16. As sub-fragcdes 12-16 foram reunidas e recromatografadas em coluna flash,
utilizando um sistema de solvente: AcOEt/Acido acético/Acido férmico/Agua
(70:3:2:20) v/v resultando no isolamento do composto 3 (canferitrina).

Canferitrina: purificado por recristalizagdo em AcOEt/MeOH, apresentando-se na
forma de cristais de coloracdo amarela.

P.F.: 198.5- 201.3°C.

1.V. "B cm™: 3383, 2983, 2923, 1906, 1659, 1605, 1513, 1493, 1448.



31

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & : 0,96 (3H, d, J=6,2 Hz), 1,25 (3H, d , J=6,2 Hz), 3,30
(1H, m), 3,30 (1H, m), 3,33 (1H, m), 3,47 (1H, t, J=9,2 Hz), 3,59 (1H, m), 3,71 (1H,
dd, J=3,1 e 9,2 Hz), 3,82 (1H, dd), 4,01 (1H, dd), 5,38 ( 1H, d, J=1.8 Hz), 5,55 (1H, s),
6,45 (1H, d, J=2,2), 6,71 (1H, d, J=2,2 Hz), 6,93 (2H, d, J=8,8 Hz), 7,78 (2H, d, J=8,8
Hz).

RMN '*C (CDCls, 100 MHz) & : 17,67; 18,08; 71,29; 71,68; 71,79; 71,90; 72,05;
72,78; 73,14; 73,58; 95,58; 99,83; 100,5; 103,52; 107,53; 116,57; 122,37; 132,00,
136,47; 158,07, 159,79; 161,77, 163,00; 163,52; 179,77.
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' Extracdo em etanol 96%
' Filtracdo e Evaporagao do solvente

Extrato bruto
Hidroalcodlico (78,12Q)

‘ Suspensdo em agua

’ Extragao liquido-liquido

Fragdo Hexano
(7,829)

Fragcéo Acetato Fragéo
de Etila (11,49) n-Butanol (5,24q)

Fracao
Aquosa (30,89)

5,84 g Fragao
Hexanica
Cromatografia em
coluna de silica

10,0 g Fracao AcOEt
Cromatografia em coluna de silica

54 sub-fracdes

Composto 1 e
Composto 2

Sub-fracdes Sub-fragbes
1-11 12-16

Composto 3

Figura 3. Procedimento de fracionamento do extrato de L. corniculatus L. cv. Sao Gabriel

As estruturas dos compostos isolados foram elucidadas através das andlises

dos respectivos espectros de Infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

de 'H e C. A confirmacdo das estruturas veio da comparacdo dos dados

espectroscopicos com aqueles da literatura e por co-eluicido em CCD com padroes.

O processo de extracdo e fracionamento foi monitorado por meio de testes como a

atividade antioxidante, realizada em nosso laboratério,

além da atividade

antibacteriana e anti-inflamatéria, realizados através da colaboracdo com outros

laboratérios de pesquisa.
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4.6 ENSAIOS PARA A VERIFICAGAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

4.6.1 Determinacao de compostos fendlicos totais

O teor de fendlicos totais foi determinado usando o reativo de Folin-
Ciocalteau, de acordo com o método descrito por Anagnostopoulou e colaboradores
(2006). A 0,5 mL de uma solugdo da amostra (extrato bruto e fracbes na
concentracdo de 1000 ppm, diluidos em metanol), foram adicionados 5,0 mL de
agua destilada e 0,25 mL do reativo de Folin-Ciocalteau. Apo6s trés minutos foi
adicionado 1,0 mL da solug¢édo saturada de Na,CO3, agitou-se e a solugéo ficou em
repouso por 1 hora. As absorbancias das solucbes foram determinadas em
espectrofotdmetro a 725 nm. Como branco, utilizou-se uma solugcdo preparada
conforme descrito acima, porém, sem a solugdo da amostra. Nesta etapa foi
construida uma curva de calibragdo com solugdes padrdo de &cido galico nas
concentragdes de 25 a 500 pg/mL, diluido em metanol, para comparagéo (Figura 4).
Todos os testes foram realizados em triplicata. O teor de compostos fendlicos totais
foi determinado em mg de acido galico/g de amostra.

E - COOH
2 oo
]
B woor y=551x + 1,77
= R= 0007 H OH
50 HO
o
T T T T T T T T T T T
(1] 1 00 ) A0 =l

Beid o galica] ugiL

Figura 4: Curva de calibragdo com &cido gélico para avaliagao de fendlicos totais.
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4.6.2 Determinacao do teor de flavondides nas amostras

A determinagdo do teor de flavondides foi realizado conforme método
descrito por Woisky e Salantino, 1998. A 0,5 mL de uma solucdo da amostra (extrato
bruto e fragdes na concentragdo de 1000 ppm diluidos em metanol), foram
adicionados 2,5 mL de etanol e 0,5 mL de uma solucao de AICl; 2%. Apds 1 hora, as
absorvancias foram determinadas em espectrofotémetro a 415 nm. Como branco foi
utilizado metanol. Neste protocolo, foi construida uma curva de calibragdo com
solugdes padrdo de quercetina nas concentragbes de 1 a 100 pug/mL, diluida em
metanol, para comparacgéo (Figura 5). Todos os testes foram realizados em triplicata.
O teor de compostos flavonoidicos foi determinado em mg de quercetina/g de extrato
ou fracao seco.

1000 -

00 H

g0 4
¥ = 8,776 + 0,960

F=0,999
400

ahsorvancia
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il m al &0 an 100

[ querceting] ugdmbL

Figura 5: Curva de calibragdo com quercetina para a avaliagdo do conteudo de flavondides.
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4.6.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.6.3.1 Avaliacao da acao sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH)

O ensaio para a determinacao da atividade antioxidante utilizando o radical livre
DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazil) baseia-se no método descrito por Cavin e
colaboradores (1998), com algumas modificacbes. Uma solu¢cdao de DPPH 0,004%
foi adicionada a solucao teste nas concentracées de 5 a 200 ug/mL. A absorvancia
das solucdes foi determinada em espectrofotdmetro UV-VIS (517nm) apéds 30
minutos. Por meio da leitura da absorvancia de uma solucdo de DPPH (2 mL de
solugdo 0,004%), acrescentado de 1 mL de MeOH, obteve a absorvancia no tempo
inicial (Ao). A cada uma das concentragdes da solucao teste em analise (1 mL) foram
adicionados 2 mL de solugcao de DPPH, obtendo-se a absorvancia de cada amostra
nas diferentes concentragbes. A absorvancia de uma solugdo teste (1 mL) em
metanol (2 mL), foi subtraida da absorvancia das amostras analisadas, a fim de
descontar a possivel interferéncia do extrato nesse comprimento de onda. A andlise

foi realizada em triplicata.

Os valores obtidos para as absorvancias das diferentes solucdes testes
foram plotados em graficos na forma de % de decréscimo da absorbéancia de DPPH
em funcao da concentracdo da solucao teste, onde determinou-se a concentragao
necessaria para diminuir a concentragcdo do DPPH em 50 % (CEsp) nas solugoes

testadas.

4.6.3.2 Determinacao do potencial redutor

O ensaio para a analise da atividade antioxidante através da determinacao
do potencial redutor baseia-se no método de Price e Butler, proposto por Waterman
e Mole (1994), com adaptacdes. A 100 puL das solucdes teste (extratos brutos e
fracoes, diluidos em metanol, na concentracdo de 1000 ppm) foram adicionados 8,5
mL de agua deionizada. Adicionou-se entdo 1,0 mL da solugéo de FeClsz 0,1 M, e

apo6s 3 minutos, 1,0 mL da solucao de ferricianeto de potassio 0,08 M, e misturou-se.

Apdés 15 minutos, foi realizada a leitura da absorvancia da solugdo em
espectrofotdmetro a 720 nm. A analise foi feita em triplicata. Como branco, foi

utilizada uma solugao preparada conforme o procedimento acima, sem a adigdo da
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amostra. Nesta etapa, foi realizada uma curva de calibracdo utilizando solucdes
padroes de acido ascérbico nas concentragcdes de 0 a 1000 ppm (Y = -23,35 +
1,14X , R = 0,991) (Figura 6). O potencial redutor das amostras foi expresso em mg

de acido ascorbico por g de amostra.

1400

Y =-2335 + 1,14X (R =0,991)
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[&cido ascérbico], ppm

Figura 6. Curva de calibragdo com &cido ascérbico utilizada para a determinagéo do potencial
redutor.

4.6.3.3 Determinacao do potencial inibidor da peroxidacao lipidica

A inibicao da peroxidacao lipidica foi avaliada através do modelo -caroteno-
acido linoléico (MOKBEL e HASHINAGA, 2006). Uma emulsao foi preparada com
3,0 mg de B-caroteno, 1,0 mL de CHCIs;, 45 mg de acido linoléico e 215 mg de
tween-80. O cloroférmio foi removido em evaporador rotatério, durante 4 minutos,
sob temperatura de 45° C. A mistura resultante foram adicionadas 6,0 mL de agua
destilada, sob agitacéo, para fazer a emulsao.

A emulséao foi entao dissolvida para 100 mL com per6xido de hidrogénio 0,01
M. Aliquotas desta emulsao (4,0 mL) foram adicionadas a tubos contendo 0,2 mL
das solugdes teste (extratos e fragdes na concentragédo de 1000 ppm, dissolvidas em
metanol). Como controle positivo foi utilizado uma solugcdo de BHT (2,6-di-terc-butil-
4-hidroxitolueno) (Figura 7) na concentragdo de 1000 ppm. Um controle negativo,
contendo 0,2 mL de metanol e 4,0 mL da emulsdo acima também foi preparado.
Todos os tubos foram colocados em banho-maria, a 50° C, e as absorvancias das

solucbes foram determinadas no tempo zero, € a cada 30 minutos, em
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espectrofotdmetro a 470 nm, até a descoloracdo do tubo contendo o controle
negativo (180 minutos). Como branco, foi utilizada uma emulsdo preparada como

descrito acima, porém sem a presenga de p-caroteno.

