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INVESTIGACAO DE COMPONENTES QUIMICOS DA CASCA DO
CAULE DE Luehea divaricata MARTIUS (MALVACEAE) E SUAS
POTENCIAIS ATIVIDADES BIOLOGICAS

AUTORA: Sabrina Bassaldua da Cunha
ORIENTADOR: Ademir Farias Morel

Luehea divaricata, conhecida como acoita-cavalo, é uma espécie nativa brasileira e com
poucos relatos na literatura. A investigacdo fitoquimica do extrato bruto metandlico e de
suas fracOes (etérea acida, etérea basica, acetato de etila basica, diclorometano neutra,
acetato de etila neutra e hexanica neutra) das cascas do caule de L. divaricata
(Malvaceae) resultou no isolamento de sete compostos: Ftalato de bis (2-etil-heptila) (26),
triterpeno friedelina (28), mistura triterpénica de a- (27) ¢ p-amirina (1), dois esteroides
B-sitosterol (29) e B-sisotsterol glicosilado (14), além de dois flavonoides conhecidos
como Catequina (22) e epicatequina (8), estes sendo diasteroisdmeros, respectivamente.
O composto friedelina (28) isolado da fracdo etérea acida, foi identificado pela primeira
vez no género Luehea. As estruturas dos metabdlitos isolados foram elucidadas através de
RMN *H e **C, uni e bidimensionais, por analise de difracdo de raio-X, ponto de fusdo
além de comparagdo com amostra padrdo quando existente e dados disponiveis na
literatura. O extrato, as fracGes e os compostos isolados foram testados quanto a sua
atividade antimicrobiana e a sua capacidade antioxidante. Extrato bruto metandlico, suas
fracbes e compostos isolados obtidos no fracionamento A&cido-base apresentaram
atividade antibacteriana (Gram-positivas e Gram-negativas) e antifungica efetivas, para as
cepas testadas. As fracOes acetato de etila basico e acetato de etila neutro quando testadas
frente a sua capacidade antioxidante apresentaram um bom potencial. Dessa forma, o
estudo fitoquimico e das atividades farmacoldgicas dos compostos identificados da casca
do caule de L. divaricata amplia os conhecimentos alusivos & quimiotaxonomia, bem
como justifica seu uso na etnofarmacologia pois, até 0 momento, apenas estudos com
outras partes aéreas foram realizados.

Palavras chave: catequina, triterpeno, esteroide, antioxidante, antimicrobiano



INVESTIGATION OF CHEMICAL COMPONENTS FROM STEM
BARK OF Luehea divaricata MARTIUS (MALVACEAE) AND ITS
POTENTIAL BIOLOGICAL ACTIVITIES

AUTHOR: Sabrina Bassaldua da Cunha
ADVISOR: Ademir Farias Morel

Luehea divaricata, known as “agoita-cavalo”, is a Brazilian native species and has few
reported in the literature. Phytochemical investigation of the methanolic crude extract and
its fractions (acid ethereal, basic ethereal, basic ethyl acetate, neutral dichloromethane,
neutral ethyl acetate and neutral hexane) from stem bark of L. divaricata (Malvaceae)
resulted in the isolation of seven compounds: bis (2-ethyl-heptyl) ftalate (26), one
triterpene friedelin (28), mixture of the terpenes a- (27) and B-amyrin (1), two steroids -
sitosterol (29) and glycosyl B-sisotsterol (14), and two flavonoids known as catechin (22)
and epicatechin (8), which are diasteroisomers, respectively. The compound friedelin
(28), isolated from ethereal acid fraction, was identified for first time in genus Luehea.
The structures of the isolated metabolites were elucidated by *H and *C NMR in one-
and two-dimensional analysis, by X-ray diffraction, melting point, beyond comparison
with standard samples where possible and data available from literature. The extract,
fractions and isolated compounds were tested for their antimicrobial activity and
antioxidant capacity. Crude methanolic extract, fractions and isolated compounds from
acid-base fractionation showed effective antibacterial (Gram-positive and Gram-negative)
and antifungal activities for the strains tested. Basic and neutral ethyl acetate fractions
showed good antioxidant potential when tested against their capacity. Thus, the study of
phytochemical and pharmacological activities of the identified compounds from stem
bark of L. divaricata expands knowledge alluding to chemotaxonomy and justifies its use
in ethnopharmacology because, to date, only studies with other aerial parts were
performed.

Kay-words: catechins, triterpene, steroid, antioxidant, antimicrobial.
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1- INTRODUCAO

Desde os primérdios, 0s homens procuram encontrar na natureza recursos para
melhorar suas condi¢fes de vida, aumentando as suas chances de sobrevivéncia. O
homem primitivo buscava descobrir solugbes para suas necessidades basicas de
sobrevivéncia, como alimentacdo, moradia, protecdo e reproducdo. Suas experiéncias e
observagOes resultaram em descobertas importantes para solucdes de tratamentos de
injurias ou doencas através do uso das plantas e ervas (VIEGAS JR. et al., 2006). Existem
evidéncias histdricas e arqueoldgicas de que as propriedades terapéuticas das plantas
medicinais ja eram conhecidas desde o periodo Neoliticol (BHATTARAM et al., 2002;
MILLS; BONE, 2000).

Devido a importancia das plantas medicinais para a quimica e a medicina
moderna, estudos permitiram um rapido desenvolvimento de seus campos especificos e
assim, muitas substancias ativas foram conhecidas e introduzidas na terapéutica,
permanecendo até hoje como medicamentos. (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Desde o quarto século a. C. existem relatos de normas para a coleta de plantas
medicinais. Os carrascos gregos coletavam suas amostras do veneno cicuta (Conium
maculatum) pela manhd, quando os niveis de coniina sdo maiores. Variagdes temporais e
espaciais no conteudo total, bem como as proporgdes relativas de metabolitos secundarios
em plantas ocorrem em diferentes niveis (sazonais e diarias; intraplanta, inter- e
intraespecifica) e, apesar da existéncia de um controle genético, a expressdo pode sofrer
modificacOes resultantes da interacdo de processos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos
e evolutivos. De fato, os metabolitos secundarios representam uma interface quimica
entre as plantas e o ambiente circundante, portanto, sua sintese € frequentemente afetada
por condi¢des ambientais (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

No Brasil, até o inicio do século XX o pais era rural, na sua esséncia, 0 que
colaborava para a ampla utilizacdo dos recursos naturais como ingredientes de remédio,
embora essa situacdo tenha mudado com o inicio da industrializacdo e aumento da
urbanizacgéo do pais (LORENZI; MATOS, 2008).

O Brasil possui a maior diversidade vegetal do mundo, contando com mais de 55
mil espécies catalogadas. Devido a esta grande diversidade de espécies, aumentam-se as
chances de identificacdo de substdncias do metabolismo vegetal com atividades

farmacologicas e o descobrimento de novos alvos biologicos (CARNEIRO et al., 2014).
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O surgimento de novas doencas e epidemias, bem como o reaparecimento de
antigas moléstias ou até mesmo daquelas consideradas extintas, ou restritas a uma
determinada area geografica do planeta, estimulou um aumento nos investimentos feitos a
pesquisa de produtos naturais, tornando o mercado de fitomedicamentos com
comprovacao cientifica de eficacia clinica, seguranca e qualidade, promissor em todo o
mundo (CALIXTO, 2005).

Os produtos naturais e seus derivados tém sido a maior fonte de farmacos
comercializados e detentores da maior diversidade quimica para se iniciar a conducdo de
descobertas terapéuticas ao longo do ultimo século. Historicamente, as companhias
farmacéuticas tém utilizado extratos brutos de plantas para produzir formulactes
terapéuticas, porém no século XX, com o0 avango das técnicas de isolamento e
purificacdo, formulacbes de farmacos com compostos bastante purificados tornaram-se
mais tipicas (TIWARI; MISHRA, 2011). Plantas, fungos, insetos, organismos marinhos e
bactérias sdo fontes importantes de substancias biologicamente ativas. Exemplos
importantes de farmacos obtidos de plantas sdo a digoxina, proveniente da Digitalis spp. e
a morfina e a codeina, obtidas da Papaver somniferum (RATES, 2001). A utilizacdo dos
produtos naturais pode seguir duas vertentes principais: (i) a comercializacdo de partes da
planta processada que contém o ativo ou (ii) a producdo sintética de ativos a partir dos
produtos naturais (MONTANARI; BOLZANI, 2001). Um estudo recente realizado por
Newman e Cragg (2012) apresenta um levantamento sobre a utilizacdo de produtos
naturais no desenvolvimento de moléculas ativas. A Tabela 1 contém alguns produtos

naturais inseridos no mercado e sua principal acéo.

Tabela 1 — Alguns medicamentos derivados de produtos naturais inseridos no mercado
entre 1981 e 2010.

Derivado de Produto Natural Nome comercial Efeito farmacoldgico

Daptomicina Cubicin® Antibacteriano
Teicoplanina Targocid® Antibacteriano
Acetato de Caspofungina Cancidas® Antifangico
Anidulafungina Eraxis® Antifungico
Zanamivir Relenza® Antiviral
Peramivir PeramiFlu® Antiviral
Artemisinina Artemisin® Antiparasitario
Ivermectina Mectizan® Antiparasitario
Pentostatina Nipent® Anticancerigeno
Peplomicina Pepleo® Anticancerigeno

Fonte: (NEWMAN; CRAGG, 2012).
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No final da década de 70, a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) criou o
Programa de Medicina Tradicional, objetivando a formulacdo de politicas na éarea e
expressado a sua posicdo a respeito da necessidade de se valorizar a utilizacdo de plantas
medicinais no &mbito sanitario, pois 80% da populacdo mundial utiliza essas plantas ou
preparacdes como primeiro embate no processo de cura ou tratamento de moléstias. No
Brasil, a legitimacéo e a institucionalizacdo dessas abordagens de atencédo a saude publica
e priméria iniciaram-se a partir da década de 80, principalmente, apds a criacdo do
Sistema Unico de SaGde (SUS). A VIII Conferéncia Nacional de Salde (CNS),
impulsionada pela Reforma Sanitaria, deliberou em seu relatorio final, a introducéo de
praticas alternativas de assisténcia a salde no ambito dos servicos de saude, o que
envolve diretamente o uso de plantas medicinais (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Devido a importancia das plantas no dmbito mundial como fonte medicinal, o
estudo dos metabolitos secundarios e suas respectivas atividades farmacologicas, torna-se
relevante.

Nessa perspectiva, o grupo do Ndcleo de Pesquisa de Produtos Naturais (NPPN),
coordenado pelo professor Dr. Ademir Farias Morel, vem contribuindo, ndo somente para
a fitogquimica classica (isolamento e determinacdo estrutural), mas também para a
realizacdo de trabalhos que envolvem atividade bioldgica de plantas que apresentam
algum tipo de uso na medicina popular. O grupo vem trabalhando com espécies nativas
do Rio Grande do Sul, as quais possuem efeitos medicinais relatados pela cultura popular.

Das inimeras espécies vegetais de interesse medicinal encontradas no nosso
estado, selecionou-se a espécie Luehea divaricata Martius (Malvacea), conhecida
popularmente como acoita cavalo. Infusdo das folhas e na casca do caule desta espécie
apresentam diversos usos etnofarmacéuticos tais como anti-inflamatério, antianémico,
diurético, asséptico bucal, entre outros (BERNARDI-WENZEL et al., 2013).

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Geral:

Este trabalho se propdem a realizar a andlise fitoquimica da espécie Luehea
divaricata, bem como verificar as potenciais atividades antioxidante e antimicrobiana do

extrato bruto metandlico, das fragdes obtidas do fracionamento acido-base e neutro e dos

compostos isolados, provenientes das cascas dos caules.
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1.1.2 Objetivos especificos:

a) realizar extracfes metandlicas de cascas do caule para obtencdo de um extrato bruto
(EBM — extrato bruto metanolico) e suas respectivas fragoes;

b) realizar dois tipos de fracionamentos para verificacdo da presenca de alcaloides;

c) verificar as composi¢cdes quimicas dos extratos e fracOes através de técnicas de

fracionamento (fracionamento &cido-base e neutro) e cromatograficas;

d) analisar, isolar e identificar os metabdlitos secundarios presentes no extrato e fracGes
através do uso de técnicas espectroscopicas uni e bidimensionais, como RMN de 'H e
3¢, DEPT 135, COSY, HSQC e difragdo de raio-X;

e) realizar ensaios para a determinacdo das atividades antioxidante e antimicrobiana dos
compostos isolados, extrato bruto e respectivas fragfes, extraidos da casca do caule de L.

divaricata.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS BOTANICOS, TAXONOMICOS E SISTEMATICOS DE Luehea

divaricata

Luehea divaricata Martius & Zucarini (Figura 1), mais conhecida como acoita-
cavalo, é uma espécie nativa brasileira (FLORA DIGITAL), pertencente a familia
Malvaceae, a qual é altamente cosmopolita, habitando, principalmente, zonas tropicais.
Esta familia abriga cerca de 250 géneros e, aproximadamente, 4.300 espécies (CALIXTO
Jr. et al., 2015; COSTA et al., 2007; DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; GIULIETTI et
al., 2005; LATTAR et al., 2014; SCHULTZ, 1968).

Figura 1 — Aspecto geral de Luehea divaricata

e

2012 Rosbnela’ G Rolm

a) Arvore b) Flores
Fonte: Flora digital. http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=8260

A familia Malvaceae no Brasil se apresenta com cerca de 400 espécies distribuidas
em 80 géneros, sem considerar a inclusdo das familias Sterculiaceae, Tiliaceae e
Bombacaceae. Pela ultima classificacdo apresentada pelo Angiosperm Phylogeny Group
(APG), nela estdo incorporados os integrantes das antigas familias supracitadas
(FRYXELL, 1997; KRAPOVICKAS, 2005). Se considerar tal incorporacdo, o Brasil
passa contar com 1.500 espécies distribuidas em 90 géneros (COSTA, 2006; GRINGS et
al., 2011; SOUZA; LORENZI, 2008), que podem ser de porte herbaceo, arbustivo ou
subarbustivo (BARROSO et al., 1978; FRYXELL, 1997). Aparecem em todas as regides
do territério brasileiro e de forma generalizada no bioma Mata Atlantida, incluindo o
cerrado brasileiro, mas, principalmente, nas florestas de altitude. Inimeras séo as espécies


http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=8260
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medicinais desta familia que povoam a Mata Atlantica (DI STASI et al., 2002).
Considerando que 80% das plantas medicinais nativas sdo pertencentes a Mata Atlantica,
isto demonstra a importancia desse bioma para a pesquisa de plantas medicinais (MING
etal., 2012).

O género Luehea é considerado como Neotropical, com flores grandes de
coloracdo rosa ou branca (Figura 1b), que se dissemina desde o México até Uruguai e
Argentina, passando pelo Brasil (BERNARDI-WENZEL et al., 2013; LATTAR et al.,
2012; 2014; TANAKA et al., 2005) e abriga cerca de 50 espécies (PLANTAMED).
Dados, ndo muito atuais devido a escassez de informacfes sob qualquer aspecto do
género ou espécie de Luehea, revelam que até este momento, apenas 12 espécies e uma
variedade do género Luehea, ocorrem no Brasil (CARVALHO, 1994).

De acordo com o sistema de classificagdo da L. divaricata, a posi¢do taxonémica
obedece a seguinte hierarquia: ordem Malvales, familia Malvaceae, subfamilia Rosoideae
tribo Grewieae, género Luehea e espécie Luehea divaricata (LATTAR et al.,, 2012;
2014).

A espécie L. divaricata se apresenta como uma éarvore (Figura l1a) com
caracteristica caducifélia, alcancando de quinze a trinta metros de altura, com tronco
geralmente tortuoso e nodoso, com base alargada; casca de cor escura levemente
fissurada, com escamas retangulares pequenas; casca interna de tom rosa vivo-intenso ou
rosa-marrom (REITZ et al., 1988). Floresce durante o verdo nos meses de dezembro,
janeiro e fevereiro e seus frutos encontram-se maduros de maio a junho. (LORENZI,
1988).

Estudos recentes revelaram que diferentes espécies nativas, incluindo L.
divaricata aparecem com frequéncia superior a 60 % nas regides de floresta ombrdfila, o
que demonstra que estdo bastante adaptadas ao ecossistema demonstrando grande
plasticidade ecoldgica. S6 isto basta para torna-las espécies-alvo em reflorestamentos
(CORDEIRO, 2010). Soma-se a isto, o fato de ser considerada espécie pioneira de rapido
crescimento, que ndo pode faltar nos reflorestamentos mistos de areas degradadas de
preservacdo ambiental permanente. Além disso, L. divaricata também possui
caracteristicas ornamentais que a recomendam para o paisagismo (GRAVE et al., 2007).

O acoita-cavalo possui madeira de alta qualidade, a qual tem sido empregada
largamente na confeccdo de moveis, por apresentar facil trabalhabilidade, o que
proporciona bom acabamento e razdo pela qual sofre grande procura. E indicada para a

confeccdo para caixas, embalagens, artefatos de madeira, saltos para calgados, pecas
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torneadas e, ainda para a confeccdo de contraplacados. Na construcdo civil é
recomendado para ripas, molduras, corddo, guarnicdes, rodapés. Atualmente € utilizada
para confecgéo de cadeira de balanco, carrocerias, tamancos, langas para cavalaria, caixas
de piano, obras internas e esculturas (FARIAS, 2006).

Inimeras espécies da familia Malvaceae sdo amplamente utilizadas em todas as
partes do mundo para diversos fins, inclusive na industria de bens de consumo, como
forrageiras e para o tratamento de diversas doencgas (BOVINI et al., 2001; OTERO et al.,
2000). Outras espécies da familia Malvaceae sdo conhecidas por seus diferentes usos na
medicina popular como diurético, em tratamento de reumatismo, desordens
gastrointestinais e asma. Seus usos como anti-inflamatorios e antinociceptivos tém sido
investigados (COSTA et al., 2007).

2.2 ETNOFARMACOLOGIA E ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS PRINCIPAIS
GENEROS DA FAMILIA MALVACEAE

O uso de plantas tem sido um dos recursos terapéuticos mais utilizados por grande
parcela da populacdo brasileira e mundial (PINTO et al., 2002). Moléculas procedentes
do metabolismo secundario das plantas funcionam como suporte a sua sobrevivéncia e
fornecem vaérios produtos farmacologicamente ativos. Esses metabolitos tem distribuicao
limitada na natureza, e sua expressdo € individualizada em cada espécie (DEWICK,
2002).

Oliveira e col. (2012) realizaram estudo sobre a atividade antioxidante dos
compostos fendlicos presentes em diversas espécies de malvaceas. Os resultados obtidos
demonstraram que espécies desta familia possuem alto teor de compostos fendlicos e boa
atividade antioxidante e, consequentemente, podem ser utilizadas no tratamento de
doencas relacionadas ao aumento da producao de radicais livres. Devido as contundentes
atividades antioxidante e anti-inflamatdria, compostos naturais isolados de diversas
espécies da malvaceas sdo largamente explorados em todo o mundo para tratamento de
doencas como a asma e gastrites (GOMES et al., 2015).

Apesar de ser uma familia extensa, 0s registros sobre a utilizacdo de suas espécies
na medicina popular ainda sdo restritos. Os extratos de diferentes espécies das Malvaceae
tém mostrado algum tipo de atividade bioldgica. Pode-se citar que nas areas costeiras da
india, o extrato das flores do Abelmoschus manihot é usado no tratamento da bronquite

cronica e em dores de dentes, ja os extratos das folhas e raizes mostram-se efetivas na
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cicatrizacdo de feridas (PRITAM; SANJAY, 2011). Também tem sido descrita para
outras substancias isoladas das Malvaceaes, a atividade anticancerigena do &cido p-
cumarico (JANICKE et al., 2005) e do B-sitosterol (AWAD et al., 2005), ambos isolados
de Bakeridesia pickelii. Atividade antibacteriana vem sendo atribuida a 1,8-cineol de
Hibiscus esulentus (KOTAN et al., 2007), acido 4- hidroxi-3-metoxi-benzdico de
Backeridesia pickelii e Herissantia tiubae (NAZ et al., 2005). Os géneros desta familia
com perfil medicinal que mais se destacam s&o: Abutilon, Gossypium, Hibiscus, Pavonia,
Sida, e Luehea (DI STASI et al., 2002).

2.2.1. O género Abutilon

Este género consiste em mais de 150 espécies que se encontram distribuidas nas
regibes tropicais e subtropicais ao redor do mundo e, principalmente, no continente
asiatico. Largamente usada na etnofarmacologia, espécies do género Abutilon tem sido
empregadas, através de Varios tipos de consumo, como ténico do sistema nervoso central,
emoliente, antitérmica, diurética e para tratamento de reumatismos e paralisia facial e
como emulsificante, devido a grande presenca de mucilagens (AHMED et al., 1990; ALI
etal., 2014; DEOKULE; PATALE, 2002; GILL; KAUR, 2015).

Infusdes de folhas secas e de cascas das raizes de A.grandiflorum séo
tradicionalmente usadas na Tanzania para o tratamento da malaria, doencas venéreas
infecciosas e disturbios mentais. Seus extratos mostraram efeitos anti-maléria in vivo e in
vitro. Decoccdo de folhas de A. muticum sdo usadas como um remédio para prisdo de
ventre, como ténico, emoliente, para tratamento da bronquite catarral, diarréia biliar,
gonorréia, inflamacdo da bexiga e febre. As flores e folhas sdo usadas como uma
aplicacdo local para furdnculos e ulceras (KHADABADI; BHAJIPALE, 2010). Farta
bibliografia se refere ao emprego destas espécies na cura da hanseniase, diabetes,
ictericia, hemorrdidas, Ulceras, bronquite, diarréia, inflamacéo da bexiga, febre, gonorréia
(DEOKULE; PATALE, 2002; GILL; KAUR, 2015).

A espécie A. indicum é reconhecida por sua agdo anti-inflamatoria no tratamento
da gonorréia, além de imunoestimulante. Suas raizes e cascas, bem como seu sumo, sao
largamente usados como afrodisiaco, antidiabético, tonico para o sistema nervoso,
diurético, anti-helmintico, febrifugo, sedativo pulmonar e para o tratamento de
inflamacdo da bexiga, da bronquite, diarréia e gonorréia. Além disso, ele é usado na

limpeza de feridas e Ulceras; tratamento de infecgdes vaginais e hemorroidas. Também é



23

eficaz para o tratamento da lepra. Extrato etéreo desta planta € também uma poderosa
fonte de agente larvicida natural de mosquitos. As sementes sdo também usadas para
tratamento da tosse e hemorrdidas, da disenteria cronica, para desordens urinérias e como
laxante e emoliente.

As sementes desta planta sdo consideradas afrodisiacas, enquanto que sementes de
A. muticum sdo usadas como agentes diuréticos e demulcente, no tratamento da tosse e
infeccdo bronquica, inflamacdo do trato urinario, gonorréia, diarréia, e ulceras. As
sementes podem ser usadas em “bolos” para alimentacdo do gado leiteiro e como
fertilizante (KHADABADI; BHAJIPALE, 2010).

Vérios estudos ja confirmaram suas acgdes antimicrobiana, analgésica,
hipoglicemiante e hepatoprotetora, antidiarréica, diurética, anti-infertilidade e anti-
inflamatoria de A. indicum (DEOKULE; PATALE, 2002; KHADABADI; BHAJIPALE,
2010; PARANJAPE; METHA, 2008). Oleos extraidos de sementes de diferentes
espécies de Abutilon se mostraram ativos e com largo espectro de acdo contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, como antioxidantes e controladores na absorcéo e
secrecdo de insulina, enquanto que constituintes das sementes de A. theophrashti
apresentaram atividade antimicrobiana, contra fungos e bactérias. Extrato aquoso de
sementes de A. indicum apresentaram atividade diurética quando comparados com
referéncia Furosemida padrédo. (KHADABADI; BHAJIPALE, 2010).

Extratos foliares aquosos e etandlicos de diferentes espécies de Abutilon também
apresentaram efeito antidiabético, em experimentos com ratos. Tal atividade
hipoglicemiante foi atribuida a presenca de flavonoides e seus glicosideos, pois
flavonoides foram capazes de induzir a regeneracdo de células pancreéticas lesadas e os
glicosideos estimularam a secrecdo de insulina pancreéatica. Estes mesmos extratos ainda
foram capazes de exibir efeito hepatoprotetor e antimicético. Ainda, extratos aquosos
também se mostraram ativos contra diarreia natural e induzida, através da inibicdo da
motilidade gastrointestinal e extratos etandlicos apresentaram (KHADABADI;
BHAJIPALE, 2010).

Extratos etandlicos apresentaram atividade pro-cicatrizantes em ferimentos de
corte e queimaduras. Além disso, um estudo clinico realizado na India confirmou sua
eficacia no tratamento da asma brénquica (DEOKULE; PATALE, 2002; PARANJAPE;
METHA, 2008). A confirmacédo da atividade anti-asmatica é provenientes de testes com
po de folhas e outras partes aéreas secas de A. indicum em diminuir a gravidade dos

sintomas de asma brénquica ou seja, dispneia, tosse, aperto toracico e pieira. Também,
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verificou-se um aumento significativo da funcdo pulmonar, em pacientes com leve a
moderada asma brénquica. Em outro estudo, extratos metandlico inibiram formacao de
edema pulmonar induzido experimentalmente, em ratos. Estudos recentes revelaram que
extratos brutos metandlicos de partes aéreas de A. indicus, planta amplamente usada na
medicina ayuvédica, eram capazes de reverter a falta de libido em ratas, tornando-se um
potente estimulador sexual feminino (KHADABADI; BHAJIPALE, 2011).

Extratos etandlicos, cloroformicos e aquosos de folhas de vérias espécies de
Abutilon tem rendido potente atividade anti-inflamatéria equivalentes ao padrédo
diclofenaco de sodio, mas que decresce com o tempo. Atividade redutora do teor de
lipideos também foi observada. Tais atividades tém sido atribuidas a presenca de
triterpenoides, flavonoides, taninos, glicosideos, e/ou saponinas, enquanto que a
administracdo de extratos etéreos em ratos apresentou evidente acdo analgésica. Extratos
etanolicos e aquosos foram eficazes ao atenuar crises convulsivas. Este efeito
anticonvulsivante foi a atribuido a presenca de acido linoleico e/ou flavonoides
(KHADABADI; BHAJIPALE, 2010).

Extratos etandlicos e aquosos de A. indicum também demonstraram, através de
testes in vitro, atividade imuno-estimuladora significativa, a qual foi atribuida a presenca
de flavonoides (principalmente quercetina), alcaloides, taninos, saponinas glicosiladas e
outros compostos fendlicos, enquanto que extratos metandélicos apresentaram atividade
anti-estrogénica (KHADABADI; BHAJIPALE, 2010). Outros estudos in vitro
confirmaram o uso de extratos de A. indicum para tratamento de artrites e reumatismos,
através da inducdo da degradacdo de enzimas-chaves envolvidas nos processos
reuméaticos (KHADABADI; BHAJIPALE, 2010). Assim, varios estudos ja confirmaram
suas acles analgésica, antimicrobiana, hepatoprotetora, antidiarréica, diurética,
antifertilidade e anti-inflamatoria. Além disso, um estudo clinico realizado na india
confirmou sua eficacia no tratamento da asma brénquica (PARANJAPE; METHA, 2008)
e outro que confirma seu efeito antidiabético (KRISANAPUN et al., 2011).

Extratos etéreos, cloroférmico e metandlicos (fracdo acetato de etila e n-butanol)
de folhas e outras partes aéreas de A. muticum apresentaram significante atividade
antibacteriana contra bactéria Gram-positiva, como Gram-negativas, tal como 0s extratos
dos 6leos provenientes de suas sementes, mas somente 0s extratos metanolicos foram
efetivos contra os trés fungos testados Candida tropicalis, Cryptococcus luteolus e
Candida albicans. Além disso, extratos metandlicos e fragdo n-butandlica apresentaram

atividade antioxidante. Em adic&o, os 0leos das sementes de A. muticum demonstraram
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atividade antioxidante contundente através dos testes de ABTS, FRAP, DPPH e
peroxidacao do acido linoleico. Estes métodos indicam a presenca de moléculas de reacédo
rapida e lenta. Os glicosideos fendlicos (mutinisideos) e flavonoidal (cefacosideo)
revelaram atividade antioxidante poderosa. Mas moderada atividade inibitoria da enzima
lipoxigenase (KHADABADI; BHAJIPALE, 2010).

2.2.2 O género Gossypium

E o0 género mais citado da familia malvacea, do qual o algodoeiro faz parte, e é
largamente utilizado na indastria téxtil; suas sementes contém 15-30% de um dleo
empregado na industria e na alimentacdo, podendo substituir o azeite. A torta
remanescente das sementes é empregada para a forragem e adubo, suas raizes e suas
cascas sao usadas para fins medicinais (SCHULTZ, 1968).

No Brasil, na forma de cha, o algoddo é utilizado para o tratamento de disenteria e
hemorragia uterina. Suas folhas danificadas e/ou injuriadas sdo empregadas localmente
como cicatrizantes e o cha da raiz € utilizado nos casos de falta de memaria, amenorréia,
distarbios da menopausa e impoténcia sexual. As flores e frutos ainda verdes sdo
utilizados friccionando-os localmente, em casos de micoses como frieiras, além de
impingens. O 6leo extraido das suas sementes é empregado como purgativo e vermifugo
para ascaris (ascaricida) e, localmente, como emoliente e no combate de piolhos.
Gossypium herbaceum € relatado, na medicina tradicional, como planta com propriedades
Gnicas, como anticoncepcional (contraceptivante), antiespermatogénica, antitumoral,
abortiva, antidiabética, antiviral e antibacteriana. E relatado, também, seu uso no
tratamento da dor de dente (KUMAR et al., 2011). De modo geral, plantas de algodéo de
inimeras espécies tem sido usadas tradicionalmente desde a antiguidade para tratamento
da lactacdo inadequada, asma boénquica, dismenorréia, diarréia, disenteria, otalgia,
debilidade sexual, fraqueza muscular, diabetes, doencgas pulmonares e epiteliais. Elas
efetivamente apresentam atividade antinfertilidade, galactagogue, anti-espermatogénica,
antidiabética, antiviral e antibacteriana (KHALEEQUR et al., 2012).

Folhas de varias espécies do género Gossypium tém sido utilizadas devido sua
acdo emoliente, mucilaginosa, hematinica, diurética, arrefecimento, constipante e
utilizadas na irritacdo gastrica, tratamento da diarréia, disenteria, disdria, artrite

reumatdide e otalgia (Indian Medicinal Plants: A Compendium of 500 species).
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Extrato hidroalcodlico das folhas de Gossypium herbaceum apresentou potencial
significativo como antioxidante em experimentos in vitro (KUMAR et al., 2011).
Recentemente, efeitos antioxidante e inibitorio da acetilcolinesterase dos flavonoides de
Gossypium herbaceam foram relatados (ZHAO et al, 2013),

Atividade anti-leishmaniose de extratos de Gossypium hirsutum, foi observada
apos 72 horas de incubacdo do extrato e Leishmania major (fase promastigotas), quando
houve inibicdo da evolucao do crescimento do estagio do parasita (BARATI et al., 2014).

Extratos aquosos e metanolicos de plantas inteiras de G. arboreum se revelaram
ativos contra a febre tifoide, através de acdo antibidtica/antimicrobiana contra Salmonella
typhi, S. paratyphi e S. typhimurium, em experimentos in vitro (NKUO-AKENJI et al.,
2001), enquanto que extratos aquosos de folhas de G. arboreum mostraram atividade
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis e Micrococcus flavus, bem como contra cepas resistentes de S.
aureus e bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.
Em adicdo, este mesmo extrato também apresentou atividade antioxidante contra danos
oxidativos em celulas de fibroblastos humanas, em experimentos in vitro (ANNAN;
HOUGHTON, 2008). G. herbaceum e G. hirsutum também mostraram atividade
antimicrobiana contra B. cerus e S. thyphimurium, embora fracGes isentas de flavonoides
provenientes de extratos de sementes, também foram ativas contra B. cereus,
Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhimurium, E. coli, e Trichoderma viride
(KHALEEQUR et al., 2012).

Extratos de sementes de G. hirsutum e G. arboreum se mostraram ativos contra
Blastomyces dermatitidis, responsavel por causar a blastomicose (CHATURVEDI et al.,
1990; 1991). Flavonoides presentes em extratos de G. herbacium foram responsabilizados
pela atividade antimicdtica contra Trichoderma viride. Nenhuma das fra¢cdes contendo ou
ndo flavonoides de sementes e calos de trés espécies de Gossypium foram capazes de
combater Candida albicans (KHALEEQUR et al., 2012).

Atividade anti-inflamatéria tem sido proposta em decorréncia da liberacdo de
histamina, pelas raizes de plantas de algodoeiro, e por isso, ser capaz de induzir resposta
anti-inflamatoria: os primeiros mediadores quimicos a se manifestarem no processo
inflamatdrio sdo histamina e serotonina. (CUZZOCREA, 2005; SARKAR; FISHER,
2006; WANG et al., 2005).

O gossipol, um composto polifendlico, isolado das sementes, troncos e raizes do

algoddo (Gossypium sp.), é o principal constituinte do algodoeiro e é usado na China
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como anticoncepcional masculino, por sua propriedade contraceptiva de inibir a
espermatogénese (KHALEEQUR et al.,, 2012; LORENZI; MATOS, 2002). Este
composto e seus derivados tém sido alvo de muita pesquisa devido suas atividades
biolégicas  multifacetadas:  antiinfertilidade,  antioxidante,  antitripanossémico,
antiplasmadico (antimalérico), antiviral e antimicrobiano, além de pronunciada atividade
antitumoral. Mais recentemente, foi demonstrado que as atividades antiviral e
antiparasitéaria in vitro, requerem concentracdes de gossipol da ordem de micromolar.
Quimicamente, o gossipol é uma molécula quiral apresentando isbmeros e, por isso, suas
atividades bioldgicas se refletem varios niveis de intensidade (KHALEEQUR et al., 2012;
SANTOS et al., 2007).

Atividade antineoplasica do gossipol foi detectada em experimentos in vitro com
extratos alcodlicos e aquosos de G. indicum contra 0 melanoma murino (B16) e linhas de
células de leucemia linfocitica murina (L1210) (CHOI et al., 1998). Doses orais do
gossipol em homens férteis provoca reducdo/inibicdo de espermatogénese revelando
atividade contraceptiva, embora o risco de aspermia irreversivel seja de 10%
(WOOLLEY, 1991). No entanto, este efeito pode ser reduzido se o gossipol for
administrado na forma de capsulas (p6), em comprimidos com revestimento entérico
(QIAN; WANG, 1984). A atividade diurética decorre do fato de que gossipol é capaz de
provocar um efeito de deplecdo de potéassio do gossipol em individuos que tomam
triamtereno (LIU et al., 1988). Gossipol apresenta efeito quelante com ferro e por isso
ocasiona uma reducdo linear na absorcdo do mesmo (HERMAN; SMITH, 1973).
Atividade antibacteriana foi atribuida a presenca de pectina em extratos de G. herbaceum,
a qual induzia ao aumento das propriedades antibacterianas de componentes do colostro,
em mulheres lactantes, quando submetidas a administracdo oral dos extratos. (SEPEHRI
et al., 1998). Gossipol também € capaz de induzir a liberacdo de histamina em mastécitos
humanos (DI STASI et al., 1989)

2.2.3. O género Hibiscus

O género Hibiscus apresenta muitas espécies que despertam o interesse da
comunidade cientifica gracas a sua vasta utilizacdo terapéutica com que sdo empregadas
por comunidades no mundo inteiro. Plantas de Hibiscus esculentus tem sido utilizadas
para o tratamento de desordens gastricas e Ulceras pépticas (YESILADA; GURBUS,

2002). Estudos farmacoldgicos comprovaram, através de andlises histopatoldgicas, sua
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acdo gastroprotetora (GURBUS et al., 2003). Hibiscus tiliaceus, conhecido popularmente
como majagua é usado como antipirético, laxante, emoliente, entre outros. Suas flores,
cozidas no leite, sdo utilizadas no tratamento de dor de ouvido e os sumos dos seus frutos
séo esfregados no corpo para curar fraqueza. Estudos realizados com o extrato aquoso das
suas flores apresentaram significativa atividade antioxidante quando comparados co.

m outros estudos bem caracterizados. Narender et al., (2009) relataram efeito
antinoceptivo e anti-inflamatdrio de H. tiliaceus, em ratos. (LI et al., 2006; NARENDER
et al., 2009). Na medicina popular, flores de H. sabdariffa s&o utilizadas para controle da
pressdo sanglinea, como febrifugo e para problemas hepaticos (ALI et al., 2005).

No Mexico, H. sabdariffa L. é utilizada pela populacdo devido ao seu efeito
emagrecedor. Sua acdo foi confirmada por estudos farmacoldgicos que mostraram que o
extrato aquoso das flores reduziu o peso corporal de camundongos obesos (ALARCON-
AGUILAR, 2007), além de agdo anti-hipertensiva (MOJIMINIY] et al., 2014). Extratos
de H. sabdafiffa ainda foram capazes de reduzir os niveis de triglicerideos, colesterol total
e o LDL no soro em coelhos e analises histopatoldgicas revelaram reducéo do grau de
aterosclerose induzida nas artérias e impediram a calcificacdo e posterior formacdo da
placa de ateroma na musculatura lisa dos vasos sanguineos, confirmando acdo anti-
aterosclerdtica (CHEN et al., 2003). O extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa tem
apresentado atividade anti-hipertensiva, através do relaxamento da musculatura lisa (ALI
et al., 2005; ALONSO et al., 2012). Além disso, em outras popula¢cdes do mundo, seus
extratos sdo utilizados para o controle da hipertensdo, doencas hepéaticas e como
antitérmico. Farmacologicamente, estes extratos também apresentam atividades
antioxidante e anti-hipertensiva bastante contundentes, tanto in vitro como in vivo.
Atividades imunomoduladora e antipirética foram observada em ratos e coelhos. Acédo
diurética-depurativa, representada por reducdes de creatinina, &cido drico, citratos,
tartaratos, fosfatos, sodio, célcio e potassio, na urina, foi observada em humanos. Em
adicéo, reducdo da hipertensdo na rede vascular renal foi relatada quando extratos de H.
sabdariffa eram administrados de maneira sistematica (ALI et al., 2005; CHEN et al.,
2003; ODIGIE et al., 2003). Wahabi et al. (2010), em trabalho de revisdo, comprovaram a
eficacia dos extratos de H. sabdariffa no tratamento da hipertensdo, quando administrados
sistematicamente. Oleos provenientes de suas sementes apresentaram efeito inibitdrio
sobre algumas bacteérias e fungos (ALI et al., 2005). Atividades antibacteriana e citotoxica

de extratos metanolicos proveniente das flores de H. sebdariffa também foram observadas
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(OLALEYE, 2007). Esta espécie de Hibiscus também apresentou atividade antioxidante
oriunda de extratos aquosos das pétalas, a qual tem sido atribuida a presenca de
antocianinas (TSAI et al., 2002; TSENG et al., 1997). Estudos fitoquimicos com H.
esculentus revelaram a presenca de citronelol, o qual foi responsavel pela acéo
anticonvulsivante e antibacteriana desta espécie (SOUZA; SILVA, 2006). Atividade
antibacteriana também foi atribuida a 1,8-cineol de H. esculentus (KOTAN et al., 2007).

De modo geral, grande parte das atividades farmacoldgicas tem sido atribuida a
presenca do variavel conteudo de polifenois dos diferentes tipos de extratos. Entretanto,
tal contetdo é mal definido em termos de conteddo minimo desencadeador de efeito, e
quando descrito é de forma genérica e pobremente qualificado, como aqueles extratos que
revelam misturas complexas de antocianinas, acidos fenodlicos e organicos e flavonoides
(DA-COSTA-ROCHA). Assim sendo, ainda parece nebulosa a origem das varias
atividades bioldgicas apresentadas pelos diferentes extratos das inimeras espécies de
Hibiscus, embora sejam bastante contundentes. Um forte exemplo das ambiguidades das
atividades farmacoldgicas provocadas pelos constituintes de H. sabdariffa pode ser
acompanhado pela Tabela 2.

Tabela 2 — Atividades farmacoldgicas possivelmente atribuidas aos compostos fenélicos

Tipoe Parte Da L Composto
Extrato Planta Atividade Reponséavel
Alcoolico Flores Antispasmodica Poliphenols.
Antibacteriana
Aquoso Calices (Flores) Antifangica Protocatechuic Acid
Antiparasitica
Aquos./Metandl. Calices (Flores) Antibacteriana -
Aquoso -
~ Etanodlico Calices (Flores) Antibacteriana ) -
Ac. Protocateico Ac. protocateico
Cru Sementes Antibacteriana
Aquoso Antipireética, Flavonoides,
Etandlico Calices (Flores) Antinoceptiva Polissacarideos
Aquos./Etanol. Anti-inflamatoria Acidos organicos
Aquoso Flores Antioxidante .
. Antocianinas
Etandlico Sementes Hepatoprotetora -
. (delfinidina-3-
Aquos./Etandl. Folhas Nefroprotetora o "
glicosideo) e Ac.
Protocateico

Continua...



30

Continuagao...

Parte da Planta

Atividade

Responséavel
Extrato i Nefroprotetora Polifendis
Polifenol Antilitiase
AQquoso Antioxidante Antocianinas

Extrato Antocianina

Calices (Flores)

Hepatoprotective

Ac. Protocateico

. - Nefroprotetora
Aquos./Etandl. Célices (Flores) Antilitiase -
) - Diurético Antocianinas
Aquos./Etandl. Célices (Flores) Redutor de Na
Anticancerigeno
(prevencao) =
Antioxidante e Antocianinas
- Apoptético (delfinidina-3-
i Calices (Flores) Antileucémico sambubiosideo)
Anticancer de pele Ac. Protocateico
Anticancer de
estdmago
. Folhas Anticancerigeno Polifentis
Anticancer de postata
AQquoso Célices (Flores) Colesterolinémico Antocianinas
Etanolico Folhas Anti-ateroesclerotico Ac. Protocateico
Aquoso Calices (Flores) Anti-obesidade Antocianinas
AQuoso Planta inteira Anti-obesidade Polifenois (ef. Maior)
Etanolico Calices (Flores) Anti-obesidade Polifenois
Etandlico Sementes Lactante -
Extrato Polifenélico - Antidiabética Polifendis
Polifenois
Etandlico Flores Antidiabética Ac. Protocateico e
correlatos
Antocianinas:
Aquoso/quente Calices (Flores) Anti-hipertensiva hibiscina e
gossipicianina
Agquoso/quente/ferme - Anti-anémica/ Ferro, chq,(}almo ¢
« Calices (Flores) g ] Magnésio
ntacao Antitripanossomiase

Ac. Ascorbico

Fonte: DA-COSTA-ROCHA et al., 2014.

2.2.4. O género Pavonia

Pavonia constitui um grande género floristico com cerca de 250 espécies, sendo

134 delas de ocorréncia brasileira e largamente utilizadas na medicina popular de diversos
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paises como India, Tanzania e Brasil, para tratamento de disenteria, hemorragias
intestinais, tratamento de doencas neoplasicas e microbianas (MOSTARDEIRO et al.,
2014). Diferentes espécies de Pavonia séo utilizadas e indicadas na medicina popular do
Brasil e em paises de clima tropical e subtropical para combater tumores de prostata;
adicionalmente agem como bactericida, vermifugo e purgativo. As folhas de P. varians
Moric., mais conhecida como cabeca de boi, sdo utilizadas, no Brasil, para combater
infeccdes do aparelho digestivo, bem como inflamacgdes da boca e garganta (LEAL,
2008). Pavonia zeylanica Cav. é usada como vermifugo e purgativo por nativos do
Zambia e India (TIWARI; MINOCHA, 1980). A espécie P. distinguenda é usada na
medicina popular principalmente como antibacteriana e para tratamento de tumores de
prostata (MARASCIULO et al., 2006), enquanto que P. varians o € para infec¢des do
aparelho digestivo (LEAL, 2008). Pavonia cancellata, conhecida como corda-de-viola ou
malva rasteira vem sendo utilizada como cataplasma e contra furunculoses, na medicina
popular (AGRA et al, 2007).

Existem alguns estudos sobre espécies de Pavonia que apresentam atividade
biolégica. Efeito antimicrobiano, analgésico, larvicida, antiespasmodico, anti-
hipertensivo, antinoceptivo, anti-inflamatorio, hepatoprotetor, bem como atividade
antioxidante, tém sido relatados em varios estudos (MOSTARDEIRO et al., 2014).
Pavonia odorata, cujo extrato metanolico exibiu propriedade citotoxica e acdo
antioxidante (SELVAN et al., 2007). Extratos cetdnicos de partes aéreas de P. zeylanica
foram testados contra larva do mosquito Culex quinquefasciatus, apresentando excelentes
resultados (VAHITHA et al., 2002). Atividade antioxidante foi constatada a partir de
testes com extratos etanolicos de Pavonia cancellata, (ALBUQUERQUE, 2015).

Estudos recentes revelaram que varios compostos fenolicos extraidos do extrato
bruto e de suas fracbes de partes aéreas de P. xanthogloea apresentaram atividade
citoprotetora, combatendo citotoxicidade induzida in vitro de linfécitos humanos
(MOSTARDEIRO et al., 2014). Efeito antimicético também foi observado contra
Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Fusarium culmorum, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas syringae e Erwinia amylovora usando extratos aquosos, metanolicos e
fracéo acetato de etila de plantas de Pavonia urens (BOER et al., 2005).

Recentemente, estudos do extrato hidroalcodlico do caule de P. alnifolia
mostraram atividade hipotensora (ANDRADE et al., 2012) e extrato etanolico do caules e
das folhas de P. zeylanca exibiram atividade laxativa, antidiabética, em ratos. Extrato

aquoso desta mesma espécie também apresentou analgésica e anti-inflamatoria, além da
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antidiabética, em ratos (HEPCY KALARANI et al., 2012a,b,c). O extrato total das folhas
de P. multiflora apresentou atividade inibitoria da catepsina K e VV com concentracdo de
500 pg/mL (LOPES, 2014). Catepsinas sdo peptidases, envolvidas na degradagdo de
proteinas nos lisossomos ou em outras organelas e atuam em processos patologicos, como
a osteoporese e canceres de varias etiologias. Sdo cerca de 15, ao todo, mas em
mamiferos sdo apenas, algumas. Sao intituladas de catepsina A, B, C, D, E, F, G, H, K, L,
O, V, W, X e catepsina Z. Para exemplificar, catepsina K é uma potente enzima que
degrada a matriz extracelular em osteoclastos, enquanto que a catepsina B esta envolvida
nos processos de desmielinizacdo neuronal, na artrite reumatoide, enfizema pulmonar e
invasibilidade neoplésica (BECHET et al., 2005; KUESTER et al., 2008; MARQUES,
2011; PALERMO; JOYCE, 2007; TURK; GUNCAR, 2003). Existem crescentes
evidéncias da contribuicdo das catepsinas lisossomais nos eventos proteoliticos
relacionados a progressao tumoral, ao desenvolvimento e progressdo das doencas
cardiovasculares, incluindo aterosclerose e formacdo de aneurismas, e na reabsorcéo
6ssea (osteoporose). Em situacdes patoldgicas, a catepsina V € considerada um potente
marcador de diagndstico de tumores no célon e estd diretamente associada ao processo de
desenvolvimento da aterosclerose (HOSTETTMANN et al., 2003; ROUHI, 2003;
SANTA MARIA et al., 1998; YASUDA, 2004).

O potencial econémico de algumas espécies de Pavonia se deve a sua utilizagdo
como fonte de fibras na cordoaria e aniagem. Outras espécies, devido a beleza de suas
flores apresentam um grande potencial ornamental (COSTA, 2006). Muito recentemente,
estudos alusivos a fitoquimica de P. multiflora, isolou 10 novos metabdlitos, sendo
loliolide e taraxerol 4-methoxybenzoate identificados como potentes inibidores
fotossintéticos, os quais promissoramente sdo indicados como herbicidas naturais
(LOPES et al., 2016).

2.2.5. O género Sida

A relevancia etnofamacoldgoica deste género reside no fato de que diversas
populagdes do mundo, como india, China e paises dos continentes Africano e Americano,
utilizam espécies de Sida, ha séculos, para prevencdo e tratamento de diferentes
enfermidades, como diarréia, desinteria, infecgdes gastro-intestinais, epiteliais e urinarias,
malaria e outros tipos de febres, problemas de parto, problemas cardiacos e do sistema

nervoso, tuberculose, asma, bronquite e outros problemas respiratorios, reumatismos e
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inUmeras outras infeccdes. Em adicdo, espéecies deste género tem sido largamente
utilizadas como auxiliar na perda de peso (DINDA et al., 2015). Sida rhombifolia L.,
conhecida como “guanxuma”, “malva”, ‘“vassoura-do-campo”, ‘“mata-pasto” ou
“vassourinha”, ¢ amplamente empregada na medicina caseira, como emoliente, tonica,
estomaquica, febrifuga, calmante, anti-hemorroidal, anti-diarréico e para aliviar dores
ocasionadas por picadas de insetos. Na india, a infusdo de suas raizes é utilizada no
tratamento do reumatismo. Sida carpinifolia (L.f.) K. Schum e Sidastrum micranthum (A.
St.-Hill.) Frixell, outras espécies de malvaceas, possuem caracteristicas e propriedades
semelhantes (LORENZI; MATQOS, 2002).

O extrato bruto e alguns isolados exibiram amplo espectro de acdo, tanto in vivo,
como in vitro, principalmente no que se refere aos efeitos antimicrobiano, analgésico,
anti-inflamatorio, abortivo, antimalarico, antituberculose, antidiabético e antiobesidade,
além de efeito nefro, neuro e cardio protetor, entre outros. Efeito citotoxico foi observado
em apenas trés espécies de Sida, quando extratos brutos eram administrados de forma oral
em ratos. Tais atividades farmacoldgicas tém sido atribuidas a presenca de alcaloides,
flavonoides e outros compostos fenolicos e ecdisteroides (DINDA et al., 2015).
Estigmasterol e luteolina, portadores de atividade anticancerigena, foram encontrados em
S. acuta e de Sida galheirensis (AWAD et al., 2005; JU et al., 2007). Atividade
antibacteriana foi atribuida a criptolepina de S. acuta (SAWER, 2005), a luteolina
(BASILE, 1999) e acido salicilico (HUANG, 1993), de S. galheirensis e a hipaforina de
S. spinosa (DIAS FILHO et al., 2002). Estes resultados indicam que mais atencdo deve
ser dada as espéecies Sida acuta, S. cordifolia, S. spinosa, S. rhombifolia e S.
veronicaefolia no que se refere a seus usos para controle e tratamento da diarréia,
disenteria, infeccbes gastrointestinais e urinarias, doencas de pele, asma, bronquite e
demais problemas respiratérios, adversidades pos-parto e abortos, malaria, alteracdes
cardiacas e nervosas, no tratamento adjuvante a perda de peso, reumatismos e outras
inflamacdes. Além disso, sdo raros os estudos que oferecem seguranga ao USO
etnofarmacoldgico das espécies de Sida e suas preparacdes comerciais locais ou globais
(DINDA et al., 2015). O extrato etandlico de Sida rhombifolia L. tem apresentado
atividade vasorrelaxante (CHAVES et al., 2013), além de fraca citotoxicidade (PIEME et
al., 2010).

Sida rhomboidea Roxb, é uma erva encontrada em pantanos da india cujas raizes

e folhas sdo usadas como tdnico, para cura de febres, doencas do coragédo e todos os tipos
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de inflamacdo. Estudos farmacologicos desta planta indicaram sua atividade
antinociceptiva e anti-inflamatoria (VENKATESH et al., 1999).

Sida cordifolia L., é conhecida no Brasil como malva branca ou malva branca
sedosa e tradicionalmente utilizada no tratamento de estomatites, blenorragia, bronquite
asmatica e congestdo nasal. No nordeste brasileiro, esta e outras espécies de Sida sdo
comumente usadas pra atenuacdo dos efeitos contra mordedura de animais peconhentos,
principalmente de cobras, como analgeésico, anti-inflamatério, e antinoceptivo (SILVA et
al., 2006a; SILVA et al.,, 2006b). Os efeitos anti-inflamatorio e analgésico foram
investigados para os extratos aquosos desta planta, mostrando-se bastante significativos,
comprovando sua utilizacdo popular (FRANCO et al., 2005; FRANZOTTI et al., 2000).
Sida cordifolia também apresentou atividade antibiética decorrente da presenca de 6leos
essenciais (NUNES et al., 2006). Algumas espécies de Sida séo referidas como uma
droga conhecida por “bala” na medicina ayuvédica (DEOKULE; PATALE, 2002) e
utilizada no tratamento de leucorréia, gonorréia, reumatismos e da dor ciatica, enquanto
no Ird, é utilizada no tratamento de disenteria (LEAL, 2008). Estudos farmacoldgicos em
modelos animais utilizando extratos de S. cordifolia e S. rhomboidea, indicaram atividade
antinociceptiva e anti-inflamatoria comprovando sua utilizacdo popular (ALAM et al.,
1991; FRANZOTTI et al., 2000; SUTRADHAR et al., 2006; VENKATESH et al., 1999).

2.2.6. O género Luehea

Estudos relatam que folhas de L. divaricata sdo empregadas na etnofarmacologia
para controle e/ou tratamento de diversas enfermidades, em decorréncia de suas
atividades farmacolo6gicas: antitérmica, contra disenteria, afec¢des gastrointestinais e
hepaticas, leucorréia, reumatismos e artrites, blenorragia, sangramentos, tumores, Ulceras
e feridas e gangrena. As hastes e caules sdo usados como anti-inflamatério; cascas e
partes aéreas sao utilizadas para a cura de afeccOes epiteliais e a raiz € depurativa.
Infusdes de folhas de L. divaricata contém numerosos polifendis, flavonoides, taninos,
saponinas e mucilagens, aos quais tem sido atribuida as propriedades antioxidantes
(PORT'S et al., 2013). AcGes analgeésica, diurética, antiespasmaodicas e antitussigena séo
atribuidas ao uso de infusdo das folhas e flores (ALICE et al., 1995; BERNARDI-
WENZEL et al., 2013; TANAKA et al., 2005). Os mesmos efeitos sdo obtidos alem da

exibicdo de propriedades antin-inflamatoria, antimicrobiana (infecgdes respiratorias,
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intestinais e leucorréias), antirreumatica e vermifuga quando extratos das cascas sdo
usados pela populacéo nativa, no Brasil (ROSA et al., 2014).

As cascas, folhas e flores de L. divaricata sdo usadas tradicionalmente pela
populagdo como cicatrizante externo, antiartritico, antileucorréico, diurético, em afec¢des
do aparelho respiratério e urinario. As raizes tém uso como depurativo e anti-inflamatério
e as folhas sdo empregadas nos casos de disenteria, reumatismo, blenorragia e ainda como
calmante e antiespasmddico. As familias da cultura Mbya-Guarani, no municipio de
Viamao/RS, utilizam as folhas de Luehea divaricata com o propésito de prevenir
afeccdes bucais (WALKER et al., 2008).

Compostos de fungos endofiticos isolados de folhas de L. divaricata apresentam
atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas em animais, como Escherichia coli
e Staphylococcus aureus e fitopatdgeno. Esta atividade antibiosis indica um papel na
protecdo da planta contra patdgenos microbianos na natureza, com potencial para
aplicacGes farmacéuticas e agricolas. Parece que o exame da comunidade microbiana
associada com plantas medicinais das regides tropicais tem potencial como uma estratégia
atil para procurar espécies com aplicacfes biotecnoldgicas. A presenca de fungos
endofiticos em hospedeiros pode beneficia-los. Isso porque eles colonizam um nicho
ecologico muito semelhante ao ocupado pelos fitopatdgenos, que habitam os espacos
intracelulares, interagindo intimamente com seu anfitrido (TANAKA et al.,, 2003;
BERNARDI-WENZEL et al., 2013).

Souza et al. (2004), em decorréncia de um estudo etnofarmacolégico, avaliaram o
potencial antimicrobiano de algumas plantas usadas no Brasil, mais precisamente no
estado do Rio Grande do Sul. Utilizando o método de difusdo em 4&gar, os autores
constataram que o extrato metandlico de L. divaricata apresentava atividade contra a
bactéria Micrococcus luteus. O extrato ndo apresentou nenhuma atividade contra
bactérias, como Staphylococcus aureus e S. epidermidis, Escherichia coli, além da
levedura Candida albicans.

Lopes et al. (1990) avaliaram a atividade anti-inflamatoria da espécie L.
divaricata. A partir de um experimento utilizando o extrato aquoso obtido de folhas secas
da planta, os autores empregaram o teste do edema da pata do rato, induzido por
carragenina. Aplicalcdo do extrato na dose de 150 mg/kg administrada
intraperitonealmente obteve o pico maximo de reducéo do edema.

Estudos recentes revelaram que extratos hidroalcodlicos de folhas de L. divaricata

mostraram atividade anti-inflamatoria, analgésica e imunoestimuladora (ROSA et al.,
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2014). Seus extratos aquosos ainda foram capazes de apresentar propriedades anti-
degenerativa do sistema nervo central, e antioxidante, mas atividade antimutagénica foi
detectada em extratos aquosos das cascas de partes aéreas (COURTES et al., 2015).
Atividade antioxidante e anticolinesterase em modelo in vivo usando 0 nematoide
Caenorhabditis elegans foi observada, quando extratos de folhas de L. divaricata eram
administrados neste sistema. (ARANTES et al., 2014.)

Anélises de extratos de L. divaricata revelaram propriedades antifungicas com
amplo espectro de atividade contra dermatofitos. Extrato aquoso de L. divaricata
apresentou atividade genotoxica no teste de Ames. Tais extratos também tém sido
utilizados no tratamento da disenteria leucorréia, reumatismo, gonorréia, tumores,
afeccOes epiteliais e bronquite e largamente utilizados como depurativo e anti-
inflamatdrio (BERNARDI-WENZEL et al., 2013; TANAKA et al., 2005).

Outras espécies de acoita-cavalo presentes em outros biomas brasileiros, como L.
candicans Mart. et Zucc., que habita o cerrado brasileiro, também sdo consideradas
plantas medicinais muito importantes pelas populacGes locais. Os extratos metandlicos
brutos de ramos e folhas de L. cadicans foram capazes de inibir o crescimento de
linhagens celulares de cancer renal. Extratos hexanico e derivados, cloroférmio e metanol
apresentaram uma alta seletividade e pronunciada atividade citostatica contra células
cancerosas renais. (SILVA et al., 2012).