OH

CH3

Figura 7. Estrutura do BHT (2,6-di-terc-butil-4-hidroxitolueno).

Os resultados dos ensaios foram expressos através de graficos de
absorvancia das solugdes testes em funcdo do tempo de ensaio. A atividade
antioxidante (AA) (potencial inibidor da peroxidacao lipidica, em porcentagem) foi

calculado através da seguinte formula:

AA =100 [1 — (Ao — Ay) / (A% — A%)]

Onde:

Ao = Absorvancia da amostra no tempo zero

A: = Absorvancia da amostra ap6s 180 minutos

A% = Absorvancia do controle negativo no tempo zero

A® = Absorvancia do controle negativo apés 180 minutos



4.6.4 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Avaliacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao Bactericida
Minima (CBM)

As amostras foram dissolvidas em dimetilsulféxido (DMSQO), com objetivo de
se produzir solugbes-mée contendo 100 mg/mL. Posteriormente foram realizadas
diluicbes seriadas destas solugdes em caldo Brain Heart Infusion (BHI), produzindo
concentracdes variando de 50 mg/mL a 1,5 ug/mL, distribuidas em volumes de 100
uL em cada orificio teste da placa de microdiluicao estéril de 96 pogos. Em cada
orificio teste foi adicionado 5 uL do inéculo bacteriano contendo 5 x 10° UFC/mL de
cada microorganismo testado. Os experimentos foram realizados em duplicata e as
placas incubadas em aerobiose a 36°C = 1°C por 24 horas. Apés esta incubagao
inicial, adicionou-se 10 uL de cloreto de 2,3,5 trifenil-tetrazélio (5% v/v) em metanol,
a cada microcavidade da placa utilizada no experimento (CLSI, 2005). 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
micropogcos onde ha presenca de bactérias viaveis, ou seja, onde os extratos,
fragcbes e compostos ndo foram capazes de inibir o crescimento bacteriano. O teste
do tetrazdlio baseia-se na atividade das enzimas desidrogenases presentes nos
processos respiratorios dos tecidos. Durante a respiracao celular, ocorre a liberacao
de ions hidrogénio, com os quais o sal 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazdlio reage
formando uma substancia de cor vermelha e insoluvel, denominada de formazam
(JOHNSON et al., 1985; RAHMAN et al., 2004).
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Para a classificagdo da atividade antibacteriana de extratos e fragbes, foi
utilizado o critério proposto por Machado e colaboradores (2005). Os extratos e as
fracbes que apresentaram valores de CIM menores que 10 pg/mL foram
considerados excelentes; valores entre 10 e 100 ug/mL bons; valores entre 100 e
500 pg/mL atividade moderada; valores entre 500 e 1000 ug/mL fraca atividade e
para valores de CIM acima de 1000 pg/mL, inativos. Ja para a classificacao da
atividade antibacteriana dos compostos isolados, foi utilizado o critério proposto por
Rios e Recio (2005), o qual classifica como moderada atividade compostos com
valores entre 10 a 100 pg/mL; e como excelente atividade antibacteriana compostos
com CIM abaixo de 10 pg/mL.

Também foi determinada a Concentragcdo Bactericida Minima (CBM), onde
10uL de cada micropocgo utilizado na avaliagdo do MIC foram pegas com alga de
platina calibrada, semeadas em Agar Muller-Hinton e incubadas por 24 h a 37°C. O
CBM representa a concentragdo de extrato, fragcdo ou composto isolado necessario
para inibir o crescimento em 99,9% ou mais do inéculo inicial (BOSIO et al., 2000).

Com o objetivo de determinar se a acao antibacteriana era classificada como
bactericida ou bacteriostatica foi utilizado o esquema proposto por OKUSA e
colaboradores (2007), onde os resultados sao classificados como bactericida, se a
CBM for menor ou igual a trés diluicdes (sucessivas) o valor da CIM. Mas, se o valor
da CBM for maior que trés diluicdes (sucessivas) o valor apresentado pela CIM, a
atividade antibacteriana € considerada bacteriostatica (OKUSA et al., 2007).

Como controle de inibigdo bacteriana foi utilizado o antibiético de referéncia
gentamicina, um antibiético que apresenta boa atividade contra todas as cepas
testadas em nosso experimento, com excegcdo para o Staphylococcus aureus
meticilina resistente (MRSA).

4.6.5 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

4.6.5.1 Animais

Para a técnica de pleurisia foram utilizados camundongos albinos suicos, 1
més de idade, de ambos 0s sexos, pesando entre 18 e 259, que foram fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina, sob protocolo da
CEUA n° PP00180.
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4.6.5.2 Procedimento anestésico e eutanasia dos animais

A anestesia nos animais foi induzida pela aplicacdo de pentobarbital (30
mg/kg, i.p.), com a finalidade de possibilitar a aplicacdo do agente flogistico
(carragenina) e do corante azul de Evans. A eutanasia dos animais foi realizada pela
overdose de pentobarbital (60 mg/kg).

4.6.5.3 Pleurisia induzida por carragenina em camundongos

A pleurisia, em camundongos foi induzida segundo metodologia descrita por
SALEH et al.,, 1996; DALMARCO et al., 2002, 2004. De acordo com o protocolo
experimental, para o estudo da curva dose resposta, diferentes grupos de animais
receberam tratamento prévio (0,5 h) com diferentes doses de extrato bruto, fracdes e
compostos, administrado por via intraperitonial (i.p.). A analise da resposta
inflamatodria foi realizada 4 h apds a administracdo da carragenina (1%). Os animais
foram sacrificados com overdose de pentobarbital e a cavidade pleural foi aberta e
lavada com 1 mL de salina tamponada (PBS pH 7,6) e heparinizada (20 Ul/mL).

4.6.5.4 Determinacao do Grau de exsudacao

Para a avaliagao indireta da exsudacgao, os animais foram tratados com uma
solucédo do corante azul de Evans (25 mg/Kg, 0,2 mL/animal) administrado por via
intraorbital (i.0.) 10 min antes da indugéo da pleurisia. Apés respeitado o periodo de
pleurisia (4 hs), os animais foram sacrificados e os lavados pleurais obtidos foram
lidos em leitor de ELISA a 620 nm (Organon Teknika, Roseland, NJ, USA) para a
determinacdo dos niveis de azul de Evans. Em seguida, os niveis indiretos da
exsudacao foram entdo obtidos pela interpolacdo das absorbancias em uma curva
de calibragéo pré-estabelecida.

4.6.5.5 Determinacao dos niveis de Leucodcitos Totais e Neutroéfilos

A contagem dos leucdcitos totais no lavado pleural foi realizada com o auxilio
de um hematocitdbmetro (Camara de Neubauer). Os resultados foram expressos em
nuimero total de leucécitos x10°. Para a contagem diferencial dos leucécitos, os
lavados pleurais foram centrifugados em citocentrifuga (Citospin®, Fanem, modelo:

248, Sao Paulo, Brasil) e corados pelo método de May-Grinwald-Giemsa. A
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contagem celular diferencial (Neutréfilos) foi realizada em microscépio 6ptico comum.
Os resultados foram expressos em néimero total de células x 10° (SALEH et al., 1996,
1999; DALMARCO et al., 2002, 2004).

4.6.5.6 Determinacao da atividade da Mieloperoxidase

As amostras dos lavados das cavidades pleural foram coletadas e
imediatamente processadas para a quantificacdo das concentragcdes de
mieloperoxidase de acordo com a metodologia descrita por RAO et al., 1993.
Curvas-padrao com concentracdées conhecidas da MPO (0,7 — 140U/L) e suas
densidades o6ticas (450 nm) também foram determinadas, permitindo a quantificagao
dos valores desconhecidos em U/L, com o auxilio da equacao da reta. A leitura foi
realizada em Espetrofotdmetro (Quick-Lab, Drake Eletronica e Comércio Ltda., Sdo
Paulo, Brasil) (FRODE e MEDEIROS, 2001).

4.6.5.7 Analise quantitativa dos niveis de Nitrito/Nitrato

Os niveis de 6xido nitrico (NO) foram quantificados pela formacao de seus
metabdlitos nitrito (NO,") e nitrato (NO3’), utilizando a reacéo de Griess (GREEN et
al., 1982). As amostras dos lavados das cavidades pleurais foram coletadas para a
determinacdo das concentragdes de nitrato/nitrito (Di ROSA et al., 1996). A reagéao
foi quantificada através da medida das densidades oéticas em Espetrofotdmetro
(Quick-Lab, Drake Eletrénica e Comércio Ltda., Sdo Paulo, Brasil) em 543 nm.
Curvas-padrdao com concentragdes previamente conhecidas de NO, ou NOj3™ (0-150
uM) e suas densidades oticas também foram determinadas, permitindo a
quantificacdo dos valores de nitrito/nitrato no exsudato em uM, com auxilio da
equacao da reta (SALEH et al., 1999).

4.6.5.8 Analise Estatistica

A comparacao entre os parametros inflamatérios dos controles inflamados e
os tratados com os produtos naturais, foi realizada através do teste t de Student
(N&do paramétrico). Valores de P menores do que 0,05 foram considerados
significativos.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Até o momento, sdo raros os relatos de pesquisas cientificas focando a
descoberta de uma possivel atividade farmacoldgica da L. corniculatus L. no mundo.
No Brasil, as pesquisas sobre a espécie em questao, restringem-se apenas a
estudos direcionados ao seu valor agron6mico. Assim, como esta planta possui
restrita utilizacdo na medicina tradicional e ndo existindo registros de experimentos
sobre possivel atividade anti-inflamatéria e antioxidante, os resultados descritos a

seguir para esta espécie vegetal sdo inéditos.

5.1 Fracionamento do extrato da espécie estudada

Ap6s o material vegetal passar pelo processo de maceragcdo em etanol,
obtivemos o extrato bruto hidroalcodlico com rendimento de 12,5%. O extrato bruto
hidroalcodlico foi submetido a analise fitoquimica preliminar e a um fracionamento
biomonitorado conforme mostra a figura 9. Apos o particionamento com solventes de
diferentes polaridades, obteve-se as fragdes hexano, acetato de etila, n-butanol e
aquosa rendendo 10%, 14,6%, 6,7% e 39,4% respectivamente. As fragdes obtidas
foram testadas quanto a sua atividade bioldégica e submetidas a fracionamentos
cromatograficos para o isolamento dos constituintes micromoceculares e

determinacao das estruturas (Figura 8).
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Figura 8: Esquema geral de fracionamento da espécie L. corniculatus L. cv. Sao Gabriel
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5.2 Analise fitoquimica preliminar do extrato bruto

A andlise fitoquimica preliminar visa mostrar de forma generalizada, as
diferentes classes constituintes quimicos presentes na espécie alvo. Quando nao se
dispde de estudos quimicos prévios sobre a espécie de interesse, a andlise fitoquimica
preliminar pode indicar os grupos de metabdlitos secundarios relevantes na mesma. A
andlise fitoquimica preliminar do extrato bruto de L. corniculatus, revelou as seguintes

classes de compostos, apresentados na tabela 2:

Tabela 2. Analise fitoquimica preliminar do extrato de L. corniculatus.

TESTES RESULTADO

FENOIS +

HETEROSIDEOS CIANOGENICOS -

TANINOS CONDENSADOS +
ANTOCIANINAS e ANTOCIANIDINAS +
FLAVONAS +
FLAVONONAS +
XANTONAS +
ESTEROIS +
TRITERPENOS +
SAPONINAS +

+=positivo, - =negativo
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5.3 Isolamento e identificacao dos terpendides 1 e 2

O fracionamento cromatografico da fracdo HEX em coluna de silica gel, eluida
com HEX/AcOEt no modo gradiente de polaridade, resultou em 54 sub-fracbes das
quais foram isolados os compostos 1 e 2 (Figura 9). A analise por CCD das 54 sub-
fracGes reveladas com anisaldeido, indicou a presenca de dois tipos de estruturas
terpenoidicas na fracdo 10-13 e 18-35. Nas demais fracbes, s6 foram detectados
hidrocarbonetos como, acidos graxos, alcodis graxos, ésteres de acidos graxos e
pigmentos. Esta composicdo é esperada na fracdo hexano, pois € nesta que se
concentram os pigmentos porfirinicos, tais como as clorofilas e todo o material da cera

epicuticular das folhas.

Fracao
Hexano 5,34g

|

Sub-fragdes Sub-fragdes Sub-fracoes Sub-fragdes
1-9 10-13 18-35 36-54
| |
Composto 1 Composto 2
76mg 25mg

Figura 9. Esquema de fracionamento da fracdo HEX.

As sub-fracées 10-13 foram reunidas e purificadas por recristalizacdo em
metanol fornecendo 76 mg do composto 1, na forma de um soélido branco, com ponto de
fusdo 137° — 139 °C. O espectro de infravermelho em pastilha de KBr apresentou um
perfil de absorcéo tipico de estruturas esteroidais ou triterpénicas. Uma banda intensa e
larga com méaximo de absorgcdo em 3425 cm™ caracteristica do estiramento da ligagao
O-H; um grupo de bandas de absorcao para estiramentos C-H na regidao de 2980-2840
cm’, cuja alta intensidade indica a presenca de uma grande cadeia hidrocarbonada nao

linear. Cadeias de hidrocarbonetos lineares mostram duas absorcdes intensas e finas
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bem definidas em 2919 e 2849 cm 1. Além disso, observou-se uma banda em 1646

cm’™, correspondente a absorcdo de estiramento de ligagdo dupla C=C (Figura 10).

31,7
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Figura 10. Espectro de Infravermelho (KBr) do composto 1.

Os espectros de RMN de 'H (Figura 11) e '*C (Figura 12) confirmam o perfil de
de uma estrutura esteroidal. No espectro de RMN de 'H, sdo observadas entre outros
sinais, duas metilas quaternarias em 0,7 e 1,00 ppm, trés metilas dupletes entre 0,75 e
0,85 ppm e uma metila triplete em 0,90 ppm. O grupo de absor¢des na regiao de 0,7-
2,4 sao tipicas de estruturas esteroidais com destaque ao multipleto centrado em 2,25 e
2,00 ppm para os metilenos C-4 e C-7 respectivamente. A presengca do multipleto
centrado em 3,5 ppm sinaliza a presenca do hidrogénio carbindlico tipico da C-3 B-
hidroxilacdo do sistema ciclopentanoperidrofenantreno caracteristica dos fitoesterdis.
Finalmente o sinal centrado em 5,4 ppm para um hidrogénio ligado a carbono sp?,
informa a presenca de uma ligacao dupla endociclica trissubstituida.

Além disso, pode ainda ser observado um grupo de sinais de baixa intensidade
na regiao de 5-5,2 ppm, na forma de um duplo-duplete indicativo de uma ligagao dupla

trans dissubstituida que € caracteristica de fitoesteréis como o estigmasterol que
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apresenta uma ligacao dupla entre os C-22 e C-23. De fato ha muitos relatos na
literatura que o fitoesterol B-sitosterol geralmente vem acompanhados de pequenas
quantidades de estigmasterol.

A analise do espectro de RMN de '°C (figura 12) mostrou a presenca de 29
sinais, descartando a hipétese de um triterpeno, verificando-se que a estrutura tratava-
se de um esterdide. Neste contexto, foi observado a presenca de dois sinais, em 140,97
e 121,95 ppm, correspondentes aos carbonos da ligacdo dupla endociclica 5-6, e um
sinal em 72,04 ppm, correspondente ao carbono 3 ligado a uma hidroxila.

o
o
(9]

Figura 11. Espectro de RMN de 1H (CDCI; /400MHz) do composto 1.
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Figura 12. Espectro de RMN 13C (CDCI3/100 MHz) do composto 1

As atribuicdes dos deslocamentos quimicos para os carbonos do composto 1
(Figura 13) comparados com dados obtidos da literatura estdo descritos na tabela 3:
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Tabela 3: Valores de deslocamentos quimicos para o composto 1 comparados com a

literatura (KOVGANKO, 2000).

& deslocamento quimico (ppm)
¢ Composto 1 oc literatura
1 37,48 37.3
2 31,89 31.6
3 72,04 71.8
4 42,53 42.3
5 140,97 140.8
6 121,95 121.7
7 32,14 32.1
8 32,14 32.1
9 50,35 50.2
10 36,73 36.5
11 21,31 21.1
12 39,99 39.8
13 42,53 42.3
14 56,99 56.8
15 24,54 24.3
16 28,48 28.3
17 56,27 56.1
18 12,21 12.0
19 20,0 19.1
20 36,38 36.2
21 19,01 18.8
22 34,16 34.0
23 26,27 26.2
24 46,05 45.2
25 29,36 29.2
26 19,6 18.9
27 19,2 19.1
28 23,29 23.1
29 12,09 11.9

Figura 13. Estrutura do composto 1.

De acordo com as anadlises espectroscopicas apresentadas, por comparagao

com dados da literatura e comparacao por CCD com varios outros esterdides isolados

anteriormente pelo grupo de pesquisa, o composto 1 foi finalmente identificado como o

esterbide [3-sitosterol.
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As sub-fraces de 18-35 foram reunidas, e apds purificacdo por recristalizacao
em metanol, apresentou-se na forma de um fino sélido branco com ponto de fuséo
279 °- 282 °C. O espectro de infravermelho (Figura 14) em pastilha de KBr destaca
uma larga e intensa absor¢do na regido de 3453 cm™, referente aos estiramentos de
ligacdo O-H, que juntamente com a banda em 1692 cm™ para a C=0O de &cido,
sinalizam a presenca de um &cido carboxilico. Por outro lado a intensa absor¢cdo em
2942 cm™' para estiramentos de ligacdes C-H e comparando sua intensidade com a
banda de C=0, mostra ser uma composto contendo uma cadeia hidrocarbonada muito
grande. Este perfil observado no espectro de IV, juntamente com o alto ponto de fuséo,

orienta as analises espectrais para a estrutura de um acido triterpénico.
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Figura 14. Espectro de Infravermelho (KBr) do composto 2.

O espectro de RMN de H' (Figura 15) do composto 2, apresentou grupos de
sinais na regidao de 0,8 a 1,0, onde sdo observados sete simpletos caracteristicos de
metilas de triterpenos. O triplete centrado em 5,27 ppm para um atomo de hidrogénio
ligado a carbono sp?, indica a presenca de uma ligagdo dupla trissubstituida. O duplo
duplete observado em 3,20 ppm é caracteristico do H-3 carbindlico de triterpenos.
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Observa-se que nos esterois, este H-3 forma um multiplete pelo acoplamento
com dois grupos metilenos vizinhos 2-CH, e 4-CH,. Nos triterpenos, a presenca de
duas metilas em C-4, faz com que o H-3 acople somente com os hidrogénios axial e
equatorial do metileno C-2, resultando em um sinal com a forma de um duplo-duplete. O
duplo-dupleto em 2,81 ppm foi atribuido ao H-18 que estd acoplado ao CH>-19. O
deslocamento quimico do atomo de hidrogénio H-18 para campo mais baixo €
justificado pelos efeitos de desprotecao anisotropica conferido pela carbonila do acido
carboxilico em C-17 e pela ligacéo dupla nos carbonos C-12 e C-13.