A presenca de flavonoides, tais como a vitexina e &cido maslinico pode ser
associada com a indicacdo popular de sua formacdo, propriedades anti-inflamatoria e
antitumoral. Extratos de L.divaricata tém apresentado atividade antioxidante e
propriedades analgésicas. Seu extrato também mostrou citotoxicidade contra linhagens de
células tumorais. Outra indicacdo citada é no tratamento das doencas pulmonares e vias
respiratorias superiores. No entanto ndo hd nenhuma evidencia cientifica sobre a sua
atividade de regulacdo em tosse, enquanto suas propriedades antibiéticas também variam.
Alem disso, 0 extrato de L. divaricata mostrou inibir fortemente o crescimento de
S.aureus, S.epidermitis, Klebsiella pneumoniae, E.coli (BIESKI et al., 2012; TANAKA et
al., 2005). Diversos ensaios in vivo e in vitro vém comprovando e determinando a ampla
variedade das atividades bioldgicas dos flavonoides. Em seres humanos e animais, estes
compostos apresentam efeitos potenciais como antioxidantes, anti-inflamatororio,
protetor cardiaco, analgésico, antialérgico, antitumoral, anti-diabético, cicatrizante, entre
outros (SIMOES et al., 2010). Produtos naturais extraidos de plantas que pertencem a

familia Malvaceae sdo utilizados no tratamento de muitas doengas, entre elas picadas de
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cobra, asma, distdrbios gastrointestinais e reumatismo, como diuréticos, entre outros
(GOMES et al., 2011a; MAGANHA et al., 2010). Estudos fitoquimicos de L. divaricata
tém relatado que algumas espécies pertencentes a este género sdo usadas como remédios
naturais para tratar reumatismo e hemorragia. Flavonoides, saponinas e triterpenos
constituem os principais produtos quimicos (ALVES et al., 2014).

Bianchi et al. (1991) realizaram estudos de toxicidade aguda e sub-aguda com a
espécie L. divaricata. Em ambos os estudos foram utilizados camundongos Swiss,
machos. O extrato alcodlico administrado por via intraperitoneal, nas doses de 250 mg/kg
e 500 mg/kg desencadearam diarréia e ericamento do pélo, nas 72 horas em que foram
observados no teste de toxicidade aguda. Obitos de 50% dos animais foram evidenciados,
utilizando dose de 500 mg/kg em 48 horas. Para o teste de toxicidade sub-aguda, os
autores administraram a dose de 25 mg/kg de extrato aquoso e alcodlico por via
intraperitoneal, uma vez por semana durante 8 dias. O extrato aquoso desencadeou a
morte de um animal apds a 8?2 dose, diferentemente do extrato alcodlico, que nesta dose
ndo desencadeou nenhum obito.

Folhas de L. divaricata sdo comercializadas como fitoterapicos (BERNARDI-
WENZEL et al., 2013; TANAKA et al., 2003) e, considerando-se que medicamentos a
base de plantas, por vezes podem provocar tumores ou prevenir eventos de mutacéo, €
importante estudar a agdo desses fitomedicamentos naturais no DNA. Extratos aquosos de
L. divaricata administrados conjuntamente com doxorubicina (droga indutora de
neoplasias) impediram a formacdo de tumores, em drosoéfilas, neutralizando a acdo da
droga e inibindo os efeitos tdxicos sobre o DNA, protegendo-o, de modo a néo

desencadear proliferagfa celular desordenada (FELICIO et al., 2011).

2.3 FITOQUIMICA DOS PRINCIPAIS GENEROS MEDICINAIS DA FAMILIA
MALVACEAE

Estudos cientificos com espécies desta familia, realizados por varios grupos de
pesquisa, tém demonstrado a riqueza de seus constituintes quimicos, muitos dos quais
sendo descritos pela primeira vez na literatura e pertencentes as mais variadas classes de
compostos, que surpreendem pelo potencial farmacoldgico, quando testados in vitro e in
vivo (BOVINI et al., 2001; OTERO et al., 2000). Alguns constituintes quimicos ja foram
isolados de espécies desta familia, por exemplo, compostos pertencentes a classe dos
acidos graxos (COSTA et al., 2009; NAKATANI et al., 1986; SCHMID; PATTERSON,
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1988; SILVA et al., 2006a,b; VICKERY, 1980), terpendides (AMES; MACLEOD, 1990;
SILVA et al., 2006a,b), esterdides (ALI et al., 2014; COSTA et al.,, 2007; GOYAL;
RANI, 1988) e fitoesterois (TODARWAL et al., 2011), esfingolipideos, triterpenos e
iridéides (ALI et al., 2014; COSTA et al., 2009), alcaloides (GUANATILAKA et al.,
1980), flavonoides (ALI et al., 2014; COSTA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2012;
SILVA et al., 2005; SILVA et al, 2006a,b; WOLLENWEBER; DORR, 1996), cumarinas
(SILVA et al., 2007), &cidos fendlicos (COSTA et al, 2007; SILVA et al, 2007) e outros
compostos fendlicos (LEAL, 2008), betainas (BLUNDEN et al., 2001), especialmente as
glicilbetainas (GORHAM, 1996), alcaloides (GHOSAL et al., 1975). Em adicdo, outro
estudo relativo a fitoquimica da familia Malvaceae descreve o isolamento de OGleos
essenciais, sesquiterpenoides do tipo cadineno (para as quais tem sido atribuida atividade
inseticida) e lactonas sesquiterpénicas, (COSTA et al., 2009).

Acidos graxos palmitico (C16:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2), e
“ciclopropenoicos/ciclopropénicos” podem ser encontrados em oOleos de sementes de
varias espécies das ordens Malvales (onde se encontra taxonomicamente classificada o
género Luehea), Fabales e Sapindales e de inUmeras gimnospermas, mas, apenas
ocasionalmente sdo encontrados em outras partes das plantas (OLIVEIRA et al., 2012;
SCHMID; PATTERSON, 1988; SILVA et al., 2010). Alguns destes acidos graxos sdo
bastante incomuns e contém um anel de trés membros no centro de suas cadeias de 18 e
17 carbonos, conforme Figura 2. Além do seu papel como produto de armazenamento,
estes acidos graxos ciclopropendicos tém acdo antimicotica e sdo considerados

marcadores, na quimiotaxonomia, da familia Malvaceae.
Figura 2 — Acidos graxos marcadores na quimiotaxonomia da familia Malvaceae
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Estruturas quimicas de: (A) Acido estercalico (C19: 4cido 1, [8-(2-octil-1-ciclopropenil) octandico] e (B)
acido malvalico (C18:1, [7-(2-octil-1-ciclopropenil) heptanéico]).
Fonte: HERRERA-MEZA et al., 2014.
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Acidos graxos com ligacdes duplas e triplas conjugadas com carbonilas no interior
da cadeia carbonada sdo os principais marcadores (HERRERA-MEZA et al., 2014,
SCHMID; PATTERSON, 1988). Ja os esfingolipideos aparecem concentrados no género
Abutilon, também pertencente a familia Malvaceae (HMEDS et al., 1990).

Também fazem parte da constituicdo quimica de varias espécies de malvéaceas,
éteres metilicos com enonas conjugadas, confirmando a variabilidade estrutural dos
acidos graxos desta familia (NAKATANI et al., 1994).

Acidos fendlicos e flavonoides (agliconas e glicosilados) e outros compostos
fenolicos, aparecem na maioria das espécies de Malvaceae além de, com frequéncia,
serem compostos majoritarios nos extratos brutos. As contundentes atividades
antioxidantes exibidas pelas espécies de Malvaceae tém sido atribuidas, em grande parte,
a esta classe de compostos (COSTA et al., 2009; GORHAM, 1996; OLIVEIRA et al.,
2012). Compostos fenolicos extraidos das cascas dos caules com atividades antioxidantes
também podem ser encontrados em espécis do género Sterculia (COSTA et al., 2010). O
género Herissantia apresenta, em sua constituicdo, &cidos graxos, triterpenos, esteroides,
acidos fenolicos, flavonoides e glicosideos flavonoidicos (COSTA et al., 2007; SILVA et
al., 2005; SILVA et al., 2009). A ocorréncia de flavonoides em Malvaceas € ampla,
alguns deles sdo bastante conhecidos como a luteolina e quercetina (WOLLENWEBER,;
DORR, 1996) por serem isolados de muitas espécies, principalmente daquelas dos
géneros Sida, Herissantia e Sidastrum (COSTA et al., 2007; GOMES et al., 2011b;
SILVA et al., 2006a).

Outros compostos nitrogenados, como alcaloides, glicinas betainas, as quais
também aparecem em abundéncia, além das saponinas esteroidais e triterpénicas
(glicosiladas ou ndo) sdo igualmente encontrados comummente nos membros desta
familia (COSTA et al.,, 2009; GORHAM, 1996). InvestigacGes alusivas a diversas
espécies da familia Malvacea tem revelado a ocorréncia de esterois e terpenos (mono-,
sesqui- e triterpenos). Triterpenos como a- e B-amirina e aqueles pertencentes a série dos
ursenos e esteroide sitosterol, aparecem quase que ubiquamente nesta familia. (COSTA et
al., 2009; GORHAM, 1996; HMEDS et al., 1990; SCHIMID; PATERSON, 1988;).
Esteroides sitosterol, estigmasterol e sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo, juntamente
com os triterpendides pentaciclicos lupeol, 3-B-O-acil lupeol, lupenona e acido betulinico
séo bastante comuns entre as espécies de malvécias, principalmente naquelas pertencentes
ao género Sterculia. Nestas, elas tem sido encontrados nas cascas dos caules (COSTA et

al.,, 2010). Os triterpenos cicloartenol e cicloeucalenol de Herissantia tiubae sdo
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portadores de atividade espasmolitica (GOMES et al, 2005). Em estudos fitoquimicos de
Thespesia populnea L., verificou-se a presenca de alcaloides, carboidratos, glicosideos,
saponinas, proteinas, flavonoides, taninos e compostos fendlicos (YUVARAJ;
SUBRAMONIAM, 2009, YUVARAJ et al.,, 2012). Uma exaustiva lista de alguns
componentes quimicos isolados de diferentes espécies de malvaceas, suas atividades
farmacoldgicas e respectivas estruturas quimicas pode ser encontrada nos Apéndices A e
B.

2.3.1 O género Abutilon:

Espécies do género Abutilon, mostram uma constituicdo quimica diversificada,
que inclui entre outras classes de substancias, as lactonas sesquiterpénicas (SHARMA,;
AHMAD, 1989) e varios esteroides (AHMED et al.,, 1990; AHMED et al., 1991).
Alcaloides, esterois, glicosideos cardiacos, e fendlicos (mutinisideo) e flavonoisideos
(cefacosideo) ja& foram isolados de fracbes n-butandlicas, enquanto que metil-4-
hidroxibenzoato, [-sitosterol-3-O-beta-D-glicopiranosideo, lupeol, taraxacina, 4acido
ursolico, o foram de fracGes etandlicas de A. muticum (KHADABADI; BHAJIPALE,
2010).

Este género é portador de diferentes alcaloides, esteroides, ésteres glicosilados,
triterpenos e iridoides e esfingolipideos. Ceril alcool, a-sitosterol, mistura de p-amirinas,
acidos fendlicos, flavonoides, carboidratos (glicose, frutose e galactose) e aminoacidos.
Terpenos do tipo urseno sao bastante comuns dentro deste género, mas aqueles do tipo
esfingolipideos parecem restitos a determinadas espécies. Grande diversidade de
alcaloides, terpendides, saponinas, flavonoides, principalmente quercetina, taninos e
outros compostos fendlicos tém sido extraidos de folhas e/ou outras partes aéreas de
diferentes espécies do género Abutilon (ALI et al., 2012; 2014; FATIMA et al., 2014,
KHADABADI; BHAJIPALE, 2010; SCHIMID; PATTERSON, 1988). Estudos com A.
indicum revelaram a presenca de sesquiterpeno lactonas, acido galico, [B-sitosterol,
geraniol e cariofilina. Das raizes, ja& foram identificados varios acidos graxos, como
linoleico, oleico, estearico, palmitico, laurico, miristico, caprilico, caprico e um incomum
acido graxo de 17 carbonos, da classe dos ciclopropendicos, 0s quais Sao responsaveis
pela acdo antimicdtica (SCHMID; PATTERSON, 1988), alem dos ja citados sitosterol e
a- e B-amirina. Abutilina A e (R)-N-(1'-metoxicarbonil-2'-feniletil)-4-hidroxibenzamida,

também tem sido encontrados neste género. Extratos de plantas inteiras de espécies de
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Abutilon tem demonstrado reducdo de dano peroxidativo no figado, através da captura de
radicais livres devido a presenca de flavonoides. Flavonoides e seus glicosideos sdo
abundantes em flores de A. indicum e A. grandiflorum, como por exemplo, hipolaetina e
isoscutelareina 8-O-B-glicuronopiranosideo 3-O-sulfato, em conjunto com hipolaetina 8-
O-B-glicuronopiranosideo, também encontrados nas folhas de A. indicum. As flavonas:
luteolina, chrisoeriol, apigenina 7-O-beta-glicopiranosideo foram encontradas apenas nas
flores de A. indicum (KHADABADI; BHAJIPALE, 2010; SCHIMID; PATTERSON,
1988). Outros flavonoides C-glicopiranosideos foram encontrados em A. pakistanicum
(HUSSAIN et al., 2008). A quantidade de compostos fendlicos biologicamente ativos
presentes neste género desperta consideravel interesse comercial, inclusive como
flavorizante (KHADABADI; BHAJIPALE, 2010; SCHIMID; PATTERSON, 1988).

2.3.2 O género Gossypium:

Estudos qualitativos da fitoquimica de extratos das espécies de Gossypium tém
revelado a presenca de carboidratos, saponinas, esterois, glicosideos, flavonoides, taninos
e outros compostos fenolicos, como o principal pigmento, o gossipol, que esta presente
cerca de 0,4-2% da massa seca das sementes. Gossipol € um dialdeido polifendlico
(Figura 3), isolado das sementes, troncos e raizes do algoddo (Gossypium sp.), é o
principal constituinte do algodoeiro (LORENZI; MATOS, 2002; KHALEEQUR et al.,
2012). Quimicamente, o gossipol é um composto quiral e apresenta dois atropoisémeros:
(@aR)-(-)- e (aS)-(+)-gossipol (Figura 3) e por isso exibem sua atividades biologicas em
diferentes niveis de intensidade (KHALEEQUR et al., 2012; SANTOS et al., 2007). A
presenca de seis hidroxilas fendlicas e dois grupos aldeidicos (Figura 3), tornam esta
molécula bastante reativa e reponsavel pelas reacdes de ozonolises. Outros pigmentos
como gossypupurina, gossifulvina, gossicaerulina, carotenoides, flavonas e pigmentos

amarelos, também se fazem presente nas sementes. (KHALEEQUR et al., 2012).
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Figura 3 — Estrurura quimica dos atropoisdmeros do Gossipol
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(a) (aR)-(-)-gossipol; (b) (aS)-(+)-gossipol
Fonte: Santos et al., 2007.

A fracdo ndo saponificdvel do Oleo de sementes do algoddo indiano contém
sitorterol e ergosterol, lipideos, &cidos graxos oleico, palmitico e linoleico, além do
pigmento polifendlico gossipol. Saponinas, acido latico, colina e betainas e compostos
ricos em sulfidrilas e compostos fosforados, como fitinas e fosfatideos, também compde a
fracdo organica das sementes. As sementes também sdo portadoras de glicosideos,
esterois, resinas, saponinas, carboidratos, taninos e compostos fenodlicos. Proteinas,
enzimas (lipases, catases, peroxidases e fitases) e aminoacidos, bem como iodina, fluorina
e altos teores de todas as vitaminas. Cobre, boro, zinco, niquel, estréncio e bario compde
a fragdo mineral das sementes (KHALEEQUR et al., 2012).

O género Gossypium também é conhecido por produzir sesquiterpenoides com
esqueleto carbdnico tipo cadineno, aos quais tem sido atribuida uma atividade
antioxidante, presentes, e bisabolol, com atividade anti-inflamatoria, principalmente, em
G. hirsutum (SARTORI et al., 2003; SOUZA et al., 2005; STIPANOVIC et al., 1980).

As concentracdes destas substancias nas plantas da familia Malvaceae tém sido
atribuidas a atividade de resisténcia a insetos e doencas. Mas 0 género Gossypium tem
apresentado flavonoides contendo unidades de agucar, como quercimetrina e quercetina
3-0-glicosideo, os quais tem sido relatados como responsaveis pela resisténcia de
algumas espécies de algoddo contra insetos (WAAGE; HEDIN, 1984). Gossypium
herbaceum também apresenta flavonoides com atividade antioxidante e inibidora da
enzima acetilclinesterase (ZHAO et al., 2013). Extratos hidroalcodlicos de raizes G.
herbaceum, mais conhecido como algoddo asiatico e que ocorre no meio oeste do
continente africano, oeste da India, e paises da Asia central como Ird, Afeganistio, RUssia
e Turkistdo, apresentou carboidratos, saponinas, amido, taninos e outros compostos

fenolicos. As demais classes de metabdlitos estavam ausentes nas raizes (KHALEEQUR
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et al., 2012). Extratos de folhas secas e pulverizadas de G. herbaceum mostraram
presenca de carboidratos, taninos, flavonoides e outros compostos fenoélicos, saponinsa,
glicosideos e esterois (KUMAR et al., 2011).

2.3.3 O género Hibiscus

Os principais constituintes com atividades farmacol6gicas em H. sabdariffa séo:
acidos orgénicos, antocianinas, polissacarideos e flavonoides (DA-COSTA-ROCHA et
al., 2014). Antocianinas com propriedades antioxidantes foram escontradas nas flores
desta espécie (TSAI et al., 2002). Pigmentos antocianicos presentes nesta espécie tem
sido responsabilizados pelos efeitos benéficos sobre a pressao sanguinea, febre e doengas
hepaticas (ALI et al., 2005). Extratos metanolicos de H. sabdariffa tem revelado a
presenca de alcaloides, flavonoides, saponinas e glicosideos cardiacos (cardenolideo)
(OLALEYE, 2007).

Acidos organicos como os acidos 3,4-dihidroxibenzéico, maélico, citrico, hidroxi-
citrico, hibiscus, tartarico, oxalico e ascorbico foram relatados nas flores de H. sabdariffa.
Interessantemente, nem sempre estes compostos estavam presentes todas as vezes a que
esta espécie fora submetida a extracdo. Acido hibiscus também foram encontrados em
folhas de H. sabdariffa. Tal fato foi atribuido ao grau de desenvolvimento floral,
distribuicdo geogradica, sazonalidade e ao estado de Umidade (flores frescas ou secas).
Acidos clorogénico, protocateico (acido 3,4-di-hidrobenzdico), pelargonidico, elagico e
compostos corelatos do &cido cinamico (&cidos cafeico, ferulico e p-cumarico) e quinico
foram obtidos de extratos metandlicos e aquosos de flores e folhas secas de H. sabdariffa
(ALl et al., 2005; DA-COSTA-ROCHA et al., 2014).

Antocianinas cianidina e delfinidinas, bem como suas derivadas, glicosiladas ou
ndo, incluindo crisantenina (cianidina-3-glicosideo) gossipicianina (cianidina-3-
sambubiosideo) e hibiscina (delfinidina-3-sambubiosideo) foram encontradas nas flores
de H. sabdariffa, embora cianidina-3,5-diglicosideo e cianidina-3-(2G-
glicosilrutinosideo) tenham sido encontradas somente em H. sabdariffa var. altissima
(ALI et al.,, 2005; DA-COSTA-ROCHA et al.,, 2014). Antocianinas tém sido
responsabilizadas pelas acOes terapéuticas imputadas as especies de Hibiscus (ALI et al.,
2005).

Das pétalas e/ou flores de H. sabdariffa, diferentes extratos metanolicos

permitiram o isolamento de diversos polifendis dos tipos flavondis e flavanois, tanto em



44

suas formas simples ou polimerisadas e demais flavonoides: quercetina (gliocosilada e
aglicona), rutina (quercetin-3-rutinosideo); luteolina, miricetina, hibiscetina ou
hibiscitrina  (hibiscetina-3-glicosideo), sabdaritrina, sabdaretina (hidroxiflavona),
campferol. Gossipitrina (gossipetina-7-glicosideo), gossitrina (gossipetina-3-glucosideo)
e outras gossipentinas. Alguns destes compostos também foram isolados de Gossypium
indicum e de pétalas de H. altissima. Extratos aquosos de folhas e flores secas de H.
sabdariffa permitiram o isolamento e identificacio dos fendlicos catequina e
galocatequina e galato de galocatequina. Finalmente, glicinabetaina e trigonelina também
estavam presentes nas flores de H. sabdariffa. (ALI et al., 2005; DA-COSTA-ROCHA et
al., 2014).

As pétalas também renderam 65% do peso seco de mucilagens e pectinas, que
hidrolizadas, forneceram galactose, acido galacturnico e rhamnose. Polissacarideos do
tipo arabinanos e arabinogalactanos compunham a fracdo sollvel em &gua, além de
galactose, glicose, rhamnose, manose, Xilose e &cidos anidrourbnico, galacturdnico e
glicurénico foram identificados em flores e folhas de diferentes espécies de hibiscus (ALI
et al., 2005; DA-COSTA-ROCHA).

Mais de 37 compostos volateis foram identificados de diversas partes das flores,
principalmente hidrocarbonetos insaturados, alcoois, aldeidos de 8-13 carbonos e
pertenciam a quatro grupos: derivados de &cidos graxos (2-etilfurano e hexanal), de
acucares (furfural e 5-metil-2-furaldeido), de compostos fendlicos (eugenol), e
terpendides (1,4-cineol e limoneno), sendo furfural, 5-metil-2-furfural, (Z)-3-hexenol, 2-
hexenol, 1-hexenol, o-terpineol os principais (ALI et al., 2005). Acido acético também
foi extraido da fracdo dos voléateis. Em outro estudo, os compostos isolados e
eidentificados foram distribuidos em cinco grupos: aldeidos, alcoois, cetonas e acidos,
sendo estes 0s compostos aromaticos: hexanal, 3-octanona, octanal, 1-octen-3-ona,
nonanal, 2,4-nonadienal (E,E) e geranilacetona (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014).

Das sememntes de H. sabdariffa, colesterol, campasterol, estigmasterol, [3-
sitosterol, a-espinasterol e ergosterol contituiram a fracdo oleosa. (ALl et al., 2005). Mas
as folhas apresentaram [-sitosteril-p-D-galactosideo. Em estudo recente de reviséo sobre
H. sabdariffa, um extenso resumo alusivo aos componentes quimicos de extratos aquosos
das flores foi apresentado por Da-Costa-Rocha et al. (2014), o qual pode ser observado
mais detalhadamente no APENDICE C.

Confirmando a presenca dos compostos citados, estudos fitoquimicos da espécie

H. tiliaceus mostrarm que hibiscusina, hibiscusamida, acido vanillico, acido p-hidréxi-
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benzoico, acido siringico, p-hidréxibenzaldeido, escopolentina, N-trans-feruloiltiramina,
N-cis-feruloiltiramina, B-sitosterol, estigmasterol, B-estigmasteronone, hibiscolactona,
hibisconas, hibiscoquinonas, lapachol, gossipol, gossipetina, manosononas, hiperosideo,
campferol, quercetina, gossipitina, gossitrine e acidos p-coumérico e fumaéricos estdo
presentes em seus Vvarios tipos de extratos (NARENDER et al., 2009).

Da espécie Hibiscus syriacus L. foram isoladas vérias antocianidinas glicosiladas
e seus respectivos derivados esterificados com &cido mevalénico, como aquelas do tipo
delfinidina, petunidina, cianidina e malvidina, peonidina e pelargonidina (KIM et al.,
1989). Hibiscus esculentus contém citronelol, responsavel pela acdo anticonvulsivante e
antibacteriana (SOUZA; SILVA, 2006). Atividade antibacteriana também foi atribuida a
1,8-cineol de H. esculentus (KOTAN et al., 2007).

2.3.4 O género Pavonia:

Espécies deste género se destacam pelas suas varias atividades. A saponina
pavofilina com atividade depurativa foi isolada de Pavonia zeylanica (TIWARI;
MINOCHA, 1980). Esteréides  sitosterol,  sitosterol-3-O-D-glicopiranosideo,
estigmasterol, estigmasterol-3-O-b-D-glicopiranosideo ¢ os compostos fendlicos 4°,5-
dihidroxi-3,7-dimetoxiflavona e canferol 3-O-B-D-(6"’-E-p-coumaroil) glicosideo foram
isolados de P. cancellata (FERNANDES, 2013). A investigacdo fitoquimica da espécie
P. distinguenda também possibilitou a identificacdo de [-sitosterol, lupeol, taraxerol,
germanicol e os flavonoides glicosilados (tilirosideo) e astragalina. Recentemente, o
composto canferol 3-O-B-D-(6’-E-p-coumaroil) glicosideo (tilirosideo) encontrado na
espécie foi relatado como potente hipotensor e vasorrelaxante em artéria mesentérica de
rato, (LEAL, 2008; SILVA et al., 2013). Em P. varians ja foram detectados alcaloides,
taninos, catequinas e saponinas (LEAL, 2008).

Recentemente, um estudo mais minucioso alusivo a fitoquimica da espécie P.
multiflora, permitiu o isolamento e identificacdo do triterpendide derivado do taraxerol, o
p-metoxibenzoato de taraxol, juntamente com outros derivados terpénicos: loliolideo,
vomifoliol, 3-oxo-a-ionol, 4,5-di-hidroblumenol A e blumenol C. Os &cidos fenolicos
vanilico, feralico, p-hidroxibenzoéico, p-coumarico, também foram identificados nos
extratos foliares de P. multiflora. O extrato bruto das folhas apresentou atividade
inibitoria da catepsina K e V com concentragdo de 500 pg/mL, em experimento in vitro

(LOPES et al., 2014). Estudos recentes sobre a fitoquimica de P. multiflora revelou a
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presenca de 10 novos metabolitos na espécie: loliolido, taraxerol 4-metoxi-benzoato,
vomifoliol, 4,5-dihydroblumenol A, 3-oxo-a-ionol, blumenol e os acidos vanilico,
feralico, p-cumarico, p-hidroxi-benzdico, sendo os dois primeiros potentes inibidores da
fotossintese, o que os coloca como herbicidas naturais em potencial (LOPES et al., 2016)

2.3.5. O género Sida:

Estudos relativos ao género Sida tém identificado até o momento, cerca de 142
constituintes quimicos, dentre eles, aqueles pertencentes a classe dos alcaloides (23),
flavonoides (19), ecdisteroides (16), que sdo as principais. Mas mono e triterpenos (5),
tocoferdis (4), lignanas (3), cumarinas (4), esterois (12), compostos fendlicos (10) e
alifaticos (22), feofitinas (4), aminoacidos (16) e outras classes de compostos (4),
inclusive compostos nitrogenados, de menores concentracdes estdo, igualmente, presentes
(DINDA et al., 2015; SILVA et al., 2006b). Alcaloides, flavonoides, compostos fenolicos
e ecdisterdides parecem ser 0s responsaveis pelas atividades farmacoldgicas atribuidas a
este género (DINDA et al., 2015). Estigmasterol e luteolina, portadores de atividade
anticancerigena, foram encontrados em S. acuta (AWAD et al., 2005) e S. galheirensis
(JU et al., 2007), respectivamente. Atividade antibacteriana foi atribuida a criptolepina de
S. acuta (SAWER, 2005), a luteolina (BASILE, 1999) e 4cido salicilico (HUANG, 1993),
de S. galheirensis, e a hipaforina de S. spinosa (DIAS FILHO et al., 2002). Vale ressaltar
que sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo, campferol-3-O-B-D-(6"-E-p-cumaroil)
glicopiranosi- deo e luteolina-7-O-p-D-glicopiranosideo e vérias flavonas estdo presentes,
como na maioria das espécies vegetais. (DINDA et al., 2015; SILVA et al., 2006b).

Este género € reconhecido por suas espécies S. cordifolia, S. spinosa, S. salzmanii,
e S. galheirensis ricas em acido linoleido e outros acidos graxos. (SILVA et al., 2010a).
Além disso, raizes de S. cordifolia atestou a presenca de alcaloides, fendis e saponinas. O
teor de polifendis foi de 0,84% e indice de espuma 100. Em analise fitoquimica de folhas
de S. cordifolia detectou- se a presenca de aminas simpatomiméticas, efedrina e
pseudoefedrina, um potente vasoconstritor, denominado vasocinona (GHOSAL et al.,
1975; PRADO et al., 2005). Uma completa e exaustiva lista dos compostos quimicos
isolados deste género pode ser encontrada nos trabalhos de Revisdo do género de Dinda et
al. (2015) e Silva et al. (2006b).
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2.3.6 O Género Luehea

Estudo fitoquimico do extrato alcodlico de Luehea divaricata, identificaram
taninos, saponinas e flavonoides como rutina, quercetina e vitexina e acido maslinico
(LOPES et al. 1990; PORT'S et al., 2013). Flavonoides aparecem em maior quanridade
que os demais compostos fenolicos, em Luehea divaricata (L. especiosa.) e garante e
atividade antioxidante exibida por esta (PORT'S et al., 2013). A indicacdo do uso de
espécies de Luehea por diferentes populacdo se deve as suas propriedades anti-
inflamatdria e antitumoral, as quais tém sido atribuidas a presenca dos falavonoides
vitexina e acido maslinico (BIESKI et al., 2012; TANAKA et al., 2005). Estudos recentes
com L. divaricata revelaram a presenca de epicatequina, estigmasterol, lupeol e a- e -
amirina em seus extratos (ROSA et al., 2014). Catequina e quercetina foram encontradas
nos extratos aquosos de L. divaricata (PORT'S et al., 2013). Em adic&o, alcaloides, 6leos
ndo volateis, antocianidinas, carotendides e polissacarideos tém sido encontrados em seus
extratos brutos (COURTES et al., 2015). Além destes constituintes quimicos bem
difundidos na familia Malvaceae, existem outros compostos minoritarios de diferentes
classes, como algumas xantonas (CAFFERY et al., 1996), saponinas (TIWARI,
MINOCHA, 1980), naftalenos (YOO et al.,1988) e taninos condensados (LANE et al.,
1981). Segundo Walker e colaboradores (2008), a anélise fitoquimica das folhas da L.
divaricata caracterizou a presenca de flavonoides, saponinas, taninos catéquicos e
mucilagen e alcaloides, 6leos fixos, antocianinas e carotenoide apareceram em menor
quantidade. Tanaka et al. (2005) também isolaram da fracdo acetato de etila a vitexina,
uma flavona C-glicosilada, e da fracdo cloroférmica foi isolado o esteroide glicopiranosil-
sitosterol.