O espectro de RMN de 'C (Figura 16) mostrou a presenca de 30 sinais,
confirmando a estrutura triterpénica. O sinal em 183,33 ppm corresponde a carbonila de
acido. Foi observado também, os sinais 143,56 e 122,59 ppm que correspondem aos
carbonos da dupla ligacdo endociclica em C-12 e C-13 respectivamente. O sinal em 79
ppm corresponde ao C-3 ligado a uma hidroxila.

Chlproform-d
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Figura 15. Espectro de RMN 1H (CDCl; /400 MHz) do composto 2.
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Figura 16. Espectro de RMN de 13C (CDClI;/100MHz) do composto 2.

Os demais sinais do composto 2 (Figura 17) foram atribuidos com o auxilio dos dados

de literatura e estdo descritos na tabela 4:
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Tabela 4: Valores de deslocamento quimico para o composto 2 comparados com a
literatura (MAHATO e KUNDU, 1994).

& deslocamento quimico (ppm)
C Composto 2 oc literatura
1 38.34 38.5
2 27.13 27.4
3 79.0 78.7
4 38.72 38.7
5 55.1 55.2
6 18.25 18.3
7 32.56 32.6
8 39.22 39.3
9 47.58 47.6
10 37.05 37.0
11 22.87 23.1
12 122.59 122.1
13 143.5 143.4
14 41.54 41.6
15 27.65 27.7
16 23 55 23 4 Figura 17. Estrutura do composto 2.
17 46.48 46.6
18 40.92 41.3
19 45.83 45.8
20 30.65 30.6
21 33.75 33.8
22 32.40 32.3
23 28.07 28.1
24 15.52 15.6
25 15.29 15.3
26 17.11 16.8
27 25.91 26.0
28 183.33 181.0
29 33.05 33.1
30 23.36 23.6

De acordo com as analises obtidas e por comparacdo com os dados da literatura
(MAHATO e KUNDU, 1994), além da comparacao por CCD com outros triterpenos ja
isolados pelo grupo, confirma-se a estrutura do composto 2 como sendo o acido

oleandlico (acido 3B-hidroxi-olea-12-en-28-6ico).



5.4 Isolamento e identificacao do flavonéide canferitrina

A fragcdo AcOEt (10g) foi cromatografada em coluna de silica gel conforme
ilustrado na figura 19. Foram obtidas 16 sub-fracdes, das quais as sub-fragdes 1-11
foram eluidas com HEX/AcOEt de etila (30:70) e as sub-fragbes 12-16 eluidas com
AcOET/EtOH (50:50) (Figura 18) no modo isocratico. Apéds, as sub-fracbes 12-16 foram

purificadas por cromatografia em coluna flash, utilizando um sistema de solventes, o

qual resultou no isolamento de 45 mg do composto 3.

Fragao AcOEt
109

30:70

Solvente HEX/AcOEt Solvente AcOEt/EtOH

50:50

Sub-fracoes
1-11

Sub-fracoes
12-16

Cromatografia em coluna
flash
Solvente:
~ AcOEt:70
Acido acético:3
Acido férmico:2
Agua :20

Sub-fracoes
13a15

Recristalizacao

Composto 3

45 mg

Figura 18: Esquema de fracionamento da fragdo AcOEt.
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O composto 3, apos purificacao e recristalizacdo em AcOEt/MeOH, apresentou-
se na forma de finos cristais em agulha de coloragdo amarelada com ponto de fusao
198.5-201.3 °C. Valor este caracteristico para flavondides. No espectro de
infravermelho do composto 3, observou-se uma banda muito intensa e larga com
méximo de absorgdo em 3383 cm™. Isto indica a presenca de varios grupos O-H e que
ao realizarem ligac6es de hidrogénio causam o alargamento da banda. Esta absor¢ao,
juntamente com a intensa absor¢do em 1178 cm™ é um indicativo de glicosideo na
molécula. Foram observadas também, uma banda em 1659 cm™ correspondente ao
estiramento C=0 de uma carbonila conjugada e em 1605 cm™ caracteristico de
ligagbes C=C (Figura 19). Além disso, se observa uma pequena absor¢do em 2983-
2923 cm’', indicando a presenca de estiramento C-H alifaticos. Estas caracteristicas
orientam a analise estrutural do composto 3 para um flavonéide glicosilado.
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Figura 19: espectro de IV (KBr) do composto 3

Assim, comparando este IV com o de flavonoides glicosilados, observa-se o
mesmo padrao de absor¢cédo que aliado a sua alta polaridade e por revelar azul escuro

em CCD com cloreto férrico, trabalhamos a identificacao deste composto como sendo
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um flavonéide glicosilado. De fato, a primeira inspecéo dos espectros de RMN de 'H e
de '3C, revelam sinais para uma estrutura flavonoidica.

No espectro de RMN de 'H (Figura 20) podemos distinguir dois grupos de
sinais: um entre 6,8 e 7,9 ppm atribuidos a aglicona de um flavonéide e entre 0,9 a 5,6
ppm para a unidade glicosidica. A presenca de dois dupletes centrados 0,96 e 1,25 com
J=6,2 Hz, é caracteristico de metilas de 2 unidades de 6-deoximanose (ramnose) de um
disacarideo ligado a aglicona. Os demais sinais da unidade glicosidica sao observados
na regiao entre 3 e 4 ppm (Figura 21), e os atomos de hidrogénio anoméricos na forma
de dupletes centrados em 5,38 ppm, J=1,8Hz e um singlete em 5,55 ppm. Através da
constante de acoplamento do sinal em 5,38 ppm com J=1,8Hz, foi possivel afirmar que
a molécula de agucar ligada a aglicona é a-glicosidica. Segundo diagrama de Karplus,
se a constante de acoplamento deste sinal fosse acima de 8Hz, a ligacdo seria B-
glicosidica. Segundo Harborne (1994), quando a ramnose ocorre na posicao 3 em
esqueleto do tipo canferol, o valor do deslocamento quimico dos hidrogénios metilicos
ficam entre 0,72-0.86 ppm e dos hidrogénios anoméricos entre 4,96-5,36 ppm,
enquanto que a ramnose na posicao 7 mostra tais sinais entre d 1,04-1,21 e d 5,22-5,75
para os referidos hidrogénios. Como foram observadas as absor¢cées em d 1,25 para os
hidrogénios metilicos e d 5,55 para o hidrogénio anomérico de uma das unidades de
ramnose e d 0,93 (CH3-6R1) e d 5,38 (H-1R1") para a outra unidade, foi possivel entdo
propor que as glicosilagées ocorreriam nos carbonos 7 e 3, respectivamente. Os sinais
dupletes em 6,43 e 6,69 ppm com J=2,2Hz (acoplamento meta), sdo atribuidos aos
hidrogénios do anel A H-6 e H-8 respectivamente. E os sinais dupletes em 6,92 e 7,76
ppm com J=8,8 Hz (acoplamento orto) dos hidrogénios do anel B H-2-6’'e H-3’-5’,
respectivamente.

O espectro de RMN '®C (Figura 22) corroborou com a proposta de duas
ramnoses ao revelar sinais para dois carbonos anoméricos em 99,83 e 103,50 e ainda
para os dois carbonos metilicos em 18,08 e 17,67, além dos demais picos da ramnose
entre 71,29 e 73,58. Os demais sinais confirmam a estrutura do canferol aglicona com o
sinal da carbonila em 179,0 ppm e o0s sinais mais intensos em 116,57 ppm e 132,0 ppm
referentes aos hidrogénios aromaticos 3’,5’e 2’,6’ respectivamente.
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Os sinais dos hidrogénios das hidroxilas posicionadas em C-5 e C-4' nao
aparecem no espectro, devido a utilizacdo de metanol deuterado para a analise. A partir
da atribuicdo de todos os sinais dos espectros RMN de 'H, '*C e de COSY (figura 23),

foi possivel identificar a estrutura do composto 3.
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O espectro de COSY "H-'H (Figura 23) exibe dois sistemas de spins na regido
de hidrogénios aromaticos: correlacao entre os hidrogénios H-6 e H-8 do anel A, com
acoplamento meta e correlagao entre os hidrogénios H-2'/H-3', H-5'/H-6' do anel B, com
acoplamento orto. Na regido dos sinais de hidrogénio dos acucares (Figura 24),
observam-se dois sistemas de spins que estdo correlacionados aos dois hidrogénios
anomeéricos 1R1 e 1R2, definindo as duas unidades ramnosidicas: o hidrogénio
anomérico 1R1 (5,55 ppm), mostra a seguinte sequéncia de correlacdo: & 1,25 (6R1)
com & 3,60 (5R1); 6 3,60 (5R1) com & 3,47 (4R1); & 3,47 (4R1) com & 3,83 (3R1); &
3,83 (BR1) com & 4,02 (2R1). O hidrogénio anomérico 1R2 (5,38 ppm), mostra a
seguinte sequéncia de correlagao: 6 0,93 (6R2) com & 3,33 ( 5R2); & 3,33 (5R2) com &
3,71 (4R2); 6 3,71 (4R2) com & 4,22 (3R2).

J JLLLMM ‘ l
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Figura 23: Espectro de correlagdo 1H-1H COSY (400MHz) do composto 3.
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Figura 24: Ampliacéo da regido entre 3 e 4 ppm do espectro de correlagio 'H-'H COSY do composto 3.