Alves e colaboradores (2014) em estudo realizados com Luehea paniculata
isolaram seis metabolitos das folhas: B-amirina (1), p-amirina-3-acetato (2), acido
maslinico (3), lupenona (4) e &cido oleandlico (5) e rutina (6). O &cido maslinico também
foi isolado de folhas de L. divaricata (WALKER et al., 2008). A vitexina (7), juntamente
com a (-)- epicatequina (8), um flavonoide pertencente a classe dos flavan-3-ol foram
isolados da espécie L. divaricata (TANAKA et al., 2005).
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“OH

O estudo quimico da fracdo cloroférmica do extrato bruto metandlico das folhas
de L. divaricata, proveniente do Brasil, resultou no isolamento do acido 3pB-p-
hidroxibenzoil (9) torméntico e do &cido maslinico (3) e o triterpeno com esqueleto
basico dos ursenos, e uma mistura cuja substancia majoritaria foi o acido maslinico,
triterpeno derivado dos oleanenos (TANAKA et al., 2005).

(9)

Lup-20(29)-en-3p-ol (10), sitosterol (11), 3-B,28-di-idroxilup-20(29)-ene (12),
epicatequina (8) e siringaresinol-(2,6-Bis (4’,4’-O-bis-p-D-glicosideo-3,5’-dimetoxi-
fenil)-3,7-dioxabiciclo (13) foram isolados de L. candicans (SILVA et al., 2004).
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Glicopiranosil sitosterol (14) foi isolado de L. candicans e L. divaricata (SILVA et al.,
2004; TANAKA et al., 2005).

HO

OCH;
HO OH
/ OH
OO
HO
CH;

O
OH

HO

OH (14)

Em 2012, Specian e col., realizaram o estudo quimico da L.divaricata e, a partir

do fungo, foi isolado o composto tirosol (15).

HO (15)
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2.4 CARACTERIZACAO QUAI'MICA SUMARIA DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS
ENCONTRADOS NO GENERO LUEHEA

2.4.1. Terpenos

Os terpenos também denominado de terpenoides ou isoprenoides sdo compostos
que ocorrem em todas as plantas e compreendem uma classe de metabdlicos secundarios
com uma grande variedade estrutural. S&o derivados do isopreno (C5), e sao classificados
em monoterpenos (C10), sesquiterpenos 15, diterpenos (C20), triterpenos (C30) e
tetraterpenos (C40) (DEWICK, 2009).

Todos os organismos sdo capazes de sintetizar algum tipo de terpenoide, porém
apenas as angiospermas conseguem sintetizar todas as classes. Vertebrados néo
sintetizam carotenoides. J& 0s insetos sdo capazes de sintetizar carotenoides e esteroides
(VICKREY et al., 1981).

Sesquiterpenos do tipo cadieno e bisabolol estdo presentes em varias espéecies de
malvacias, dentre elas, aquelas pertencentes, principalmente aos géneros Gossypyum e
Wissadula (GOMES, 2007), aos quais inumeras atividades bioldgigicas tém sido
atribuidas. Bisabolol, por sua vez, age como antifiungico (MASSON et al., 2006),
larvicida contra A. aegypti (FURTADO et al., 2005) e anti-inflamatério (SARTORI et al.,
2003).

Os terpenos possuem diversas fungdes nas plantas como, por exemplo, hormonios,
pigmentos fotossintéticos, carregadores de elétrons, mediadores na construcdo de
polissacarideos e componentes estruturais de membranas (HARBONE, 1991). Eles
também despertam grande interesse farmacoldgico devido a ampla variedade com
atividade biolégica como, acdo anti-inflamatéria, bactericida, antiparasitaria,
anticancerigena, antifngica, antinociceptiva dentre outras (BEZERRA et al., 2009).
Os triterpenos tém despertado um grande interesse em razdo da descoberta do seu
potencial farmacoldgico, com indmeras atividades terapéuticas, tais como: anticancer,
anti-inflamatorio, antiviral, antibacteriano, antifingico, antioxidante e antiulcerogénico
(JORGE et al., 2004). Sdo compostos abundantes na natureza, principalmente no reino
vegetal e pertencem a uma classe de substancias quimicas conhecidas como terpendides
(terpenos).

Estes compostos sdo moléculas constituidas por trinta atomos de carbono

formados pela unido de seis unidades de isopreno (CsHsg) que se unem, formando cadeias
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maiores (PATOCEKA, 2003). Ocorrem também no reino animal como € o0 caso do
esqualeno, obtido do 6leo de figado de tubardo (DEWICK, 2002). Apresentam uma
grande diversidade quanto ao esqueleto e sua funcionalizagdo que é predominantemente
oxigenada. Consistem em compostos cuja estrutura é policiclica podendo ser tetraciclicos
(animais) ou pentaciclicos sdo comuns em vegetais, que contém no maximo uma ou duas
ligacGes duplas respectivamente. Exemplo dessas substancias sdo a a-amirina, B-amirina
e a friedelina (OLEA; ROQUE, 1990).

De acordo com os esqueletos basicos, triterpenos estéo divididos em seis grupos:

damarano (16), gamacerano (17), lanostano (18), lupano (19), oleano (20) e ursano (21),

HO

onde cada grupo apresenta uma variedade estrutural em decorréncia de perda ou adigdo
de grupos metilénicos, abertura de anel ou formacdo de novos e, principalmente
rearranjos de grupos metilicos do esqueleto padrio (MAHATO; KUNDU, 1994).
Existem, pelo menos cerca de 4000 triterpenoides conhecidos e isolados de fontes
naturais. Os triterpenos de estrutura pentaciclica sdo aqueles gque possuem maiores
capacidade anticancerigena (PATOCKA, 2003). Alguns triterpenos possuem suas
atividades fisioldgicas bastante evidenciadas, sendo empregados no tratamento de
diversos males. Por exemplo, a o-amirina ¢ [-amirina possuem atividades

ainticonvulsionante, antidepressiva, ansiolitica e sedativa (ARAUJO et al., 2005).

2.4.2 Esteroides

Assim como o0s triterpenos, os esteroides sdo derivados da ciclizacdo do

esqualeno, apresentando o esqueleto tetraciclico (Figura 4). O colesterol exemplifica a
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estrutura basica dos esteroides o que contribui para a formacdo de uma grande gama de
compostos com atividade biolégica. A atividade biologica é conferida pincipalmente

devido ao esqueleto com nucleo esteroidal (DEWICK, 2009).

Figura 4 — Estrutura molecular geral dos fitoesterois

Fonte: SIMOES et al., 2010.

Moreau e col. (2002) citam que atualmente, ha mais de 200 tipos de esteroides
identificados. Os mesmos sdo distribuidos em trés categorias: 4-desmetilesterois, 4-
monometilesterois e 4,4-dimetilesterois (IFST, 2009). Embora frequentemente agrupados
como fitosterois, na realidade ha os esterdis com uma dupla ligacdo no carbono cinco
(LAW, 2002). Os fitoesterois sdo esterois compostos por 27 a 29 atomos de carbono
estruturalmente semelhantes ao colesterol (C-27), diferenciando-se deste pelas
configuragBes no nudcleo ou na cadeia lateral ou, ainda pelos seus grupos polares. As
modificacGes geralmente estdo relacionadas & adi¢do de substituintes alquil tais como
metil e etil, ou a insercdo da dupla ligacdo nas posices C-24 ou C-22 (YANKAH, 2006).

Estudos atuais tém demonstrado que os fitoesterois podem ser usados com fins
terapéuticos para a prevencao de outras doencas além das referentes ao sistema cardiaco.
Assim, o cancer e outras doencas relacionadas ao estresse oxidativo sdo exemplos de
abordagens terapéuticas que tem despertado o interesse para 0 uso dos compostos
fitoesterois (RUDKOWSKA, 2010).

2.4.3 Flavonoides

Os flavonoides foram identificados pela primeira vez em 1930, pelo Dr. Szent
Gyorgy, a partir da casca do limdo, de onde foi extraida a citrina, a qual possuia
capacidade de regulacdo da permeabilidade dos capilares (CAMPQOS, 2008). Constituem

uma das classes de polifenois de origem natural, cuja sintese ndo ocorre na espécie
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humana e sdo importantes fitonutrientes presentes principalmente em vegetais, frutas e
bebidas (KIM et al., 2006).

Entretanto tais compostos apresentam uma série de propriedades farmacoldgicas que 0s
fazem atuarem sobre sistemas bioldgicos. Consequentemente, muitas dessas propriedades
atuam de forma benéfica para a saide humana. Atualmente, ja foram identificadas mais
de quatro mil substancias pertencentes ao grupo dos flavonoides (PETERSON; DWYER,
1998; CAROCHO; FERREIRA, 2013), sendo suas maiores classes os flavonois,
flavonas, flavononas, catequinas, antocianinas, isoflavona, diihidroflavonois e chalconas
(YAO et al., 2004), deviso a sua diversidade estrutural os flavonoides sdo subdivididos
em classes, de acordo com o grau de instauracdo e oxidacdo do anel C apresentada na
Figura 2 (ROCHA, 2011).

Figura 5 — Estruturas quimicas dos principais ndcleos de compostos pertencentes a classe

dos flavonoides
soade
(o]

chalconas flavonas flavanonas flavonois

proantocianidinas antocianinas isoflavonoides

Fonte: ROCHA, 2011.

S&o encontrados em todas as plantas, acumulam-se principalmente na epiderme
das folhas de diferentes ecossistemas (KCHAOU et al., 2016), com énfase as
angiospermas, e considerados compostos relativamente estaveis por resistirem a
oxidacdo. Podem se apresentar como agliconas, glicosideos ou fazerem parte de outros

compostos quimicos, como a flavolignanas ( KUMAR ; PANDEY, 2014).
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Algumas funcdes atribuidas aos flavonoides, nas plantas séo: protecdo dos
vegetais contra a incidéncia de raios ultravioletas e visiveis, de protecdo contra insetos,
fungos, virus e bactérias; atracdo de animais com a finalidade de polinizaco;
antioxidantes; controle de acdo de hormdnios vegetais; agentes alelopaticos e inibidores
de enzimas (CAROCHO; FERREIRA, 2013; ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).

Muitos flavonoides, como a quercetina, luteonilina e catequinas, sdo melhores
antioxidantes que a vitamina C, vitamina E e B-caroteno (GAO et al,1999), a estrutura é
muito importante para a atividade e, quanto maior o nimero de hidroxilas substituintes no
esqueleto basico do flavonoide, maior a atividade antioxidante apresentada (CAO, 1997).

Os flavonoides tém sido considerados como nutracéuticos devido os seus efeitos
sobre memoria e cognicdo, um estudo de caracteristicas estruturais das acGes
neuroprotetoras de flavonoides concluiu-se que a neuroprotecgdo aparecera estar ligado a
motivos estruturais especificos, além daqueles envolvidos na antioxidacdo (JOHNSTON
et al., 2015). Assim, a estrutura quimica destes compostos, conhecidos como flavilium,
consiste de 15 carbonos distribuidos em dois anéis aromaticos (anéis A e B), 0s benzenos,
interligados a uma estrutura heterociclica central, o pirano (anel C), onde o primeiro
benzeno é condensado com o sexto carbono do pirano, que na posi¢do 3 carrega um grupo

fenila (DORNAS et al., 2010), conforme pode ser visualizada na Figura 6.

Figura 6 — Esqueleto basico de um flavonoide

Cons

As suas principais aplicagdes na indUstria sdo como corantes, aromatizante e

Fonte: ROCHA, 2011.

flavolizantes. Além disso, as pesquisas demonstraram 0 seu envolvimento com
propriedades farmacoldgica importantes como antioxidantes (RICE-EVANS et al., 1995),
vasodilatadoras (DUARTE et al., 1993), anti-inflamatorias (PATHAK et al., 1991),
anticarcinogénica, anti-virais (MIDDLETON et al., 2000), cardioprotetoras e
antioxidantes (PATHAK et al., 1991; HOLLMAN et al., 1996; MARTINEZ-FLOREZ et
al., 2002).
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A capacidade antioxidante é a propriedade mais difundida dos flavonoides. E
comprovada sua eficacia no combate ao envelhecimento precoce ao inibir a acdo da
enzima xantina oxidase, responsavel pela oxidagdo dos tecidos (RODRIGUES-DAS-
DORES, 2007). Eles s&o compostos doadores de elétrons e possuem estruturas quimicas
conjugadas ricas em grupos hidroxilas, com grande potencial sobre agentes oxidantes
(MACHADO et al., 2008).

Em estudo realizado por Carocho e Ferreira (2013), os flavonoides mais ativos
contra o cancer é a quercetina que provou ser eficaz contra a leucemia e o campferol. Os
compostos fenolicos sdo os mais benéficos, tais como os acidos fenolicos e flavonoides,
0s quais reduzem a doenca de Parkinson por eliminacédo de radicais livres e limitando o
stress (GANESAN et al.,, 2015). Estudos tém demonstrado que o risco de doencas
cardiacas pode ser reduzido através do consumo de dietas ricas em flavonoides
(SALVAMANI et al., 2014).

2.4.3.1 Catequinas

As catequinas sdo moléculas produzidas pelo metabolismo vegetal e pertencem a
classe dos polifenois, e sua subclasse é conhecida como flavan-3 ol (BRAICU et al.,
2013) e possuem pelo menos dois centros assimétricos nas posi¢des C-2 e C-3. Portanto,
existem quatro possiveis diastereoisdmeros: (2R, 3S)-2,3-trans (22), (2S, 3R)-2,3-trans
(23), (2R, 3R) -2,3-cis (24), e (2S, 3S) -2,3-cis (25), demonstrados na Figura 7 (PORTO,
2002).

OH
OH OH
\ HO\ ; :O: “\\\

OH OH OH
Catequina (22) Ent-Catequina (23) Epicatequina (24)
OH
OH

OH Ent- Epicatequina (25)



56

As catequinas sdo caracterizadas por apresentarem varios grupos de hidroxilas nos
anéis aromaticos, elas sdo geralmente substancia incolor e muitas vezes com um sabor
amargo, adstringente (BRAICU et al., 2013; GADKARI; BALARAMAN, 2015).

Em estudo realizado por Butt e colaboradores (2015), catequinas sao amplamente
distribuidas em frutos como uvas, bananas, bagas, cacau, cha verde e o caqui. As
catequinas revelam aspectos benéficos para saude, tais como: antienvelhecimento,
anticancerigeno, antimicrobiana, antiviral e antioxidante (GANESAN et al., 2015).
Numerosos estudos relatam que as catequinas sdo potentes inibidores de carcinogénese
em Varios tipos de cancer, como: o cancro de pele, pulmao, esdfago, estbmago, figado e
glandula mamaria e pancreas (BRAICU et al., 2013).Catequinas sdo pobremente
absorvidas pelos animais, mas seus produtos de degradacdo o séo mais facilmente, o que
torna estes compostos relevantes, uma vez que a eles tem sido atribuidos possiveis
atividades como: hipotensora, hipoglicemica e quimiopreventiva. Estudos alusivos ao
metabolismo de isoflavonas em bactérias intestinais revelaram que a degradacdo de
catequinas por biotransformacao de (-) — epicatequina, (+) — epicatequina, (-) — catequina
e (+) — catequina por determinadas bactérias, era capaz de incrementar a absorcdo de
catabolitos de catequinas, no intestino de animais. Além disso galocatequinas parecem
reduzir a pressdo arterial através da inibicdo da enzima envolvida na regulacdo da
pressdo, a ACE (angiotensin-converting enzyme), em experimentos com roedores
(TAKAGAKI, NANJO, 2015). Inibidores de ACE sé&o importantes drogas reguladoras da
pressdo sanglinea (ROUHI, 2003). Gadkari e Balaraman (2015) relataram que as
catequinas apresentavam maior atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas
do que contra bactérias gram-negativa; catequinas encontradas no cha verde ajudam a
inibir a carcinogenese da pele, pulmdo, esdfago, figado, intestino delgado, célon e as
glandulas mamarias em estudos com animais.

A extracdo de catequinas é uma tarefa dificil devido a duas razdes: elas podem
ocorrer em tecidos das plantas ligados com agUcares, proteinas ou podem criar derivados
polimerizados, em um segundo momento elas, sdo altamente susceptiveis a oxida¢do, de
elevada temperatura e ambiente alcalino e assim, o desenvolvimento de um processo de
extragdo apropriado é uma tarefa dificil (GADKARI; BALARAMAN, 2015).

2.4.3.2 Epicatequinas
A epicatequina um isdbmero da catequina, € um composto polifendlico presente em

varias espécies de plantas (ROZZA et al., 2012), e encontrados em varios produtos
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alimentares, principalmente em legumes e frutas (BLANCO, 2012). A epicatequina é tida
como um importante citoprotetor, tanto por ter uma atividade antioxidante intensa como
também por prevenir apoptose celular interferindo na cadeia de caspases (SPENCER et
al., 2001). Galvez e col.(1995) verificaram que a epicatequina possui uma potente
capacidade de inibir a peroxidacdo lipidica, tanto em modelo ndo enzimatico quanto
enzimatico, e apresentando um potencial para atuar como anti-inflamatério na doenca

inflamatoria intestinal.

2.4 .4 Ftalatos

Os ftalatos sdo esteres do acido ftalico, muito empregados como plastificantes
para aumentar a flexibilidade e viabilidade de diversos tipos de pléasticos (ESTEVES et
al., 2007). O papel dessas moléculas na planta ainda € desconhecido, porém especulase
que a presenca delas seja através de sua absor¢do do meio ambiente, seja da atmosfera, do
solo ou da irrigacdo (MAVAR-MANGA et al., 2008). Entretanto, ndo se podem descartar
a hipotese de contaminacdes durante o processo de purificacdo, a qual pode ser resultante
do uso de solventes, recipientes e sacos plasticos para estocagem da amostra, uma vez que
ftalatos estdo presentes na constituicdo de todos esses objetos (SANTOS, 2012).

Nos Ultimos 137 anos, devido ao amplo uso dos ftalatos, grande atengdo tem sido
dada ao seu potencial toxico, visto que esse composto tem potencial de acumulagdo em
plantas, além de ser toxico para organismos do solo (SCHNEIDER; MUHLEN, 2011).

A cada ano toneladas de ftalatos sdo produzidos no mundo em varios processos de
fabricacdo. Estes compostos sdo excelentes devido a sua estabilidade e apresentam-se em
sua maioria como liquidos viscosos, baixa volatilidade e ainda apresentam-se com baixa
solubilidade ou totalmente insolGveis em agua. As principais aplicacdes sdo em tintas,
pisos vinilicos, corantes, biocidas, cosméticos, lubrificantes, calcados, tubos, fios,
brinquedos, mangueira de jardim entre outras utilidades pléasticas (JAWOREK;
CZAPLICKA, 2013).0s ftalatos séo utilizados como plastificantes e causam problemas
adversos a saude; compreendendo desde danos ao figado, rins e pulmdes, bem como
anormalidades no sistema reprodutivo e ao desenvolvimento sexual, danos testiculares,
infertilidade sendo classificados como provaveis carcinogénicos humanos (ZINI et al.,
2009).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 METODOS CROMATOGRAFICOS

3.1.1 Cromatografia em coluna (CC)

Para as andlises em cromatografia em coluna utilizou-se silica tipo gel F60 240-
400 mesh (SILICYCLER), como adsorvente, em colunas de diferentes didmetros internos
e eluidas por solventes puros ou em sistemas gradientes, para a separacao de alguns dos

compostos.

3.1.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A técnica de cromatografia em camada delgada foi realizada em cromatoplacas de
folhas de aluminio (SILICYCLER), como suporte e silica gel F60 com 0,25 mm de
espessura, como adsorvente.

As cromatoplacas foram reveladas através do uso da lampada ultravioleta (A= 240
e 400 nm (Spectroline), reagente de vanilina para a revelacdo dos triterpenos e esteroides
e cloreto férrico para a deteccdo dos flavonoides. Nebulizagdo com solugdo EtOH/H,SO,
a 5%, seguida de tratamento térmico foi usada para revelagdo dos demais metabdlitos.

3.1.3 Cromatografia em placa preparativa (CCDP)

As placas cromatograficas preparativas foram confeccionadas em laminas de vidro
(20 cm X 20 cm), recobertas de silica gel 60 UV 254 nm (Macherey - Nagel) e ativadas

em forno a 100 °C, por 24 horas.

3.1.4 Cromatografia Gasosa (CG)

Os cromatogramas foram obtidos de cromatografo a gas Varian, modelo 3400 e
3800, equipado com coluna HP5-MS de 30 m e 0,25 mm. Os sinais foram observados
atraves de um detector de ionizacdo de chama (DIC); o gas de arraste (fase movel)
utilizado foi o hidrogénio (H,) a pressdo 7 Psi; temperaturas do injetor foi de 220 °C;
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temperatura do detector de 280 °C; temperatura da coluna foi de 120 — 300 °C, com
aumento de 4 °C/min.
3.1.5 Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (CLAE)

As analises em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas
em um cromatografo Agilent Technologies Modelo 1200, com detector DAD com coluna
de fase reversa ZORBAX Eclipse Plus C18 (4,6 mm x 150 mm, 5 pum) e fase movel
composta de acetonitrila (0,036% TFA) e agua (0,036% TFA).

3.2 REAGENTES E SOLVENTES UTILIZADOS

Os reagentes e solventes (Vetec e Synth) utilizados eram de qualidade PA e,
aqueles de grau comercial foram secos e purificados por técnicas especificas de
destilacdo. As secagens foram realizadas mediante uso de oxido de calcio (Ca0O), refluxo

e destilacgdo.

3.3 ANALISES ESPECTROSCOPICAS POR RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR DE 'HE C

Os espectros de RMN de *H e **C uni e bidimensionais (COSY, HSQC, DEPT
135°) foram obtidos de um Espectrometro Brucker Avance 400 I11, operando a 400 MHz
para 'H e 100 MHz para *C, do departamento de Quimica da Universidade Federal de
Santa Maria.

Para a preparacdo das amostras, utilizou-se quantidades entre 4-20 mg de amostra
em 0,5 mL de solventes deuterados em tubos de 5 mm, a saber: cloroférmio (CDCls);
metanol (CD3;OH) e piridina (CsDsN). Os deslocamentos quimicos (8) foram registrados
em partes por milhdo (ppm) e as constantes de deslocamento (J) foram calculadas em
Hertz (Hz). Para a calibrac&o dos espectros *H e *3C utilizou-se como referencia interna o
TMS (6 0,00 ppm), CDCl3 (6 77,00 ppm), CD30H (8 49,05 ppm) ¢ CsDsN (8 135 ppm).

Os espectros 1D e 2D; 2D Homonuclear (*H-'H COSY-45) e Heteronuclear
(HSQC), foram realizados conforme os pardmetros de aquisi¢do fornecidos pelo aparelho
e processados pelo software TOPSPIN-NMR 3.2 de Bruker.
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3.4 ANALISES POR ESPECTROMETRIA DE DIFRACAO DE RAIOS-X

Os dados das medidas cristalograficas foram obtidos em difratdmetro Bruker X8
Kappa-Apex Il CCD de propriedade do departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Maria, UFSM. As estruturas foram resolvidas com auxilio do programa
SHELXS-2013 e suas representacfes graficas cristalinas foram realizadas através do uso
dos programas DIAMOND e ORTEP.

3.5 ANALISES POR ESPECTROFOTOMETRIA - FLUORIMETRO

Para as leituras de microplacas empregadas na avaliacdo das atividades bioldgicas
utilizou-se espectrofotdmetro SpectraMax M2 e SoftMax Pro 5.4.1 (Molecular Devices

Inc., USA), operando em 620 nm e 25 °C para o0s testes antimicrobianos.

3.6 PONTO DE FUSAO

Para a determinacdo do ponto de fusdo (PF.) das substancias cristalinas, foi
utilizado um aparelho MQAPF-301 Digital da Micro-Quimica.

3.7 MATERIAL VEGETAL

As cascas do caule de Luehea divaricata foram coletadas no més de julho de
2014, no interior do municipio de Sao Francisco de Assis (29° 33" 16" S; 55° 7" 38"'W).
A identificacdo botanica desta espécie foi realizada pelo professor Dr. Renato Zachia, do
departamento de Biologia da UFSM, a qual consta em uma exsicata no Herbéario da
Universidade Federal de Santa Maria sob o nimero de registro SMDB 15014.

3.8 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO
Cascas do caule (6 Kg) foram secas por uma semana em estufa de ar circulante a

50 °C, e moidas a fino grdo em moinho Willey, obtendo-se 3.448 g. A extragdo a quente

foi realizada em aparato Soxlet, munido de baldo de fundo redondo de 5 L contendo o
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material vegetal seco e moido imerso em quantidade suficiente de metanol. A extracéo se
procedeu por 18 dias até completa exaustdo, rendendo um residuo escuro e viscoso (902
g), denominado extrato bruto metandlico (EBM). Ao final de cada dia de extragdo (+8
h/dia), o solvente era removido a pressdo reduzida em evaporador rotatério e o cartucho

substituido.

3.9 OBTENCAO DAS FRACOES DOS FRACIONAMENTOS ACIDO-BASE E
NEUTRO

O extrato bruto metandlico de L. divaricata foi dividido em duas partes, onde 452
g se destinaram ao sistema de extracdo acido-base (Fracionamento 1) e 450 g para o
sistema de extracdo neutra (Fracionamento 2). Tal particionamento foi realizado com a
finalidade de se verificar a presenca de alcaloides, uma vez que tal classe de compostos
ainda nao fora referida pela literatura, em plantas de L. divaricata.

No fracionamento acido-base, EBM (452 g) foi solubilizado em &gua destilada e
transferido para uma ampola de separacdo e acidificado com solu¢do 3 mol/L de &cido
cloridrico (HCI) e o pH ajustado para préximo de 2. Em seguida, o extrato bruto aquoso-
acido foi tratado com éter etilico, gerando duas fracdes: aquosa acida (FAA) e etérea
acida (FEA), a qual apresentou manchas na analise por CCD, quando reveladas com
vanilina, mostrando positividade para triterpenos e que serd comentada mais adiante.

A fracdo aquosa remanescentemente (FAA) foi alcalinizada com solucdo de
hidroxido de aménio (NH,OH) até pH = 9 e extraida sucessivamente com éter etilico,
acetato de etila (AcOEt) e n-butanol. Apds cada extracdo, efetuou-se a evaporacao do
solvente em evaporador rotatorio para obtencdo das fracfes secas etérea basica (FEB),
AcOEt bésica (FAB) e n-butandlica basica (FBB), respectivamente. A FEB foi analisada
por coluna cromatogréfica durante cinco meses. Porém, devido a dificuldade em se isolar
seus metabolitos por CC, nenhum composto pdde ser isolado, como comprovado pela
analise em CCD, a qual ndo mostrou boa resolucdo. A FAB apresentou manchas escuras
frente ao reagente cloreto férrico, mostrando positividade para flavonoides, conforme
Esquema 1.

O fracionamento acido-base (Esquema 1) tinha por finalidade principal detectar a
presenca de alcaloides, dentre outros varios tipos de compostos. Com a resposta negativa
para a presenca dos mesmos, houve a necessidade de se realizar o fracionamento neutro

(Esquema 2), para extracdo dos demais compostos ndo obtidos através do sistema acido-
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base e comparacdo dos metabolitos obtidos entre ambos sistemas. A auséncia de
alcaloides foi confirmada atraves de testes, com aplicacdo por aspersao do reagente de
Dragendorff, por sobre a placa de CCD.

No sistema neutro, EBM (450 g) foi solubilizado em &gua destilada e
posteriormente transferido para uma ampola de separacdo, onde foi efetuado o
fracionamento por particdo sequencial, utilizando solventes em ordem crescente de
polaridade. Dessa forma, as seguintes fragdes secas foram geradas: fracdo n-hexanica
(FHN), fragéo diclorometano (CH,Cl,— FDN)

Esquema 1 — Fracionamento &cido-base (Fracionamento 1) do extrato bruto metandlico
obtido das cascas do caule de L. divaricata coletadas em julho 2014.

Casca do Caule
Moida (3.448 g)
1.MeOH a Quente

Extrato Bruto
(452 g)
1.HCI 3 mol/L
2.Eter Etilico

| |
Fragdo Etérea
Acida (16 g)

| Fracdo aquosa

1.NH,0OH
2.Eter Etilico

Fracao Etérea
Bésica (12 g)

| Fracdo aquosa |

| 1.AcOEt

Fragdo AcOEt Fracdo aquosa
Bésica (7 g)

1.n-Butanol
Fracdo <
Butandlica ;r‘z%ig
Basica (6 g) a
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Esquema 2 — Fracionamento neutro (Fracionamento 2) do extrato bruto metanélico obtido
das cascas do caule de L. divaricata coletadas em julho 2014.