A analise conjunta dos dados de RMN e destes fornecidos pelos espectros de
COSY, permitiram identificar o composto 3. Os deslocamentos quimicos dos carbonos

do espectro de RMN de "C do composto 3 (Figura 25) estdo descritos na tabela 5 e
comparados com a literatura:
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Tabela 5: Valores de deslocamento quimico para o composto 3 comparados com a

literatura.
Composto 3

C 8H 80 5c literatura

2 - 159.79 159.9

3 - 136.47 136.5

4 - 179.77 179.9

5 - 163.00 163.1

6 6.43(d,2.2) 99.83 99.9

7 163.52 163.6

8 6.69(d,2.2) 95.58 95.7

9 - 158.07 158.2

10 - 107.53 107.6

1’ - 122.37 122.5 o
2,6 7.76(d,8.8) 132.00 132.0
3,5 6.92(d,8.8) 116.57 | 116.6

4 - 161.77 161.8 Figura 25. Estrutura do composto 3.
1R1 5.55(d, 1.8) 100.5 | 100.6
2R1 4.02 (m) 71.90 72.0
3R1 3.83 (dd) 7129 | 7212
4R1 3.47 (1) 73.14 73.2
5R1 3.60 (m) 71.79 71.7

6R1 1.25(d,6.2) 18.08 | 18.1

1R2 5.38(d, 1.8) 103.52 | 103.6

2R2 3.30 (m) 72.05 | 72.14
3R2 4.22 (m) 7278 | 722
4R2 3.71 (dd) 7358 | 76.6
5R2 3.33 (m) 7168 | 71.3

6R2 0.93 (d,6.2) 17.67 17.7

De acordo com as analises cromatograficas e espectrométricas, juntamente
com a comparacao da literatura (URGAONKAR e SHAW, 2007), podemos concluir que

o composto 3 trata-se do flavondide canferitrina (canferol, 3,7,0, a-diramnosideo).
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5.5 Atividades Bioldgicas do Extrato, Frac6es e Compostos Isolados de L.
corniculatus L.

A elucidacao dos componentes ativos presentes em plantas, bem como seus
mecanismos de acao, vem sendo um dos maiores desafios para a quimica medicinal,
bioquimica e a farmacologia. Os extratos de plantas contem inUmeros metabdlitos com
estruturas quimicas bastante variadas que no conjunto, podem apresentar efeitos
sinérgicos aditivos ou antagénicos o que refletira na atividade biolégica observada para
o extrato. No estudo da atividade biol6gica de extratos vegetais € importante a selecao
de modelos experimentais de bioensaios para a deteccdo da atividade que deseja
estudar. Estes modelos experimentais devem ser simples, sensiveis e reprodutiveis. Os
bioensaios podem envolver organismos inferiores (microorganismos e microcrustaceos,
entre outros), animais de laboratério (camundongos, ratos, coelhos, cobaias, etc),
ensaios bioquimicos visando diferentes alvos moleculares (enzimas e receptores) e
cultura de células animais ou humanas. No presente trabalho foram avaliadas as
propriedades antioxidante (in vitro), antibacteriana (in vitro) e anti-inflamatéria (in vivo)

da L. corniculatus cv. Sao Gabriel.

5.5.1 Atividade antioxidante

Determinacao do teor de fendis e flavondides totais

O conteudo de compostos fendlicos e flavondides foram determinados para a
espécie, a fim de se correlacionar estes dados com a atividade antioxidante dos
extratos e fragdes vegetais. A atividade antioxidante foi avaliada a partir de trés
métodos diferentes: o ensaio com o radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), a
medida do potencial redutor e a capacidade de inibir a peroxidacao de um substrato
lipidico.
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5.5.1.1 Fenois totais

Como a atividade antioxidante esta geralmente relacionada a quantidade de
compostos fendlicos nas plantas, avaliou-se o teor destes compostos no extrato e
fracOes estudados. A determinacdo do conteudo de compostos fendlicos totais foi
baseada no método de Folin-Ciocalteau (ANAGNOSTOPOULOU et al., 2005). O
reagente de Folin-Ciocalteau consiste em uma mistura dos acidos fosfomolibidico e
fosfotungstico, no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de
oxidagao 6°. Quando este reagente entra em contato com agentes redutores como 0s
compostos fendlicos em meio basico, estes sdo oxidados formando os chamados
complexos molibdénio azul e tungsténio azul, cuja coloragao permite a determinacao da
concentracao das substancias redutoras (SOUZA et al., 2007; WATERMAN e MOLE,
1994).

A tabela 6 demonstra os resultados obtidos na determinacdo do teor de
compostos fendlicos do extrato e fracbes de L. corniculatus L. Quanto maior a
quantidade de acido galico encontrada em equivalente por g de extrato ou fracao, maior
a porcentagem de compostos fendlicos presentes.

Tabela 6. Teor de compostos fendlicos totais * presentes no extrato e fracdes de L.

conrniculatus
Extrato/fracao L. corniculatus
EB** 24,80 + 1,09
F. HEX** 25,63 + 1,41
F. AcOEt** 44,51 + 0,63
F. BUOH** 47,5+0,77
F. Ag** 29,81 £ 0,12

* O teor de compostos fendlicos totais é expresso em mg de 4cido gélico/ g de extrato ou fragao seca da planta
**EB=Extrato Bruto; F. HEX = fragdo hexanica; F. AcOEt = fragao acetato de etila; F. BUOH = fragdo n-butanol; F. Ag=fracdo
aquosa
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Segundo a tabela 5, pode-se verificar que a fracdo AcOEt e BuOH foram as
fracbes que apresentaram o maior conteudo de compostos fendlicos, resultando no
equivalente a concentragcao de 44,51 £ 0,63 e 47,5 £ 0,77 mg de &cido galico por grama
de fracao seca, respectivamente. A presenca de compostos fendlicos é esperada nas
fracdes mais polares originérias do fracionamento liquido-liquido utilizando solventes de
polaridade crescente. E importante salientar que, apesar do resultado ser expresso em
equivalentes de acido galico, um composto fendlico simples, essa metodologia nao
apresenta seletividade para subtipos de compostos fendlicos vegetais, e podem ser
detectados no teste, além de compostos fendlicos simples, seus polimeros, como 0s

taninos hidrolisaveis, além de flavondides e catequinas, dentre outros.

5.5.1.2 Flavonodides totais

Os flavondides sdao um grupo de compostos fendlicos diversificados em
estrutura quimica e caracteristicas, sendo que ocorrem naturalmente em frutas,
vegetais, nozes, sementes, flores e cascas e sao partes integrais da dieta humana. Eles
tém sido relatados por exibir um amplo leque de efeitos biolégicos, incluindo efeitos
antibacteriano, antiviral, anti-inflamatério, antialérgico e agado vasodilatadora. Além
disso, flavondides inibem a peroxidacao lipidica, agregacao plaquetaria, permeabilidade
capilar e atividade de sistemas enzimaticos incluindo: a cicloxigenase e lipoxigenase
(CHEN et al.,, 2004). Os efeitos protetores dos flavondides em sistemas biolégicos
provém de sua capacidade de transferir elétrons aos radicais livres, estabilizando-os,
além de possuirem agao quelante de ions metalicos, a ativarem enzimas antioxidantes,
reduzirem a quantidade de radicais livres derivados do tocoferol e inibirem as oxidases
(HEIN, TAGLIAFERRO e BOBILYA, 2002).

Na analise da determinacao do teor de flavondides no extrato e fracdes utilizou-
se a complexacao com o reagente cloreto de aluminio.

Para melhor determinar o teor de flavondides por meio de espectroscopia no
UV/VIS, sem que ocorra a interferéncia de compostos lipofilicos, como clorofila e outras
substancias, foi utilizado um reagente complexante como o AlCl;. O AICI; se complexa
com a estrutura flavonoidica formando um quelato com as hidroxilas orto de grupos
catecdis H-3’ e H-4’ e a HO-5 do anel A formando um quelato envolvendo a carbonila C-
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4 (Figura 26), proporcionando um deslocamento batocromico das bandas de
absorvancias do espectro de UV/VIS para uma regidao caracteristica (ZUANAZZI e
MONTANHA, 2003). Vale lembrar também, que os compostos fendlicos que
apresentam grupo catecol, apresentam reacado positiva com AICl;, tornando-se um

interferente, dando uma reacéo falso positivo na determinacao do teor de flavonéides.

,,,’A|§+

Figura 26. Complexo formado entre a estrutura do flavonéide e o reagente AICI3.

A tabela 7 mostra os resultados para este teste. Quanto maior o equivalente em
quercetina encontrado nos extratos e fragbes testados, maior a porcentagem de

flavondides encontrados por grama de extrato bruto ou fracao.

Tabela 7. Teor de flavondides totais* presentes no extrato e fracdes de L. corniculatus

Extrato/fracao L. corniculatus
EB** 29,30 + 7,26
F. HEX 63,4 £ 0,08
F. AcOEt 74,8 + 3,96
F. BuOH 135,52 + 6,04
F. Aq 45,23 + 1,63

* O teor de flavonoides totais é expresso em mg de quercetina/ g de extrato ou fragdo seca da planta.
**EB= Extrato Bruto; F. HEX = fragcdo hexanica; F. AcOEt = fragcdo acetato de etila; F. BUOH = fragcdo n-butanolica; F. Ag=fragao
aquosa

Analisando a tabela acima, pode-se observar que a fracdo butandlica
apresentou a maior concentracao de flavondides, equivalente a 135,52 + 6,04 mg de
quercetina por grama de fragdo seca.
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5.5.1.3 Avaliacao da acao sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH)

O método de DPPH é usado mundialmente na quantificacdo da atividade
sequestrante de radicais livres. Esta reacao é baseada na diminui¢cdo da coloracao que
ocorre quando um elétron de atomo de nitrogénio do DPPH é reduzido pela recepcao
de um atomo de hidrogénio do composto antioxidante (Figura 27). O DPPH é
conhecido como um radical livre estavel, mas é sensivel a luz, oxigénio, pH e o tipo de
solvente utilizado (SCHERER e GODQY, 2009). Abaixo segue reagao:

QL
H
H
- 5 N-N%}NOQ +
O2N

Figura 27: Estabilizagéo radical livre DPPH na presenca de um flavondide.

o
N-h—%}—NOg + H
C( O2N

Considera-se para a interpretagdao do ensaio, que a diminuicdo da absorvéancia
em 517 nm e o aumento do aparecimento da coloragdo amarela em solucao
correspondem a um maior potencial antioxidante por parte da solugdo teste. Os
resultados (Tabela 8) obtidos sdo expressos em CEsy (Concentracdo Efetiva), que
significa a concentracao de extrato, fracdo ou composto isolado necessaria para reduzir
em 50 % a concentragdo de DPPH em solucédo, e pode ser obtida através do grafico de
concentracdo do DPPH em solugdo versus concentracdo da solugao amostra com o
extrato ou a fracdo analisada (Figura 28). Neste caso, quanto menor a concentracao
necessaria para alcancgar a CEsp, melhor a capacidade sequestrante do radical livre por
parte da amostra.
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Figura 28: Porcentagem de decréscimo da absorvancia de DPPH em funcao da concentracao da solugao

teste.

Tabela 8: Capacidade seqtiestrante do radical livre DPPH (CEsy - ug.mL™) no extrato e

fracdes de L. corniculatus.

Extrato/fracao L. corniculatus

EB** > 200

F. HEX™ > 200

F. AcCOEt™ 120,88

F. BuOH"~ 99,43

F.Aq > 200
Acido galico 2,4
Acido ascérbico 9,2
BHT 17,2

* CEsp = Concentragao de extrato ou fragdo necessaria em pg/mL, para diminuir a concentragao do radical livre DPPH em 50 %
**EB=Extrato Bruto; F. HEX = fragdo hexanica; F. AcOEt = fragdo acetato de etila; F. BuOH = fragdo n-butandlica; F. Ag=fragao
aquosa
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Analisando os resultados acima, observa-se que a fracao butandlica apresenta
a maior capacidade de captacao de radicais livres, com CEsy = 99,27ug/mL, seguida da
fracdo acetato de etila com CEsg = 109,60 ug/mL. Considerando que os compostos
fendlicos sdo os principais responsaveis pela acdo antioxidante determinada pelo
método do DPPH, este resultado estd de acordo com os teores de flavondides e
fendlicos encontrados nas fracdes de L. corniculatus. Pode-se perceber que os valores
obtidos ndo equiparam-se ao valor de CEsy do acido ascorbico, um antioxidante usado

como padrao, que apresentou CEsp = 9,2 ug/mL.

5.5.1.4 Determinacao do potencial redutor

O ensaio para a determinacao da atividade do potencial redutor baseia-se no
método de Price e Butler, proposto por Waterman e Mole (1994), com adaptacdes. Este
método baseia-se no fato de que, quando hidroxilas fendlicas presente nos compostos
e extratos vegetais é oxidado a ions fenolato, e os ions férricos adicionados a solugéo
na forma de FeCls, sdo reduzidos para ions ferrosos, e detectados a partir da formacao
de um complexo azul (FesFe(CN)g]s) com o reagente ferricianeto de potassio
(WATERMAN e MOLE, 1994). Para a atribuicdo de valores de potencial redutor,
utilizou-se uma curva de calibracdo com diversas concentracdes de acido ascorbico

(Figura 29), um composto com potencial redutor.
OH

Figura 29. Estrutura do acido ascorbico.

A tabela 9 apresenta os resultados do ensaio para a determinacao do potencial
redutor. Valores maiores significam maior capacidade redutora, quando comparados em
equivalentes a acido ascérbico, o padrao utilizado.
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Tabela 9. Potencial redutor* do extrato e fracées de L. corniculatus.

Extrato/fracao L. corniculatus
EB* 66,71 + 4,34
F. HEX™ 98,72 +1,23
F. AcOEt~ 212,32 + 5,58
F. BUOH"™ 164,95 + 1,86
F.Aq" 28,55 + 1,24

* O potencial redutor € expresso em equivalentes de mg de &cido ascorbico/ g de extrato ou fragdo seca da planta.
**EB=Extrato Bruto; F. HEX = Fracdo hexanica; F. AcOEt = acFragao etato de etila; F. BuOH = Fracdo n-butanol; F. Ag=Fragao
Aquosa

A andlise do resultado apresentado pela espécie testada demonstra que, a
fracado AcOEt apresentou maior capacidade redutora sobre os ions férricos, mostrando
o valor de atividade equivalente a 212,32 mg de acido ascérbico/g de extrato.

5.5.1.5 Verificacao do potencial protetor contra a peroxidacao lipidica

Membranas lipidicas sao ricas em acidos graxos insaturados que sao 0s mais
susceptiveis a processos oxidativos. Especialmente, acido linoléico e &cido
araquidénico sao alvos de peroxidagao lipidica. A cadeia de geracdo de radicais é
amplamente aceita como um mecanismo comum de peroxidacéao lipidica e sabe-se que
a inibicao desta peroxidacdo por antioxidantes, deve-se a sua atividade sequlestrante
destes radicais. Sequestrantes de radicais podem reagir diretamente e quelar os
radicais peroxidos para encerrar a reacao de peroxidacao (SHARIFIFAR et al., 2009).

Este ensaio é baseado em reacbes de oxi-reducdo, onde agentes oxidantes
como o peroxido de hidrogénio, que, ao atacarem substratos lipidicos (acido linoléico,
neste caso) dao origem a produtos de oxidacao que induzem a descoloracao do B-
caroteno, que pode ser avaliada através da determinacdo da absorvancia da solugéao
em espectrofotbmetro UV-VIS em 470 nm. A adicido de agentes antioxidantes inibe

estas reagdes, mantendo a cor do PB-caroteno, conseqientemente a absorvancia da



70

solucado estavel. O método é amplamente usado para a avaliacdo da capacidade
antioxidante de extratos vegetais (SILVA, et al., 1999).

A tabela 10 apresenta a porcentagem de inibicdo do processo de peroxidacao
lipidica (descoloragdo do B-caroteno) por parte do extrato e fracdes estudados, em
relacdo a solugdo sem a presenca de antioxidantes.

Tabela 10. Inibicdo da peroxidacao lipidica (%)* pelo extrato e fracdes de L.

corniculatus.

Extrato/fracao L. corniculatus
EB** 5,11
F. HEX™ 3,87
F. AcOEt~ 2,97
F. BuOH™ 6,42
F.Aq" 8,27
BHT 75,92

* A medida da inibi¢cdo peroxidagao lipidica em porcentagem refere-se a inibicdo da descoloragédo do beta-caroteno, na auséncia de
um antioxidante.

**EB= Extrato Bruto; F. HEX= Fracédo hexanica; F. AcOEt = Fragdo acetato de etila; F. BuOH = Fragao n-butanol; F. Ag=Fragéao
Aquosa; BHT= 2,6-di-terc-butil-4-hidroxitolueno

A figura 30 apresenta o perfil de inibicdo da peroxidacao lipidica pelos extratos
e fracOes testados, em funcao do tempo, observados através da descoloracao do beta-
caroteno nas solucdes. Neste grafico, pode-se avaliar que as solugdes do controle
negativo, ou seja, sem a presenca dos antioxidantes apresentam clara descoloracéo,
que pode ser verificado através do decaimento das absorvancias. Ja as solugdes
contendo BHT' como agente antioxidante (controle positivo) mostram a permanéncia da
coloracdo ao longo do tempo, pois seus valores de absorvancia permanecem mais
estaveis. Quanto mais semelhantes ao perfil apresentado pelo BHT forem as solugdes

teste, melhores os resultados de inibicdo da peroxidagao lipidica.

' O BHT ou butil-hidroxi-tolueno é um antioxidante utilizado na preservagao de alimentos e medicamentos, sendo utilizado
principalmente para evitar a rancificagéo de gorduras.
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Figura 30. Acéo protetora contra peroxidacao lipidica do extrato e fragdes de L. corniculatus

De um modo geral, os resultados do ensaio demonstraram que tanto o extrato
bruto quanto as fragdes de L. corniculatus, nao foram efetivos em inibir a peroxidacao
lipidica.

Finalmente, observamos que a fracao n-BuOH foi a que apresentou os maiores
teores de fendlicos e flavondides, assim como revelou o maior poder antioxidante nos
ensaios realizados, mostrando assim a importante participacdo dos flavonéides na

atividade antioxidante.
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5.5.2 Atividade antibacteriana

5.5.2.1 Avaliacao da atividade antibacteriana do extrato bruto, fracées e
compostos isolados de L. corniculatus pela metodologia de microdiluicao em
caldo

O extrato bruto hidroalcéolico e as fracbes aquosa e butandlica, foram
consideradas inativas contra todas as bactérias testadas, por terem demonstrado CIM
superiores a 1000 pg/mL. Segundo os critérios de Machado e colabaradores (2005), a
fracdo HEX apresentou atividade fraca frente as bactérias Enterococcus faecalis,
Staphylococcus epidermidis e Listeria monocytogenes, e atividade moderada frente a
bactéria Bacillus cereus, todas estas gram-positivas (Tabela 11).

O PB-sitosterol, segundo classificacdo proposta por Rios e Recio (2005), se
mostrou inativo frente as bactérias testadas, resultado também observado por outros
autores (HESS et al., 1995; NAZIF, 2002) (Tabela 11). Ja o acido oleandlico, também
isolado da fracdo HEX, apresentou atividade considerada moderada frente as bactérias
gram-positivas: Bacilus cereus (CIM = 25 ug.mL™") e Listeria monocytogenes (CIM = 25
ug.mL") (Tabela 11). Este resultado poderia explicar, em parte, a atividade
antibacteriana apresentada pela fracdo HEX frente a estas mesmas bactérias. A ruptura
da membrana celular bacteriana é o mecanismo de acao provavel do acido oleandlico
frente as bactérias gram-positivas. Esta ruptura pode ser entendida pela diminuicdo da
fluidez da membrana bacteriana ao incorporar o acido oleandlico. Por exemplo, nas
membranas biolégicas dos animais, elas possuem diferentes concentracoes de
colesterol, cuja principal funcéo é controlar o grau de fluidez das membranas. Estruturas
gue necessitam de membranas mais rigidas incorporam uma maior quantidade de
colesterol. O provavel aumento da rigidez da membrana celular bacteriana devido a
incorporagao do triterpeno é possivel que leve a uma diminuicdo em sua mobilidade,
podendo assim, ocasionar sua ruptura (COWAN, 1999).