Casca do caule
Moida (3.448 g)

I 1.MeOH a Quente

Extrato Bruto

(450 g)
I 1.Agua
Fracéo Fracdo Dicloro- Fracdo AcOEt
Hexanica (7 g) metano (8 g) (20 g)

e fracdo AcOEt (FAN) neutras. A FAN, tal como ocorreu com a FAB, também
apresentou manchas escuras frente ao reagente cloreto férrico, mostrando positividade
para flavonoides. Nos esquemas 1 e 2 estdo representados o0 modo de fracionamento a
que foi submetido os extratos brutos metandlicos obtidos das cascas do caule da espécie

L. divaricata.

3.10 ANALISES CROMATOGRAFICAS DAS FRACOES OBTIDAS

De cada fracdo obtida dos extratos acido-base e neutro, o solvente foi removido e
0 respectivo residuo seco foi retomado em diclorometano e/ou metanol para analises em
cromatografia em camada delgada (CCD). Os respectivos sistemas de eluentes se
constituiam de gradientes de misturas de solventes a fim de se obter o melhor sistema de
isolamento dos compostos e determinacdo de seus respectivos fatores de retencdo (Rfs).
As manchas das cromatoplacas foram reveladas em lampada ultravioleta (UV) de 254 nm
e 365 nm para visualizacdo de substancias fluorescentes (placa sem indicador) ou que
sequestram a fluorescéncia (placa com indicador fluorescente), com aplicagédo de cloreto
férrico para a identificagdo da presenca de flavonoides (compostos fenolicos) e vanilina
para a identificacdo de triterpenos e esteroides. Solugdo EtOH/H,SO,4 a 5%, seguida de

tratamento térmico, foi 0 método utilizado para revelacdo dos demais metabolitos.
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Sendo assim, observou-se que FEA apresentou positividade para a presenca de
triterpenos; FAB e FAN o sdo para flavonoides e FDN, o é para esteroides.

A FHN apresentou manchas escuras quando reveladas em acido sulfirico, seguida
de aquecimento. Essa fracdo (FHN) foi analisada individualmente e submetida a varias

colunas cromatograficas para o isolamento e identificacdo de compostos.

3.10.1 Fracdo etérea acida (FEA)

A fracdo etérea acida (FEA — 16 g) foi cromatografada em coluna, empregando
silica gel F60 (Silicycle) 240-400 mesh como fase estaciondria e mistura de
diclorometano/metanol num gradiente crescente de polaridade, como fase mével. Foram
coletadas 150 fragdes e seus solventes removidos em evaporador rotatorio. Cada fracdo
foi analisada individualmente por CCD e reunidas conforme suas similaridades (Tabela
3). A maioria das fragdes mostrou ser composta por mistura de metabolitos. Essas fragcdes
foram submetidas a novos processos de purificacdo, através de recristalizagdes,

cromatografias em colunas ou placas preparativas.

Tabela 3 — Subfracdes obtidas através de CC da fracdo etérea &cida (FEA) proveniente do
extrato bruto metandlico (EBM).

Fracdes Subfracdes % Solventes Substancias
lall I CH,Cl, Mistura
12e20 I CH,CIl,/MeOH 1% Mistura
21 a28 Il CH,Cl,/MeOH 2% Mistura
29a35 v CH,CIl,/MeOH 3% Mistura
36a43 V CH,CIl,/MeOH 5% Mistura
44 a 58 VI CH,CIl,/MeOH 7% Mistura
58 a 65 VII CH,Cl,/MeOH10% Mistura
66 e 75 VIII CH,Cl,/MeOH 12% Mistura
76 a 82 IX CH,Cl,/MeOH 15% Mistura
83a90 X CH,Cl,/MeOH 20% Mistura
91a99 Xl CH,Cl,/MeOH 25% Mistura
100 a 111 XII CH,Cl,/MeOH 30% Mistura
112 a 120 X1 CH,Cl,/MeOH 35% Mistura
121 a 133 XIV CH,Cl,/MeOH 1:1 Mistura
134 a 150 XV MeOH Mistura

Cabe ressaltar que o sistema de eluente usado nas CCs foi 0 mesmo utilizado no
acompanhamento das CCDs. Quando necessario, um novo sistema de eluente foi

proposto para as analises em CCDs. As analises em CCD das subfracdes | a IV foram
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exaustivamente exploradas quanto ao gradiente de polaridade do eluente, resultando em
abandono das mesmas, devido ao insucesso em se obter Rfs claramente definidos.

Foi realizada uma CC da subfracdo V (36 a 43 — 51mg), proveniente da fracédo
etérea &cida, acompanhada de analise em CCD, utilizando-se como eluente um sistema
com gradiente de polaridade crescente do eluente composto por HEX / AcOEt, como
apresentado na Tabela 3. As fracdes foram coletadas em frascos de 20 mL, evaporadas
lentamente a temperatura ambiente e reunidas conforme suas similaridades de acordo
com a analise em CCD (Tabela 4).

Tabela 4 — FracOes obtidas da subfracdo V, através de CC acompanhada de CCD da
fracdo etérea acida (FEA) proveniente do extrato bruto metandlico (EBM)

Fracao % Solventes Substancias
1-10 Hexano Mistura
11-22 HEX/AcOEt1% Mistura
23-35 HEX/ACOEt 2% Mistura
36-50 HEX/AcOEt 5% S12
51-60 HEX/AcOEt 10% Mistura
61-68 HEX/AcOEt 15% Mistura
69 AcOEt Mistura

As fragdes 1-35 e 51-69 ndo foram trabalhadas em decorréncia da pequena
quantidade. A fracdo 36-50 (4 mg), ap6s a evaporacdo do solvente em temperatura
ambiente, apresentou um aspecto oleoso, de cor amarelada. A comprovagdo de que as
fracdes 36-50 se constituiam de uma substancia pura obtida através de testes com
diferentes eluentes de diversos gradientes de polaridade nas analises em CCD, sendo o
melhor deles composto por HEX/AcOEt (95:5). As analises de RMN de 'H e *C
realizadas permitiram confirmar a estrutura do composto como Ftalato de bis 2-etil-
heptila 26.A subfracdo VI (fracbes 44 a 58 — 57,8 mg), proveniente da fracdo etérea acida,
foi submetida a uma CC, acompanhada de analise em CCD, gerando 69 fracdes, eluidas
com HEX/AcOEt em ordem crescente de polaridade. Fracdes foram coletadas em volume
de 20 mL cada e reunidas apds analises de CCD, conforme a Tabela 5.

Tabela 5 — FragOes obtidas da subfracdo VI, oriunda da fracdo etérea acida - separagdo
por CC acompanhada de CCD.

Fracdes da subfracéo VI %Solventes Substancias
1al6 HEX/AcOEt 1% Mistura
17a29 HEX/AcOEt 3% Mistura
30 a 47 HEX/AcOEt 5% S11
48 a 56 HEX/AcOEt 10% Mistura

57 a 69 AcOEt Mistura
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Apds a evaporacdo do solvente em temperatura ambiente, ocorreu a formacao de
um sélido branco nas fragdes 30-47. Foram obtidos com esta metodologia dois compostos
considerados puros quando analisados por CCD frente a varios sistemas eluentes. No
entanto, analises espectrais, principalmente de cromatografia gasosa e *C-RMN,
mostraram que as amostras nao Sse encontravam puras. Através das analises
espectroscopicas de 'H e *3C desta mistura, foi possivel identificar a presenca dos
isbmeros de posicdo a- ¢ P-amirina, que sdo metabdlitos pertencentes a classe dos
triterpenos pentaciclicos. (SANTOS, 2013; TAYLOR et al., 2006 ).

A subfracdo VII (fracbes 58 a 65 — 40 mg) foi colunada com HEX/AcOEt, num
gradiente crescente de polaridade, com coleta de fracbes de 30 mL, sendo as mesmas
agrupadas apds observancia de similaridade em CCD , conforme a Tabela 6.

Na fracdo 24 a 38 (12 mg) houve a formacdo de cristal ap6s a evaporacdo do
solvente em temperatura ambiente e, quando testado em CCD, apresentou-se na forma
pura. As anélises de RMN de ‘H e *3C levaram a identificagdo do composto como sendo

um triterpeno,

Tabela 6 — FracGes obtidas da subfracdo VII, oriunda da fracdo etérea &cida - separacao
por CC acompanhada de CCD

Fragoes % Solventes Substancias
1a1l0 Hexano Mistura
11a23 HEX/ACOEt 1% Mistura
24 a 38 HEX/ACOEt 2% S8

39 a 46 HEX/AcOEt 5% Mistura
47 a 54 AcOEt Mistura

conhecido como friedelina. A estrutura deste triterpeno foi confirmada através de medidas
de difragdo de raio-X e comparacdo com dados da literatura, de acordo com Almeida
(2011). As fracbes VIII a XV foram trabalhadas separadamente, através de técnicas
cromatograficas de CCD, CC e CCDP, entretanto, ndo foi possivel a purificacdo dos

metabdlitos secundarios presentes nas mesmas.
3.10.2 Fracdo acetato de etila (AcOEt) bésica (FAB)
Esta fracdo (7 g) foi obtida no fracionamento do extrato &cido-base e

cromatografada em coluna, empregando silica gel F60 (Silicycle) 240-400 mesh como

fase estacionaria e mistura de diclorometano e metanol como eluente num gradiente
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crescente de polaridade, como fase mével. Foram coletadas 296 fragcbes de 150 mL, as
quais foram analisadas por CCD e reunidas de acordo com a similaridade, como mostra a
Tabela 7.

Tabela 7 — Separacdo em CC da fracdo AcOEt bésica (FAB) proveniente do extrato bruto

metandlico
Fracgdes Subfracoes % Solventes Substancias
la9 | CHCI, Mistura
10a20 I CH,Cl, / MeOH 1% Mistura
21 a38 Il CH,Cl, / MeOH 2% Mistura
39 a 57 v CH,Cl, / MeOH3% Mistura
58 \Y/ CH,Cl, / MeOH 7% S04 +Mistura
59 a 95 VI CH,Cl, / MeOH 10% Mistura
96 a 120 VIl CH,Cl, / MeOH 12% Mistura
121 a 150 VI CH,Cl, /MeOH 15% Mistura
151a 170 IX CH,Cl, / MeOH 20% Mistura
171 a 210 X CH,Cl, / MeOH 25% Mistura
211 a 230 Xl CH,Cl, / MeOH 30% Mistura
231 a 280 Xl CH,Cl, / MeOH 1:1 Mistura
291 a 296 X1 MeOH Mistura

As subfracbes IV, VII, VIII e IX também foram trabalhadas separadamente
através de técnica cromatografica de CC, entretanto, ndo foi possivel a purificacdo
dos metabolitos secundarios presentes nas mesmas. As demais subfracbes ndo foram
analisadas sob qualquer aspecto.

Na subfracdo V, apos a evaporacdo do solvente em temperatura ambiente ocorreu
a formacdo de cristais de coloracdo branca e marrom misturadas, os quais foram
submetidos a lavagem com n-hexano, para remoc¢do de impurezas. O sobrenadante foi
removido com pipeta de Pasteur. Cristais de coloracdo, apenas, branca, foram
solubilizados em metanol e testados em CCD, em sistema de eluicdo
diclorometano/metanol (90:10) e as bandas revelados com cloreto férrico (FeCls),
confirmando ser um composto fendlico. Dessa forma obteve-se uma substancia pura (10
mg) que através das analises de RMN de *H e *C, além de comparacio com dados da
literatura (HORST, 2008), levaram a identificacdo de um flavonoide, conhecido como a

catequina 22.
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3.10.3 Fracéao butandlica basica (FBB)

Em decorréncia da demora extrema em se determinar sistemas de eluentes para
separacao/isolamento dos compostos presentes nas fragoes anteriores (FEA e FAB) e das

subsequentes, esta fracdo ndo pdde ser analisada em tempo habil.

3.10.4 Fracéo hexanica neutra (FHN)

Para o isolamento das substancias presentes, esta fracdo (7 g) foi primeiramente
submetida a uma separacdo atraves de CC empregando silica gel convencional F60
(Silicycle) 240-400 mesh como fase estacionaria e HEX/AcOEt num gradiente crescente
de polaridade como fase movel. Obteve-se assim 110 subfracdos que foram coletadas em
frascos de 100 mL cada e utilizou-se o evaporador rotatorio para remocdo do solvente.
Apds evaporacdo, as subfracdes foram analisadas individualmente por CCD e unidas por
suas semelhangas em Rf (Tabela 8).

Na subfracéo Il (fragdes 7 a 10 - 20 mg) foi recromatografada em CCDP, sendo
esta eluida com HEX/AcOEt a 2%, permitindo a purificacdo de um composto na forma de
cristais em forma de agulhas incolores (10 mg). Através da analise comparativa em CCD
com o padrdo auténtico, anteriormente isolado na fracdo etérea acida, o mesmo foi

identificado como friedelina (28).

Tabela 8 — Separacdo em CC da fracdo hexanica obtida do extrato bruto metandlico

Fracbes Subfracéo % Solventes Substancias
laéb I Hexano Mistura
7a10 I HEX/AcOEt 2% S22 + Mistura
16 a22 11 HEX/AcOEt 5% Mistura
23a25 v HEX/AcOEt 10% S23 + Mistura
26 a 30 \Y/ HEX/AcOEt 15% Mistura
31a43 Vi HEX/ACcOEt 20% Mistura
44 a 55 VII HEX/ACcOEt 25% Mistura

56 a 66 VI HEX/AcOEt 1:1 Mistura

67 a 80 IX HEX/AcOEt 80% Mistura
81all0 X AcOEt Mistura

A subfragdo IV (fracOes 23 a 25 - 40 mg), apds a evaporacdo do solvente em
temperatura ambiente houve a formag&o de cristais, os quais foram submetidos a lavagem

com n-hexano. A partir de analises de CCD, com padrdes auténticos, anteriormente
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isolados pelo grupo, anélises de *H e **C RMN e comparacio com dados da literatura, o

mesmo foi identificado como sendo o [ — sitosterol (29).

3.10.5 Fracéo diclorometano neutra (FDN)

A fracdo diclorometano neutra (8 g) obtida no segundo fracionamento, foi
cromatografada em coluna, empregando silica gel F60 (Silicycle) 240-400 mesh como
fase estacionaria e diclorometano e metanol num gradiente crescente de polaridade como
fase modvel. Foram coletadas 135 fracGes de 200 mL e evaporadas com evaporador
rotatério. As fracdes foram comparadas em CCD e reunidas conforme suas similaridades,

conforme descrito na Tabela 9.

Tabela 9 — Separacdo em coluna cromatografica da fracdo diclorometano neutra

Fracoes Subfracoes %Solventes Substancias
la4 I CH,Cl, Mistura
5a10 I CH,Cl,/MeOH 1% Mistura
11a17 "I CH,Cl,/MeOH 3% Mistura
18 a 26 v CH,Cl,/MeOH 5% Mistura
27a34 \V CH,Cly/MeOH 7% Mistura
35a44 Vi CH,CIl,/MeOH 10% S 18 +Mistura
45a52 VII CH,CIl,/MeOH 15% Mistura
53 a 56 VI CH,CIl,/MeOH 20% Mistura
57 a 85 IX CH,CIl,/MeOH 25% Mistura
86 a 120 X CH,CIl,/MeOH 1:1 Mistura
121 a 135 XI Metanol Mistura

Um metabdlito foi obtido apds separacdo por CC da subfracdo VI (35 a 44)
retirada da fracdo diclorometano neutra. Desta subfracdo, houve a formacédo de um solido
de cor marrom, o qual foi submetido a lavagem com metanol para a limpeza e formacao
de um precipitado de cor branca. O sobrenadante foi removido manualmente para render
um sélido branco puro (15 mg) soltvel em piridina. Este composto foi visualizado atraves
do surgimento de uma mancha cinza-escura, quando tratado com solucdo de &cido
sulfarico/etanol sob aquecimento, em placas de CCD. As anélises de RMN de ‘H e *C,
aléem da comparagdo com dados da literatura (TANAKA et al., 2005), levaram a

identificacdo deste composto como sendo o esteroide B-sitosterol glicosilado 14.



3.10.6 Fracéao acetato de etila (AcOEt) neutra (FAN)

Esta fracdo (20 g) foi cromatografada em coluna, empregando silica gel F60
(Silicycle) 240-400 mesh como fase estacionaria e mistura de HEX/AcOEt num gradiente

crescente de polaridade, como fase movel. Foram coletadas 172 fragdes, as quais foram

acompanhadas de CCD e reunidas conforme suas similaridades (Tabela 10).

Tabela 10 — Separacdo em coluna cromatogréafica da fragdo acetato de etila neutra

Fracoes Subfracoes %Solventes Substancias
1a20 | Hexano Mistura
21a 50 ] HEX/ACOEt 1% Mistura
51a70 1] HEX/AcOEt 2% S16
71a90 v HEX/AcOEt 5% Mistura
91a110 \V HEX/ACOEt 7% Mistura
111 a 122 VI HEX/AcOEt 10% Mistura
122 a 132 VIl HEX/AcOEt 15% Mistura
133 a 147 VIl HEX/AcOEt20 % Mistura
147 a 158 IX HEX/AcOEt 25% Mistura
159a171 X HEX/AcOEt 1:1 Mistura
172 Xl AcOEt Mistura

A subfracdo VIII (fragdes 133 a 147) foi testada com diferentes sistemas de
eluentes na analise de CCD. As manchas foram reveladas sob lampada de UV (254 e 365
nm), verificando-se a presenca de um metabdlito puro que, ao ser submetido a analises de

'H e ¥C uni e bidimensionais, foi identificado como sendo um flavonoide denominado

epicatequina, conforme comparacio com dados da literatura (LOBO, 2008)
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3.11 METABOLITOS ISOLADOS E IDENTIFICADOS DA Luehea divaricata

3.11.1 Composto (26) - Ftalato de bis 2-etil-heptila

4 mg, 6leo amarelado, RMN de 'H a
| 400 MHz, em CDCl3, 67,66 (2H, dd, J
= 3,2 Hz e 5,6 Hz, H-13,-13"), 7,47
(2H, dd, J = 3,2 Hz e 5,6 Hz, H-14, -
147), 4,18 (4H, m, H-3, -3°), 1,62 (2H,

m, H-4.- 4),1,21 (4H, m, H-5,-5"), 1,24 (4H, m, H-6,-6"), 1,35 (4H, m, H-7, -7"), 1,37
(4H, m, H-8,-8"), 0,87(6H, m, H-9,-9"), 1,35 (4H, m, H-10,-10"),0,89 (6H, m, H-11,-11").
RMN de *C a 100 MHz, em CDCls, & 167,7 (C-1, -1°), 68,6 (C-3, -3), 38,8 (C-4, -4°),
29,7 (C-5, -5), 29,0 (C-6, -6"), 30,4 (C-7, -7°), 24,2 (C-8, -8"), 13,6 (C-9, -9"), 23,2 (C-
10, -10%), 10,8 (C-11, -11°), 132,6 (C-12, -12°), 130,7 (C-13, -13"), 128,8 (C-14, 14").

3.11.2 Composto (27) - e-amirina

CDCls, 5 39,0 (C-1), 27,0 (C-2), 79,4 (C-3), 39,0 (C-4), 55,6 (C-5), 17,7 (C- 6), 32,8 (C-7),
39,9 (C-8), 47,6 (C-9), 37,2 (C-10), 23,6 (C-11), 124,8 (C-12), 139,9 (C-13), 41,9 (C-14),
28,5 (C-15), 26,3 (C-16), 33,6 (C-17), 59,5 (C-18), 39,2 (C-19), 40,0 (C-20), 31,6 (C-21),
40,2 (C-22), 28,7 (C-23), 15,8 (C-24), 15,9 (C-25), 17,1 (C-26), 23,9 (C-27), 28,5 (C-28), 15,9

(C-29), 21,6 (C-30).

17 mg, solido branco; ponto de fusdo: (175-178 °C -
Lit.179-181 °C — MAHATO; KUNDU, 1994),
RMN de *H a 400 MHz, em CDCl3 & 3,23 (1H, dd,
J=52Hze 10,8 Hz, H-3), 5,19 (1H, t, J = 3,6 Hz,
H-12a), 1,16 (3H, s, H-23), 1,00 (3H, s, H-24), 0,87
(3H, s, H-25), 6 1,02 (3H, s, H-26), 0,96 (3H, s, H-
27), 0,91 (3H, s, H-28), 0,84 (3H, s, H-29),

0,80(3H, s, H-30). RMN de 3C a 100 MHz, em
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3.11.3 Composto (1) — p-amirina

17 mg, solido branco; ponto de fusdo: (175-178 °C -
Lit.179-181 °C — MAHATO; KUNDU, 1994), RMN
de 'H a 400 MHz, em CDCl5 & 3,21 (1H, dd, J=6,4
Hz e 9,6 Hz, H-3), 5,13 (1H, t, J = 3,6 Hz, H-12 B),
1,26 (3H, s, H-23), 1,01 (3H, s, H-24), 0,88 (3H, s, H-
25), 1,14 (3H, s,H-26), 0,98 (3H, s, H-27), 0,94 (3H,
s, H-28), 0,84 (3H, s, H-29), 0,80 (3H, s, H-30).

RMN de **C a 100 MHz em CDCls, & 39,0 (C-1), 26,5 (C-2), 79,4 (C-3), 39,0 (C-4), 55,7 (C-5),
18,7 (C-6), 31,7 (C-7), 40,0 (C-8), 48,0 (C-9), 37,3 (C-10), 23,7 (C-11), 122,1 (C-12), 145,5 (C-
13), 42,1 (C-14), 27,6 (C-15), 26,5 (C-16), 32,8 (C-17), 47,6 (C-18), 47,2 (C-19), 30,0 (C-20),
34,1 (C-21), 37,3 (C-22), 28,4 (C-23), 15,9(C-24), 15,8(C-25), 15,9 (C-26), 26,3 (C-27), 27,3
(C-28), 33,3 (C-29), 23,7 (C-30).

3.11.4 Composto (28) — Friedelina

12 mg, cristais em forma de agulha incolores; ponto de
fusdo: 258-261°C; p.f. 258-265°C (SILVA et al., 2010b)
RMN de *H a 400 MHz, CDCls, & 1,96 (2H, m, H-1), 2,36
(2H,dd,J=2Hze 5,2 Hz, H-2), 2,40 (2H, dd, J =2 Hz e
5, 2 Hz, H-2), 0,87 (3H, d, J =2,4 Hz, H-23), 0,72 (3H, s,
H-24), 0,88 (3H, s, H-25), 1,01 (3H, s, H-26), 1,05 (3H, s,
H-27), 1,18 (3H, s, H-28), 0,95 (3H, s, H-29), 1,00 (3H, s,
H-30), 1,20-2,38(m, demais hidrogénios). RMN de **C a
100 MHz em CDClj3, 6 21,9 (C-1), 41,2 (C-2), 212,6 (C-3),
57,9 (C-4), 41,8 (C-5), 41,0 (C-6), 18,3 (C-7), 52,8(C-8),

37,1 (C-9), 59,2 (C-10), 35,3 (C-11), 30,2 (C-12), 39,4 (C-13), 38,0 (C-14), 32,1 (C-15), 35,7 (C-
16), 29,7 (C-17), 42,5 (C-18), 35,0 (C-19), 27,8 (C-20), 32,5 (C-21), 38,9 (C-22), 6,4 (C-23), 14,3
(C-24), 17,8 (C-25), 19,9 (C-26), 17,9 (C-27), 31,7 (C-28), 34,6 (C-29), 31,7 (C-30).
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3.11.5 Composto (22) — (+) Catequina

10 mg, sélido branco cristalino, ponto de fuséo
(139-142°C — Lit. 140-144°C- HORST, 2008),
RMN de 'H a 400 MHz, CD30D 66,86 (1H, d,
J =2 Hz, H-2"), 4,60 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-2),
4,02 (1H, m, H-3), 2,89 (1H, dd, J = 5,6 Hz, 16
Hz, H-4a), 2,50 (1H, dd, J = 8,0 Hz, 16 Hz, H-
4b), 6,80 (1H, d, J = 8 Hz H-5"), 5,96 (1H, d,

J =2,4 Hz, H-6), 6,75(1H, dd, J= 2 Hz, J = 8 Hz, H-6"), 5,89 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-8). RMN
de *C a 100 MHz, CD;0D, & 130,9 (C-1°), 113,9 (C-2"), 81,4 (C-2), 67,4 (C-3), 144,7 (C-3"),
27,0 (C-4), 144,8 (C- 4), 156,1 (C-5), 114,7 (C-5), 95,0 (C-6), 119,6 (C-6"), 156,4 (C-7),
94,2 (C-8), 155,5 (C-9), 99,5 (C-10).

3.11.6 Composto (8) — (-) Epicatequina

12 mg, sélido branco, ponto de fusdo 241-
244°C- Lit 242-245°C-BARREIROS, 2000),
RMN de 'H a 400 MHz em CD;OD, & 4,83
(1H, s, H-2), 4,21 (1H, m, H-3), 2,91 (1H, dd,
J =48 Hz e 17 Hz, H-4a), 2,72 (1H, dd, J =
3,2 4Hz e 17 Hz, H-4b), 5,96 (1H, d, J = 2,2
Hz, H-6), 5,94 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-8), 6,99

(1H, d, J=2 Hz, H-2), 6,78 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5) ,6,83 (1H, dd, J = 2,4 Hz e 8,2 Hz, H-
6'). RMN de 3C a 100 MHz, em CD3OD: § 78,4 (C-2), 66,1 (C-3), 27,8 (C-4), 156,2 (C-5),
95,1 (C-6), 156,5 (C-7), 94,6 (C-8), 155,9 (C-9), 98,2 (C-10), 130,9 (C-1"), 114,0 (C-2),
144,3 (C-3°), 144,5 (C-4"), 114,6 (C -5), 118,3 (C-6)).



3.11.7 B — Sitosterol Glicosilado (14)
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15 mg, sélido branco, ponto
de fusdo (288-290°C- Lit
295-300 °C — GALOTTA,
2005), RMN de 'H a 400
em CsDsN, 6 4,25 (1H, m,
H-3), 5,35 (1H, m, H-6),
5,01 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-
1), 4,01 (1H, m, H-2),
3,92 (1H, m, H-3Y), 4,21

(1H, m, H-4%), 2,72 - 0,66 ( m, demais hidrogénios). RMN de **C a 100 MHz, em CsDsN: &
37,6 (C-1), 30,3 (C-2), 75,4 (C-3), 39,4 (C-4), 141,0 (C-5), 121,9 (C-6), 32,2 (C-7), 32,3 (C-
8), 50,2 (C-9), 37,6 (C-10), 21,4 (C-11), 40,1 (C-12), 42,6 (C-13), 56,9 (C-14), 24,6 (C-15),
28,6 (C-16), 56,4 (C-17), 12,0 (C-18), 19,5 (C-19), 36,4 (C-20), 19,1 (C-21), 34,3 (C-22),
30,3 (C-23), 46,2 (C-24), 29,6 (C-25), 20,0 (C-26), 19,3 (C-27), 23,5 (C-28), 12,2 (C-29),
102,7 (C-1Y), 78,3 (C-2), 78,5 (C-37), 71,9 (C-4), 78,7 (C-57), 63,0 (C-6").

3.11.8 Composto (29) — p- Sitosterol

15 mg, solido branco; ponto de fuséo:
(138-140 °C - Lit. 136-138°C -
(SANTOS, 2013), RMN de *H a 400
MHz, em CDCl3 6 3,53 (1H, m, H-3),
0,66, 0,80, 0,84, 0,85, 0,92, 1,00 (3H,
CHs; -18, -19, -21, -26, -27, -29), 5,36
(AH, d, H-6), 1,02-2,29 (m, demais
hidrogénios). RMN de *3C a 100 MHz,

em CDClg, 5 37,2 (C-1),31,6 (C-2), 71,7 (C-3), 42,2 (C-4), 140,7 (C-5), 121,7 (C-6), 31,8 (C-
7), 31,6 (C-8), 0,1 (C-9), 36,4 (C-10), 21,0 (C-11), 39,7 (C-12), 42,3 (C-13), 56,7 (C-14),
24,2 (C-15), 28,2 (C-16), 56,0 (C-17), 11,8 (C-18), 18,7 (C-19), 36,1 (C-20), 19,0 (C-21),
33,9 (C-22), 26,0 (C-23), 45,8 (C-24), 29,1 (C-25), 19,8 (C-26), 19,3 (C-27), 23,0 (C-28), 11,9

(C-29).



75

3.12 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Com o intuito de se avaliar a capacidade antioxidante das fragdes FAB e FAN,
bem como de seus respectivos compostos isolados, catequina e epicatequina (ambos
flavonoides), fez-se 0 uso do método quantitativo, realizado pela medida da leitura de
absorbancia das amostras frente a uma amostra “branco” e um padrdo “BHT” (di-terc-

butil metil fenol).

3.12.1 Método do Radical Livre — Ensaio Quantitativo

O método consiste na reducdo do radical DPPH (BROINIZI et al., 2007,
NASCIMENTO et al., 2011; SOUSA et al., 2007), onde € avaliada a capacidade dos
compostos testados em serem doadores de hidrogénio — acdo antioxidante. A solucdo de
DPPH possui uma coloracdo violeta que se descolore progressivamente tornando-se
amarelada, permitindo assim, a observacdo da capacidade antioxidante do composto
testado. Mais recentemente, Zhang et al. (2012) adapataram a técnica para diferentes
concentragdes das substancias a serem testadas, a qual foi adotada no presente trabalho.

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante, as amostras e o padrdo foram
testados em concentragfes 800 pg/mL a 1,56 pg/mL (microdiluicdo em série). Apos a
microdiluicdo nas colunas pares, foram acrescentados 100 pL de solucdo de DPPH
0,0016% e nas colunas impares, 100 pL metanol. As amostras permanecem a temperatura
ambiente por 30 minutos sob a protecdo da luz. Apoés, fez-se a leitura da absorbancia em
espectrofotometria (A 517 nm) para medir a reducdo do radical livre. Como controle de
absorbancia da DPPH, utilizou-se uma amostra de concentracdo de 200 pL (100 pL
solucdo metandlica com 0,0016% de DPPH +100 puL MeOH), representando 0% de
inibicdo.

Para avaliar a capacidade de captura do radical das amostras testadas, a
porcentagem de inibi¢do é calculada pela formula: % de inibicdo = [(Ac-Aa)/Ac] x 100,
onde Ac ¢ a absorbancia da solugdo controle e Aa é a absorbancia da amostra testada, no
tempo de 30 minutos. Através de regressdo linear, utilizando-se as médias das
porcentagens de inibi¢do e respectivas concentracdes, € obtido o 1Cs (50% de capacidade

de captura do radical livre DPPH.
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3.13 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana dos extratos foi realizada pelo método de
microdiluicdo em caldo e a analise das placas de 96 pocos foi realizada por meio de
Fluorimetro (espectrofotometria), no comprimento de onda de 620nm. Os resultados sdo
expressos em funcdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo letal
minima (CLM), Os ensaios microbioldgicos foram realizados na Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM).

3.13.1 Microrganismos e padrdes utilizados

Para os ensaios microbioldgicos, utilizaram-se cepas padrdo da American Type
Culture Collection (ATCC), constituidas de microrganismos gram-positivos, gram-
negativos e fungos, conforme a Tabela 11. Como antibio6ticos-padres foram utilizados
Cloranfenicol para bactérias e Fluconazol para fungos, preparados conforme as normas da
FDA (Food and Drug Administration, 1991).

Tabela 11 — Microorganismos indicadores utilizados na atividade antimicrobiana

Microrganismos (ATCC)

Gram-negativos Gram-positivos Fungos
Pseudomas aeroginosa Bacilus cereus (33019) Candida albicans (44373)
(27853)

Burkholderia cepacia Enterococcus (6589) Candida parapslosis
(17759) (22018)
Morganella morgani Staphylococcus aureus Candida krusei (6258)

(25829) (25923)
Escherichia coli (25922) Enterobacter aerogenes Candida tropicalis (750)
(13048)
Shigella sonnei (25931) Bacillus subtilis (19659) Cryptococcus neoformans
(28952)
Salmonella typhimurium Cryptococcus gatti (56990)
(14028)

3.13.2 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram o Caldo de caseina de soja (5g de cloreto de
sadio, 2,5 g de dextrose, 2,5 g de fosfato dibasico de potéssio, 17g de peptona de caseina,

3g de peptona de soja e 1L de agua destilada) para bactérias e o Caldo Sabouraud
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dextrosado (40 g de dextrose, 5 g de peptona de carne, 5 g de peptona de caseina e 1L de

agua destilada) para os fungos.

3.13.3 Manutencao dos microrganismos indicadores

As cepas dos microrganismos indicadores foram armazenadas em tubos de ensaio
inclinado contendo 5 - 8 mL de agar nutriente para bactérias ou &gar sabouraud para
fungos em geladeira. Os repiques foram realizados de 24 a 48 horas antes de cada analise.

3.13.4 Determinacdo da CIM e CLM

A efetividade antimicrobiana de uma substéncia € frequentemente descrita em
termos de sua concentracdo Inibitéria minima (CIM), a menor concentracdo da substancia
que tem a capacidade de inibir totalmente o crescimento de um microrganismo
selecionado.

Os ensaios de microdiluigdo em caldo foram realizados em placas de cultura
estéreis de 96 micropocos, utilizando-se a técnica modificada do NCCLS (National
Comitte for Clinical Laboratory Standarts). Nesta técnica, cada poco foi inoculado com os
microrganismos na concentracéo de 1x10° células viaveis e posteriormente, as amostras a
serem testadas foram adicionadas no primeiro pogo seguindo-se a diluicdo em série das
mesmas, de 200 pg/mL. As placas foram incubadas por 24 horas a 35-37 °C para 0sS
ensaios antibacterianos e por 48 horas a 25-27 °C, para os antifangicos. Ap6s o periodo de
incubacdo, foi realizado a leitura das placas por meio do uso de fluorimetro, em 620 nm
para a verificacdo da CIM.

Os testes foram realizados em triplicata, sendo realizada a andlise dos padrdes
(Cloranfenicol e Fluconazol) simultaneamente.

As culturas dos microrganismos que ndo apresentaram crescimento ou foram
inibidas no método CIM, foram inoculadas novamente utilizando-se 10 pL de cada uma
das solugdes presentes nos pogos do teste anterior € 90 pL de um novo meio de cultura
liquido apropriado para cada classe de microrganismo. A concentracdo Letal Minima
(CLM) é considerada a menor concentracdo de substancia capaz de aniquilar 99,9% das

unidades formadoras de colonia (UFC).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados os resultados e a discussdo do estudo fitoquimico
realizado com os extratos, fragGes e metabolitos isolados da casca do caule da espécie
Luehea divaricata, bem como a avaliacdo das atividades bioldgicas dos mesmos. As
estruturas quimicas dos metabdlitos isolados foram estabelecidas com base na
interpretacdo de dados espectrais de RMN *H e **C uni e bidimensionais, difracdo de
Raio-X, comparagdo com dados da literatura e com amostras-padrédo, quando existentes
no laboratorio.

No tratamento inicial do material vegetal foram obtidos 902 g do extrato bruto
metanolico (EBM). Primeiramente, trabalhou-se com 452 g, objetivando-se o isolamento,
principalmente, de alcaloides de L. divaricata e demais metabdlitos secundarios. No
fracionamento acido-base, esperava-se a presenca dos alcaloides nas fragdes basicas, o
que ndo se verificou, conforme a aplicacdo do revelador Dragendorff. Alacloides sdo
bases organicas nitrogenadas, predominantemente encontrados nas plantas, onde o atomo
de nitrogénio frequentemente compde anel heterociclico (FESTER, 2010). O
fracionamento acido-brase permitiu, entdo, o isolamento de um ftalato e trés triterpenos
da FEA: ftalato de bis 2-etil-heptila, um triterpeno identificado como friedelina e uma
mistura triterpénica de isomeros, identificados como sendo a e B - amirina. Em adi¢éo, da
fracdo FAB, foi isolado o flavonoide catequina. Assim, realizou-se um segundo
fracionamento (neutro), utilizando-se 450 g do EBM, conforme descrito anteriormente
(pag. 61). Deste fracionamento, a FHN rendeu um esteroide identificado como B —
sitosterol; da FDN isolou-se um segundo esteroide conhecido como B - sitosterol
glicosilado e da FAN, foi obtido outro flavonoide, a epicatequina, sendo este Gltimo
didsteroisdbmero  da  catequina.  Resumindo, este trabalho  conduziu a
identificacdo/isolamento de sete compostos: um ftalato, trés triterpenos, dois esteroides e
dois flavonoides.

Dos extratos e fragcOes analisadas ndo foi detectada a presenca de alcaloides e
acidos graxos marcadores. Apesar do uso da constituicdo quimica de acidos graxos como
marcadores gquimiotaxonémicos para diversas familias de angiospermas, a auséncia de
acidos graxos marcadores nao deve prejudicar seu uso na quimiotaxonomia de L.
divaricata. Auséncia dos acidos cicloprénicos ndo pode ser considerada como conclusiva,
pois eles sdo de dificil deteccdo em cromatografias convencionais devido a facilidade de

destruicdo da estrutura quimica durante os processos de isolamento, reacGes de
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esterificacdo e decomposicdo térmica em analises por cromatografia gasosa (SILVA et
al., 2010b). Estes compostos, assim como o extrato bruto e as fragdes acidas, basicas e

neutras foram submetidas & analise antimicrobiana e antioxidante.

4.1 RENDIMENOS DO EXTRATO E FRACOES

A fracéo que apresentou melhores resultados quanto ao isolamento de metabolitos,
foi a FEA, onde foram isoladas uma substancia pura, e uma mistura triterpénica de
isdbmeros, totatalizando trés compostos. A fracdo etérea basica (FEB) foi analisada através
de técnicas cromatograficas, ndo sendo possivel o isolamento, pois apresentavam 0s seus
Rfs muito proximos e de dificil separacdo. A fracdo hexanica, diclorometano e acetato de
etila neutras, foram trabalhadas através de diversas técnicas cromatogréficas, sendo
possivel o isolamento em quantidades suficientes para analise e elucidacdo estrutural dos
Compostos puros.

Os rendimentos obtidos dos fracionamentos &cido-base e neutro, em relacdo as
quantidades da planta moida e extrato bruto estdo descritos nas Tabelas 12 e 13, abaixo.

Tabela 12 — Rendimento das fracGes acidas e basicas da Luehea divaricata

Eracdes Quantidades % emrelacdoa % em relacdo ao

obtidas () planta moida extrato bruto
FEA 16 0,46 3,53
FEB 12 0,34 2,65
FAB 7 0,20 1,54
FBB 6 0,17 1,32

Tabela 13 — Rendimento das fracGes neutras da Luehea divaricata

Fracdes Quantidades % emrelacdoa % em relacdo ao

Obtidas () planta moida extrato bruto
FHN 7 0,20 1,55
FDN 8 0,23 1,77

FAN 20 0,58 4,42
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4.2 METABOLITOS ISOLADOS DE Luehea divaricata

4.2.1 Ftalato de bis 2-etil-heptila (26)

Este composto foi obtido atraves de técnicas cromatograficas, onde se isolou uma
substancia de aspecto oleoso de coloracdo amarelada, a qual foi identificada como sendo
o ftalato de bis 2-etil-heptila 26, através tecnicas de espectroscopia de RMN uni e
bidimensionais e confirmada por Nunes (2015).

Nas Figuras 7 e 8 apresentam-se 0s espectros de RMN de 'H e °C,
respectivamente, da substancia 26 obtida em CDCl; (400 MHz). No espectro de RMN de

'H da Figura 7 pode-se observar a presenca de dois sinais na regido aromética entre 5 7,47

e 7,66 ppm.

Figura 7 — Espectro de RMN *H do Ftalato de bis 2-etil-heptila 26 em CDCl;a 400 MHz
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Os sinais desta regido aparecem como dois duplos dupletos (dd), de & 7,47 ppm

(H-14/14") ¢ 6 7,66 ppm (H-13/13"), ambos com constantes de acoplamento (J) de 3,2 Hz

e 5,6 Hz, se referindo aos hidrogénios aromaticos.
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Em 4,18 ppm observa-se a presenca de um sinal com integracao referente a quatro
hidrogénios, sendo relacionado aos hidrogénios H-3/3" préximos ao grupamento éster da
molécula.

No espectro da Figura 8, sdo discutidos os sinais partindo-se do campo baixo
(zona de menor blindagem) para o campo alto (zona de maior blindagem), em relacéo ao
TMS. Alguns sinais sdo identificados facilmente através das atribui¢fes dos sinais nos
espectros de RMN *3C para o composto 26. A ocorréncia de um grupo éster foi indicada
pelo sinal mais desprote-

Figura 8 — Espectro de RMN **C do Ftalato de bis 2-etil-heptila 26 em CDCl;a 100 MHz
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gido do espectro listado em 167,7 ppm, atribuido ao carbono carbonilico que corresponde
ao C-1 e C-1’, como pode ser observado por Mc.MURRY (2005). Os sinais em 132,6,
130,7 e 128,8 ppm, referentes aos carbonos aromaticos C-12/12°, C-13/13* e C-14/14’ do
ftalato de bis 2-etil-heptila, também puderam ser comprovados por dados da literatura
(MARCHESE, 2009; ARGONDIZO et al., 2007). Foi observado em 68,6 ppm a presenca
dos carbonos C3/3’ vizinhos ao &tomo de oxigénio do grupamento éster. Em campo alto,
em 38,8 ppm, sdo encontrados os demais carbonos referentes aos grupos metinicos, que
foram atribuidos aos C4/4’; os metilénicos, na regido de 30,4 até 23,2 ppm, pertencentes
aos carbonos C5/C5°, C6/6°, C7/7°, C8/8", C10/10°; e os metilicos, na regido de 13,6 e
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10,8 ppm, atribuidos para os C11/11° e C9/9°, respectivamente. Portanto, os dados de
RMN *H e °C sugerem se tratar de uma molécula simétrica, do Ftalato de bis 2-etil-

heptila (C26H4204), como mostra a Figura 9.

Figura 9 — Estrutura quimica da molécula do Ftalato de bis 2-etil-heptila

Entretanto, para confirmar a elucidacdo dessa molécula identificada na fracéo
etérea acida, foram empregadas técnicas bidimensionais.

No experimento de RMN-2D COSY homonuclear *H-'H, por sua vez, sdo
observadas as correlagcdes entre 0s hidrogénios pertencentes a um mesmo sistema de spin.
No spectro resultante, observa-se a formacgdo de uma diagonal, que representa o espectro
em uma dimensdo. Sinais fora da diagonal, sob a forma de pares simétricos, representam
os sistemas de acoplamento dos hidrogénios.

No experimento COSY homonuclear *H-'H, em CDCI; (Figura 10), podemos
observar dois sistemas de spins distintos. Inicialmente, nota-se um sistema de spins no
qual apresenta a relacdo entre os hidrogénios ligados ao sistema aromatico (H-13/H-14).
Um segundo sistema de spins, mostra a correlacdo entre os hidrogénios H-3 e H-4,

ligados aos carbonos C-3 e C-4, respectivamente.
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Figura 10 — Espectro de RMN 2D COSY do Ftalato de bis 2-etil-heptila 26 em CDCls a

400 MHz.
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No espectro de RMN-2D heteronuclear HSQC (Figura 11), foram analisados os
acoplamentos carbono-hidrogénio, a distancia de uma ligagdo. A atribuicdo do sinal 68,6
ppm como sendo o carbono C-3/C-3° mostra a correlacdo ortogonal com o multipleto
presente na regido compreendida entre 4,18 ppm, com integral relativa a 4 hidrogénios.
Evidencia-se também, a correlacdo entre multipleto presente no deslocamento quimico
em 1,62 ppm do espectro de RMN *H, com sinal de RMN *3C, que possui deslocamento
quimico de 38,8 ppm, referente ao C-4/C-4°. O carbono C-5 em 29,7 ppm apresenta uma
correlagdo com o multipleto presente no deslocamento 1,21 ppm, no espectro de RMN
H.

Da mesma forma pode ser atribuido a correlacdo do carbono C-6 em 29,0 ppm,
com multipleto presente no deslocamento de 1,24 ppm, referente a 4 hidrogénios. Ainda,
pode ser identificada a relacdo do C-7 em 30,4 ppm, com o multipleto em 1,35 ppm.
Observa-se tambem, a correlacdo do sinal de carbono pertencente ao deslocamento
quimico de 24,2 ppm referente ao C-8, com o multipleto (RMN *H) com deslocamento

quimico de 6 0,87 ppm. Por fim, seguindo a ltima atribui¢do, os carbonos presentes nos
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deslocamentos quimicos de 13,6; 10,8 e 23,2 ppm, podem ser identificados como C-9, C-
11 e C-10, respectivamente, ja que estes apresentam correlaces com o multipleto na
regi&o entre 0,87 a 1,35 ppm, no espectro de RMN *H (Figura 7).

Figura 11 — Espectro de RMN 2D HSQC do Ftalato de bis 2-etil-heptila 26 em CDCls a

400 MHz.
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Interessantemente, ftalatos nas suas mais diversas formas tém sido isolados de
extratos de plantas e algas (SRINIVASAN et al., 2008). Ndo ha registros quanto ao
isolamento de algum ftalato no género Luehea. O papel dessas moléculas na planta ainda
é desconhecido, porém especula-se que a presenca delas se dé através de sua absorcao do
meio ambiente, seja da atmosfera, do solo ou da irrigacio (MAVAR-MANGA et al.,
2008).

Contudo, ndo se pode descartar contaminagdes durante o processo de purificacéo,
que podem ocorrer por meio da utilizagdo de solventes, recipientes e sacos plasticos para
estocagem da amostra, uma vez que ftalatos estdo presentes na constituicdo de todos esses
objetos (DRAKE et al., 2009). Porém, vale ressaltar que a amostra foi acondicionada

durante todo o processo em frascos de vidro.

~200
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4.2.2 Mistura a- e p-amirina

A partir da fragdo etérea &cida, proveniente do EBM das cascas do caule de L.
divaricata obteve-se uma mistura de triterpenos pentaciclicos (17 mg) conforme descrito
na (pag.65 ). Ap6s purificagdo, a mesma foi submetida as técnicas de RMN de *H e °C
unidimensional e cromatografia gasosa. Analise desses dados e comparagdo com aqueles
da literatura, permitiram a identificagdo de uma mistura de a- e B-amirina, conforme

Figura 12.

Figura 12 — Estrutura quimica das amirinas

(1) R=R,=CHgs, Ri=H (3a-hidroxiurs-12-eno (a-amirina)
(2) R=R;=CHgs, R=H (3B-hidroxiolean-12-eno (3-amirina)

O espectro de RMN *H (Figura 13) mostrou sinais de metilas na forma de
simpletos de alta intensidade em campo alto (mais blindado). Desses, quatro aparecem
com maior intensidade: 64 0,80, 0,81, 0,87 e 1,00 ppm, indicando que se tratam de
prétons equivalentes entre as estruturas, resultando em dezesseis metilas existentes na
mistura (oito para cada isdmero). Atribuiram-se os valores de deslocamento quimico ()
por comparagdo com dados encontrados na literatura (Tabela 14).

Tabelal4 — Dados de RMN de *H e *3C relevantes da identificacdo da mistura

’ on (ppm) du* (ppm) ZANON, 2006
(400 MHz, CDCls3) (400 MHz, CDCls3)

3 3,23 (dd, J= 4,4 Hz €10,8Hz, 1H) 3,23 (dd, J=6,3e9,0 Hz, 1H)
120 5,19 (t, J= 3,6 Hz, 1H) 5,19 (t, J = 3,2 Hz, 1H)
128 5,13 (t, J= 3,6 Hz, 1H) 5,14 (t, J = 3,2 Hz, 1H)
23 1,26 (s, 3H) 1,27 (s, 3H)

24 1,01(s, 3H) 1,01 (s, 3H)

25 0,88 (s, 3H) 0,88 (s, 3H)

26 1,14 (s, 3H) 1,11 (s, 3H)

27 0,98 (s, 3H) 1,00 (s, 3H)

28 0,94(s, 3H) 0,95 (s, 3H)

29 0,84 (s, 3H) 0,83 (s, 3H)

30 0,80 (s, 3H) 0,80 (s, 3H)
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Figura 13 — Espectro de RMN *H do composto S11, em CDCl; a 400 MHz
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Os 0 de hidrogénio para essas metilas foram 6 0,80 (H-308,3H), 0,81 (H-300,3H),
0,84 (H-29,3H), 0,91 (H-28a, 3H), 0,94 (H-28B, 3H), 0,96 (H-27B, 3H), 0,98 (C-270,
3H), 1,01 (C-24, 3H), 1,02 (H-26B, 3H), 1,14 (H-26p, 3H) ¢ 1,16 ppm (H-23 a, 3H). Uma
altima metila, em 1,26 ppm (referente ao H-23 B, 3H), aparece mais desblindada por estar
préxima a hidroxila, que exerce esse tipo de efeito. O H-24, apesar de estar também
ligado ao C-4, ndo sofre tanto este efeito, pois esta em posi¢do estereoquimica oposta a
hidroxila deslocando-se em & 1,01 ppm.

Outra caracteristica dessa classe de compostos € o sinal referente ao H-3. Segundo
dados da literatura, o deslocamento quimico de H-3 pode determinar sua conformacéo, ou
seja, quando H-3 esta na posigcdo P, seu deslocamento ocorre em & 3,40 ppm (m),
(SOUZA, et al., 2001). Como o deslocamento observado para H-3 no espectro de RMN
de 'H foi § 3,21 ppm, isto sugere que H-3 esteja em a. A multiplicidade observada para
este sinal (dd, J= 4,4, 10,8Hz) refere-se ao acoplamento com os dois hidrogénios

diasterotdpicos na posicao H-2.
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Portanto o grupo OH se encontra na face . Ainda foi observado a presenca de
dois tripletos em & 5,19 (t, J = 3,6 Hz) e 5,13 (t, J = 3,6 Hz), caracteristicos de
hidrogénios olefinicos. Em comparacdo com dados da literatura, sugere-se que estes
sinais & 5,19 e 5,13 ppm sdo caracteristicos dos hidrogénios H-12 em triterpenos do tipo
urseno e oleaneno, respectivamente, onde 0 primeiro corresponde a a-amirina e 0
segundo, a uma B-amirina (VIEIRA et al., 2005). Protons H-12 acoplam com os dois
hidrogénios H-11, resultando em um triplete para a-amirina ¢ um para B-amirina,
caracterizando hidrogénios H-12 dos esqueletos de triterpenos do tipo urseno e oleaneno
(SUSUNAGA et al., 2001). Na regi&o mais blindada do espectro de RMN H, entre 0,80
a 1,40 ppm, pode-se observar sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos, metinicos e
metilénicos de triterpenos pentaciclicos.

O espectro de RMN **C (Figura 14) totalmente desacoplado indicou a presenca de
58 atomos de carbono, sugerindo uma mistura binaria de triterpenos, uma vez que dois
desses sinais aparecem em alta intensidade e, provavelmente, tratam-se de carbonos com
mesmos deslocamentos quimicos (equivalentes, repspectivamente em 55,6 e 28,4 ppm).
Sinais de grupamentos metilicos e metilénicos entre 15-50 ppm, que geralmente aparecem
duplicados, sdo sinais caracteristicos de isomeria, corroborando para uma sugestdo da
presenca de uma mistura de isbmeros, onde o0s elementos estruturais sdo distribuidos de
forma muito semelhante diferindo, apenas, em algumas posicdes, e por isso, a maioria dos

sinais aparecem duplicados
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Figura 14 - Espectro de RMN **C do composto S11, em CDCl; a 100 MHz.
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Os sinais em 121,1; 124,8; 139,9 e 145,5 ppm sdo desblindados, sugerindo duas
duplas ligacdes. Segundo uma analise espectroscépica de RMN *3C descrita por Olea e
Roque (1990), sinais nesta regido, sdo caracteristicos das amirinas, pelo menos no caso de
triterpenos oxigenados no C-3. Estes sinais sdo, portanto, muito importantes na
elucidacdo estrutural de misturas de triterpenos. O espectro da Figura 14 apresentou-se na
forma de uma mistura de compostos pertencentes as séries dos ursenos (& 139,60 e 124,50
ppm) e oleanos (6 121,80 e 145,20 ppm) (BERRONDO et al., 2003). S&o nucleos
triterpénicos isoméricos dotados de uma dupla ligacdo entre C-12 e C-13, diferindo
somente na posi¢do de uma metila (C-29): na a-amirina ela encontra-se ligada ao C-19 da
molécula de triterpeno, enquanto que, na B-amirina, esta ligada ao C-20 da molécula. Os
valores de deslocamento quimicos confirmaram a presenca dos dois esqueletos. Para o
tipo ursa-12-eno, em geral, o carbono 12 é desblindado, enquanto o carbono 13 é
blindado em relacdo as séries olean-12-eno. Com base neste espectro de B¢ (Figura 14),
chegou-se a conclusdo de que a substancia tratava-se, de um triterpeno constituido por

cinco carbonos metinicos, dez carbonos metilénicos, oito metilicos e sete carbonos
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desidrogenados. Na regido das olefinas foram observados dois pares de sinais mais
intensos, referentes aos constituintes majoritarios, dos quais 6 145,2 (C) e 6 121,0 (CH)
ppm caracterizam a B-amirina, € & 139,6 (C) e & 124,6 (CH), a a-amirina, sendo o
constituinte principal. Pelo fato de um dos carbonos envolvidos na dupla ligagdo ser um
carbono desidrogenado (C-13), conclui-se que os sinais verificados sdo pertencentes ao
hidrogénio do C-12. Outro sinal caracteristico aparece em & 79,4 ppm no espectro de
carbono, o qual decorre de efeito de desblindagem exercido por oxigénios carbindlicos. O
C-3 aparece ligado a uma hidroxila (OH), tal como relatam Hartmann (1998) e Kotowicz
et al. (2005). Este sinal, em relacdo aos demais, estd em alta intensidade e isto é um
indicio de que nas estruturas, os carbonos oxigenados (C-3) sdo equivalentes, possuindo o
mesmo deslocamento. Este afeito de desblindagem exercido pelo oxigénio afeta também
0 deslocamento de carbonos vizinhos ao carbono hidroxilado, deslocando-os para campo
mais baixo.

A comparacdo com os Vvalores registrados na literatura para o- € p-amirina e
derivados destes triterpenos permitiu determinar a conformacdo da hidroxila no C-3.
Observou-se que quando a hidroxila esta em posi¢do 3-o. 0 deslocamento de C-3 ocorre
em torno de 75 ppm (SOUZA et al., 2001), valor este ndo observado no espectro. No
entanto, um & 79,4 ppm foi observado e é compativel com a fungdo OH em conformacéo
B (CHATURVEDULA et al.,, 2004). Os deslocamentos dos hidrogénios e carbonos
vizinhos a esta hidroxila comprovam esta informacdo. O deslocamento quimico de 39,0
para C-1 foi observado tanto para a-amirina como para p-amirina, e o sinal em 55,7 ppm
correspondente ao C-5. Estes dados indicam que a hidroxila interage com esses carbonos
deslocando-os para campo mais baixo.

No cromatograma da andlise por CG (Figura 15), foi possivel observar dois picos
cromatograficas, com tempos de retencdo de 23,704 minutos, correspondendo a 35% da

substancia 3 e 24,436 minutos, referindo-se a 56% da substancia a.
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Figura 15 — Cromatograma obtido para a mistura da substancia S11
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4.2.3 Friedelina

A partir da fracdo etérea &cida, proveniente do EBM das cascas de L.divaricata,
conforme descrito na parte experimental (pag. 66), fez-se o isolamento da substancia 28.
Este foi isolado como cristais em forma de agulha incolores, que se demonstraram puros
quando eluidos em CCD, sendo submetidos as técnicas de RMN de 'H e *C
unidimensionais, além de medidas de difracdo de raios-X. A partir das analises desses
dados e comparacdo com dados da literatura, pode-se propor uma estrutura quimica, a
qual corresponde ao triterpeno pentaciclico friedelina 28, de férmula molecular C3oHsoO.

Através da analise do espectro de RMN *H (Figura 16), pode-se atribuir aos oito
grupos metilas, sete simpletos com 6 de 1,18, 1,05, 1,01, 1,00, 0,95, 0,88 € 0,72 ppm, e
um dupleto em 6 0,87 ppm (J = 2,4 Hz), associado a outro grupo metila (H-23). Este
altimo sinal, é caracteristico de triterpenos de esqueleto friedelano (ABREU et al., 2011).
O sinal em & 1,96 ppm, integrado para dois hidrogénios, corresponde ao H-1. O sinal
em & 2,36 ppm (dd, J=2 Hz, 5,2 Hz), foi atribuido a um dos H-2, enquanto que o sinal
para o outro H-2 apresenta-se em 6 2,40 ppm, como um duplo dubleto (J=2 Hz, 5,2 Hz).
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Figura 16 — Espectro de RMN de * H de 28 em CDCl3z a 400 MHz
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Através da analise de RMN de *C, Figura 17, mostra que a estrutura é formada
por 30 sinais de carbonos, caracterizando um triterpeno. Em 212,6 ppm aparece um
grupo carbonilico de cetona. O deslocamento quimico dos carbonos C-2 (41,2 ppm) e C-4
(57,9 ppm) foram atribuidos com base no efeito do grupo desprotetor vizinho,
apresentando o sinal mais desblindado causado pelo grupo carbonilico (C-3).

Os sinais em 14,3 ppm (C-24) e 6,4 ppm (C-23), séo atribuidos aos grupos metilas
caracteristicos de triterpenos pentaciclico da classe friedelano (MAHATO; KUNDU,
1994). Para os carbonos desidrogenados tem-se deslocamentos quimicos em 41,8 ppm, C-
5, 37,1 ppm, C-9, 39,4 ppm (C-13), 38,0 ppm, C-14, 29,7 ppm, C-17, 27,8 ppm (C-20).
Para os carbonos metinicos, C-4, C-8, C-10 e C-18, os sinais aparecem em 57,9 ppm, &

52,8 ppm, 59,2 ppm e 42,5 ppm, respectivamente.
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Figura 17 — Espectro de RMN de *3C de Friedelina em CDCl; a 100 MHz
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A analise do espectro de DEPT 135°, mostrado na Figura 18, confirma a presenca
de onze sinais de amplitude negativa, referentes aos carbonos metilénicos C-1, C-2, C-6,
C-7, C-11, C-12, C-15, C-16, C-19, C-21, C-22, além de sinais com amplitude positiva
correspondentes aos carbonos metinicos e metilicos. O desaparecimento de sete dos sinais
no espectro de DEPT 135°, mas observados no espectro de RMN *3C, indica a presenca
dos sete carbonos desidrogenados, estando assim, os dados analisados em concordancia

com a estrutura proposta.