A fragdo AcOEt apresentou atividade antibacteriana considerada fraca frente as
bactérias gram-positivas: Enterococcus faecalis e Bacillus cereus, e contra a bactéria
gram-negativa: Acinetobacter calcoaceticus com valores de CIM 800 pg.mL' (Tabela
11). Esta atividade pode ser atribuida a presenca de flavondides, ou outros compostos
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fendlicos nesta fracdo, os quais segundo diversos autores possuem a habilidade de se
complexar a parede celular bacteriana impedindo o seu crescimento e multiplicacao
(COWAN, 1999; CUSHNIE e LAMB, 2005).

O flavonéide canferitrina, isolado da fracdo AcOEt, mostrou atividade
antibacteriana considerada excelente segundo critérios propostos por Rios e Récio
(2005), frente aos microrganismos gram-positivos: Enterococcus faecalis (3,9 ug.mL™) e
Bacilus cereus (8,5 pg.mL™") (Tabela 11). E importante destacar que este flavonéide foi
capaz de inibir 1.6 mais potente, que o efeito antibacteriano demonstrado pela
gentamicina, considerado farmaco de referéncia. Em 2001, Abdel-Ghani e
colaboradores também demonstraram a atividade antibacteriana deste mesmo
flavondide, e que segundo os autores, foram comparaveis a poténcia de diversos
antibioticos de uso comercial frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas. Além
disso, 0 mecanismo de ag¢ao antibacteriano deste flavonoide foi estudado e a proposta
€ que o mesmo inibe a DNA topoisomerase |l (DNA girase) (PIDDOCK et al., 1991),
induzindo dano no DNA bacteriano (NORMAN et al.,, 2006), e consegientemente
inibindo o crescimento e a multiplicacdo bacteriana (VOLLMER, 2006), além de inibir a
enzima GTPase, sendo esta essencial para divisdo celular bacteriana (URGAONKAR e
SHAW, 2007).

Com base na classificagdo proposta por Okusa e colaboradores, 2007 podemos
concluir que apenas o resultado apresentado pela canferitrina frente a bactéria
Enterococcus faecalis pode ser classificada como bactericida, enquanto todos os outros
resultados foram considerados como bacteriostaticos, j& que apenas para este
composto o valor do CBM (Tabela 12) nao ultrapassou trés diluicbes sucessivas o valor
do seu CIM (Tabela 11).

Com base nestes experimentos, podemos destacar a importante atividade
antibacteriana da canferitrina, ja que os valores de CIM e CBM assemelham-se aos do
antibiético de referencia gentamicina. Futuramente, ap6s estudos in vivo de toxicidade,
farmacocinética e farmacodinamica do composto, o mesmo podera se tornar uma
opcéo terapéutica para o tratamento de infecgdes causadas pelo Enterococcus faecalis
multiresistentes. Além disso, o tratamento das infec¢gées causadas por esta bactéria é

bastante limitado, devido a presenca de diversos mecanismos de resisténcia intrinsecos
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como a producdo de enzimas beta-lactamases, por exemplo. E importante também
salientar o aumento da resisténcia desta bactéria frente a Vancomicina e a Teicoplanina,
antibiéticos pertencentes a classe dos glicopeptideos, que atualmente restringe
praticamente a zero a chance de cura do paciente em infeccdes graves causadas por
esta bactéria (DESHPANDE et al., 2007; CHOU et al., 2008).

Além disso, o canferitrina também demonstrou excelente atividade antibacteriana
frente a bactéria Bacillus cereus, a qual é responsavel por grande numero de
intoxicacbes alimentares relativas ao acondicionamento incorreto de alimentos
processados e cozidos, como carnes e cereais como o0 arroz. Embora ndo seja uma
bactéria que apresente grandes problemas de resisténcia frente aos antimicrobianos, é
uma importante causa de O&bitos em criancas em paises subdesenvolvidos com
problemas de saneamento basico, jA que a mesma quando infecta o homem produz
extensa diarréia comparavel as causadas pelo Vibrio cholerae altamente debilitantes e
geralmente necessitando de re-hidratacdo oral (OMBUI et al., 2001; OMBUI e NDUHIU,
2005).
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Tabela 11. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM - pg.mL"") do extrato bruto, fragdes e compostos isolados de L. corniculatus
L.cv. Sao Gabriel

EBH F.HEX F.Aq. F.BuOH F.AcOEt B-SIT AOL Canf. Gent.

Bactérias Gram-Positivas

Bacillus cereus ATCC 11778 >1000 100 >1000 >1000 800 >1000 25 8,5 0,2
Enterococcus faecalis ATCC 29212 >1000 600 >1000 >1000 800 300 300 3,9 6,0
Listeria monocytogenes ATCC 35152 >1000 800 >1000 >1000 >1000 500 25 300 0,2
MRSA™ ATCC 43300 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 500 100 200 >100
Staphylococcus epidermidis ATCC >1000 800 >1000 >1000 >1000 500 600 100 0,1
12228

Staphylococcus aureus ATCC 25923 >1000 1000 >1000 >1000 >1000 500 800 200 1,0

Bactérias Gram-Negativas

Acinetobacter baumanii ATCC 17978 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 500 6,0
Acinetobacter calcoaceticus ATCC >1000 600 >1000 >1000 800 800 600 100 6,0
19606

Escherichia coli ATCC 25922 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 500 6,0
Klebsiella pneumoniae ATCC 31488 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 500 1,0
Proteus mirabilis ATCC 25933 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 500 200 200 12,0
Providencia alcalifaciens ATCC 9886 >1000 800 >1000 >1000 >1000 800 500 500 2,0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 800 800 500 1,0
Salmonella typhimurium ATCC 14028 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 500 200 100 6,0
Shigella flexinerii ATCC 12022 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 400 200 100 3,1

EBH = Extrato bruto hidroalcoolico; F. HEX = Fragéo hexanica; F. Ag. = Fragdo aquosa; BUOH = Fragéo butandlica; F.AcOEt = Fragao acetato etilica;
B-SIT = B-sitosterol; AOL = Acido Oleandlico; Canf=Canferitrina; Gent = Gentamicina; ATCC — Cepa padrao (American Type Collection Culture).
MRSA*= Saphylococcus aureus meticilina resistente.
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Tabela 12. Concentracéo Bactericida Minima (CBM - pg.mL™") do extrato bruto, fracdes e compostos isolados de L. corniculatus

L. cv. Sao Gabriel

EBH F.HEX F.Ag. F.BuOH F.AcOEt B-SIT AOL Canf. Gent.
Bactérias Gram-positivas
Bacillus cereus ATCC 11778 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 200 34 0,4
Enterococcus faecalis ATCC 29212 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 900 >1000 7,4 12,0
Listeria monocytogenes ATCC 35152 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 200 900 0,2
MRSA" ATCC 43300 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 800 800 >100
Staphylococcus aureus ATCC 25923 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 > 1000 800 4,0
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228  >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 >1000 400 0,2
Bactérias Gram-negativas
Acinetobacter baumanii ATCC 17978 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 24,0
Acinetobacter calcoaceticus ATCC 19606  >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 12,0
Escherichia coli ATCC 25922 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 12,0
Klebsiella pneumoniae ATCC 31488 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 4,0
Proteus mirabilis ATCC 25933 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 24,0
Providencia alcalifaciens ATCC 9886 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 8,0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 4,0
Salmonella typhimurium ATCC 14028 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 800 12,0
Shigella flexinerii ATCC 12022 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 800 3,1

EBH = Extrato bruto hidroalcéolico; F. HEX = Fragdo hexanica; F. Ag. = Fragdo aquosa; BUOH = Fragao butandlica; F.AcOEt = Frag&o acetato etilica; B-
SIT = B-sitosterol; AOL = Acido Oleandlico; Canf=Canferitrina; Gent = Gentamicina; ATCC — Cepa padréo (American Type Collection Culture). MRSA*=

Saphylococcus aureus meticilina resistente.



77

5.5.3 Atividade anti-inflamatoria

Efeito da L. corniculatus sobre a resposta inflamatoria induzida pela

carragenina em camundongos (Pleurisia)

Inicialmente, neste modelo foram realizadas curvas dose-resposta para
avaliar a atividade anti-inflamatéria de L. corniculatus L. cv. Sdo Gabriel, onde foram
escolhidas as menores concentragdes (doses) do extrato, fragbes e compostos
isolados, capazes de inibir de forma significante a migracdo leucocitaria e a
exsudacdo no lavado pleural de camundongos inflamados (Resultados néao
demonstrados).

A tabela 13 mostra o efeito do extrato bruto (EB), fragbes e compostos
isolados de L. corniculatus cv. Sao Gabriel sobre a migragdo de leucécitos,
exsudacao e atividade da Mieloperoxidase, na pleurisia induzida pela carragenina
em camundongos. Estes paradmetros sdo considerados marcadores da resposta
inflamatéria aguda (KELLY et al., 2007). Neste estudo da curva dose-resposta,
verificou-se que a melhor dose do extrato bruto hidroalcéolico, fragdes e compostos
isolados de L. corniculatus foram efetivos em inibir a resposta inflamatéria induzida
pela carragenina em camundongos, foram: 200mg/Kg (Extrato bruto e fracao acetato
etilica) e 100 mg/Kg (Fragdes Aquosa, Butandlica e Hexanica) (Tabela 13). Os
compostos acido oleandlico e o B-sitosterol, ambos isolados da fragdo hexanica,
foram efetivos na dose de 50 mg/kg, enquanto a canferitrina, isolada da fracao
acetato etilica foi efetiva na dose de 100 mg/kg (Tabela 13).