Figura 18 — Espectro de RMN DEPT 135° de Friedelina (28) em CDCl3 a 400 MHz
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A aplicacdo da difracdo de Raio-X € um metddo auxiliar de grande importancia na
elucidacdo estrutural, principlamente em andlises conformacionais e configuracionais. A
dificuldade encontrada nessa técnica é a obtencdo de cristais ideais. Normalmente sdo
substancias amorfas, ou que formam cristais em forma de agulhas muito finos e pequenos
para a cristalografia.

Através da andlise de difracdo de raio-X do cristal obtido na fracdo etérea acida foi
possivel confirmar a estereoquimica absoluta da friedelina, onde o carbono C-4 apresenta
estereoquimica absolutaR,0C-5S, C-8 S, C-10 S, C-14 R, C-17 R e C-18 R, conforme a

estrutura mostrada na Figura 19.

Figura 19 — Difracdo do raio-X da substancia S08

Na Tabela 15 encontram-se listados os valores dos deslocamentos observados no
presente trabalho e aqueles relatados pela literatura, para 0 composto identificado como
friedelina 28.
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Tabela 15 — Dados de RMN de *H (400 MHz) e **C (100 MHz) da friedelina 28 em

CDCl;
Posicdo oC(ppm) oC*(ppm) OH(ppm) OH*(ppm)

1 21,9 22,3 1,96 (2H, m, H-1) 1,94 (2H, m, H-1)

2 41,2 41,5 2,40(dd, J=2 Hz e 5,2 2,40(dd, J=2,06 Hz e 5,24
Hz)/2,35(dd, J=2 Hz € 5,2Hz)  Hz)/2,31(dd, J=1,15 Hz e

7,09 Hz)

3 212,6 213,2 - -

4 57,9 58,2 2,23(q, J=6,4 Hz) 2,25(q, J=6,4 Hz)

23 6,4 6,8 0,89d, J=6,7 Hz 0,88,d, J=6,64 Hz

24 14,3 14,7 0,72s 0,73s

25 17,6 17,9 0,88 s 0,87 s

26 19,9 20,3 1,01s 1,01s

27 17,9 18,7 1,05s 1,05s

28 31,7 32,1 1,18s 1,18s

29 34,6 35,0 0,955 0,96 s

30 31,7 31,8 1,00s 1,00 s

8 'H* e °C* da friedelina (28) em CDCl; a 400 MHz conforme SOUSA et al., 2012

Os resultados obtidos confirmam que o composto isolado no presente trabalho €
triterpeno friedelina 28, uma vez que os valores apresentados se aproximam muito dos
referentes a ele na literatura.

A friedelina também foi isolada da casca do caule de Byrsonima crassa
(HIGUCHI et al., 2008) e de B. verbascifolia (GOTTLIEB et al., 1975), no género
Maytenus (NOSSACK et al., 2000; QUEIROGA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2007,
SOUSA et al., 2012), porém esta foi a primeira vez que o mesmo foi isolado no género

Luehea.

4.2.4 Catequina

O flavonoide catequina 22, de formula molecular C15H;406, foi obtido como um
solido branco cristalino. Seu isolamento se deu através de CC e HPLC, além de anélises
em CCD que confirmaram a pureza do mesmo, conforme descrito na parte experimental
(pag. 67). Sua estrutura foi elucidada apés analises de RMN de 'H e **C uni e
bidimensionais, DEPT 135°, COSY e comparacGes com dados da literatura disponivel
(HORST, 2008).
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O cromatograma de HPLC, Figura 20, obtido do flavonoide catequina 22, pode ser

observado, como sendo o componente principal presente na fracdo FAB.

Figura 20 — Cromatograma de HPLC da catequina (22): condicdo de elui¢do descrita no

subitem 4.1.5
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A catequina (Figura 21) possui em sua estrutura nove hidrogénios carbonicos e
cinco hidroxilicos. Dentre os nove hidrogénios carbdnicos, cinco sdo metinicos

aromaticos, dois metinicos carhindlicos e dois metilénicos.

Figura 21 — Estrutura quimica do flavonoide catequina

No espectro de RMN *H (Figura 22) observa-se os sinais caracteristicos de
hidrogénios aromaticos entre 6 5,88 e 6,86 ppm, caracteristicos do anel A. Os dois
dupletos com constantes de acoplamentos meta J = 2,4 Hz em 6 5,96 e 5,89 ppm séo
atribuidos aos hidrogénios dos C-6 e C-8. Em seguida, encontra-se sinais tipicos do
sistema catecol (anel B) constituidos de um dupleto em 6.86 ppm, com J = 2 Hz do H-2’
em meta ao H-6’; outro dupleto em & 6,80 ppm, com J = 8 Hz correspondente ao
acoplamento orto de H-5’ com o H-6". Em 6 6,75 ppm percebe-se um duplo dupleto J =2
Hz correspondendo ao H-6’ acoplando com o H-5’, em orto e em meta com o H-2’,
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respectivamente. De acordo com L&bo e col. (2008), este conjunto de sinais € tipico do
anel B da catequina.

Em 4,60 ppm encontra-se um dupleto referente ao H-2 com J = 7,6 Hz acoplando
com o H-3, o qual aparece como um multipleto, em & 4,02 ppm atribuido aos
acoplamentos com os H-4a e H-4b do C-4 e com o H-2. Os hidrogénios metilénicos do C-
4 encontram-se em campo alto, com maior blindagem sobre seu nacleo, em relacdo aos
outros. Os dois duplos dupletos: um em 6 2,5 ppm referindo-se ao H-4b com J =8 Hz e
16.0 Hz e 0 outro em & 2,89 ppm, que se refere ao H-4a, com J = 5,6 Hz e 16.0 Hz, sendo

estes 0s hidrogénios diastereotdpicos do composto catequina.

Figura 22 — Espectro de RMN de *H do composto (22) em CD3;0D a 400 MHz
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Através do espectro bidimensional COSY *H-'H (Figura 23) foi possivel a
confirmagéo das atribuicOes feitas anteriormente, de forma que pode-se visualizar 0s
acoplamentos entre os hidrogénios dos diferentes sistemas de spin. Observam-se as
correlagdes entre os hidrogénios H-2 e H-3, completando assim o primeiro sistema de

spins.
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O segundo sistema de spins pode ser observado pela correlacdo estabelecida entre o H-3
com os hidrogénios diastereotopicos H-4a e H-4b. O espectro mostra ainda as correlagdes
do terceiro e ultimo sistema de spins referentes aos acoplamentos entre os hidrogénios
diastereotopicos H-4a e H-4b.

Figura 23 — Espectro de RMN 2D COSY de catequina (22) em CD3;0D a 400 MHz
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Pela analise do espectro de RMN de *3C desacoplado de 22, (Figura 24), tem-se a
confirmagdo da presencga de quinze carbonos na estrutura. Observaram-se trés sinais a
156,4, 156,1 e 155,5 ppm relativos aos carbonos desidrogenados C-7, C-5 e C-9,
respectivamente. Foi observado um sinal a 144,8 ppm para C-3’ e um sinal a 144,7 ppm
referente ao C-4’.

Em 130,9 ppm aparece o sinal para C-1’ ¢ a 118,9, 114,7 e 113,9 ppm sdo
apresentados os sinais para os carbonos restantes do anel aromatico. A 99,5 ppm foi
encontrado o sinal de C-10 ¢ a & 95,0 ppm e 94,2 ppm, os sinais para C-6 e C-8,
respectivamente, foram atribuidos. J& o grupo metinico apresenta sinais em 81,4 ppm (C-
2) e 67,4 ppm (C-3) e por ultimo, o grupo metilénico, na posi¢do C-4, com deslocamento
quimico de 27,0 ppm.



98

Figura 24 — Espectro de RMN de *3C de (22) em CDsOD a 100 MHz
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A analise do espectro de DEPT 135°, mostrado na Figura 25, confirma a presenca
de um sinal de amplitude negativa, referente ao carbono metilénico C-4, além de sinais
com amplitude positiva correspondentes aos carbonos metinicos. Pode-se verificar,
também, a auséncia dos sete sinais observados no espectro de RMN de *3C a 156,1 (C-5),
156,4 (C-7), 144,7 (C-3"), 144,8 (C-47), 155,5 (C-9), 99,5 (C-10) e 130,9 ppm (C-1Y),
sinais caracteristicos de carbonos desidrogenados, conforme € proposto na estrutura do
composto 22.

Catequinas sdo polifendis hidrossollveis, incolores, que contribuem para o
amargor e a adstringéncia do vegetal (ARAUJO, 2008). S&o encontradas em diversas
espécies vegetais das mais variadas familias, como por exemplo, Camellia sinensis (“cha
verde”, familia Theaceae; ITO et al., 2003), Theobroma cacao (“cacau”, familia
Malvaceae; KOFINK et al., 2007), Hancornia speciosa (“mangaba”, familia
Apocynaceae; RODRIGUES et al.,, 2007). Extratos de folhas e/ou flores secas de
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Hibiscus sabdariffa também revelaram a existéncia de catequina e correlatos (DA-
COSTA-ROCHA et al., 2014).

Figura 25 — Espectro de DEPT 135° da catequina (22) em CD3;0D a 100 MHz
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4.2.5 Epicatequina

A substancia 8 foi isolada da fragdo acetato de etila neutra, proveniente do extrato
bruto metandlico das cascas do caule de L. divaricata (pag. 70). Apresentou-se como um
solido amorfo branco, solivel em metanol com PF. 288-290 °C (Lit. 295-300°C -
BARREIRQOS, 2000). Na analise em CCD, apresentou uma coloracdo escura apds
revelacdo com o cloreto férrico, sendo submetida as técnicas espectroscopicas de RMN
de 'H e de *3C uni e bidimensionais. Apés anélise destes resultados, propos-se a estrutura
guimica, como sendo um flavonoide, de férmula molecular C15H1406, conhecido como
epicatequina. No cromatograma de HPLC da substancia 8 (Figura 26), apds isolamento,
observa-se um pico principal com tempo de retencdo de 19,99 min, confirmando ser este
um dos principais metabdlitos presentes na fragdo FAN.
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Figura 26 — Cromatograma de HPLC da epicatequina 8; condicdo de eluicdo descrita no
subitem 4.1.5
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Analisando o espectro de RMN de *H (Figura 27), pode-se observar a presenca de
dois dubletos localizado na regido de ¢ 5,96 ppm (J = 2,2 Hz) e 6 5,94 ppm (J = 2,2 Hz),
sinalizando aos hidrogénios aromaticos H-6 e H-8, respectivamente. Em & 2,91 e 2,72
ppm sdo observados dois duplos dupletos, cada um com integracao correspondente a um
hidrogénio, referentes aos hidrogénios diastereotépico H-4a (J=4,8 Hz e 17 Hz) e H-4b
(J=3,2 Hz e 17 Hz) respectivamente.

Figura 27 — Espectro de RMN de *H da epicatequina (8) em CD;0OD a 400 MHz
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Um sinal na forma de simpleto referente ao hidrogénio metinico (H-2), presente
na estrutura da epicatequina, ¢ sinalizado em ¢ 4,83 ppm. Em & 4,21 ppm aparece um

multipleto atribuido ao hidrogénio H-3 ligado a um carbono carbindlico. Os hidrogénios

T
2.z
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aromaticos sinalizam em 6 6,78 ppm (1H, d, J = 8,2 Hz, H- 5) e em 6 6,83 ppm (1H, dd,
J=2,2 Hz e 8,2 Hz, H-6"); o0 dubleto em & 6,99 ppm com (J= 2,2 Hz), caracteristico de
acoplamento meta, referente ao H-2".

O espectro bidimensional homonuclear, COSY 'H-'H mostrado na Figura 28,
apresenta trés sistemas de spins na estrutura 8. O primeiro e 0 segundo sistema de spins
mostra o0 acoplamento entre 0 H-3 (8 4,21 ppm) com os hidrogénios diastereotopicos H-
4a e H-4b. O espectro mostra ainda as correla¢fes do terceiro e Gltimo sistema de spins
referentes aos acoplamentos entre os hidrogénios diastereotopicos H-4a (2,91 ppm, J =
4,8 Hz e 17Hz) e H-4b (2,72 ppm, J= 3,2 Hz e 17 Hz).

Figura 28— Espectro de RMN 2D COSY da epicatequina 8 em CD3;0D a 400 MHz
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O espectro de RMN de *3C Figura 29, visualiza-se a presenca de quinze carbonos
confirmando a férmula molecular Cy;sH140s. Na regido espectral em 27,8 ppm
caracterizou-se 0 carbono sp® do anel C, através dos sinais referente ao carbono
metilénico C-4; em 66,14 ppm e 78,4 ppm aparecem 0s sinais relativos aos carbonos
oximetinicos C-2 e C-3, respectivamente. Observaram-se trés sinais a 156,5, 156,2 e

155,9 ppm relativos aos carbonos desidrogenados C-7, C-5 e C-9. Os sinais em 95,1 e

fL (ppm)
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94,6 ppm atribuidos aos carbonos C-6 e C-8, também confirmaram o padrdo 5,7
dissubstituido para o anel A de flavonoide. Os sinais em 114,0 ppm, 114,6 ppm e 118,3
ppm foram atribuidos aos carbonos C-2°, C-5"e C-6", respectivamente, referentes ao anel
aromatico B, conforme a estrura abaixo:

(8)

Figura 29 — Espectro de RMN de *3C da epicatequina 8 em CD3;0D a 100 MHz
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O espectro de DEPT 135° (Figura 30) mostra a presenca de um sinal
correspondente a um carbono metilénico com amplitude negativa, além de carbonos

metinicos, na amplitude positiva. O desaparecimento no espectro de DEPT 135° de seis

dos sinais observados no espectro de RMN de *C indica a presenca de seis carbonos
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desidrogenados, estando assim os dados analisados em concordancia com a estrutura

proposta.

Figura 30 — Espectro DEPT 135° da epicatequina 8 em CD3;OD a 100 MHz
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O espectro bidimensional de RMN HSQC “H-C (Figura 31) mostra a correlagdo
de cada hidrogénio ligado diretamente ao seu carbono, sendo a analise deste espectro
muito importante principalmente para a atribuicdo de hidrogénios diastereotdpicos. O
espectro mostra as principais correlagdes existentes referentes aos hidrogénios
diastereotopicos presentes na estrutura proposta.

A literatura ainda esclarece como diferencial entre elas, o fato de que no espectro
de RMN de 'H, o H-3, na epicatequina, encontra-se mais desblindado que o H-3 da
catequina, sendo o 6 em torno de 4,21 ppm para 0 H-3 da epicatequina e de & 4,02 ppm
para o H-3 da catequina. Outra diferenca a ser analisada, ainda no espectro de hidrogénio,
é que o H-2 na catequina se apresenta na forma de um dupleto (1H, d, J= 7,6 Hz) e na
epicatequina, o H-2 encontra-se na forma de um simpleto alargado com & 4,83 ppm. Além
disso, no espectro de *3C, a diferenca epimérica entre catequina e epicatequina é + 3,03
(C-2), +1,34 (C-3) e -0,7 (C-4), (LOBO et al., 2008).

Na Tabela 16 sdo descritos os dados de RMN 'H e *C sinalizando algumas
diferencas relevantes para a catequina 22 e a epicatequina 8 em comparagdo com dados

disponiveis na literatura.
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Tabela 16 — Dados de RMN de 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) da catequina e
epicatequina em CD3;OH

Posicdo & 'H (ppm); J (Hz) 3 'H* (ppm) & °C (ppm)  8%C*(ppm)

2 4,60 (d, 7,6 Hz) 457 81,4 82,5
Catequina 3 4,02 (m) 3,98 67,4 68,2

4 2,89(dd, 5,6; 16 Hz/ 2,50 2,85; 2,51 27,0 27,5

(dd, 8; 16 Hz)

2 4,83 (s) 4,81 78,4 78,9
Epicatequina _3 4,.21(m) 417 66,1 67.0

4 2,91(dd, 4,8; 17 Hz/2,72 2,86; 2,74 27,8 28,2

(dd, 3,2; 17 Hz)

8 'H* e *C* da catequina e epicatequina em CD;OD a 400 MHz conforme LOBO et al.; 2008

Figura 31 — Espectro de RMN 2D HSQC da epicatequina 8 em CD3;0D a 400 MHz
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A presenca destes flavonoides em L. divaricata € plenamente suportada pela
literatura, uma vez que compostos fendlicos sdo ubiquos nas plantas para sua protecéo,
quer seja como antioxidante, no sentido de proteger o aparato fotossintetizante, quer seja

como antimicrobiano, no sentido de protecdo contra patdgenos. De todos compostos

f1 {ppm}
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fenolicos, os flavonoides constituem o maior grupo com estrutura quimica comum
composta de difenil propano, com diferentes graus de hidroxilacdo, oxidacdo e

substituicéo e frequentemente ocorrendo sob a forma glicosilada. (KUMAR et al., 2011)

4.2.6 B - sitosterol glicosilado

A substancia 14 foi isolada da fragdo diclorometano neutra proveniente do extrato
bruto metanolico das cascas do caule de L. divaricata (pag. 69). Este composto
apresentou-se como um solido amorfo branco, soltvel em piridina e com Pf 288-290°C,
(Lit.295-300°C- GALOTTA, 2005). Analise em CCD, 14 apresentou coloracdo roxa
escura apods revelacdo com vanilina. Foi submetido as técnicas espectroscopicas de RMN
de *H e *C, unidimensionais e DEPT. Ap6s analise destes resultados, e comparac&o com
dados da literatura propds-se a estrutura como sendo um esteroide, da classe dos
fitoesterois, de férmula molecular C3sHgoOg, conhecida como B- sitosterol glicosilado, o
qual ja havia sido isolado diversas vezes pelo grupo NPPN.

Pela analise do espectro de RMN de 'H (Figura 32), observa-se sinais referentes
aos hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos de sistema esteroidal entre 6 0,66 -2,72
ppm. Sinais entre & 3,96 - 4,5 ppm sdo caracteristicos de hidrogénios de natureza
glicosidica. O sinal em & 5,35 ppm sdo referentes ao hidrogénio olefinico H-6. A
atribuicdo da configuracdo P da glicose foi baseada na observa¢do de um dubleto em &

5,03 ppm, com constante de acoplamento de 7,6 Hz, entre H-1" e H-2".
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Figura 32 — Espectro de RMN de *H de 14 em CsDsN a 400 MHz
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O espectro de RMN de *C desacoplado, conforme observado na Figura 33,
apresenta trinta e cinco sinais referentes aos carbonos do B-sitosterol glicosilado 14.
Dentre os sinais observados, destaca-se a presenca de um carbono oximetinico glicosilado
(C-3) em 75,4 ppm e de dois carbonos olefinicos C-5 e C-6 em 141,0 ppme 121,9 ppm,
respectivamente. Em adicdo, observa-se a presenca de sinais caracteristicos para uma
unidade de acUcar, destacando-se o sinal para carbono metilénico C-6’em 63,0 ppm, da
unidade glicosidica e o carbono anomérico C-1’ com 102,7 ppm. O restante dos sinais

corresponde aos grupos metilénicos e metilicos presentes na estrutura do metabdlito 14.
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Figura 33 — Espectro de RMN de *C do B - sitosterol glicosilado 14 em CsDsN a 100
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A andlise do espectro de DEPT 135° foram observados sinais de trés carbonos

desidrogenados, dez carbonos metinicos, onze metilénicos, sendo um deles aquele que

absorve cerca de 6 63,0 ppm, correspondente ao Unico carbono metilénico da unidade de

glicose e seis carbonos metilicos, confirmando a estrutura 14, como mostrada a Figura 34.
Figura 34 — Espectro de DEPT 135° do B - Sitosterol Glicosilado 14 em CsDsN a 100

—149.987

—135.586

MHz

~123.579
~121,709

—102.370
T8.411
78.293
T7.873
75.139
T1.487

—62.621

—50.123

—45520
39.125
37.261
36,171
31834
30.042
29.241
28.321
23.170

~39.728

E
k

%

56605

e

\
\

18.788
—11.751

—
150 145 140 135 130 125 120

T

115 110 105 100



108

4.2.7 B — sitosterol

B-sitosterol € um fitoesterdide (esteroides de plantas) bastante difundido no reino
vegetal juntamente com o estigmasterol e o campesterol, podendo ser detectado em quase
todas as espécies, principalmente nas plantas superiores, cuja formula molecular é
C9Hs500, ja isolado pelo grupo anteriormente, foi obtido como um soélido branco
conforme descrito na parte experimental (pag. 68).

Sua estrutura foi determinada com base nos dados espectrais de RMN 'H e *3C
unidimensionais e comparacao com dados da literatura (SILVA, 2011).

Pela analise do espectro de RMN de H (Figura 35), é possivel observar a
existéncia de um pico caracteristico de hidrogénio olefinico em & 5,36 ppm referentes a
ligacdo com o carbonos C-6, respectivamente, além de um multipleto em & 3,50 ppm
referente ao hidrogénio ligado ao carbono C-3. Na regido a campo alto, entre 6 0,69-2,29
ppm € possivel observar a presenca de varios outros sinais correspondentes aos
hidrogénios dos grupos metilicos e metilénicos presentes na estrutura do p-sitosterol 29.
Figura 35 — Espectro de RMN de *H do 29 B-sitosterol em CDCl; a 400 MHz
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O espectro de RMN de *C, demonstrado na Figura 36, permite a visualizacdo do

pico de carbonos olefinicos C-5, C-6, em 140,7, 121,7 ppm, respectivamente. Em 74,9
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ppm o pico referente ao C-3 e entre 11,0 - 56,6 ppm 0s demais picos correspondentes aos

carbonos metilicos e metilénicos caracteristicos da estrutura do composto 29.

Figura 36 — Espectro de RMN de *3C do p- sitosterol 29 em CDCl; a 100 MHz
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Extratos aquosos, etandlicos, metandlicos e fracBes hexanica, acetato de etila,
etérea e cetdnica de Abutilon indicum aprsentaram, todos, moderada atividade larvicida,
contra larvas de Culex quinquefasciatus, um mosquito tropical doméstico. Mas o maior
indice de mortalidade foi observado quando extrato etéreo foi adicionado ao viveiro de
larvas, o qual continha B-sitosterol (KHADABADI; BHAJIPALE, 2010).

Sitosterol e estigmasterol também foram encontrados nas espécies Sidastrum
micranthum e Wissadula periplocifolia, na forma de misturas, bem como em suas formas
isoladas (GOMES, 2011a).

4.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Com o intuito de se avaliar o potencial antioxidante da planta em estudo, utilizou-
se 0 método do DPPH, conforme descrito na parte experimental (pag. 75). Um ensaio
quantitativo foi realizado, apenas, com as fracdes acetato de etila basica (FAB) e neutra

(FAN), as quais continham os compostos potencialmente ativos (flavonoides), uma vez
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que catequina e epicatequina ndo puderam ser testadas em razao das respectivas massas
irrisorias restantes.

A leitura foi realizada em um espectrofotdmetro (SpectraMax M2). Na Tabela 17
sdo apresentados o potencial antioxidante das fracfes da espécie L. divaricata

comparadas ao padrdo BHT.

Tabela 17 — Dados de atividade antioxidante das fracGes do (fracionamento 1 e 2) em

pg/mL
Concentragoes %inibicio
(ug/mL) FAB FAN BHT
800 95,4728 93,0196 94,8179
400 92,2325 92,7611 94,4042
200 92,2268 92,6691 94,9902
100 91,5029 91,6752 90,4171
50 93,2954 92,5198 76,5024
25 91,8648 92,7955 59,3359
12,5 63,6562 92,6921 39,9632
6,25 43,6860 92,0946 29,1853
3,12 17,0286 53,6194 14,3744
1,56 4,9293 24,3823 4,6076

Através destes valores pode-se concluir que a espécie em questdo tem relativo
potencial antioxidante, permitindo assim o calculo do ICsy, que € a concentracdo
necessaria para inibir 50% da atividade do radical DPPH, sendo esta demonstrada na

Figura 37.

Figura 37 — Grafico representando a porcentagem de inibicdo do radical DPPH verificado
para as fracdes FAB e FAN da espécie L.divaricata
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A partir da analise dos valores obtidos de concentracdo inibitdria referente aos
dois fracionamentos, verificou-se que as fracbes FAB e FAN acetato de etila neutro e
acetato de etila basica apresentaram bons resultados de ICsy sendo estes 3,24 e 8,09
ug/mL respectivamente, menor que o padrao BHT 19,07 pg/mL como mostra a Figura
38.

Oliveira e col. (2012) realizaram estudo sobre a atividade antioxidante dos
compostos fendlicos presentes em diversas espécies de malvaceas. Os resultados obtidos
demonstraram que espécies desta familia possuem alto teor de compostos fendlicos e boa
atividade antioxidante e, consequentemente, podem ser utilizadas no tratamento de
doencas relacionadas ao aumento da producéo de radicais livres. Devido as contundentes
atividades antioxidante e anti-inflamatdria, compostos naturais isolados de diversas
espécies da malvaceas sdo largamente explorados em todo o mundo para tratamento de

doencas como a asma e gastrites (GOMES et al., 2015).

Figura 38 — Grafico representando ICsy das fragdes testadas
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4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As doencas infecciosas permanecem como as principais causas de morbidade e
mortalidade mundialmente. Adicionalmente, apresentam altas taxas de prevaléncia entre a
populacdo mais pobre (WHO, 2012).

Reforgcando esta grave questdo, o surgimento de microrganismos resistentes aos
antibidticos, nos ultimos anos, tem se tornado preocupante e conduzido a altas taxas de

morbimortalidade associadas as infec¢fes por bactérias e fungos patogénicos em todo
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mundo, e constituindo-se em um dos maiores problemas no ambiente hospitalar. O uso
frequente e indiscriminado de agentes antimicrobianos tem contribuido para o aumento da
multirresisténcia aos antibioticos quimioterapicos (DALL’AGNOL et al., 2003).
Paralelamente, poucos farmacos antimicrobianos tém sido langados no mercado e a
caréncia de estratégias visando novas alternativas terapéuticas em contraste com o
crescente aumento destes microrganismos € um grande problema, repercutindo na sadde
publica em todo mundo (CHANDRA, 2010).

Com o intuito de avaliar o potencial antimicrobiano da espécie Luehea divaricata,
extrato bruto, fracdes e compostos isolados foram testados. Para a realizacdo do ensaio
antimicrobiano, utilizou-se o método de microdiluicdo em caldo (MIC), conforme
descrito na parte experimental (pags. 76-77).

A efetividade antimicrobiana foi descrita em termos da concentracdo inibitdria
minima (CIM) e da concentracdo letal minima (CLM). Os resultados obtidos para o
extrato bruto, fracbes e compostos isolados de Luehea divaricata sdo apresentados nas
Tabelas 18-29. Os resultados dos CIM 20 e 50 encontram-se listados nas Tabelas 18 € 19,
respectivamente. O EBM apresentou potencial para inibir o crescimento da bactéria

Gram- negativa Pseudomonas aeroginosa, com CIM (20 e 50) de 6,2 pg/mL.

4.4.1 Atividade antibacteriana referente ao fracionamento 1 — fracionamento acido-
base

A fracdo FEA se mostrou ativa, apresentando CIM (20 e 50) entre 6,2 e 12,5
ug/mL para algumas bactérias Gram-positivas Bacillus subtilis, Bacillus cereus e para
Pseudomonas aeroginosa (Gram-negativa). As fracbes FEB, FBB e FAB foram ativas
frente o crescimento microbiano apenas para a bactéria Gram-negativa Pseudomonas
aeroginosa, com CIM (20 e 50) de 6,2 pg/mL ¢ CLM de 200 pg/mL.