Observou-se assim, uma significativa inibicdo na migracao de leucécitos por
parte do EB, fracdo e compostos isolado, quando comparados ao grupo de animais
nao tratados. Para este parametro inflamatério, vale a pena destacar que a
canferitrina foi 4,3 vezes mais potente em inibir a MPO que o farmaco de referéncia
dexametasona. A MPO é uma enzima presente no citoplasma dos neutréfilos e esta
relacionada a atividade fagocitica celular. Também foi observada uma inibicao
semelhante para os leucécitos do tipo neutréfilos. Neste caso, o acido oleandlico,
que ja tinha apresentado uma inibicdo na migracao de leucdécitos totais levemente
superiror aos outros dois metabdlitos isolados, mostrou forte inibicdo na migragéo de
neutrofilos (71,6%) na dose de 50 mg/Kg.
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Outro importante parametro inflamatério analisado nestes experimentos foi o
acumulo de liquido na cavidade pleural, chamado também de exsudacédo. Parametro
este, que por sua vez foi diminuido de forma significativa quando os camundongos
foram tratados com o extrato bruto, as fracbes HEX e AcOEt e com os compostos
isolados, acido oleandlico, B-sitosterol e canferitrina (Tabela 13). A exsudacao esta
relacionada diretamente ao aumento da permeabilidade capilar, infiltracdo de células
inflamatoérias e principalmente com a liberagdo de oéxido nitrico (NO) durante o
processo inflamatério (TRIPATHI et al., 2007).

Em nossos experimentos evidenciamos que, as concentragcbes de
nitrito/nitrato, marcadores dos niveis de NO, foram significantemente diminuidas nos
animais tratados previamente com o extrato bruto hidroalcdlico, fragdes e compostos
isolados da L. corniculatus v. Sdo Gabriel (Tabela 14), o que explicaria pelo menos
em parte, a diminuicdo nos niveis de exsudagdo observado quando os animais
foram tratados com o extrato, fragdes e compostos isolados. Embora esta inibigdo
tenha sido obtida apenas com altas doses do extrato bruto (400 mg/kg) e para as
fracoes hexano (200 mg/kg) e acetato de etila (800 mg/kg) (Tabela 14).

Desta forma, os resultados obtidos para o material vegetal da Lotus
corniculatus cv. Sao Gabriel, demonstraram importante atividade anti-iflamatéria, e
seus constituintes, canferitrina, acido oleandlico e B-sitosterol tem uma importante
participacdo nessa atividade. Além disso, 0s compostos isolados testados
representam uma futura possibilidade de tornarem-se protétipos no desenvolvimento

de farmacos para o tratamento de doencas inflamatérias.
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Tabela 13 — Valores absolutos e percentagem de inibicdo do extrato bruto (EB), fracdes e compostos isolados de L. corniculatus cv.
Sao Gabriel sobre a migracao de leucocitos, exsudacao e atividade da Mieloperoxidase , na pleurisia induzida pela carragenina em

camundongos.
Grupos TLeu_cécit036 % de Neutréfglos % de Exsudag?o % de MF_’Q1 . % de
otais (x10°)  inibigdo (x10°) inibicéo (ng.mL"™) inibicéo (umol.min”.mL"") inibicéo

Sal® 1,20 £ 0,1 - 0,47 £ 0,1 - 1,48 +0,3 - 42+25 -

Cg® 6,20 £0,3 - 5,08 £0,3 - 11,50 £1,0 - 334 + 36,7 -
Dexa 0,5° 1,75+0,3™ 71,750 1,33+0,2* 73,8+42 | 6,51 £05* 43,3+7,8 135+£14,6 ** 59,4 +7,0
EBH 200° 3,80+0,4* 38,7+58 3,17+0,2** 37,7+5,2 8,58+0,6* 25,4 +53 121 £19,9 ** 65,5+ 4,7
HEX 100° 458+0,3" 26,1 5,0 3,97+0,3* 21,8 6,7 885+1,5" 23,094 176 £38,8 * 47,4 + 11,6
AcOEt 200° 491+04" 20,0 £6,7 4,02+0,3* 20974 7,64+0,7" 33,6 +6,6 141 £ 14,8 ™ 579144
BuOH 100° 4,07 +12" 34,6 £9,3 3,36+0,5* 35,7 £9,7 9,59 +1,1 20,475 303 +45,7 14,5+ 10,4
Ag. 100° 3,73+0,8™ 39,1 +13,1 2,84+06* 39,6+11,8 10,4 +1,2 15,7+7,3 220 +42,1°* 34,2+ 12,6
Canferitrina 100° | 4,00 +0,5 * 35,5+8,0 33704 " 34,4 +8,6 7,25 £0,4* 37,0+3,3 | 31,50+11,3* 92,0+2,8
Ac.Oleantico 50° | 3,08 £0,6 ** 43,1+ 11,3 2,42+0,6 ™ 455+7,0 6,61+0,4 " 42,6 +3,9 | 182,00+722* 23,2+9,9
B-sitosterol 50° | 4,42+0,7* 33,9+9,4 366+0,7* 36,7+126| 826+1,1" 33,1+23 | 8580+56,3*™ 61,7+17,6

Sal = Animais tratados com solugao salina (Controle negativo); Cg = Animais tratados com carragenina (1 %) (Controle Positivo); Dexa = animais
pré-tratados com dexametasona (mg/kg); EBH = animais pré-tratados com extrato bruto hidroalcéolico (mg/kg); HEX = animais pré-tratados com
fragdo hexanica (mg/kg); AcOEt = animais pré-tratados com fragao acetato etilica (mg/kg); BUOH = animais pré-tratados com fragdo butandlica
(mg/kg); Ag. = animais pré-tratados com fragdo aquosa (mg/kg). Canferitrina = animais pré-tratados com canferitrina (mg/kg); Ac. Oleandlico =
animais pré-tratados com &cido oleandlico (mg/kg); B-sitosterol = animais pré-tratados com B-sitosterol (mg/kg); a = administrado por via
intrapleural; b = administrado por via intraperitoneal; % de inibicdo = % de inibicdo entre grupos tratados, em relacdo ao grupo controle inflamado
(Cg). *: P < 0,05, **: P < 0,01, N = 5 animais por grupo.
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Tabela 14: Efeito do extrato bruto (EB), fracées e compostos isolados de L. corniculatus cv. Sdo Gabriel sobre as concentracoes
de 6xido nitrico e sua percentagem de inibicdo em relacéo ao controle inflamado (Cg), na pleurisia induzida pela carragenina em

camundongos.

Sal = Animais tratados com solugao salina (Controle negativo); Cg = Animais tratados com carragenina (1 %) (Controle Positivo); Dexa = animais
pré-tratados com dexametasona (mg/kg); EBH = animais pré-tratados com extrato bruto hidroalcéolico (mg/kg); HEX = animais pré-tratados com
fragdo hexanica (mg/kg); AcOEt = animais pré-tratados com fragéo acetato etilica (mg/kg); BUuOH = animais pré-tratados com fragéo butanolica
(mg/kg); Ag. = animais pré-tratados com fragdo aquosa (mg/kg). Canferitrina = animais pré-tratados com canferitrina (mg/kg); Ac. Oleandlico =
animais pré-tratados com acido oleandlico (mg/kg); B-sitosterol = animais pré-tratados com B-sitosterol (mg/kg); a = administrado por via
intrapleural; b = administrado por via intraperitoneal; % de inibicdo = % de inibicdo entre grupos tratados, em relacdo ao grupo controle inflamado

% de
Grupos NOy (UM) inibicao
Sal® 294 +1,33
Cg?® 16,40 + 1,56 -

Dexa 0,5° 5,80 + 1,20 ** 75,6 £ 2,6
EBH 400° 11,40+ 0,93 * 294 +56
HEX 200° 10,80 + 1,63 * 32,8+10,2
AcOEt 800° 10,10 + 0,89 ** 37,0+5,5

BuOH 100° 14,9 + 0,65 8,6 +4,1
Ag. 400° 9,16 + 0,69 ** 441 +42
Canferitrina 100° 11,00 + 0,69 * 329+42
Ac.Oleanoico 50° 10,50+ 0,93 * 359+5,6
B-sitosterol 50° 10,60 + 0,53 * 35,2+3,2

(Cg). *: P < 0,05, **: P < 0,01, N = 5 animais por grupo.



6 CONCLUSOES

A) Em relacdo ao estudo fitoquimico:

- A analise fitoquimica preliminar do extrato bruto permitiu a identificacao das seguintes
classes de compostos: esterdides, terpenos, flavonodides, fendis, taninos, antocianinas e
antocianidinas, flavondis, flavonondis, saponinas e xantonas. Embora no estudo
fitoquimico, foi possivel isolar e identificar-se apenas trés compostos: os terpenos -
sitosterol e o acido oleandlico oriundos da fracao HEX e o flavondide heterosideo
canferitrina isolado da fragao AcOEt.

B) Em relagédo ao estudo das atividades bioldgicas:
-O extrato bruto e fragdes de L. corniculatus apresentaram discreta atividade

antioxidante.

- No estudo da atividade antibacteriana, podemos destacar a boa atividade do acido
oleandlico e a atividade excelente da canferitrina frente a bactéria gram-positiva

Enterococcus faecalis e Bacillus cereus.

- A Lotus corniculatus cv. Sao Gabriel demonstrou importante atividade anti-inflamatéria.
E seus constituintes, canferitrina, acido oleandlico e pB-sitosterol parecem ser os
principais responsaveis por essa atividade. A canferitrina apresentou melhor atividade
antibacteriana e anti-inflamatéria demonstrando ser um importante composto a ser
estudado para o desenvolvimento de um novo farmaco com potencial anti-inflamatério

e/ou antimicrobiano.
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