Apesar da disponibilizacdo de novos antibidticos, a resisténcia bacteriana ocorre
em ritmo crescente nos diferentes patdgenos Gram positivos e Gram negativos e
representa um grande desafio terapéutico (ROSSI; ANDREAZII, 2005). Nas altimas
décadas o enfoque dado para o controle das infecgdes por bactérias Gram negativas, pode
ter contribuido para o surgimento de bactérias Gram positivas multirresistentes,
principalmente Staphylococcus sp. resistentes a meticilina, Pneumococcus sp. resistente a
penicilina e eritromicina, Enterococcus sp. resistentes a vancomicina e também as Gram
negativas Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae resistentes a p-lactdmicos e
carbapenenos (SANTOS FILHO et al., 2002).
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Tabela 18 — CIM 20 e CLM frente a bactérias (ug/mL) do extrato e fracGes do Fracionamento 1

Fracoes e extrato (CIM 20/CLM pg/mL)
Microorganismos Extrato bruto FEB FAB FBB FEA Cloranfenicol
CM CIM CM CIM CM CIM CM CLM CM CLM CIM CLM
Gram-positivas
Staphylococcus 200 >200 100 3200 S0 >200 50  >200 100  >200 3.1 200
aureus
Bacillus subtilis 50 >200 50 >200 50 >200 50 >200 6,2 >200 3.1 100
Bacillus cereus 50 >200 25 >200 50 >200 25 >200 6,2 >200 3,1 100
Enterococcus spp. 100 >200 100  >200 25 >200 100 >200 200  >200 6.2 50
Enterobacter 50 200 25 ~200 50 200 50 200 50 ~200 3.1 50
aerogenes
Gram-negativas
Escherichia coli 50 >200 50 >200 50 >200 50 >200 100 >200 62  >200
AT 6,2 200 6,2 200 6,2 200 6,2 200 12,5 200 6.2 200
aerogmosa
Burkholderia cepacia | 50 >200 50 >200 50 >200 50 >200 50 >200 3.1 200
Shigella sonnei 50 200 25 >200 25 200 25 200 50 200 3.1 50
Salmonella 50 >200 50 >200 50 >200 50 >200 50 >200 3,1 100
typhimurium
Morganella morganii 50 >200 50 >200 50 >200 50 >200 50 >200 3,1 100
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Tabela 19 — CIM 50 e CLM frente a bactérias (ug/mL) do extrato e fracGes do Fracionamento 1

Fracdes e extrato (CIM 50/CLM pg/mL)

Microorganismos Extrato bruto FEB FAB FBB FEA Cloranfenicol
CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM

Gram-positivas

Staphylococcus aureus 200 >200 100 >200 100 >200 100 >200 200 >200 6,2 200
Bacillus subtilis 50 >200 50 >200 50 >200 50 >200 6,2 >200 3,1 100
Bacillus cereus 50 >200 50 >200 50 >200 50 >200 50 >200 3,1 100
Enterococcus spp. 100 >200 100 >200 25 >200 100 >200 200 >200 6,2 50
Enterobacter 100 200 100  >200 50 200 50 200 100 >200 6,2 50
aerogenes

Gram-negativas
Escherichia coli 50 >200 50 >200 50 >200 50 >200 100 >200 6,2 >200
Pseudomonas
aeroginosa 6,2 200 6,2 200 6,2 200 6,2 200 12,5 200 6,2 200
Burkholderia cepacia 50 >200 50 >200 50 >200 50 >200 50 >200 3,1 200
Shigella sonnei 50 200 25 >200 25 200 25 200 50 200 3,1 50
Salmonella

T 100 >200 200 >200 100 >200 100 >200 200 >200 12,5 100
typhimurium

Morganella morganii 50 >200 50 >200 50 >200 50 >200 50 >200 3,1 100
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O triterpeno Friedelina, isolado da FEA, em decorréncia de sua ja confirmada
atividade antimicrobiana, ndo foi submetido a tais analises farmacoldgicas. O composto S11,
o qual se trata de uma mistura dos triterpenos o- e B-amirina, o ftalato de bis 2- etil-heptila,
ambos obtidos do isolamento da FEA, bem como o flavonoide catequina, isolado da FAB,
terdo suas atividades discutidas no subitem dos compostos 4.4.3, correspondentes &s Tabelas
22 e 23.

4.4.2 Atividade antibacteriana referente ao fracionamento 2 — fracionamento neutro

Os resultados das atividades antibacterianas das fracdes neutras com seus CIM (20 e
50) e CLM encontram-se dispostos nas Tabelas 20 e 21, respectivamente.

No fracionamento neutro, a FDN mostrou-se mais eficiente frente a Enterococcus spp,
Bacillus cereus, Shigella sonnei, Salmonella typhimurium e Pseudomonas aeroginosa, com
CIM 20 entre 7,8 ¢ 62,5 pg/mL. A FAN mostrou-se ativa frente & Enterococcus sp. e Shigella
sonnei com CIM 20 de 15,6 ng/mL, frente a e Pseudomonas aeroginosa, com CIM 20 de 31,2
ug/mL. As cepas Staphylococcus aureus, Bacillus cerreus, Enterobacter aerogenes e
Morganella morganii ndo foram testadas, devido as quantidades insuficientes de FAN. A
FHN também apresentou valores significativos de potencial antibacteriano para as bactérias
Shigella sonnei, Burkholderia cepacia e Pseudomonas aeroginosa (Gram-negativas) com
CIM 20 entre 31,2 e 62,5 ug/mL; o potencial antibacteriano desta fracdo (FHN) frente as
bactérias Bacillus cereus e Salmonella typhimurium (Gram-negativas) com CIM 50 de 62,5
pug/mL.

O flavonoide epicatequina, isolado da FAN, bem como o esteroide [-sitosterol
glicosilado, isolado de FDN e o nédo-glicosilado, proveniente da FHN, terdo suas atividades
farmacoldgicas discutidas no subitem 4.4.3, referente as atividades bioldgicas dos compostos
isolados.

O estudo realizado por Tanaka et al. (2005) mostrou que o extrato bruto metanolico
das cascas do caule de L.divaricata e da fracdo acetato de etila foram moderadamente ativos
contra Staphylococcus aureus, enquanto que a fracdo butandlica inibiu discretamente o
crescimento do mesmo e a fragdo hexanica apresentou uma pequena atividade contra S.

aureus.
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Tabela 20 — CIM 20 e CLM frente a bactérias (pg/ml) do fracionamento 2

Gram-positivas Gram-negativas
Amostras/Microorganismos* E Bs Ss Ec Bc St Pa
FDN 7,8/ >500 -/>500 31,2/250 250/500 62,5/>500 62,5/>500 62,5/500
FAN 15,6/>500 -/>500 15,6/500 125/500 125/500 125/>500 31,2/500
FHN 125/>500 -/>500 62,5/>500 250/500 31,2/500 125/>500 62,5/>500
Cloranfenicol <1,9/62,5 <1,9/62,5 <1,9/15,2 <1,9/15,2 1,9/15,2 <1,9/62,5 15,6/250

*Gram-positivas — Enterococcus, Bs- Bacillus subtilis. Gram-negativas: Ss- Shigella sonnei, Ec- Escherichia coli, Bc- Burkholderia cepacia, St-
Salmonella typhimurium, Pa — Pseudomonas aeroginosa; (-) sem inibigéo



117

Tabela 21 — CIM 50 e CLM frente a bactérias (ng/mL) do fracionamento 2

Gram-positivas Gram-negativas
Amostras/Microorg.* E Bs Ss Ec Bc St Pa
FDN 62,5/ >500 250/>500 62,5/250 250/500 62,5/>500 250/>500 250/500
FAN 62,5/>500 250/>500 62,5/500 250/500 250/500 250/>500 250/500
FHN 250/>500 250-/>500 125/>500 250/500 62,5/500 62,5/>500 250/>500
Cloranfenicol 1,9/62,5 1,9/62,5 1,9/15,2 1,9/15,2 3,9/15,2 3,9/62,5 125/250

*Gram-positivas: E — Enterococcus, Bs- Bacillus subtilis. Gram-negativas: Ss- Shigella sonnei, Ec- Escherichia coli, Bc- Burkholderia cepacia,
St- Salmonella typhimurium, Pa — Pseudomonas aeroginosa
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Montovani et al., (2009), realizou um estudo antimicrobiano de extratos brutos de L.
divaricata, os quais apresentaram resultados promissores: todas as bactérias sofreram inibicao
de crescimento. Os maiores halos de inibicdo frente aos microrganismos foram obtidos com
testes usando as fragBes acetato de etila e metandlica (provenientes de um extrato bruto
hexanico) e do extrato bruto metandlico para S. aureus. O mesmo comportamento foi
observado por Ushimaru et al., (2007) ao avaliar a atividade antimicrobiana de extratos
metanolicos de algumas plantas medicinais, obtendo os melhores resultados de inibicdo de
crescimento para cepas de S. aureus.

Extratos aquosos e metanolicos de plantas inteiras de G. arboreum se revelaram ativos
contra a febre tifoide, através de acdo antibidtica/antimicrobiana contra Salmonella typhi, S.
paratyphi e S. typhimurium, em experimentos in vitro (NKUO-AKENJI et al., 2001),
enguanto que extratos aquosos de folhas de G. arboreum mostraram atividade antibacteriana
contra bactérias Gram-positivas Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus
faecalis e Micrococcus flavus, bem como contra cepas resistentes de S. aureus e bactérias
Gram-negativas, como Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Souza et al. (2004), em decorréncia de um estudo etnofarmacoldgico, avaliaram o
potencial antimicrobiano de algumas plantas usadas no Brasil, mais precisamente no estado
do Rio Grande do Sul. Utilizando o método de difusdo em &gar, os autores constataram que 0
extrato metandlico de L. divaricata apresentava atividade contra a bactéria Micrococcus
luteus. O extrato ndo apresentou nenhuma atividade contra bactérias, como Staphylococcus

aureus e S. epidermidis, Escherichia coli, além da levedura Candida albicans.

4.4.3. Atividade antibacteriana dos compostos isolados

Os resultados referentes aos compostos isolados das fragdes supracitadas encontram-se
nas Tabelas 22 e 23. Sdo eles: os flavonoides catequina e epicatequina, os terpenos o- ¢ [-
amirina, o ftalato de bis 2-etil-heptila, e o estroide B-sitosterol glicosilado. O composto B-
sitosterol ndo teve suas atividades executadas em razdo da inexisténcia de quantidades
apropriadas para a realizacéo dos testes.

E possivel observar que os compostos catequina, epicatequina e [-Sitosterol
glicosilado sdo muito ativos como inibidores do crescimento bacteriano (a¢do bacteriostatica),

principalmente contra as bactérias Enterococcus e Shigella Sonnei, com CIM 20 de 1,9 ug/mL
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e CIM 20 de 31,25 pg/mL, respectivamente. O composto S11, que representa a mistura de o-
¢ B-amirina, exibiu maior potencial antibacteriano frente a Shigella Sonnei com CIM 20 de
31,25 ug/mL. O B-Sitosterol glicosilado apresentou o potencial antimicrobiano frente a,
Enterococcus, Pseudomonas aeroginosa, Burkholderia cepacia e Shigella sonnei
apresentaram uma CIM 20 entre 1,9 a 15,6 pg/mL. O Ftalato de bis 2-etil-heptila, mostrou
maior eficiéncia frente & Shigella sonnei e Burkholderia cepacia com CIM 20 de 31,25

pg/mL.



Tabela 22 — CIM 20 CIM/CLM frente a bactérias (ug/ml) dos compostos isolados

120

Gram-positivas

Gram-positivas

Amostra/Microorg.* E Bs Ss Bc St Pa
Epicatequina 1,9/>250 -/>250 31,25/>250 125/>250 62,5/>250 -
p-Sitosterol 1,0/>250 62.5/>250 31.25/>250 62.5/>250 62.5/>250 15,6/250
Glicosilado

Catequina 1,9/>250 62,5/>250 31,25/>250 62,5/>250 62,5/>250 -

a-, B- Amirina - - 31,25/>250 62,5/>250 - -
Ftalato de bis 2- etil- i ] 31,25/>250 62.5/>250 i i
heptila

Cloranfenicol <1,9/31,2 <1,9/15,8 <3,9/15,6 1,9/31,2 <1,9/62,5 15,6/250

*Gram-positivas: E — Enterococcus, Bs- Bacillus subtilis. Gram-negativas: St- Salmonella typhimurium, Ec- Escherichia coli, Bc-
Burkholderia cepacia, Ss- Shigella sonnei, Pa — Pseudomonas aeroginosa ,(-) sem inibigéo



Tabela 23- CIM 50/CLM frente a bactérias (pg/ml) dos compostos isolados
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Gram-positivas

Gram-negativas

Amostra/Microorg.* E Bs Ss Ec Bc St Pa
Epicatequina 125/>250 125/>250 62,5/>250 125/>250 250/>250 125/>250 125/>250
-Sitosterol 62.5/>250 125/>250 62.5/>250 125/>250 125/>250 125/>250 125/250
Glicosilado

Catequina 62,5/>250 125/>250 62,5/>250 125/>250 125/>250 125/>250 125/>250
a-, B- Amirina - 125/>250 62,5/>250 - 125/>250 - -
Egi‘)‘t"’l‘fg de bis 2- etil- 62,5/>250 125/>250 62,5/>250 125/>250 125/>250 125/>250 125/>250
Cloranfenicol 1,9/31,2 1,9/15,8 3,9/15,6 125/31,2 3,9/31,2 1,9/62,5 125/250

*Gram-positivas: E — Enterococcus, Bs- Bacillus subtilis. Gram-negativas: Ss- Shigella sonnei, , Ec- Escherichia coli, Bc- Burkholderia cepacia,

St- Salmonella typhimurium, Pa — Pseudomonas aeroginosa ,(-) sem inibicéo



4.4.4 Atividade antifngica referente ao fracionamento 1 — fracionamento acido-base

Tabela 24 — CIM 20 e CLM frente a fungos (ug/mL) do extrato e fracGes do Fracionamento 1

Extrato e fragdes (CIM 20/CLM pg/mL)

Microrganismos EB FEB FAB FBB FEA
CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
Candida albicans 100 200 100 100 100 100 100 200 100 200

Candida tropicalis 50 >200 50 >200 100 >200 100 >200 100 >200
Candida krusei 12,5 200 12,5 200 12,5 200 12,5 100 6,25 100

Candida parapslosis 100 >200 100 200 100 200 100 >200 100 200

Cryptococcus
neoformans

Cryptococcus Gatti 25 >200 25 >200 25 >200 25 >200 125 >200

50 200 50 200 25 200 25 200 50 200

Sacharomyces

- 50 200 50 200 50 200 50 200 50 100
cerivisae

Fluconazol
CIM CLM
<6,25 100
25 100
1,5 200
1,5 100
3,12 100
15 200
6,25 100
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Tabela 25 — CIM 50 e CLM frente a fungos pg/mL do extrato e fragfes do Fracionamento 1

Microorganismos

Extrato e fragoes (CIM 50/CLM pg/mL)

Candida albicans
Candida tropicalis
Candida Kkrusei

Candida parapslosis

Cryptococcus
neoformans

Cryptococcus Gatti

Sacharomyces
cerivisae

EB FEB FAB FBB FEA

c(M M CIM M CIM (IM CIM CIM CIM CLM

100

100

50

100

100

100

50

200 100 100 100 100 100 200 100 200

>200 100 >200 100 >200 100 >200 100 >200

200 50 200 50 200 50 100 50 100

>200 100 200 100 200 100 >200 100 200

200 100 200 100 200 50 200 50 200

>200 100 >200 100 >200 100 >200 50 >200

200 50 200 50 200 50 200 50 100

Fluconazol

CIM CLM
6,25 100

50 100
12,5 200
3,12 100
3,12 100
6,25 200

12,5

100

123



124

4.4.5 Atividade antifungica referente ao fracionamento 2 — fracionamento neutro

Tabela 26 — CIM 20 e CLM frente a fungos (ug/ml) do fracionamento 2

Amostras/Microorg*. Cp Ck Ct Cg Cn Sc
FDN 125/>500 15,6/250 - 125/>500 125/>500 125/>500
FAN - 31,2/250 125/250 125/500 125/>500 125/>500
FHN - 15,6/500 62,5/>500 - 62,5/>500 62,5/>500
Fluconazol 62,5/62,5 7,8/125 62,5/125 62,5/125 3,9/>250 7,8/125

Cp-Candida parapslosis, Ck-Candida krusei, Ct-Candida tropicalis; Cg-Cryptococcus gatti; Cn-Cryptococcus neoformans Sc-Sacharomyces
cerivisae, (-) sem inibicdo

Tabela 27 — CIM 50/CLM frente a fungos (ng/ml) do fracionamento 2

Amostras/Microorg*. Cp Ck Ct Cg Cn Sc
FDN 500/>500 125/250 250/>500 250/>500 500/>500 250/>500
FAN 250/500 125/250 250/250 250/500 250/>500 250/>500
FHN 250/>500 125/500 250/>500 250/>500 250/>500 250/>500
Fluconazol 15,6/62,5 31,2/125 125/125 125/125 15,6/>250 125/125

Cp-Candida parapslosis, Ck-Candida krusei; Ct-Candida tropicalis; Cg-Cryptococcus gatti; Cn-Cryptococcus neoformans Sc-Sacharomyces
cerivisae



4.4.6 Atividade antifiingica dos compostos isolados

Tabela 28 — CIM 20 e CLM frente aos fungos (pg/ml) dos compostos isolados

Amostra/Microorg*. Cp Ck Cg Sc
Epicatequina 125/>250 3,9/>250 - 1,9/>250
pB-sitosterol glicosilado - 7,8/125 - 1,9/>250
Catequina - 3,9/125 125/>250 1,9/>250
a, p- amirina 125/>250 - - 1,9/>250
Ftalato de bis 2- etil-heptila 125/>250 - - 15,6/250
Fluconazol 1,9/31,2 1,9/62,5 62,5/125 3,9/250

Cp-Candida parapslosis, Ck-Candida krusei; Cg-Cryptococcus gatti; Sc-Sacharomyces cerivisae; (-) sem inibicéo

Tabela 29 — CIM 50 e CLM frente aos fungos (png/ml) dos compostos isolados
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Amostra/Microorg*. Cp Ck Ct Cg Sc
Epicatequina 250/>250 15,6/>250 250/>250 250/>250 125/>250
pB-sitosterol glicosilado 125/>250 15,6/125 250/>250 250/>250 62,5/>250
Catequina 125/>250 15,6/125 250/250 250/>250 62,5/>250
a, - amirina 250/>250 3,9/125 250/>250 250/>250 125/>250
Ftalato de bis 2- etil-heptila 250/>250 3,9/125 250/>250 250/>250 125/250
Fluconazol 3,9/31,2 3,9/62,5 125/250 125/125 15,6/250

Cp-Candida parapslosis, Ck-Candida krusei; Ct-Candida tropicalis; Cg-Cryptococcus gatti; Sc-Sacharomyces cerivisae
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Quanto ao potencial antifigico da epicatequina, -Sitosterol glicosilado e catequina,
todos mostraram-se eficientes, apenas em suas fungdes fungiostaticas, contra Candida krusei
e Sacharomyces cereviseae, na avaliagdo de CIM 20, enquanto que a mistura dos triterpenos
a- ¢ B- amirina e ftalato de bis 2- etil-heptila o foram apenas para S. cerevisae, como
apresentado na Tabela 28.

A fragdo FHN apresentou resultados significativos frente aos microrganismos Candida
krusei, Candida tropicalis e Cryptococcus neoformans com CIM 20 entre 15,6 ¢ 62,5 pg/mL.

A elevada incidéncia de infeccBes fungicas tem levado a pesquisa continua de novas
drogas. Extratos de Luehea paniculata, foram avaliados para a atividade contra o fungo do
género Candida, bem como o seu potencial modulador do antibiético Fluconazol (CALIXTO
Jt. et al., 2015). A atividade fungicida do extrato bruto e das folhas e das cascas do caule,
também foi testada, pelo mesmo método, por Tanaka e colaboradores (2005). Os autores
observaram que a Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida
tropicalis sdo resistentes aos extratos da Luehea divaricata. Candida albicans também
mostrou-se resistente frente a fracbes que continham ou ndo flavonoides, provenientes de
sementes e calos de trés espécies de Gossypium (KHALEEQUR et al., 2012). Candida krusei
tem sido reconhecida como um patdgeno flangico resistente a um amplo repertério de
antimicéticos, principalmente devido a sua resisténcia intrinseca ao fluconazol, combinada
com a baixa sensibilidade para anfotericina B e a 5-fluorocitosina. Todavia, autores vém
relatando uma diminuicdo da sensibilidade para vérios alopaticos (PFALLER et al., 2008).

E possivel concluir pelos resultados obtidos que L. divaricata apresenta um grande
potencial antimicrobiano frente as bactérias e fungos, ja que tanto o extrato bruto, quanto as
fracbes e os compostos isolados apresentaram CIM com valores satisfatérios para tal
atividade, ndo apresentando um poder biocida satisfatorio.
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CONCLUSAO

Apbs a investigacdo fitoquimica e antimicrobiana realizada com a espécie

pertencente a familia Malvaceae, Luehea divarivata , pode-se concluir que:

- Pela metodologia utilizada no presente trabalho, constatou-se a auséncia de alcaloides;

- Este trabalho foi capaz de comprovar a presenca de p-sitosterol glicosilado também na
casca do caule, uma vez que outros trabalhos os tenham identificados, apenas, em outras

partes da planta.

- Friedelina compde a porcéo triterpénica do género, sendo encontrada pela primeira vez.

- A investigacdo fitoquimica da casca do caule de L. divaricata, atraves da identificacdo
estrutural de trés triterpenos, dois esteroides, dois flavonoides e um Ftalato, coopera para

o aprofundamento da quimiotaxonomia da familia Malvaceae.

- O estudo fitoquimico e das atividades biolégicas dos compostos identificados
provenientes das cascas do caule de L. divaricata, realizados no presente trabalho,

também pode justificar seu uso etnofarmacologico.

- Mesmo que parcial, o estudo fitoquimico da casca do caule de L. divaricata amplia o
conhecimento cientifico a respeito desta espécie.
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APENDICE A — ALGUNS CONTITUNTES QUIMICOS DA FAMILIA

MALVACEAE
Classe Constituinte Atividade
o Fonte Natural o
Quimico Farmacologica
Acido malvalico (1) Abutilon aritum Carcinogénica
Acido esterculico Gossypium .
’ Carcinogénica
< (2) stuntianum
Acidos Graxos —
Acido - .
- - Hibiscus Nao relatado na
dihidroesterculico L .
3) divertifolius literatura
Anticonvulsivante
Citronelol (4) Hibiscus Antl_-b_acterlana
esculentus Larvicida contra
Aedis aegypti
Neral (5) Hibiscus Antifungica
esculentus
a-terpineol (6) Hibiscus Anti Leishmania
1,8-cineol (7) esculentus Antibacteriana
Antifangica
. Gossypium Larvicida contra
Terpenoides Bisabolol (8) hirsutum Aedis aegypti Anti-
inflamatoria
Cadineno (9) Gqssyplum Antioxidante
hirsutum

Alantolactona (10)

Abutilon indicum

Antioxidante Anti-
inflamatorio
Hepatoprotetor

Terasterol (11)

Abutilon indicum

Nao encontrado na
literatura

Cicloartenol (12)
Cicloeucalenol (13)

Herissantia
tiubae

Espasmolitica

B-Sitosterol (14)

Esteroides

Bakeridesia pickelii

Antillcera
Gastroprotetora
Hipoglicémica

Anticancerigena
(prostata e de mama)
contra veneno de
cobra Bothrops)

Estigmasterol (15)

22-Deidrocampes-
terol (16)

Sida veronicaefolia

Sida veronicaefolia

Anti-inflamatério
Anticancerigena
Anti-hepatotoxica
hipocolesterolémico
sedativo
Anti-inflamatéria
Hipocolesterolémica

Continua...
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Continuacao...

Constituinte Atividade
Classe D Fonte Natural L
Quimico Farmacologica
B-sitosterol Herissantia crispa Antitlcera
glicosilado (17) Gastroprotetora
: B-sitosterol
Esteroides glicosilado (17) Sida galheirensis . L
. ) L Antinflamatoéria
Estigmasterol Herissantia tiubae
glicosilado (18)
) Antioxidante
Acido m-metoxi-p-  Backeridesia pickelii Antibacteriana
Hidroxi benzico (19)  Herissantia tiubae (Bactérias Gram-
positivas)
Analgésico
Acidos Acido-O-hidroxi An_tt;artrlt!co
Fendlicos benzdbico : o Anti acterlarllo_
< . o Sida galheirensis Anti-inflamatorio
(Acido salicilico) .
(20) Antl_o>§|(jqnte
Antipiretico
Antisséptico
Acido p-hidroxi- . Antioxidante
AL Bakeridesia pickelii . .
cinamico (21) Anticancerigena
6,7-dimetoxicuma- Sida galheirensis Antioxidante
rina (22) g Hipocolesterolémica
Cumarinas 6-metoxi-7-hidroxi -
. . . Atividade
cumarina Sida hermaphrodita hinotensora
(Escopoletina) (23) P
Antioxidante Anti-
inflamatoriaatdria
Antianémica
Anticancerigena
. Sida cordifolia Antialérgica;
Quercetina (24) Herissantia crispa Antidiabética;
Antidiarréica;
Antihepatotoxica;
. Antiespasmadica;
Flavonoides P

Luteolina (25)

Sida galheirensis

Antiulcera
Anticancerigena
Antibacteriana
Antialérgica
Antioxidante

Herbacetina (26)

Sida hermaphrodita

Antioxidante
Antifungica

Pentametoxiflavona
(27)

Herissantia tiubae

Moduladora de
antibiotico

Continua...
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Continuacao...

Constituinte

Atividade

Classe - Fonte Natural L
Quimico Farmacologica
Gossypetina-8- . Anti-inflamatdria
. Gossypium . A
Oramnosideo arboreum Antileucémica
(28) Antioxidante
Antidiabética
Campferol 3,7-di-O- . . Antioxidante
. Herissantia tiubae . .
a-L-Ramnopirano- . . Hipotensora Anti-
. . Herissantia crispa ) -
sideo (lespedina) inflamatoria,
(29) Antinociceptiva
Vasorelaxante
Campferol 7-O-L-
Glicosideos Ramnopiranosideo Herissantia tiubae Anticancerigena

Flavonoidicos (30)

Canferol 3-O-A-D-
(6>’-E-p-cumaroil)
glicosideo
Tilirosideo (31)

Herissantia tiubae
Sida galheirensis
Backeridesia Pickelii
Herissantia crispa

Antioxidante
Blogueadora UV
Anti-inflamatéria
Hepatoprotetora
Anticancerigena

Antitumoral

Anti-HIV
Moduladora
Relaxante em ileo

Rutina (32) Sida hermaphrodita Antioxidante
Xantona Mangiferina (33) Hibiscus liliastrum Antioxidante
Glicosilada
Ant(_)ma_nldlna Cianidina (34) Hibiscus syriacus Inibidor d agregacao
Glicosilada plaquetéria
. : . Antibacteriana
Criptolepina (35) Sida acuta Antidiabética
Efedrina (36) Sida acuta Broncodilatadora
Antibacteriana
Hipaforina (37) Sida spinosa Anti-inflamatéria
. Analgési
Alcaloides - . netgesica
Vasicinina (38) .S'da Spinosa Antiasmatica
Sida cordifolia
Vasicinol (39) Sida spinosa Antiasmatica
- Sida spinosa L
Vasicinona (40) Sida humilis Antiasmatica
B-fenetilamina (41) Sida acuta Emagrecedora
Amida Transferuloiltiramina Sidastrum Anti Helicobacter
(42) paniculatum pylori

Fonte: GOMES, 2007; 2011



156

APENDICE B - RESPECTIVAS ESTRUTURAS QUIMICAS DE
ALGUNS DOS CONSTITUINTESQUIMICOS DA FAMILIA
MALVACEAE

HOOC(CHy)sC=C(CH,)-CH;
CH

(1) Acido Malvilico

CH5(CH,),C=C(CHy);C =0

CH; OH

(2) Acido Estercilico

CH;(CH4)7CH —CH(CH,),C =0
NS

|
CH» OH

{ CH;OH
(3 Acido Diidroestercilico [-I}.Citr-::-uelnl
"'J::*?':-] e
[ ko )
|1 OH
-
Py P
(%) Meral (6) a-Terpineol
OH
[ o
"\-\._\_.- III.-" _.-"'-
{7y 1,8-Cineol (8) Bizsabolol

/i“x
(9) Cadineno

ti;ii:tjfo

(10} Alantolactona

Continma
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COOH

|

"

1
T e
]/ 0
OH
(19) Acido m-metoxi-p-hidroxi benzoico

0
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(33) Mangiferina

(34) Cianidina

Continua



160

Continuacao...

N N\ | OH
. |[ l ) = /l\rf’
H‘?-\_p g - N - '.1:: ".-'I. |
| I '—__r';{ = .-"'NH
(35) Criptolepina (36) Efedrina
| I:-".:-O
—Nt A
|, O oH
~ :;.r . FN‘ -:.
i = PN \
D L)
" 4 o N -z'f
=~ "NH T
(17) Hipaforina (38) Vasicimina

E}H
'b:' -I
%r"
/@;/Na
HO

(39) Vazicinol

'FI'H
N i
= ey
D
= N.._
L]

(40) Vasicinona
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Fonte: GOMES, 2011



APENDICE C - CONSTITUINTES QUIMICOS OBTIDOS DE
EXTRATOS AQUOSOS DE FLORES DE Hibiscus sabdariffa.

Class

Compound

Organic acid

Anthocyanins

Hydroxycitric acid

Hibiscus acid

Hibiscus acid glucoside
Hibiscus acid 6-methyl ester

Delphinidin-3-sambubioside
Cyanidin-3-sambubioside

Flavonoids and phenolic acid

Gallic acid

Chlorogenic acid isomer I
Chlorogenic acid

Chlorogenic acid isomer II

5-Hyd roxymethylfurfural

Methyl gallate
2-0-trans-Caffeoyl-hydroxicitric acid
5-Caffeoylquinic acid
Myricetin-3-arabinogalactoside
3-Caffeoylquinic acid
Protocatechuic acid

Protocatechuic acid glucoside
Coumaroylguinic acid
Quercetin-3-sambioside
Quercetin-3-rutinoside
5-0-Caffeoylshikimic acid
Leucoside{ kaempferol-3-0-sambubioside)
Quercetin-3-glucoside
Kaempferol-3-0-rutinoside
Feruloyl derivative

Methyl[AS in Methylepigallocatechin)
Myricetin

N-Feruloylcyramide
4-Caffeoylquinic acid
Caffeoylquinic acid isomer
Kaempferol-3-p-coumarylglucoside
Quercetin

Caffeic acid

Galloyl ester

Feruloyl quinic acid derivative
Kaempferol-3-glucoside

Quercetin derivative

Tiliroside

Fonte: Da-COSTA-ROCHA, 2014.
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